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1. Estado Redox

Desde una perspectiva general, puede afirmarse que el metabolismo celular esta
compuesto por una amplia serie de reacciones individuales de -dadiacion (redox)
que ocurren durante el desarrollo de las diversas vias metabdlicas, que a su vez, estan
compartimentadas en los distintos organulos celulares. La mayoria de las reacciones
metabolicas redox pueden clasificarse como reacciones de conversion en las que los
cambios experimentados por los intermediarios metabodlicos se encuentran acoplados
a cambioscomplementarios 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 recept@ms como el @ lo que acarrearia la formacion de
radicales libres. En este sentido, las reacciones de conversion no son las causantes de
f LINRRdzOOAsYy RS aRSaSljdAtAoNA2a NBR2EE
viabilidad celular. En general, atstablecimiento de un desequilibrio redox
potencialmente dafino tiene lugar cuando la generacion de especies moleculares
reactivas ocurre en proporciones que exceden la capacidad celular de su
desintoxicacion, lo que conlleva la oxidacién incontrolada de diferentes
constituyentes celulares. Estas especies reactivas comprenden a derivados del oxigeno
494LISOASa wSI Ol A FReattiveRGkjgenSpepics pitgenodRNS{ =
Reactive Nitrogen Spec)esel azufre (sulfuro) (RIEeactive SulfuBpeciepy especies
derivadas de grupos carbonilos (RB8active Carbonil Speales Gl f & 02Y?2

Figura 1.

lj d:
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Especies reactivas de Nitrogeno (RNS)
A Oxido nitrico (NO)
A Peroxinitrito(ONOQ

H He
1.01 4.00 Especies reactivas de oxigeno (ROS]
A Oxigencsinglete (1 G)
Especies reactivas dearbonil (RCS) . A Superéxidq0, )
A Monocarbonilogacroteing Li Be B C N 0 F Ne A Peroxido de hidrogeno ¢8,)
A DicarbonilogGlyoxa MDA) 0.4 IR9.0LN]1710.81 IEL20NEES IR 00N | 19.001 ] 2018 A Radical Hidroxilo (Hp
A Hidroperoxidos de alquilo (ROOH,
Na|[Mg| Al | Si| P | S |Cl|Ar
2299 | 2431 | 26.98 | 28.09 | 30.97 | 32.07 | 3545 | 39.95

Especies reactivas de azufre (RSS)
A HidropersulfuroRSSH)

A Acidosulfénico(RSOH)

A Sulfito (HSQ)

A RadicalThiol(RS)

Figura 1. Distribucion en la tabla periédica de los elementos que representan las principales
clases de especies moleculares reactivas mevancia para la biologia celulaka naturaleza

de lasespecies reactivas de oxigeRCH, especies reactivas de nitrégeno (RNS), especies reactivas
de carbonilo (RCS) sspecies reactivas de azufre (RS& debe a la capacidad de carbono,
nitrégeno,oxigeno y azufre para formar maltiples enlaces de union covalentes y adoptar diferentes
estados redoxModificado deMock y col. (2016).

1.1. Tipos de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El oxigeno (& representa aproximadamente el 20.9% en volumen de la
conposicion de la atmoésfera terrestre. En su estado fundamental como tripieela
molécula de oxigeno tiene sus dos orbitales de mayor energia (orbitales pi)
parcialmente ocupados por dos electrones desapareados con spines paralelos. Para
oxidar a otro fomo o molécula, el oxigeno triplete necesita que éstos presenten dos
electrones con spines paralelos que encajen en sus orbitales pi parcialmente ocupados
(Sharmay col.,2012) este hecho explica la baja reactividad del oxigeno con la mayoria
de lasmoléculas. La reduccion del oxigeno a agua proporciona la energia que permite
la impresionante complejidad de los organismos superiores, pero cuando su reduccion
no es completa se producen las ROS. Existen diferentes tipos de ROS detalladas en la
Figura 1 La reduccidon monovalente y secuencial, da lugar a la generacion,"de O
(radical superéxido), 4, (peroxido de hidrégeno) YOH (radical hidroxilo) (ver Figura
2). Junto a este mecanismo de activacion por reduccion monovalente, la activacion del

oxigenotambién ocurre por la absorcion de energia suficiente para cambiar el espin de
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uno de los electrones desapareados. Mediante este mecanismo tiene lugar la

produccion de la forma excitad®, (oxigeno singlete) (Kriegeliszkagol.,2008).

ONOO

Ine

Oxigenosinglete Dioxigeno  Radical Superéxido 16n Perdxido

e e
0, +— 0, —™ 0O, — 02

Fe*

2H*l

Peréxido deHidrogneo Radical Hidroxilo

|

Figura 2.Formacion de diferentes especies reactivas del oxigeno (ROBartir del oxigeno
molecular (@), se produce el oxigeno singlet®y], la reduccién o ganancia de un electrén conlleva
a la formacion del radical superéxidd;(), el siguiente estado deduccion da lugar al i6n peréxido
(0,%), por dismutacién se forma el peréxido de hidrégensD{Hy éste puede reaccionar con
metales formando el radical hidroxil®@H).Modificado deMittler y col. (2017)

Por otro lado la disponibilidad de hierfibre en su forma reducida Feconstituye
una via principal responsable de la toxicidad de las ROS, debido al papel del hierro en
la reaccion de Fenton en la que efFeduce al HO, a ‘OH. A su vez el.Opuede
actuar como reductor del Bé La sumade estas dos reacciones se conoce como

reaccion de HabeWweiss (MignoleSpruyty col.,2016)

Reaccion:

F63+ + 026- — Fe+ + 02
Fenton
Fe?*+H,0, —— Fe3*+OH+OH

HaberWeiss O, + H,0, — O, + OH + OH
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las diferentes ROS es un factor critico para permitir esadollo y crecimiento

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

1.1.1.Produccion de ROS en plantas.

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

inevitablemente como productos del metabolismo aerdbico y se generan en los

distintos compartimentos celulares como un subproducto de una gran variedad de

procesos, entre ellos lague implican transporte de electrones como la respiracién en

mitocondrias y la fotosintesis en cloroplastos, (Asadal.,1987. Sevilley col., 2015,

o bien durante la fotorrespiracion y beta oxidacion de acidos grasos en peroxisomas y

glioxisomasdel Rioy col.,2009. Ademas se producen por determinadas actividades

enziméaticas, entre ellas la actividad NAB#dtioreductasa y peroxidasa de la

membrana plasmatica y de la pared celular, respectivamente (Mitleol, 2004)

(Tabla 1).

Tabla 1. Espees reactivas del oxigeno y su localizacién y principales fuentes de origien.
Transporte de electrones. AG: Acido grasos. FSI: Fotosistema |y Il. Cl y lll: Complejo |y IlI

respiratorio.

LOCALIZACION ORIGEN ROS
TE fotosintesis FSl y Il O,y
CLOROPLASTO! , , 1
Clorofila excitada O,
MITOCONDRIAS  TE fotorrespiracion Cl y | O,
Xantina oxidasa O
PEROXISOMAS Glicolato oxidasa H.G,
i -oxidacién de AG H,0,
APOPLASTO Oxalato y amina oxidasa H.O,
PL XASFT\/IMAI?I'TCAANA NADPH oxidasa O,
PARED CELULAI Peroxidasas, I\/f"ﬁy NADH H,O,/ O,”

Una caracteristica comun de todas las ROS es su capacidad para producir dafios

oxidativos a proteinas, inactivando enzimas al oxidar sus grupos tidlicos y aminoacidos
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especificos, 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 radicalOH a los dobles enlaces) los compuestos aromaticos de esta
molécula y alterarla funcionalidad de las membranas lipidicas al reaccionar con los
lipidos para formar hidroperéxidos. Estas propiedades citotoxicas que tienen lugar en
una situacion de estrés oxidativo celular, explican la evolucién de toda una plétora de
mecanismos deakintoxicacion, tanto enzimaticos como no enzimaticos, en las plantas

(Halliwelly col.,1999.

1.1.1.1.Cloroplastos

En los cloroplastos se generan diversas formas de ROS. Se ha descrito la generacion
de Qa nivel de los fotosistemas | y Il, deféaredoxinaNADP-reductasa y de la
forma reducida de la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR). Ciertas condiciones
medioambientales, como una alta intensidad luminica y/o una baja concentracion de
CQ, disminuyen la disponibilidad de NADG# el clorophsto, incrementandose el flujo
electrénico hasta el o que conduce a una mayor producciéon de.@ su vez, el O
se puede protonar a HOen la superficie interna de la membrana tilacoidal (lumen) o
bien dismutarse de forma espontanea o por laidecenzimatica de las superéxido
dismutasas (SODs), en la superficie externa de la membrana del tilacoide o en el
estroma, dando lugar a la generacion dgOH(Asaday col., 2006T t & &LJN OA f
2012. Este HO, es destoxificado fundamentalmente por kctividad ascorbato
peroxidase (APX) presente al igual que las SODs, en tilacoides y en el estroma (Gémez
y col.,2004) y/o por la actividad de las diferentes peroxirredoxinas cloroplastidicas
(Prxs) (Diety col.,2016).

En los centros F8, donde el Pé esta disponible, el ¥D, puede dar lugar a la
generacion de radicaDH, que es uno de los oxidantes mas poderosos que se conocen,
a través de la reaccion de Fenton (Halliwgllcol., 2015, como se indico
anteriormente.En cloroplastos la generacién 8, se encuentra ligada a la excitacion
de clorofilas asociada al transporte de electrones. Esta forma activada del oxigeno
también puede generarse como producto de la actividad lipooxigenasa

(Triantaphylide”y col.,2009).
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1.1.1.2.Peroxisomas

Los peroxisomas constituyen uno de los organulos celulares en los que la
produccion de bD, es mas elevada, como resultado de un metabolismo
esencialmente oxidativo (del B§ col.,2016). Las principales fuentes responsables de
la produccion de kD, en los diferentes tipos de peroxisomas son la reaccién de la
glicolato oxidasa en la fotorrespiracion, en la bexdacion de acidos grasos mediante
la acitCoA oxidasa y a través de la actividad de otras flavin oxidasas (urato oxidasa,
xantina oxidasa, etc) junto con la actividad de las diferentes SODs (Sandaalio
2015. Se han descrito dos posibles sitios de produccién gee® estos organulo,
localizados en la matriz por la actividad xantina oxidasa implicada en la oxidacion de
xantina a hipoxantina y acido arico, y otro en membrana a través de una pequefa
cadena de transportadores de electrones compuesta por la flavoptMBDHAR,
NADH y citocromo b (del Rip col.,1992. Recientemente se ha demostrado la
produccion de'O, independiente de la luz en peroxisomas y también en mitocondrias
y nucleo, en tejidos no fotosintéticos de Arabidopsis, y esta generacidbn aumenta en
tejidos radiculares de plantas sometidas a condiciones de estrés biético y abidtico en la
oscuridad. Se ha sugerido que el origen de &teodria ser la reaccion debCcon el

H.O, via mecanismo de Hab&Veiss (Moty col.,2014).

1.1.1.3.Mitocondrias

Las mitocondrias son organulos dindmicos y metabdlicamente activos, que se
encuentran presentes en todas células eucariotas, ya que son las encargadas de
suministrar la mayor cantidad de energia a las células a través del proceso de
respiracion celular. Es proceso es posible gracias a la oxidacion de glucosa y acidos
ANl az2a | OGN @Sa RSidaciod HeCitids graSos, YeNdsdiiviameate. f |
Ademas, las mitocondrias estan implicadas en la proliferacion celular, el crecimiento

vegetal, el desadallo y la muerte celulagMillary col, 2011 Lazaroy col, 2013.

Edructuralmente son organulos rodeados de damembranas claramente
diferenciadas en sus funciones y actividades enzimaticas 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
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membrana externa es poco selectiva y funcional, la membrana interna es altamente
selectiva y se invagina formangiegues o crestas, lo que aumenta su superficie.
Ademas, en su composicién hay un 80% de proteinas exclusivas de este organulo como
la cadena de transporte de electrones (CTE), la ATP sintasa, las proteinas
transportadoras que permiten el paso de ionesigléculas orgénicas y las traslocasas

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

mitocondrial.

La CTE vegetal consiste en cuatro complejos principales: el complejo | o NADH
deshidrogenasa y complejo Il o succinatshidrogenasa que ceden los electrones al
coenzima Q o ubiquinona, complejo Il o citocromo bcl que cede los electrones al
citocromo c y el complejo IV o citocromo oxidasa que cede los electrones al oxigeno
para producir dos moléculas de agua (Figura 3Juds de estas proteinas estan
organizadas en supracomplejos, por ejemplo: el 50% del complejo | esta asociado con
dos copias del complejo I(Dudkinay col, 2006. Las moléculas NADH y FADH
producidas durante el ciclo de Krebs y la oxidacion de acidos grasos ceden sus
electrones a través de la CTE, separandiesédos protones, hasta que se rednen de
nuevo con éstos y el oxigeno para formar agua. El paso de electrones a través de la CTE
genera un potencial electroquimico en la membrana que favorece la sintesis de ATP a

partir de ADP+Pi gracias a la actividadad@hplejo ATP sintasa.

Ademéas de estos sistemas enzimaticos, 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 ala produccién de ATP. Estas vias, podrian funcionar como "valvulas de
seguridad" para limitar la produccion de ROS, manteniendo la cadena de transporte
relativamente oxidad@Mgllery col.,2010 Rasmussox col.,2010 Millar y col.,2011).

De esta forma, las enzimas deshidrogenasas de NADP(H) evitan que los complejos | y Il
cedan los electrones a la ubiquinona, mientras otras enzimas como la oxidasa
alternativa (AOX) acoplan la oxidacion del ubiquinol con la reduccién de oxigeno a
agua,disipando la energia en forma de calor y disminuyendo la proporcion ADEHO

derivacién de electrones a través de esta via es importante en el metabolismo primario
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y secundario, asi como en la oxidacion de un exceso de hidratos de carbono

(Rasmusson col.,2010.

Aunque los cloroplastos son los principales productores de especies reactivas del
oxigeno en las células vegetales fotosintétigsyery col., 2008, el metabolismo
mitocondrial contribuye significativamente a la generacion total de ROS en forma de
radical superoxiddNoctor y col.,2007), siendo el complejo | y el complejo Il los
principdes lugares de produccion en este organ(foctory col.,2007) (Tabla 1 y
Figura 3), si bien, bajo condiciones especificas, pueden producirse también a nivel del

complejo Il, en el curso del transporte electronico invefBarrensy col.,2003).

La produccion de ROS enratocondria depende en gran medida del potencial
electroquimico de la membrana interna. Una alta proporcion de NADH/NAD
ADP/ATP pueden aumentar el transporte electronico contribuyendo a un alto
potencial de membrana, que se correlaciona positivamexae una alta reduccién de
los componentes de la CTE, aumentando la probabilidad de fuga de electrones al
oxigeno y generacion de,O El superoxido generado puede a su vez actuar como
sustrato para la generacion de ROS secundarios tales cey HDH. la fosforilacion
oxidativa y la actividad de los sistemas de disipacién de energia también contribuyen a
la modulacién de este potencial de membrana. De esta forma, cuando el ADP se
fosforila activamente, el potencial de membrana y la generacion de ROSeswres
que cuando el ADP es limitant8i una célula consume mucho ATP, sube el nivel de
ADP y como resultado se acelera el transporte de electrones con el consiguiente

consumo de oxigeno y produccion de ATP.
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Figura 3. Generacion de ROS en la cadenaraesporte electrénico mitocondrialLa cadena
respiratoria mitocondrial o cadena de transporte de electrones estda embebida en la membrana
interna mitocondrial, y la constituyen cinco complejos multienzimaticos (I, I, lll, IV y V o ATP
sintasa) y dos trasportadores de electrones moviles (coenzima Q o ubiquinona y citocromo c).
Modificada de de Gara y col. (2010)

1.1.1.4.Membrana plasmética y pared celular

En la pared celular las peroxidasas producen &expensas de NADH, en una
reaccion dependiente de Mn (Bolweyl col., 1995, a la vez que las NAD(P)H
oxidoreductasas de la membrana plasméatica asociadas a cadenas de transporte
electrénico, producen © y HO,. Ademas, en la pared celular se ha detramo la
produccion de OH catalizada por la accibn de una peroxidasa apoplastiea (

Breusegeny col.,2008 Heynoy col., 2011, Marinoy col.,2012).

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

1.1.2.1.Estrés oxidativo

En condiciones normales aeecimiento la produccion de ROS celular es baja (240
>a '@ & dzy VY A DS H0 dnSloraplasos) fPallg dol.,2001), lo que implica
gue en condiciones basales la célula tiene en general, un ambiente reductor que
impide la oxidacion de proteas, lipidos o ADN y garantiza las funciones vitést

homeostasisse debe fundamentalmenta la presencia de sistemas eliminadores de
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ROS (sistemas antioxidantes) capaces de mantener la produccion de especies reactivas
de oxigeno baja@ontrol. Sinembargo, diferentes fendmenos fisioldgicos o situaciones
de estrés como la salinidad, altas y/o bajas temperaturas, sequia, toxicidad por
metales y ataques por patdgenos, entre otros, pueden provocar un desequilibrio entre
la produccion y eliminacion deJF$, desencadenando una situacion de estrés oxidativo
(Goémezy col.,2004 Camejoy col.,2007 Sharmay col.; 2012 Zhaoy col.,2014
Sandalioy col.,2015 Sevillay col.,2015. El aumento de los niveles de ROS puede
causar daflos a componentes celaiarprovocando lanactivacion de proteinas y
enzimas, rupturas y mutaciones en el ADN, y alterar la funcionalidad de las membranas
lipidicas al reaccionar con los lipidos para formar hidroperéxidos. Sin embargo, aunque
la produccion incrementada de ROSndé®m una amenaza para la célula, también es
capaz de activgper seciertas rutas de defens@aspery col.,2010 Rasmussew col,

2013, participando en mecanismos de transduccidbn de sefales capaces de

contrarrestar el estrés, tal como se vera a continuacion.

1.1.2.2.Sealizaciéon celular

9f GSNI¥AY?2 6Sa0GNB& 2EARI GAQD2¢ 02y OASN
proceso perjudicial, cuando en realidad una plétora de trabajos han conducido en
estos ultimos afos, a un cambio de paradigemael que las ROS consideradas como
GY2ft SOdzZf Fa RFE3AYLF&aég | tFa ljdzS KF& 1jdzS St AYA
al producir oxidaciones indiscriminadas, actualmente también se consideran como
moléculas que utilizan las plantas para llevar aocajoistes en la expresion génica y la
estructura celular en respuesta a sefiales ambientales y del desarrollo (Miasodj
2010 Noctory col.,20150 @ 9 &Gl & F OOA2ySa tFa NBFtAT LYy |

sefalizacion entre organulos vy el nucleo (Figura 4).
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Figura 4. Identificacion e integracion de sefiales mediadas por diferentes receptores
localizados en distintos organulogoscilindros azules indican receptores de ROS que pueden ser
de distinta naturaleza quimica y activar multiples cascadas de sefializacién. La figura muestra un
receptor en cada localizacién: apoplasto, membrana plasmatica, citoplasma, cloroplasto, envuelta
cloroplastidica, mitocondria, membrana mitocondrial y peroxisomas. Sin embargo, cada ubicacion
puede tener mas de un tipo de receptor, y puede haber una interaccion ensteMdidificado de
Noctor y col. (2016).

Por otra parte, la especificidad en la séf@ation por ROS se obtiene a través del
control espacigemporal de su produccién y eliminacién en las diferentes organulos y
localizaciones subcelulares: cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, apoplasto y
nacleo (Baxtey col, 2014). Se ha sugerido que la propagacién de la sefial por ROS se
realiza a través de interactores especificos en cada compartimento (Sewetah
2014). Asi mismo, la estabilidad deb® en relacion con la vida media del radical
superéxido y del oxigenongjlete, su capacidad de difusion y los valores elevados
detectados en los diferentes tejidos vegetales, (P00 nmol.g peso fresco e incluso
superiores) han llevado a considerar alOkHl como la molécula sefializadora por

excelencia en la sefalizacion fROS (Foyer col., 2013 Mittler y col.,2017).

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

vias de sefializacién, como proteinas kinasas, sefializacion Ppredas hormonales,

11
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redes metabolicas celulares y spestas celulares redox. En algunos casos la
acumulacion de ROS precede a la activacion de la sefalizacion a través de estas redes,
mientras que en otros ejemplos, la acumulacion de ROS es el resultado directo de la
sefalizacion a través de estas redes.duen ejemplo clasico de vias activadas por ROS

lo constituyen las cascadas de proteinas kinasas activadas por mitégenos (MAPK) que
presentan complejas interacciones entre ellas y entre otras vias de sefalizacion como
las hormonales y con el 6xido nitrildO) (ver Figura 5) (Mittley col.,2011; Niuy col.,

2016).

Estimulo

o

{ Proteina GCDPKsCaM }

NR, NOSike

N

0
’

!

I
| CDPKscaM |

0 Respuesta a estrés
efectos fisiolégicos

R
/

[ Desarrollo vegetal y

Figura 5. Rutas de sefalizacién mediadas por 6éxido nitrico, peréxido de hidrégeno, oxigeno y
calcio. Estas moléculas pueden ser modulados por estimulos percibidos por distintos sensores y/o
activar cascadas enzimaticas (MAPKs) o ciclinas dependientes de proteinas kinasa (CDPKs) para
regular distintos procesos fisiol6gicos, de desarrollo o de respuesta a &ddiicado de Niu y

col. (2016)

Por otro lado, se considera que incrementoanitorios de ROS en los diferentes
organulos y el apoplasto pueden impactar especificamente, de forma espacio
temporal positiva 0 negativa, sobre la progresion o bien la inhibicién de una cascada

especifica de sefalizacion. Esta compleja regulacidoa derhunicacion interorganular
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mediada por ROS parece que es necesaria para captar por parte de las plantas un
amplio espectro de estimulos ambientales, que tienen su efecto sobre la homeostasis
celular, permitiéndoles de este modo adaptarse fisiolégicamentales condiciones
(MignoletSpruyty col.,2016).

Otra particularidad interesante, es que un incremento en ROS inevitablemente
conduce a un aumento en otra importante molécula sefalizadora, el 6xido nitrico (NO)
y viceversay la razon ROS/NO en untéeminado compartimento celular, puede ser
mas importante que solo la acumulaciéon de ROS. Ambos interaccionan y participan

modulando la expresidde genes y el destino celui@toctory col.,2016).

1.2. Especies reactivas de nitrdgeno y modificacioqmestraduccionales

Las especies reactivas de nitrdgeno (RNS) incluyen el 6xido nitrico (NO) y otras
moleculas relacionadas, como el peroxinitrito (ONQE& dioxido de nitrdgeno (NJD
el trioxido de dinitrégeno (p0s) y losSnitrosotioles. EI NO es undal libre lipofilico
gaseoso y un metabolito de gran importancia en plantas, considerado como molécula
implicada en el proceso de sefializacion intracelular e intercelular por su capacidad de
difundir a través de las membranas celulares. Puede reaactmmaproteinas, lipidos y
acidos nucleicos, si bien la vida media deliN@voes relativamente corta, del orden
de 10 s (Pfeiffety col.,1999. El NO es una molécula fundamental en procesos
fisiologicos, de desarrollo como la floracion, la germinadi@rsemillas, maduracién y
senescencia, el cierre estomatic&hfy col., 2015, regulacion del crecimiento,
sefalizacion hormonal, respuesta a estrés abidticanéastasis del hierro y defensa
de la planta frente a patdgenos (Gigacol.,2006 Camejoy col., 2013 Liuy col.,
2015 Wangy col.,2015 entre otros (veFigura 6).
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Figura 6. Procesos regulados por el 6xido nitrico y su respuesta a diferentes estreses
abidticos. El 6xido nitrico regula diferentes procesos de crecimiento y desarrollo como son la
germinacion, la floracion, el desarrollo radicularsémescencia y la maduracién, asi como a otros
procesos fisiolégicos relacionados con el cierre estomatico y el crecimiento del tubo polinico. A su
vez responde a diferentes estreses abidticos, como frio, calor, salinidad, sequia, radiacion
ultravioleta e ntoxicacidn por metales pesadddodicada de Niu y col. (2016).

El NO puede reaccionar de forma inmediata conz€p@ra formar peroxinitrito que
se caracteriza por ser un potente oxidante capaz de oxidar grupos tiol y nitrar las
proteinas mediante la adion de un grupo N£en residuos de Tyr, o bien 'y de forma
menos frecuente en residuos de Trp, alterando su estructura y actividad {(Dmailee

y col., 2005).

Junto a estas modificaciones, otros efectos postraduccionales (PTM; Post
Traductional Modificaons) que son capaces de inducir las RNS s8mitosilacion y
la Sglutationalizacion, ambas con influencia en la estructura y funcionalidad de las
proteinas, modificando la actividad de las mismas (de Bimml., 2013 Camejoy col.,
2015.

1.2.1.Snitrosilacion

LaSnitrosilacion de proteinas consiste en la unién covalente y reversible de NO con
el grupo tiol de un residuo cisteina, provocando de esta forma, variaciones en la

funcibn de las mismas (Stamler y col., 2001; RorRerertas y col.,, 2013)

14



INTRODUCCI(

Generalmente, el proceso de #nitrosilacion depende de la reaccion de NO cen O
para formar triéxido de dinitrégeno @) que reacciona con el grupo tiol forman8o
nitrosotiol (RSNO) (Corpag col, 2013). Asi, losSnitrosotioles (RSNOs) son
metabolitos biolégicos de NO, que se forman también por la reaccion de NO con
componentes no proteicos que contienen grupos sulfidrilo. Los RSNOs patrticipan en
reacciones biolégicas importantes, incluyendo liberacion de NO, transnitrosa&on y
tiolacion. La mygoria de losSnitrosotioles son inestables en soluciones acuosas,
excepto elSnitrosoglutation (GSNO), que se forma medianteSlaitrosilacion del
tripéptido glutation (GSH)g(utamil- cisteinil glicina) con NO en presencia de una
molécula de oxigenolambién se puede formar por la reaccion de glutation reducido
con peroxinitrita Debido a su estabilidad y a la elevada abundancia del GSH en las
células, el GSNO es uno de los metabolitos endégenos mas abundantes de NO y un
buen medio de transporte y almmanamiento del mismo en las células (BesBandy

col.,2008 Gaoy col.,2009.

1.2.2. Sglutationilacion

La Sglutationalizacion de proteinas constituye otra modificacion postraduccional
reversible y se produce a través de la adicion de glutation a un ti(GeS) de un
residuo de cisteina, a pH fisiologico. Esta modificacién al igual gBeitiesilacion
esta implicada en muchos procesos fisiolégicos, y fundamentalmente en las rutas de
sefalizacion y de regulacion de proteinas, no sélo en condicionestds oxidativo
y/o nitrosativo, sino también en condiciones fisiolégicas normales, en las que se
generan tiolatos. Se ha sugerido que ambas PTMs juegan un papel importante como
mecanismos de proteccion de proteinas frente a la sabidacion, que cdieva la
pérdida de actividad en condiciones de estrés (Zaffagnioi.,2013 aunque al igual
gue la Snitrosilacién, también puede resultar en la modulacion de la actividad de
proteinas especificas e influir en la localizacion celular de las mismas (Hashemy
2008 Camejoy col.,2013y 2015 Chardonnety col.,2015. La deglutationalizacion de
proteinas puede ocurrir en condiciones reductoras y es el resultado de la liberacion del
G$ de la proteina glutationalizada. Este proceso de forma general se encuentra

regulado por las enzimas glutaredoxinas (GRXs) y también implica la intervencion de
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GSH y de la actividad Glutation Reductasa (GR) dependiente de NAD(P)H (Waszczak
col.,2015. El proceso de glutationalizacion de proteinas se considera no s6lo como un
mecanismo de defensa antioxidante frente al estrés oxidativo sino también, como un
mecanismo regulador en el proceso de sefalizacion celular, de forma similar a lo
descrito parda Snitrosilacion. Sin embargo, los mecanismos que median y regulan la
glutationalizacién de proteinas en plantas estan aun por definir (Kieit.,2000;Grek

y col.,2013.

1.2.3.Ssulfhidratacién

El papel del & como molécula sefializadora es un aspeatergente en plantas y
en sistemas animales. Al igual que el NO, el sulfuro de hidrogeghediuna molécula
gue recientemente ha acaparado la atenciébn por su posible participacion en la
regulacion y en la modulacién de la actividad de proteinas mediantmi®n a grupos
hemo presentes en las mismas. Ademas, & puede promover a través de varios
mecanismos potenciales, la formacion de grupos persulfuros en las proteinas, un
proceso denominado com&sulfidratacion. La formacién de grupos persulfupasiria
ocurrir como resultado de un atague nucleofilico delSHa residuos de cisteina
oxidados, bien como &cido sulfénicos, puentes disulfuro o formando aductos con
glutation (Finkely col., 2012. Otra posibilidad que se ha barajado es la posible
reaccidh del HS con el intermediario sulfenilamida, como se ha descrito para la
tirosinafosfatasa humana 1B (PTP1B). El persulfuro resultante puede, en este caso,
ser reducido por la actividad Trx (Krishngn col., 2011). Sin embargo estos
mecanismos de readm descritos, no estdn experimentalmente validados,
considerando el bajo poder reductor dej3Hen comparacién con el del glutation y el

hecho de su baja reactividad y abundancia en las células (Figura 7).
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Figura 7. Principales modificaciones en los goagidlicos de los residuos aminoacidicos de
cisteina. El grupo tiolato esta presente a pH fisiolégico, su primera forma oxidada es el acido
sulfénico, la segunda forma oxidada es el acido sulfinico, capaz de ser reducido por sulfirredoxina. El
ultimo e ireversible estado de oxidacion es la forma sulfénica. El grupo tiolato es capaz de formar
espontaneamente puentes disulfuro los cuales son reducidos por Trx. El tiolato puede ser oxidado
por nitrosoglutation formando grupos nitrosoglutation o aductos ctmtagién y estos estados
pueden ser reveridos por Trx (tiorredoxinas) y Grx (glutarredoxinas), respectivamente. El estado
sulfénico de la cisteina también puede ser oxidado por un grupo sulfidrilo dando lugar a un radical
Ssulfidrilo, el cual puede serdecido por Trx (Agaado de Coutier y col., 2013)

2. 9stemas redox en plantas

El término Biologia Redox se refiere a la capacidad de las ROS como moléculas
sefalizadoras para regular y mantener correctamente las funciones fisiologicas
normales, fundamentalmente a través de su interaccion con residuos de cisteina
presentes en las pteinas.En este sentido junto a las modificaciones
postraduccionales citadas anteriormente, una parte de la regulacion -ogdlectora
de la célula se basa en la modulacion de la actividad de distintas proteinas a través de
la modificacion oxidativa de goos que son facilmente oxidables, normalmente

cisteina (Cys) y metionina (Met). El grupo tiol que forma la cisteina en su forma
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reducida, se puede presentar de un menor a un mayor grado de oxidacion, en forma
de disulfuro ($5), acido sulfénico {8OH), dfinico (RSQH) o sulfonico (FSQH). La
formacién de disulfuro es un proceso reversible en las células en condiciones Optimas
u oxidantes suaves, protegiendo asi a la cisteina de oxidaciones posteriores. Los grupos
sulfinico o sulfénico constituyen moiti&ciones en general, irreversibles y altamente
reactivas que producen cambios estructurales en las mismas acompafados por
alteraciones funcionales. Asi, bajo condiciones altamente oxidantes, estas
modificaciones acaban produciendo la degradacion de latepra, aunque
recientemente se ha descrito que los grupos sulfinico en algunas proteinas pueden ser
revertidos por la accion de enzimas como las sulfirredoxinas (Srxs, EC: 1.8.98.2)
(lglesiasBaenay col.,2010. Por otro lado, los cambios funcionales idados de las
modificaciones redox pueden afectar al proceso transcripcional, a la fosforilacién y a
otros eventos implicados en sefalizacion o bien alterar los flujos metabdlicos al

modificar las propiedades enzimaticas (Regzetl.,2015.

Losprincipales sistemas basados en la regulacién de grupos tidisoBuro estan
ligados a proteinas como tiorredoxinas (Trx, E®@:1.9) y glutaredoxinas (Grx, EC
1.20.4.1), que ademas de su papel en la regulacién redox, pueden ser sustratos de
enzimas eductoras entre ellas peroxidasas o ribonucleétido reductasas (RR) (Coutuier
y col.,2013. En base a ello, el estado redox de la célula dependera en parte, de los
grupos tioles y disulfuro de los antioxidantes, entre ellos el GSH y las proteinas Trx, Prx,
Srx y Grx entre otros. Por otro lado, a raiz 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 Tyxco@o
2010).

2.1. Tiorredoxinas en plantas

Las tiorredoxinas clasicas son proteinas pequeiad412Da) que se caracterizan
por una secuencia muy conservada en su centro ad@GPC cuyas cisteinas
pueden presentar dos estados, oxidadas formando puentes disulfuro o reducidas, en
forma de ditiol(Meyery col.,2005. Por otro lado, las Trxs atipicas poseen algunas

caracteristicas comunes con las Trxs tipicas aunque se diferencian de aquellas en
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centros activos atipicos, multiples dominios Trx o bien motivos Trx asociados. Las Trxs
clasicas son éiwas en su forma reducida interviniendo en la reduccion de puentes
disulfuro de otras proteinas diana, a través de un mecanismo de intercambic ditiol
disulfuro, regulando asi la actividad de las mismas. Son proteinas que se encuentran
presentes en casi tibs los seres vivos, siendo en todos los casos de codificacion
nuclear(Sevillay col., 2015). Estas proteinas se describieron por vez primera en 1964,
junto a las NADPH tiorredoxin reductasas (NTRs), como el sistema de transferencia de
poder reductor a d ribonucledtido reductasa (Laurent col., 1986). En algunos
organismos, esta UOltima enzima es la Unica via de produccion de

desoxirribonucledtidos, por lo que su funcion es fundamental para la divisiéon celular.

El mecanismo de accién de las Trxs, quebign 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. Esta basado en que las dos cisteinas del centreo a&ti encuentran en
diferentes ambientes, lo que les permite actuar de forma distinta. Asi pues, a pesar de
gue el pK de los grupos tiélicos normalmente tiene un valor entre 8,0 y 9,0, en el caso
de las Trxs una de las cisteinas del centro activo le tieenor (Maillouyy col.,2014).

Este bajo pK a pH fisiologico (que como ejemplo, en el caso de la Encdi la Cys

32 posee un pK de 6,75), permite a las cisteinas correspondientes actuar como un
nucleofilico fuerte ($ que ataca al puente disutlimi de la proteina diana formando un
puente disulfuro mixto con ella, que se rompe inmediatamente por el ataque de la
segunda cisteina, con un pK mas elevado (en el cako cidiesta segunda cisteina es

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

”'f\’s s—f\'s S &M
L H-@) -G I

Figura 8. Mecanismo de accién de las Trxs por ataque ditiol en dos etdflasecanismo de
accionconsiste en un ataque ditiol en dos etapas. Las dos cisteinas del centro activo se encuentran
en diferentes ambientes, por lo que menen el mismo pK a pH fisiolégico. Una cisteina actia como

un nucledfilo fuerte (b que ataca al puente disulfuro de la proteina diana formando un complejo
disulfuro mixto con ella, el cual se disocia mediante el ataque de la segunda cisteina. Este proce
tiene como resultado la obtencion de la proteiiend reducida y la Trx oxidada.
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En plantas se han identificado al menos diez familias distintas con mas de 40
miembros presentes en practicamente todos los compartimentos celulares (Meyer
col., 2012. Asi emAradidopsis thalianase han identificado al menos 20 genes de Trx
gracias a la completa secuenciacion de su genoma y mostrando todas ellas
sorprendentes homologias (Meygrcol.,2012). La diversidad y nimero de isoformas
de Trxs en plantas (kia 9) parece sustentar la idea del contenido en ellas de una
mayor capacidad antioxidante en comparacion con los sistemas animales, en los que al
menos en mamiferos, solo se encuentran dos tipos diferentes de Trxs: Trx1 y Trx2,

presentes en el citoplasm@aulcleo y en la mitocondria, respectivamente (Lijligol.,

2007)
PSI
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Figura 9: Presencia de diferentes isoformas de tiorredoxina en Arabidopsis thaliaas.

isoformas reducidas por tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH son NTRC, CDSP32 y Trxo,
gue actiian 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 RPris yPrx excepto Trx y que reduce a
glutation peroxidasa (GPX1) y peroxirredoxina Q (PrxQ). Las enzimas glutraredoxinas (Grx) utilizan
glutation como fuente de poder reductor y principalmente reducen a peroxirredoxina IIE (PrxIIE).
Otros reductores comasaorbato pueden actuar directamente reduciendo a la enzima eliminadora

de peroxido de hidrégeno, ascorbato peroxidasa (AR¥gptada de Dietz y coRql)).
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Las Trxs de plantas se clasifican en varios grupos segun sus secuencias Yy localizacion.
Los cloroplastos contienen las Trksn,x,y,zjunto con la atipica CDSP32 (proteina
cloroplastidica susceptible de induccion por sequia), que se caracterizan por posee
péptido sefal que las dirige a este organulo, mientras que en mitocondrias, el sistema
es mucho mas simple que el de plastidios y se localizan al menos dos tipos distintos,
las Trxo como las de Arabidopsis (AtofY y la de guisante (Psdfy que pseen una
extension Nterminal que las conduce a este organulo y unahZpun tipo de Trx
citosdlica localizada también en mitocondrias y que carece de péptido sefialyLaloi
col., 200, Martiy col.,2009 Mengy col.,2010. Por otro lado, en guisantee ha
descrito una doble localizacion para la PeIpno solo en la mitocondria sino también
en el ndcleo en condiciones estandar de crecimiento (Macol.,2009, al igual que
ocurre en cultivos de células TBYsobreexpresantes de PsTak (OrtizEspn y col.,

2015.

A nivel de citoplasma, la mayoria de Trxs presentes pertenecen al grupo de las Trxs
h. Se asume que la mayoria de Thxson proteinas citosodlicas, ya que carecen de
péptido sefial, aunque como se acaba de describir alguna de estas résentan
localizaciones alternativas que incluyen no s6lo mitocondrial sino también localizacion
nuclear (Traversy col.,2013. Ademas en soja, las Tt y h2 que pertenecen al
mismo grupo que la PtTm®, poseen una extension-férminal hidrofébica queas
podria ligar a membranas. Datos recientes indican que la familia deserxlivide en
tres subgrupos (1,11 y Ill) en base a su similitud de secuencia y propiedades bioguimicas,
siendo Unicamente las Tixdel subgrupo | las que presentan una estruatglasica
Trx, considerandose el resto como Thxsomo atipicas (Meng col.,2010; Lazaroy
col., 2013. Recientemente, se ha demostrado que las Thxsgle plantas sufren
modificacionesposttraduccionalesen la parte Nerminal, en funcién del grupo
filogenético al que pertenecen. Este estudio ha permitido identificar la localizacion
membranosa del subgrupo Il y lll de las Tree plantas (membrana plasmatica, Golgi

y reticulo) (Traversyp col.,2013.

En relacion a la localizacion nuclear y a diferencia de lo que ocurre en el resto de
los organulos, en el nucleo se han descrito fundamentalmente Trxs atipicas como las

nucleorredoxinas (NRX), que son proteinas con dos o tres dominios Trx (Macchal
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2014), aunque también se ha descrito la localizacion nuclear de & BEix guisante
comentada anteriormente (Martiy col., 2009, y la de Trxsh demostrada bajo
condiciones de estrés oxidativo durante la germinacion (Segatol.,2003 Pulidoy

col., 2009. Méas recientemente se ha demostrado que la NRX1 de Arabidopsis es
reducida en nucleo por una tiorredoxina reductasa concretamente la isoforma NTRA,
lo que podria constituir un sistema TRX completo en este organulo (Cgjedb,

2014).

Por otro laa 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 estd compuesto por
ferredoxina (Fd), FTR y las défietes Trxs cloroplastidicas (Schirmaneol., 2008). El
segundo sistema NADPH/tiorredoxina, compuesto por NADPH, NTR y Trx esta
localizado en el citoplasma, en la mitocondria y en el nicleo (L&i2001; Pulidoy

col., 2009 Sevillay col., 2015, como ya se ha comentado.

2.1.1.Funcionalidad de las tiorredoxinas

Basandonos en la identificacibn de dianas y en el fenotipo de plantas
transformantes podemos asumir que la funcibn méas importante descrita para la
mayoria de tiorredoxinas es la de actuar coproteinas redox y antioxidantes. Se ha
descrito la multifuncionalidad de las Trxs en procesos que incluyen: el desarrollo
vegetal via la regulacion de la formacién del embrion, el control de la comunicacion
intercelular, la movilizacion de reservas en dkimj la biogénesis de estructuras
cloroplastidicas, el metabolismo carbonado y del fosfato, generacion de ATP, la
respuesta a estrés y el mantenimiento de la homeostasis redox celular (Pagnussat y
col., 2005Reichheld y col., 200Arsova y col., 201Q;azaro y col., 2013; Ying y col.,
2017).

Como antioxidante, la Trx es capaz de ceder electrones en una cascada secuencial
de oxidereduccion con la finalidad de eliminar los ROS en la célula. Un ejemplo de ello
es la activacion de la peroxirredoxi(Rrx), una enzima que a su vez elimina £,H

celular, o la activacion de metionina sulfoxido oxidoreductasa (MSR), enzimas que
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reducen peréxidos organicos y reparan proteinas oxidadas (Piett,2011; Tarrago

y col.,2009. La participacion de la Ten la modulacion del estado redox de los
grupos cisteinicos del proteoma de la célula, es otra funcién importante, ya que
permite, mediante la reduccion de puentes disulfuro de proteinas especificas, modular
la funcionalidad de diversos ciclos celulatemo es el ciclo de Calvin, el ciclo celular o
el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) (Dafasu.,2015).

En mitocondrias, diversos estudios de identificacion de posibles proteinas diana de
Trol, mediante la técnica de cromatografia de afinidadn llevado a sugerir la
participacion de la Tod en procesos que incluyen la fotorrespiracion, el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, la sintesis de ATP, la sintesis hormonal y del azufre, la regulacion
redox de la AOX, la eliminacion de ROS, el tratspatermembrana, la transduccion
de sefales y su relacién con la respuesta adaptativa frente al estrés salino y estrés
metalico (Balmewy col., 2004 Gelhayey col.,2004 Martiy col.,2009 2012 Dalosoy
col.,2015. Ademas la interaccidim silicoentre PsPrxIIF y Psbixmitocondriales y el
patron de expresion encontrado para ambas proteinas en estrés por salinidad y Cd,
apoya la posibilidad de que la ®ixpodria tener un papel relacionado con ROS y
sefalizacion redox en mitocondrias en condic®risiolégicas normales y en estrés
abiédtico (BarranceMedinay col.,2008g Matrtiy col.,2012).

No obstante, en ocasiones se ha observado que la Trx ejerce funciones
independientes de su capacidad reductora como es la de su participacibn como
chaperona foldasa y holdasa implicadas en el plegamiento de proteinas y en su
prevencion frente a la agregaci (Sanaarrioy col.,2012 Duy col, 2015 como ce
chaperonas (Prasag col, 2010 Chaey col.,2013, o como elemento estructural
durante la formacion de vacuolas en levadurasyXol, 1997, el ensamblaje de fagos
en E. colilRussel col.,1985)0 la participacion en la replicacion del ADN por su union

al complejo de la ADN polimerasa del fago T7 (Marél.,1976)

2.1.2.Tiorredoxinas nucleares

La informacién sobre la funcién de la Trx nucleares en plantas, es mas reducida que
la existente sobre lasoformas cloroplastidicas y citosdlicas, por lo que parte de las

funciones descritas para las Trxs en nucleo, se han obtenido en sistemas animales,
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levaduras y microorganismos, en las que estas proteinas estan bien caracterizadas. En
general la funcionaad en nucleo suele estar asociada, entre otros procesos, con la
proliferacion y crecimiento celular, modulacion del ciclo celular, apoptosis y activacion
de determinados genes relacionados con el estrés abiotico o la defensa celular. Los
mecanismos polos que las Trxs intervienen en estas funciones abarcan desde la
regulacion redox nuclear, a la activacion de factores de transcripcion especificos a
través de interacciones directas y/o indirectas, la integracion como elemento
estructural de complejoseadreplicacion del ADN o bien activando a quinasas o ciclinas
dependientes de quinasas (CDK) (Gool.,2010 Hirotay col.,2000 Marchaly col.,

2014 Sevillay col.,2015) A continuacién se defah algunas de estas funciones:

2.1.3.Reguladores detstado redox

La participacion como reguladores del estado redox nuclear se sustenta en la
identificacion en nucleo de potenciales proteinas diana mediante el empleo de
diferentes aproximaciones protedmicas, ensayos de doble hibrido y/o ensayos de
actividad enzimatica, y que incluye a determinadas peroxirredoxinas comedgs1
Prx1 (Pulidoy col.,2009, factores de transcripcion, proteinas implicadas en defensa
y/o en el metabolismo celular y en sefializacion, entre otras tal y como se describe a

continuadon.

2.1.4.Funcién antioxidante

Adicionalmente se ha descrito la participacion potencial de las Trxs como proteinas
antioxidantes, y en el nucleo puede tener lugar la acumulacién & &lincluso la
generacion de radicale®H por interaccién del mismo con hierro, considerando que la
reposicién de una proporcion elevada del Fe celular se produce a nivel nuclear. La
ausencia de informacion fehaciente sobre la localizacion nuclear de enzimas
antioxidantes como SODs, catalasaATL o las componentes del ciclo ascorbato
glutation (ASE5SH), unida a la presencia en él en casos especificos;Qys 1
peroxirredoxina (iCys Prx) y de NTR, como ocurre en semillas de trigo y en

Arabidopsis, ha llevado a sostener la presencia en nu@amdmecanismo de control
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de procesos oxidativos, contribuyendo por tanto al mantenimiento en este
compartimento de un ambiente altamente reductor (Serrgtaol.,2004 Marchaly
col.,2014 Delormey col.,2016). En este sentido se ha sugerido que taatsistema

Trx como el GSH podrian proteger al ADN de dafios oxidativos y regular la expresion de
genes implicados en su reparacion o modificar la actividad de proteinas a través del

proceso de glutationalizacion (@aol.,2010.

2.1.5.Modulacién de factoregsie transcripcion

La regulacion redox por Trx de factores de transcripcion (TFs, Transcription Factors)
estd ampliamente descrita en bacterias, hongos y en células animales,
fundamentalmente de mamiferos. En animales, la funcion de los TFs regulados por Trx
se relaciona con procesos de ciclo celular, diferenciacién y apoptosis e incluye a los
factores de transcripcion NEB; p53, AR, Nrf2, HIF, receptor de glucocorticoide y
receptor de estrogeno, entre otros. Cada uno de ellos presenta en su estructura un
grupo tiol de un residuo de cisteina, que esta controlado por el estado redox del
ndcleo y que desempefia un papel importante en la actividad transcripcional. Como
ejemplola proteina supresora de tumores p53 controla la progresion del ciclo celular,
la sugervivencia celular, la apoptosis y la reparacion del ADN en células expuestas a un
estrés genotbxico (Seemann col.,2005. Esta proteina se une a un factor redox
formado por las proteinas APE/Refl para formar un complejo con actividad
endonucleasa y tioteductasa reciclado por Trx. De esta forma, la proteina p53 es
capaz de parar el ciclo celular en fase G1 y evitar que progrese hasta que los dafos en
el ADN hayan sido reparados (Lotgrool, 1996; Leving col.,1997) Adicionalmente,
el dominio tiolreductasa del factor redox1 (Refl) es capaz de regular la actividad de la
proteina activadora AR, un TF que controla procesos como la diferenciacion, la
proliferacion y la apoptosis. Por otro lado, el facto-NF &S F OG0 A Gl Sy 02
oxidantes debid a la fosforilacion de la proteina inhibidora de kappa befai(l0 ~  dzy |
proteina que en condiciones basales mantiene secuestrado-hiN® 9y O2y RA OA 2
oxidantesNR i | dzZSRII f A6 NB 2 1jdzS LISNX¥YAGS adz G4NIF a
la accion redumra de una Trx. De esta forma,\F S 2SNIODS &adza Fdzy OA 2y S

sobre la expresion de genes relacionados con la inmunidad
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En plantassuperiores este tipo de regulacion estd menos estudiada, aunque
también se han encontrado algunos ejemplos de THalaglos por Trx como aquellos
de la familia NAC (SsNAC23), en la cafia de azUcar, algunos factores de la clase bZIP en
Arabidopsis, algunos otros de la familia R2R3 con dominio MYB en maiz y los TFs
miembros de la familia teosinta ramificada cicloideaR)I€n plantas espermatéfitas
(Heiney col.,2004 Violay col, 2013). En el caso de SSNAC23, que esta relacionado con
el desarrollo, crecimiento de meristemos florales y respuesta a estrés abidtico,
diversos ensayos como el de dos hibridos en levadukdY®) han mostrado que se

une concretamente a Tid (Ditty col, 2011) y se induce por frio (Jensgrtol.,2010.

Generalmente, una sefial oxidativa puede favorecer la traslocacion de ciertos TFs al
nacleo donde son reducidos a través de proteinas comq Grx o GSH. Esta
modificacion redox del TF permite su union a secuencias especificas en el ADN y por
tanto la expresion de genes concretos. Los TFs como los TGA, llamados asi por su lugar
RS dzyAsy |f 1! 5b a¢D!/ D¢ Sa ek nglacibnadds dorOl R2 a
la patogénesis ya que son capaces de interaccionar con la proteina NPR1 (Non
expressor of Pathogenesis Related gene 1) (Kesaryvaal, 2007). Esta proteina es
reducida por Ti5 y Trk3 entre otras Trxs (Tadacol, 2008 Kneeshawy col.,2014),
lo que favorece su agregacion en un estado multimérico y activo Ml 2003). En
estas condiciones es capaz de dirigirse al nucleo y activar al factor de transcripcion
TGA. Otras moléculas como el glutatién podrian también regulartilddacd de TGA
de forma directa mediante la modulacion de su estado redox ly (Tixday col, 2008
y de esta forma participar también junto a las Trxs en las rutas de sefalizacion de la

respuesta sistémica adquirida.

El factor TCP (Teosinte branchedycloideaProliferating cell factorl) en plantas
espermatéfitas parece tener una funcién importante en la regulacion del desarrollo
vegetal principalmente en los rasgos morfolégicos (Martitio y col.,2010 Ubert:
Manasseroy col, 2012. Para ello se hdescrito que es necesaria su activacion redox
por GSH y Trx. De hecho, estudios en Arabidopsis muestran que la unién de TCP al ADN
es inhibida por el tratamiento con agentes oxidantes como amida, glutation oxidado,
peroxido de hidrogeno o agentes produrts de NO, mientras que la inhibicion puede

ser revertida por el tratamiento con agentes reductores como el DTT, el glutatidon
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reducido o el sistema NTR/Trx. Ademas, la mutacién de & @yl factor TCR5
hace que no responda a las variaciones reddxlaees. De hecho, en condiciones
oxidantes, esta cisteina forma un puente disulfuro con la cisteina de otrel3CP

inactivando la unién de ambos factores de transcripcion al ADN (Veuh 2013).

2.1.6.Regulacién de funciones metabdlicas y de sefializacidolear

La identificacion de posibles proteinas dianas nucleares ha llevado a sugerir también
la participacion de la Trx nuclear en diversas actividades metabdlicas y/o en procesos
de sefializacion (Delormg col.,2016). En este contexto considerando lasible
interaccion entre Trx y la enzima GliceraldehidoSfato deshidrogenasa (GAPdH) se
ha vinculado a la Trx en las diferentes vias celulares en las que GAPdH patrticipa,
Ay Of dz2@ Sy R2 £ I OGADBARLFR aS0Odzy Rl NA | G dzNJ C
mantenimiento de la integridad del ADN, tras la incorporacion de GAPdH a nucleo en

condiciones de estrés por cadmio (Vesgogol., 2013.

Por otro lado mediante ensayos proteémicos en semillas de trigo y cebada, asi
como en hojas de Arabidopsis, tambiénhsedescrito a la ciclofilina, como otra de las
posibles proteinas diana de Thx La forma cloroplastidica de ciclofilina puede ser
activada mediante la reduccion de un puente disulfuro en su estructura. En
Arabidopsis se han identificado varias isoformpesiblemente localizadas en
citoplasma y nucleo, si bien la funcidon que pueden desempefar estas proteinas en
nacleo no esté totalmente establecida, aunque se ha implicado ala CYP71 (histona H3
implicada en el silenciamiento génico en la cromatina) emefaesion de genes
homedticos implicados en la actividad meristematica y en organogénesis en
Arabidopsis. Sin embargo, no se ha demostrado la regulacién redox de ciclofilinas en

nacleo (Romang col.,2004).

En Chlamydomonasy en semillas deMedicagq la proteina RaitcGTPasa fue la
primera proteina diana de Trx identificada en nucleo. Esta proteina localizada en
citoplasma y nucleo es similar a las proteinas de la familia Ran y esta implicada en la
regulacion unidireccional de transporte a través de |osros presentes en la

membrana nuclear. Este transporte se encuentra menos estudiado en plantas que en
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mamiferos y levadura, aunque el mecanismo basico que incluye la participacion
importante de la formacion de un gradiente de proteina &P, se encuerd
conservado. En plantas, las proteinas Ran presentan dos residuos adicionales de
cisteina en todas las isoformas, ausentes en organismos eucariotas no fotosintéticos,
lo que lleva a sugerir la existencia de interacciones especificas entre Ran y Bmx solo
los eucariotas fotosintético. (Lemaiyecol., 2004). Otras posibles proteinas diana de
Trxh en nucleo, son las proteinas de la familia3td, que constituyen unas proteinas
altamente conservadas en eucariotas con funcion reguladora, implicadassen la
interacciones proteingroteina y en la transduccion de la sefializacion. Estas proteinas
son un componente esencial en la regulacién del ciclo celular y en el control de la
integridad del ADN, mediante la regulacion de quinasas nucleares y de factores de
transcripcion. Aunque en las diferentes isoformas de las proteinas 14.3.3 se conservan
residuos de cisteina, al igual que lo descrito para otras posibles dianas nucleares, no se
tienen evidencias de una potencial regulacién redox de las mismas (Brarubts
2011).

Junto a las proteinas anteriores, el empleo de la tecnologia ICAT en semillas de
cebada permitid describir la posible interaccién de la proteina antigeno nuclear de
proliferacion celular PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen) cdn (M&scoviy
col.,2013. Esta proteina es un componente principal de la maquinaria de replicacién
de ADN en el nucleo en células en division, donde ademas juega un papel central
conectando diferentes vias ligadas al metabolismo del ADN, como posteriorsente
comentara mas detalladamente. Sin embargo hasta ahora la interaccion descrita entre
PCNATh, 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 proteina diana deIl'k que esta inteccion tiene

lugar en nucleo.

2.1.7.Apoptosis y muerte celular programada

Los procesos de desarrollo celular requieren una homeostasis estrictamente
regulada en un equilibrio entre proliferacion sppervivencia celular, y la muerte

celular. En los seres vivos este Ultimo 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 ligjiwos, incluyendo la
eliminacion de células dafiadas o innecesarias en fase G1. La Trx es capaz de actuar en
ambos sentidos como inhibidora o activadora del proceso apoptético y desde este
punto de vista podria considerarse un importante sensor redoxiéstino celular. En
animales, la Trx puede actuar como elemento -apptotico al secuestrar a la MAP
quinasa, ASK1 (Apoptosis Signal Regulating Kinase 1). En condiciones reductoras la Trx
mantiene inactiva a esta proteina y sin embargo, ante un aumentdi, en la

célula, la Trx se oxida y libera esta factor que favorece la activacion de rutas de muerte
celular programada (Tonissgrncol.,2009. Ademas la Trx reduce el dafio oxidativo en
condiciones de estrés inductoras de senescencia celular prematuravés de la
activacion del factor p16 implicado en vias de supresion tunibnadjuey col, 2006

Youngy col.,2010, o bien mediante la reduccion directa de los niveles celulares de
ROS (Huang col.,2015. Como elemento prapoptoético, la Trx activa al factor de
transcripcion p53 directa o indirectamente a traves del factorR@gfenoy col.,, 1999,

y p53 activa genes especificos que favorecen la sintesis de proteinas que facilitan la
salida de citocromo c de la mitocondria, lo que constituye una sefial capaz de originar
toda una cascada de sefalizacion que origina la fragmentacién dey ADiNuerte de

la célula.

En plantas la PCD tiene lugar entre otros, durante los procesos de diferenciacion del
gametofito femenino (Wuwy col.,2000, el desarrollo del endospermo y la capa de
aleurona en la semilla de cereales (Youngol.,2000) asi omo en respuesta a
diferentes estimulos externos y condiciones extremas de estrés abiotico, entre ellos
elevadas temperaturas y/o intensidad luminica o bien concentraciones altas de
metales pesados (Raocol.,2001 Locatoy col.,2016). La intensidad dedstrés y el
tiempo de aplicacion constituyen dos factores claves en el desencadenamiento de los
procesos de muerte celular. Como ejemplo, en células de tabaédb (BBY2, Thacc
BrightYellow 2) una produccién prolongada dgxidurante varias horas se d@stré
que activaba un proceso necrotico, caracterizado por el desencadenamiento de una
muerte celular violenta resultando en un dafio rapido de los tejidos y /o en este caso,

de células circundantes. Sin embargo se observo que una cantidafgledrhparate
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a la que induce necrosis pero aplicada en un solo pulso, desencadena un proceso de
PCD (de Pintp col, 2006).

Junto a la intensidad y tiempo del estrés, la naturaleza quimica de las ROS parece
ser critica en la especificidad y selectividad deséd®ales durante este proceso, por lo
que distintos ROS pueden activar diferentes rutas de sefializacién. Se ha demostrado
que el Q" activa la sintesis de antocianos en el cloroplasto, mientras quel &l
inhibe y favorece la dispersion de muerte catutlurante la respuesta hipersensible
(HR) (Gadjey col.,2006 Kaminakay col.,2006). A su vez, el oxigeno singlete puede
activar genes cloroplastidicos especificos, cdimecuter ly 2 que intervienen en la
formacion catalitica de 4@, durante la PCQAmbasthay col.,2015.

En este contexto, la extensa informacion existente permite asumir que los
cloroplastos junto con las mitocondrias actian como los organulos prominentes en la
ejecucion del proceso de PCD en plantas. Ambos se encuentran implicados en la
amplificacion de Is ROS y en los cambios redox celulares resultantes de esta
amplificacion; estos efectos podrian actuar en el proceso de sefalizacion, lo que
dependiendo del estado fisioldgico de la célula, podria conducir al proceso de PCD.
Este aumento en ROS esté favad® por una represion de los sistemas antioxidantes,
si bien esta respuesta no se produce de forma generalizada en todos los
compartimentos celulares, asi en células-PB¥metidas a choque térmico se observa
la modificacion de algunos de los componentsd ciclo ascorbatglutation (ASE
GSH), dependiendo del organulo celular (Gecheol.,2005 Locatoy col.,2009. En
estas mismas células, la solmepresion de tiorredoxina mitocondrial Psdtx
condujo a diferencias significativas en la respu@stancentraciones elevadas de(d
con respecto a las células no transformadas. Estas diferencias consistian en una
elevada y mantenida viabilidad en las células saxgresantes, en tanto que las
células de la linea control presentaban un descenso sewi® la viabilidad
acompafado de un acusado estrés oxidativo, y de un proceso de muerte celular
generalizada como respuesta alGd 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 PrxllIFol mrtocondriales,
podrian sustentar el retraso en muertelular de las células sobexpresantes, en

relacion con lo observado en las células control (Qrdal.,2015)(ver Figural0).
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Figura 10 Modelo integrador de la influencia de PsTrxol en la PGB tratamiento con una

dosis elevada de B, provoca una respuesta diferencial entre células control y satpeesantes

de PsTrxol. (1) En las células control, se produce una bajada en los niveles de antioxidantes (APX y
CAT) y del estado redox del glutation (GSH/GSH total) y del ascorbato (AS@GIASCompafnado

por un aumento de ¥,y NO. (2) Esta situacion provoca un estado elevado de estrés oxidativo en

la célula con un aumento de peroxidacion lipidica, (3) lo que desencadena una PCD, muriendo el
100% de las células a los tres dias de tre¢mto. (4) En las células solmpresantes PsTrxol el
tratamiento favorece mecanismos de sefalizacion que implican la regulacién redox de proteinas
diana. (5) Esta situacion provoca una disminucién en el en el nivel de antioxidantes como APX, una
bajadamenos intensa en PrxIIF y una subida en el nivel de CAT. También se observé una bajada en
el redox del ascorbato fundamentalmente, ya que el estado redox del glutation se vio mucho menos
afectado. (6) Este panorama contribuye a un menor estrés oxidatileneiado por cambios de

menor intensidad en NO y®} intracelular con respecto a las células control y en los niveles de
peroxidacion lipidica. (7) Sin embargo, como consecuencia de este contexto antioxidante y redox, la
PCD no se vi6 inhibida sino retrasada en el tiempo y el 100% de célulasxpobsant mueren

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

Ademas de la implicacién activa de las ROS en las rutas de sefializacién de PCD, el
aumento de oxido nitrico (NO) es un evento comun a muchos procesos de PCD de
forma que los tatamientos con generadores de esta RNS aumentan o disminuyen los
efectos de las ROS, lo que sugiere la interconexién entre ambos metabolitos en
determinadas rutas (Delledong col.,2001; de Pintoy col.,2012. En plantas se ha

demostrado que la respuesthipersensible se activa por el balance N{Q41de esta
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forma se ha sugerido que la reaccion del NO corpyetj@ conduce a la generacion de
peroxinitrito (Wilsony col.,2008), en cierta medida altera el balance NGy podria
representar un mecanismo de disminucion en la induccibn de muerte celular
(Delledoney col.,2001; Kimy col.,2012).

Como ya se describio anteriormente, algunas de las rutas de sefializacion
dependientes de NO, estan reguladas por modificaciones postraduccionales de
proteinas, entre ellas I&nitrosilacion, proceso que conduce a la modulacién de la
actividad de proteinaxomo PrxIllIE y PrxlIF (RomdPoertasy col., 2007, 2008
Camejoy col.,2015 junto a la proteina APX citoplasmaica y APX mitocondrial (de Pinto
y col., 2006, Locatoy col.,2008 Martiy col.,2012), enzimas capaces de eliminar el
H.O, y que estan imlicadas en el proceso de PCD.

También se ha demostrado que determinadas Trxs pueden estar implicadas en la
regulacion del proceso dé&nitrosilacion de proteinas especificas en diferentes
sistemas biologicos, a través del proceso de transnitrosilacioterdtrosilacion,
respectivamente, regulando de este modo la actividad biologica de las m{Beaisar
y col.,2008 Kornbergy col.,2010. Como ejemplo, en mamiferos una subpoblacién
de caspas® en la mitocondria esta constitutivamengnitrosilada, y de esta forma,
inhibida, estando la Trx2 mitocondrial implicada erstaitrosilacién. Sin embargo no
esta experimentalmente establecido el mecanismo intramolecular de la denitrosilacion
por Trx, ni tampoco la especificidad de las proteidasa de Trx en este proceso
(Mitchell y col, 2005. Actualmente no se ha descrito la capacidad de laITrx
mitocondrial de plantas para llevar a cabdSlaitrosilacién de dianas especificas, ni su

posible capacidad transndsilante y/o desnitrosilarg.

2.1.8.Ciclo celular

El ciclo celular consta de una serie de eventos que conducen a la célula a su
division o duplicacion (replicacion) dando lugar a la produccién de dos células hijas. El
control de la division celular es clave en la regulacion del ddkawegetal y ha sido
ampliamente estudiado en levaduras y animales, y de hecho, estos mecanismos

basicos estan 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 iatfase la célula crece y acumula los nutrientes necesarios
para la division celular y duplicacion de su ADN. Esta fase es la méas larga en la vida de
una célula y se divide a su vez en tres subfases: fase G1, S y G2. Existe ademas otra
fase dentro de Glldmada GO, en la que las células permanecen en estado quiescente
y no proliferan. Durante la fase G1 se produce el crecimiento de la célula con sintesis
de proteinas y de ARN y es el periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el
inicio de la faseS, 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 cromatidas idénticas. En la fase G2, la célula reanuda la sintesis de
proteinas y ARN, continlaemiendo y se prepara para entrar en fase mitética, cuyo

inicio lo determina la condensacion de los cromosomas.

Durante la mitosis la célula madre se divide en dos células hijas idénticas. La
progresion del ciclo depende de puntos de control especificos regulados entre otros
elementos, por las proteinas ciclinas y ciclinas dependientes de quinasas, que
fosforilan asus proteinas diana y con ello regulan su actividad. Ademas se ha descrito
el papel central que el mantenimiento de un equilibrio redox tiene en el destino
celular tanto en mamiferos como en plantas, y la importante influencia que un ciclo
interno de fass de reduccién y de fases oxidativas puede ejercer en la progresion del

ciclo celular (Chiy col., 201

Con respecto a Trx, su participacion en el ciclo celular se ha descrito en varios
puntos. La replicacion del ADN depende de forma importante deackividad
ribonucleotido reductasa (RNR) implicada en la sintesis de los precursores. Esta enzima
cataliza la conversion de los ribonucleosidos difosfatos en desoxiribonucleosidos
difosfatos mediante una reaccién en la que se requiere la intervenciémdsstema
donador de electrones. Los estudios iniciales realizadoseoliestablecieron que
tanto la tiorredoxina como la glutarredoxina dependiente de GSH, podian actuar como
donadores terminales de electrones para la RNR, y que ambas vias podésasua
replicacion del genoma bacteriano (Laurgntol.,1986; Koc ycol., 2006 Avvaly col.,

2009. Asi mismo, la via dependiente de Trx y la dependiente de GSH, también

participan durante el transcurso de la fase S del ciclo celular, en levadenaglgntas
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(Mochizukiy col.,2009. Sin embargo, en estos organismos eucariotas, la eliminacion
de la via dependiente de GSH, no parece afectar al proceso de replicacion, mientras
que la eliminacion de la via dependiente de Trx resulta en una paraddichietelular

en la transicion 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 via
dependiente de Trx es la principalmente activa en permitir una abcwactividad

RNR, siendo la dependiente de GSH marginalmente eficaz/ (&mc2006 Avval y
col.,2009.

En plantas se ha descrito que ambas vias intervienen en el control del desarrollo
postembrionario en los meristemos apicales de los tallos, m&ngue en sistemas
animales, la Trx actia aumentando el crecimiento celular (Wakaswgil., 1990,
Reichheldy col.,2007). En estos ultimos, son muchos los estudios que demuestran la
influencia de la Trx en el cancer; asi células de cancer de mamm§rpcarentes de
Trx tenian un cese del ciclo celular en fase G1, debido a la supresién de la activacion
del promotor de ciclina D1 (Mochizukicol, 2009. En otros organismos, entre ellos
en Caenorhabditis eleganso se han obtenido evidencias qirdiquen un papel
esencial de la via de Trx, concretamente de la actividad tiorredoxina reductase (NTR)
en sustentar la replicaciéon celular y por tanto en permitir la actividad RNR. Todo ello
pone de manifiesto que distintos eucariotas favorecen diferentéas redoxpara

permitir la actividad RNR.

2.1.9.El antigeno nuclear de proliferacion celular

PCNA es una proteina que se encuentra involucrada en diversos aspectos y eventos
celulares relacionados con el metabolismo del ADN (Strzatia.,2011). Los genes
qgue 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
gue estos genes se han descrito incluyen Arabidopsis, habichuela (Syrzalk2007:
zanahoria (Hatay col, 1992, maiz (Lépey col, 1995, guisante (Shimizy col.,
1998b, Mnca pervinca(Kodamay col, 1991), colza (Markleyy col, 1993, arroz
(Suzukay col, 1989, soja (Daidoy col, 1992 y tabaco (Par col, 1999, entre otras.

El andlisis de todos los PCNAs identificados pone de manifiesto que esta proteina esta
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muy conservada en secuencia, estructura y funcién, en los distintos organismos. Asi,

los PCNAs de levadur@accharomyces cerevigae moscaQrosogila melanogastér

son capaces de sustituir al PCNA de mamiferos en ensayos de replicaciory(8auer

1988 Ngy col, 1990. Se ha comprobado que los PCNAs vegetales estimulan la
actividad de la ADN polimerasa humana (Matsumpotml, 1994 Strzalkay col, 2011)

& St t/b! RS YIYNFSNRA SadAavydzZl tF | OGADARI
aisladas de embriones de trigo (Laquetol, 1993. Todo ello implica que el PCNA

debe tener unas regiones de unién a las distintas proteinas diana mggradas en

la evolucion.

El PCNA interviene como un coordinador clave de los procesos relacionados con la
replicacion del ADN, a través de interacciones estrictamente reguladas y altamente
coordinadas con numerosas proteinas asociadas. Esta propiedadaletiza un papel
central en la organizacion de la replicacion del ADN normal, asi como en una serie de
procesos asociados como la reparacion del ADN, la remodelacién de la cromatina, el
establecimiento de la cohesion de cromatidas hermanas o el ciakacébtrzalkay
col.,2011).

El conocimiento de las propiedades estructurales de PCNA es clave para entender
ddza Fdzy OA2ySad t/ b! S& dzy YAISMNOINER MRSa (EAT FFyl
9aidla LINPGSNYlF&azx 1jdzS Gl YOASY AyOf dzESy | f |
coli (Kongy col.,1992) y la proteina gp45 del fago T4 (Gogaiol.,1992) presentan
una forma toroidal altamente conservada y una simetria pseueiagonal, que sead
en todos los miembros de la familia aunque la estructura primaria difiera. En
eucariotas esta estructura es el resultado de la asociacion de tres monémeros de PCNA
unidos de forma cabezeola (CGterminakN-terminal) formando un homotrimero. Cada
mondémerode PCNA se divide en dos dominios globulares estructuralmente similares
(Fgura 11, conectados por una larga secuencia de residuos aminoacidicos llamados
lazo conector interdominios (IDCL), que en humanos tiene la secuencia <118
LMDLDVEQLGIPEQEY3> yes el dominio preferencial de union de proteinas
dianas. Ademas, en su estructura existen otros dominios de unién a proteinas como la
cola Gterminal (CT, 25&IE257) y una ranura hidrofobica en el lado frontal

organizado por su bucle central (CL;238-44). El canal interno es bastante grande y
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esta formado por hélices alfa con un nucleo cargado positivamente, que permite que

el ADN pase a su través sin una repulgi@ctrostatica(Figura 1)

Figura 11 Estructura de PCNA1 de Arabidopsis thaliaBhmodelo tridimensional de AtPCNA

fue adaptado del Protein Data Bank (pdb number: 2ZVV). Los diferentes colores muestran las tres
subunidades monomeéricas (Azul celeste, gris y azul oscuro), mientras qoedasnmoradas y
amarillas represetan los lugares de union al ADN. Generada usando el software ®yMol

La conformacién tridimensional del toroide le permite actuar como una plataforma
de intercambio de numerosas proteinas a lo largo de su desplazamientd p@®N, 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 proteina
proteina con su superficie externa y la inmovilizacion del ADN en el interisu de
nacleo hidrofébico, previene por ejemplo, la disociacion de la polimerasa mientras
avanza a lo largo del ADN, permitiendo el aumento de su procesividad (Keloohn
1995) De igual manera, PCNA es capaz de asegurar la fidelidad de copias de ADN al
reclutar proteinas reparadoras durante la deteccion de una mutacién (Kingueal,
2001).

Como se ha comentado anteriormente, la implicacion de las tiorredoxinas en el
procesode la replicacion se describié por primera vezEercolidonde se mostrd su
papel como donadora de hidrégenos de la enzima RNR (Lauit, 1986). Por otro
lado, ademas de su participacion como elemento redox en la replicacién de bacterias,
también seha comprobado su funcion como elemento estructural, en diversos fagos.
En concreto, la polimerasa gp5 (gene protein 5) del bacteriéfago T7 que es una enzima
no procesiva, necesita de la presencia de una Trx para permitir la sintesis de cientos de

nucleotidos, aunque la mutacion de las cisteinas activas de la Trx no modifica la
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asociacion descrita. Estos datos sugieren la importancia de la Trx como un elemento
estructural del complejo de replicacion en el fago T7, similar al que se ha descrito para
el PCM en la procesividad de diferentes polimerasas en eucariotas yTeah,2012).

El PCNA interviene como un coordinador clave de los procesos relacionados con la
replicacion del ADN, a través de interacciones estrictamente reguladas y altamente
coordinada con numerosas proteinaasociadas Higura 12 Esta propiedad le
garantiza un papel central en la organizacion de la replicacion del ADN normal, asi
como en una serie de procesos asociados como la reparacion del ADN, la remodelacion
de la cromatina, el gablecimiento de la cohesion de croméatidas hermanas o el ciclo

celular (Strzalks col.,2011).

Polh +

Iniciador

MCM2-7
Helicasa

PCNA

3 Hebra adelantada

Figura 12 Modelo de la replicacién del ADN en eucariot&n la figura se recoge la funcion del
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El proceso de replicacion en eucariotas emnpla no sélo la duplicacién del ADN
sino también la replicacion de la cromatina, lo que mantiene la informacién genética y
epigenética (Daviyg col, 2012). Este hecho permite la transmisibilidad tanto de las
regiones de ADN activas transcripcionalmente como aquellas regiones silenciadas, las
llamadas estructuras heterocromaticas. La cromatina se descondensa durante el
avance del complejo de replicacion mmediatamente es ensamblada en las dos
hebras hijas. Ya que la informacion epigenética, que implica la metilacion de

determinadas bases nucleotidicas para su silenciamiento, es codificada por

37

' 5



INTRODUCCI

modificaciones covalentes en el ADN, las enzimas implicadastas modificaciones
necesitan estar también unidas a la maquinaria de replicacion. Experimentos en
levaduras sugieren que algunas de las proteinas que intervienen en este proceso son:
el factorl de ensamblaje de la cromatina (€AKue afecta a la hereriepigenética

del ADN y a la estructura de la cromatina durante la fase S del ciclo celular {Zhang
col, 2000), la enzima responsable de la herencia del estado metilado, y la ADN citosina
metil transferasa (MeCtr) capaz de establecer el patron de mgtilaen el genoma
(Chuangy col, 1997). Estas proteinas son capaces de interaccionar con el PCNA en el
proceso replicativo favoreciendo la heredabilidad de las regiones silenciadas.

Por otro lado, ensayos de inmunolocalizacién de la B%Tex hojas de gsante
demostraron la presencia de esta tiorredoxina en estructuras heterocromaticas (Marti
y col, 2009, lo que permite sugerir su participacién en la proteccién del genoma
frente a la oxidacion y en el control del silenciamiento de la transcripcibAB no
codificante (Kropotoy col, 2006).

La comprobacion que se realiza en esta Tesis Doctoral de la interaccion a nivel de
nacleo, entre Tral y PCNA que habia sido descrita como posible proteina diana de
esta Trx en una Tesis Doctoral previa reddzen nuestro grupo de investigacion, abre
una via interesante para la investigacion posterior de la posible participacion de la
Trnol entre otros aspectos, en el complejo multiproteico organizado por el PCNA y las
proteinas CAH, MeCtr y ADN polimerasa NB alLJl2y al 6f ®ddelRSas f | NB L.
regiones del ADN.

2.2. Peroxirredoxinas

Las peroxirredoxinas (Prxs) constituyen una familia depgobxidasa de bajo peso
molecular (1724 kDa) que catalizan la reduccion deOpHo alquithidroperoxidos
(ROOH) a agua o los correspondientes alcoholes (ROH) respectivamente, utilizando
preferentemente tiorredoxinas como dador de electronasinque también pueden
utilizar a la GrxHally col.,2009 Rouhiery col.,2010, el GSH (Diey col.,201) y a la
ciclofilina (Bernieillamory col.,2004).

ROOH+THSH)--------- ROH+ TE& + HO
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Todas las Prxs se presentan como homodimeros y contienen un residuo de cisteina
en la region NHterminal localizado en un ambiente estructural conservado y que es
esencial para la actividad catalitica de la proteina (Pietl.,2011). En vegetales, las
Prxs se clasifican en cuatro grupos en funcion del niumero y posicion de los residuos
conservadosde cisteina: las Prxs de-Clys, Prxs de-@ys, Prxs asociadas a la
bacterioferritina (Prx Q) y Prxs relacionadas con la proteina YLR109 (Prxs de tipo Il). De
este Ultimo grupo se han encontrado miembros en Arabidopsis, arroz, alamo vy
guisante con localizédn citoplasmatica (PrxIIC), plastidial (PrxIIE) y mitocondrial
(PrxIIF) (BarraneMedinay col, 2007 Konigy col.,2011;, Lazarg col.,2013. Al igual
que ocurre con la PrxllIF, el resto de Prxs también se presentan en diferentes
compartimentos celulares incluyendo citoplasma, cloroplastos, mitocondria y nucleo
(Roubhiery col.,2010 Dietzy col.,2011). En mamiferos y en humanos se ha ideddo
seis tipos diferentes de Prxs (P#¥I) clasificadas y agrupadas en tres grupos (Rhee
col, 2012. El mecanismo de accién de las Prxs no se reduce al de su actividad
peroxidasa ya que como resultado de la sebx&lacion de sus grupos tidlicos mlen
adquirir una funcion chaperona, protegiendo de este modo las estructuras celulares
del dafio oxidativo (Barranddedinay col.,2008; 2009 Camejoy col.,2015).

Durante el transcurso normal del ciclo catalitico, las Prxs son oxidadas
selectivamente poel H;O, a &cido sulfénico (GYOH) en su cisteina peroxidaticg) (C
En el caso de las-Qys Prxs, esta cisteina peroxidatica reacciona con la cisteina
resolutiva (® localizada en la otra subunidad del homodimero, produciéndose un
puente disulfuro entre ambas. Sin embargo en las Prxs atipicas, como la PrxV de
animales y PrxIIF mitocondrial de plantas, este disulfuro se establece de forma
intramolecular (Barranc®edina y col, 2007; Seoy col, 2000). El disulfuro y/o la
forma sulfénica de estas Pryp®steriormente y especificamente, se reducen por la
intervencidn de reductores tidlicos celulares, como la Trx y la(BaxranceMedinay
col., 2007, 2009 Coutiery ml., 2013 Meyery col.,2012. Asi mismo, la forma
sulfénica puede ser sobiexidada por KO, en determinadas condiciones, dando lugar
a una forma mas estable, forma sulfinica de la cistdi@gsSQH) (Figura 13).
Actualmente esta aceptado que esta solmddacion conlleva una inactivacion
transitoria de la actividad peroxidasa, permitiendo una acumulacion locab@gdde

puede actuar promoviendo vias apropiadas de sefializacion (Autrgaot., 2007).
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Esta forma de Prxs soboxidada puede serevertida mediante la actividad de la
enzima sulfirredoxina (Srx), que como se describe a continuacion, cataliza la reduccion

dependiente de ATP del g@©formado en la ZysPrx.

2-Cys Prx Reducida Prx sulfénico Prx Sulfinica
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Figura 13. Ciclo catalitico de la sobreoxidacibn de Prx y reduccibn mediada por
sulfirredoxina. Bajo condiciones fisiologicas, la Prx se oxida a su forma sulfénica actuando como
peroxidasa. A alta concentracion dgll Prx puede ser sobmxidada a ldorma sulfinica inactiva
(PrxSQH) que reacciona con Srx formando un grupo tiosulfinatc§B&Srx). Trxesrx se unen
reduciendo el heterocomplejo para liberar¥3QH. Srx se reduce a-Skk por la accién de otra Trxo
reducida. La forma sulfénica dexRes reducida por Trxo, formando un complejeT®ro, que es
reducido por otra Trxo liberando a Pr@H.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 gemmaiion, al que inhiben en condiciones de estrés
abidtico (Haslekag col.,2003), en el proceso de estrés fotixidativo en cloroplastos
en respuesta a condiciones ambientales limitantes (PrxQ) yReyl., 2005, en el
estrés por salinidad y por cadmimrzretamente en la respuesta mitocondrial (PrxIIF)
(BarranceMedinay col.,2009; Martiy col.,2011) o bien, en los procesos de ciclo
celular al ser reprimida directamente por ciclinas (Rhe®l.,2005. Por otro lado, los
cambios en su estado redoxsys posibles estados de oligomerizacién, han llevado a
postular que las Prxs pueden interpretar e informar de forma continuada los niveles
celulares de bD,. En este sentido podrian funcionar como dosimetros dé&,H
altamente sensibles, ligando el metabolismo oxidativo a una variedad de procesos
dependientes del estado redox requeridos para la reentrada del ciclo celular (Bhalen
col.,2006).
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2.3. Sulfirredoxinas

Las sulfirredoxinas (Srxs) son un tipo especial de pegueeductasas dependientes
de ATP presentes en eucariotas, que tienen un residuo de cisteina en su extremo C
terminal particularmente conservado, que es critico para su funcion antioxidante
(Jonssoty col.,2007); ademas, poseen una region altamente vialeaen su extremo N
terminal que determina su localizacion. Un alineamiento multiple (BLAST) de las Srx de
los distintos organismos muestra que existe un 30% de homologia en su estructura
(Jonssory col.,2007). En Arabidopsis este extremet&minal poge un péptido sefal
de localizacion cloroplastidica (Lyu col, 2006). Originalmente se pensé que la
importancia de las Srx residia en su capacidad para revertir la forma sulfinica-de la 2
Cys Prx (Wog col.,2005. Estudios posteriores demostraron urespecificidad mas
amplia, siendo capaz de revertir las formas setxiladas de diversas proteinas,
incluyendo la forma sulfinica de las peroxirredoxinas atipicas, PrxIIF mitocondrial de
plantas y la humana hPrxV (Jonssoool.,2008 IglesiasBaenay cd., 2010, 201). El
mecanismo incluye la formacién de un intermediario fosforil en la mitad sulfinil,
atacado por la cisteina catalitica de la Srx, formando finalmente un intermediario
tiosulfonato entre la Prx y la Sr¥dhssory col, 2008; IglesiaBaeray col.,2010), tal
como se muestra en la Figura 1& Srx transfiere el grupo gam+fwsfato del ATP a
PrxSQH siendo crucial su cisteina catalitica conservada y la presencia del reductor
(Rheey col, 2007). Esta transferencia provoca una generacion de Pi limitada (Jonsson
y col, 2008 Roussely col, 2008 IglesiaBaenay col, 2010 y un intermediario
tiosulfinato entre la Prx y la Srx, que sera reducido por Trx/GSH a un estado sulfénico
(PrxlIFSOH).El mecanismo supone un proceso lento que como anteriormente se
describi6, requiere ATP como fuente de energia, junto con magnesio u otro cofactor
metal bivalente, y un donador electronico como el GSH o la Trx actuando como
reductor (Chang/ col.,2004 Bteauiy col.,2003. La retro-reducciéon de la cisteina
peroxidatica sobrexidada (PrSQH) hasta su forma sulfénicaPrklIFSOH), se
produce por la unién especifica de la Srx, que reconoce residuos criticos superficiales
de la 2Cys Prx y/o de la Pr|l eincluye la formacion de un intermediario fosforil en
la mitad sulfinilPor tanto este mecanismo lleva aparejado tal y como se presenta en la

Figura 13 la formacién de dos complejos binarios, uno entré&SBey el otro entre S¥x
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Trx, que en mitocadrias se corresponderia con la PrxIIF y l@Ifrrespectivamente.

Este mecanismo es valido para la Srx de plantas, con doble localizacién celular
cloroplastidica y mitocondrial, por lo que la Srx puede especificamente red&Bt¢!
formado en las Prxs. En Arabidopsis el extremterhinal de la Srx posee un péptido
sefial de localizacién cloroplastidica (lyjiucol, 2006). Estudios simultdneos en
Arabidopsis y en plantas de guisante, empleando diferentes aproximaciones
experimentals, han permitido identificar la localizacion de las Srxs en cloroplastos y
mitocondrias independientemente del estado redox celular ylgol.,2006 Reyy col.,

2007 IglesiaBaenay col., 2010; 201). Estos resultados permiten establecer un
mecanismogeneral de retrereduccion para la amplia diversidad de peroxirredoxinas
presentes en la célula que presumiblemente podrian responder al tipo de Srx y a la
localizacion subcelular de la misma.

Aunque en mamiferos las Srxs son citoplasmaticas, la fornfinical de la
peroxirredoxina mitocondrial humana-Qys Prxlll, puede ser reducida por la hSrx,
mediante la translocacion de esta Ultima de citoplasma a mitocondrias, inducida por
condiciones de estrés oxidativo (Nghcol.,2009 mediante un mecanismo admo
establecido. Sin embargo las Srxs no son capaces de reducir el estado sulfonico de
algunas proteinas sobi@xidadas. Esta forma de oxidacion parece ser irreversible.

A nivel celular, la funcion de la Srx esta relacionada con el mantenimiento del
estadoredox. Se ha observado un aumento en la expresioitsrxbajo un estrés
inducido por HO, mientras que lineas mutantes KO carentes delAd8mxpresentan
elevada sensibilidad al estrés oxidativo, con un incremento en los niveles de ROS
cloroplastidico en respuesta al tratamiento con el herbicida paraquat, mientras que
esta hipersensibilidad se revierte al restaurar la expresiéAt&expor transformacion
genética. Estos datos indican que la expresion y funci6At8exen cloroplastos es
esencial para una adecuada respuesta de la planta a las condiciones de estyes (Liu
col, 2006. Ademas, la identificacion y caracterizacion de la presenci&rgeen
mitocondrias de guisante y Arabidopsis amplia su funcionalidad a otros organulos
celulares. En este sentido, la acumulacion de la forma sulfinicaRi&llBen mutantes
KOALtSrx junto a la descripcion de su interaccion con PrxIIF y can @&skblecen su
importancia en la regulacion redox en este organulo celular (Igi8siasay col.,

2010, 201) Este papel en el equilibrio redox acompafado 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 regulacion redox en el que

LI NOAOALI Y f1 & GNBa LINRPGSNyla @& [dz§ &S Kl
Baenay col.,2011 Lazaroy col.,2013.

2.4.Glutarredoxinas

Las glutarredoxinas (Grxs) son proteinas de bajo tamafio molecular localizadas en
los mismos tejidos que las Trxs y sus funciones pueden solaparse (Megled999).

En base a la secuencia de su centro activo las Grxs se clasificaron inicialmente en dos
sub-clases, mondidlicas o ditilicas para posteriormente reclasificarlas en Grxs clase

() y clase lI, respectivamente; si bien en plantas terrestres también se han identificado
una tercera clase de Grxs especificas englobadas en la denominada ¢fasatutier

y col.,2009, 2013.

Estas proteinas tiadxidorreductasas, se reducen por GSH aunque algunas Grxs son
recicladas por tiorredoxin reductasas (Couturiercol., 2009 y a su vez reducen
perdxidos directamente, regeneran ascorbato a partir déADactian como dador de
electrones de determinadas peroxirredoxinas como las de clase Il (Vieira Dosy5antos
col.,, 2007 y participan en la proteccion de grupos tiol en las reacciones de
glutationalizacién/desglutationalizacion. La glutationalizacion @gma se ha indicado
anteriormente, implica el ataque covalente de residuos de Cys con un grupo GSH a
través de la formacién de un puente disulfuro mixto y se considera una modificacion
postraduccional importante en la modulacion redox de la actividad deepras y en
sefalizacion redox en plantas. Se ha descrito que Grxs no mitocondriales participan en
fl NX3IdzZ I OAsy RS FLFOU2NBa RS (NI yaONALIOA sy
llamados TGA (Ndamukong col., 2007) probablemente a través de su adtiad
desglutationalizante

Aunque las Grxs tienen estructuras tridimensionales muy similares a las Trxs, su
caracterizacion bioguimica indica que pueden tener funciones diferentes, en el sentido
de que mientras que las Grxs son mas eficientes en la rggude puentes disulfuro

intramoleculares, las Trxs lo son en la reduccion 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 tiolperoxidasas pueden repercutir sobre las gioas diana y por tanto, estar
directamente involucrados en la sefalizacidén celular redox en condiciones fisioldgicas

y bajo situaciones de estrés (Lazgreol.,2013 Foyety col., 2016).

3. Sistemas antioxidantes no enziméaticos

Ademas de los componentes redox mencionados, existen otros sistemas
antioxidantes celulares que se han venido clasificando de forma generaliza en dos
grupos, como enziméaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes no enzimaticos, son
compuestos capaces de aniguar a las ROS mientras que los sistemas enzimaticos
antioxidantes catalizan el proceso de destoxificacion de ROS. Unos y otros permiten a
las células protegerse de la agresion oxidativa que pueden causar las especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno pdo que deben estar presentes en todos los compartimentos
celulares (Locatg col.,2008). Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentran el
glutation y el ascorbato guantitativamente, ambos son los antioxidantes y tampones
redox mayoritarios dda célula (Foyey col.,2009. Ademas, funcionan como -co
sustratos en el ciclo ascorbagputation y llevan a cabo muchas otras funciones
fisiol6gicas. Sus concentraciones se encuentran en el rango de milimolar, con
considerables variaciones entre tejidp®stados fisiologicos de las plantas (Smirgoff
col.,2000.

3.1. Ascorbato

La vitamina C (&cido ascérbico) es un metabolito hidrosoluble ubicuo y abundante
en plantas. Su concentracion es d2% mM en hojas y 250 mM en cloroplastos
(Foyery col., 2009. El ascorbato es un potente antioxidante que reacciona no sélo con
el peroxido de hidrégeno, sino también con el anion superoxido, el oxigeno singlete y
el radical hidroxilo. Regenera el tocoferol oxidado y actia como donador de electrones
en la depoxideion de violaxantina (Smirnoff col., 2000. La forma oxidada del
ascorbato, monodeshidroo deshidreascorbato (MDHA, DHA) es eficientemente

reducida por la monodeshidroascorbato reductasa y/o la deshidroascorbato reductasa,
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del ciclo del ascorbatglutation (Jiménezy col.,19979. También actia como €o
sustrato de varias dioxigenasaas relacionadas con la hidroxilacion de prolinas y con la
sintesis de flavonoides y fitohormonas (Pottgrsol.,2002 Arrigoniy col.,2002).

En cuanto a su distribuciorel ASC se encuentra presente en todos los tipos
celulares estudiados y en todos los compartimentos, incluidos el apoplasto,
cloroplastos, citoplasma, vacuolas, mitocondrias y peroxisomas (Jipawdz 1997a
Hernandezy col., 2001, Foyery col.,2009. El ascorbato es considerado como un
antioxidante muy importante en fluidos apoplasticos extracelulares, donde actua
eficientemente atrapando los radicales peroxilo en la fase acuosa, antes de que estos
puedan iniciar la peroxidacion lipidica, protegiené las membranas del dafio
peroxidativo.

La concentracién basal de ascorbato estd muy regulada a diversos niveles (sintesis,
degradacion, transporte, regeneracion y compartimentalizacion), afecta a la
progresion del ciclo celular y es critica para lacppcion de condiciones de estrés en
el apoplasto (Munndoschy col.,2013) El paso final de la biosintesis de ASC se
produce en la membrana mitocondrial interna, gracias a la enzhgaactonel,4
lactona deshidrogemsa(GalLDH). Esta enzima esta fisieate asociada al complejo |
mitocondrial y funcionalmente ligada a los complejos Ill y IV al usar citocromo ¢
oxidado como aceptor de electrones, por lo que la capacidad de las plantas para
sintetizar ascorbato esta ligada a la cadena de transporte ddretees mitocondrial
(Bartoliy col.,2005).

3.2. Glutation

El 3f dzi I A 5 y-glutanbH-dis®inilglicina) es uno de los principales
antioxidantes en las células de plantas donde participa en el ciclo de ascorbato
glutation (Foyery col.,2001). Es un 86l soluble no proteico muy abundante en el
citoplasma de las células, desempefiando un papel central en la defensa antioxidante.
Actla como donador o aceptor de electrones y su oxidacidon provoca que dos
moléculas de glutation reducido (GSH) se unan poruante disulfuro dando lugar al
disulfuro de glutation o glutation oxidado (GSSG). EI GSH tiene un papel importante en

la destoxificacidon de ROS, en la sefializacion redox, modulando la expresion de genes
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implicados en defensa frente a patdgenos y en la legan de determinadas
actividades enzimaticas (Schnaubgltcol., 2013. A través de estas funciones el
glutatién puede influir en el desarrollo de la planta no sélo en condiciones fisiol6gicas

Optimas sino también bajo diferentes situaciones de estrébr{fity col.,2014).

Adicionalmente, a través de su intervencion en el proceso de glutationalizacion de
proteinas, el glutation actia en la proteccion de las mismas frente al proceso de

oxidacion (Zaffagnini col., 2012.

En las células la biosintesis GSH ocurre fundamentalmente en el citoplasma y en
plastidios, a través de dos reacciones dependientes de ATP catalizadas
secuencialmente por la glutamilcisteina sintetasa (0 cisteina glutamato ligasa)
estromatica y la glutation sintasa localizada eesttoma y en el citoplasma. Una vez
sintetizado, el glutatiobn se transporta entre otros compartimentos a mitocondrias a
través de transportadores cuya naturaleza y regulacion aun no estan fehacientemente
establecidas (Ravilioyscol.,2012 Bachaway cd., 2013. También se ha sugerido que
la cadena de transporte de electrones mitocondrial podria tener cierto efecto sobre la
biosintesis de GSH ya que se ha demostrado que mutantes KO de Arabidopsis para el
complejo | (Cl) mitocondrial presentan nivelesveldos de GSH y son insensibles a un
inhibidor de su biosintesis (Kopriyacol.,2010. La proporcion de este antioxidante en
mitocondrias y cloroplastos se describi6 en plantas de guisant#@rapidopsis,
mediante estudios de inmunolocalizacion, indicandhlores del orden del 185% vy
62-75% del contenido celular total de glutatibn, en mitocondrias y en cloroplastos,
respectivamente (Jiméneg col.,1997 FernandeZarciay col.,2009. Junto a estas
localizaciones, se ha demostrado que tanto en céld@snamiferos como en las de
plantas, el GSH se concentra en el nucleo, durante las primeras fases del crecimiento
celular, localizaciéon en la que desempefia importantes funciones-{iancosy col.,

2010. Estudios recientes han mostrado la importancia que la distribucion celular del
GSH tiene en el proceso de proliferacion, particularmente la distribucion del GSH entre
el nucleo y el citoplasma (Markovic col., 2007). Se ha descrito que en células
vegetles de forma similar a lo que ocurre en las de mamiferos, el nivel de GSH es muy
bajo en la fase Gldel ciclo celular. Mas aun la transicion de fase G1 a fase S en la

progresion del ciclo celular, necesita un incremento en los niveles totales de glutation
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como se ha observado en meristemo apical de raices, aunque en tallos se ha
encontrado redundancia funcional entre GSH y Trx durante el desarrollo meristematico
(Reichheldy col.,2007). Por otro lado, niveles elevados de GSSG tienen un efecto
contrario d ejercido por la forma reducida, deteniendo el ciclo celular en la fase G1
(Markovicy col.,2007). Interesantemente, la existencia de un sistema de reduccion del
GSH en nucleo de células vegetales, no estaba claramente demostrada, hasta que
recientementeestudios de inmunolocalizacion de la proteina GR1::GFP, en células de
raiz y de hojas de Arabidopsis, han identificado la localizacion néitbgpdasmatica de

esta isoforma de GR, lo que indica la presencia en nucleo de una via dependiente de
NADPH Y5R para llevar a cabo la reduccién del GSSG en estas células (Maahal
2014).

4. Enzimas eliminadoras de ROS

4.1.Ciclo AscorbateGlutation

En las células vegetales, la eliminacién d©,Hse lleva a cabo junto con las
actividades enzimaticas peroxidasascagtalasa (CAT), a través de una serie de
reacciones de 6xido reduccién acopladas, en las que intervienen ambos metabolitos
antioxidantes, el ASC y el GSH, junto a cuatro actividades enziméticas: ascorbato
peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato reduct@d®HAR), deshidroascorbato
reductasa (DHAR) y glutatién reductasa (GR). Esta ruta se denomina dd&kbiyesl|
y Asada (Foyer col., 1976 Nakanoy col.,1980 o ciclo ascorbatglutation (ASE5SH)

y se describi6 por primera vez en cloroplastos, en qog como se comento
anteriormente, condiciones fuertemente reductoras asociadas al PSI, conducen a la
produccion de niveles importantes de ROS con@;i G

Por otro lado, al mantener los niveles redox de los antioxidantes ASC y GSH, este
ciclo constuye ademas, el principal tampdn fisiolégico 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 ciclG&H$C
(Jiménezy col., 19973 del Rioy col.,2016). Existe un alto grado de complejidad en
términos no solo de compartimentacion subcelular de los componentes del ciclo, sino

también del tamafio de sus familias génicas y de la regulacién de la expresiéon de estos
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genes (Jiméney col.,1997h Lacatoy col.,2009 Foyery col.,2011; Caverzary col.,
2012.

Durante la actividad de este ciclo, elddes 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 dismutacion espontanea,
se utilizan para reciclar el ASC mediante ¢ai@ de la monodeshidroascorbato
reductasa (MDHAR) dependiente de NADH vy la deshidroascorbato reductasa (DHAR)
qgue usa glutation reducido (GSH) como donador de electrones respectivamente. En
caso de no ser reducido por la enzima DHAR, el deshidroascqrbatte sufrir una
hidrolisis irreversible, por lo que la DHAR tiene un papel muy significativo en el
mantenimiento del pool de ASC reducido a nivel celular (Gatics.,2013).

Alternativamente, la regeneracién del ASC también podria producirse por otros
compuestos redox como glutarredoxina (Grx) y sistemas de tiorredoxina (Trx) (Potters
y col, 2002 Meyer y col, 2012. El glutation oxidado (GSSG) se reduce por la
flavoproteina glutation reductasa (GR) (Figura 14) y se puede reducir también por la
NADPHiorredoxina reductasa (NTR), ambas dependientes de NADPH (Nocuir,

1998 BarranceMedinay col, 2007 Marti y col, 2009. En consecuencia, este sistema
antioxidante depende de un suministro adecuado de NAD(P)H. Asi en mitocondrias, el
poder redutor 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 (Rasmussonl.,2010 constituyentes del

ciclo de los acidos tricarbdixibs. 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 est&lada en la membrana externa
mitocondrial y el resto de componentes en la matriz mitocondrial (Jiméneal,

19973 Jiméney col, 1998 Chewy col, 2003)
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APX—

Isoenzimas de
APX mitocondrial

Figura 14: Ciclo ascorbatglutation en mitocondrias. Las dos isoformas de Ascorbato
peroxidasa se localizan en la membrana mitocondrial (B) y eliminan el peréxido de hidrégeno
utilizando como poder reductor el Ascorbato, el cual se oxida a Deshidroascorbato (DHA) vy
Monodeshidroascrobato (MDHA). EI 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
glutation en el proceso (GSH). El glutation oxidado (GSSG) es reducido mmmka @lutation
Reductasa (GR) con el gasto de NADPH como poder reductatgpiado de Sevilla y col. (2015b)

4.2. Superoxido dsmutasas

Junto al ciclo ASGSH, las células poseen otros sistemas enzimaticos antioxidantes
implicados en la destruccion eliminacion de especies reactivas de oxigeno. Las
superéxido dismutasas (SODSs) son las enzimas antioxidantes mas efectivas ya que son
capaces de catalizar la dismutacién del radicabG) y HO, a una velocidad de 3x10
M™ s, 10.000 veces superiar la velocidad de dismutacién espontanea dgl ©®pH
fisiolégico (Fridovicly col.,1998. De esta forma, se previene la formacion del radical
hidroxilo altamente reactivo, por la reaccién de Haldégiss, por lo que constituyen
la primera linea de defesa 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 metalicos en su centro activo, o que da nonidise a
mismas. Las cuprozinc superéxido dismutasasZf€EsODs) contienen como cofactor
CU*y zrf*, las manganeso superéxido dismutasa {$1BDs) contienen Mhy las

hierro superéxido dismutasas (FBODs) contienen Fe (Saliny col.,1980; Aimansay
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col, 1991). También se han descrito algunas SODs atipicas que contienen distintas
combinaciones de estos metales en sus moléculas, como las Fe/Mn SOD descubiertas
en la bacterieSinorhizobium meliloton una homologia de secuencia a las3@D, si

bien anteun estrés por peréxido de hidrégeno parecen albergar tanto el cofactdr Fe
como el MiA* (Santosy col.,1999.

La localizacion celular de las diferentes isoenzimas es multiorganular, de este modo
la enzima MRSOD, en general presenta una estructura tetéaica y se localiza en
mitocondrias, peroxisomas y glioxisomas de hojas (Sevitlal.,1982 Whitey col.,

1987 del Rioy col.,2003. Se ha demostrado que la carencia de esta3@D se
traduce en una reduccién en el crecimiento de las plantas mutantes acompafiado de
alteracion en el balance redox mitocondrial y en la actividad de algunas de las enzimas
del ciclo de los &cidos tricarbibgos (TCA). Sin embargo la pérdida casi total de Mn
SOD, induce un aumento en la capacidad enzimética antioxidante en citoplasma y
cloroplastos, lo que probablemente responde a la induccién de una via de sefalizacién
retrograda destinada a compensar karencia de esta isoforma de SOD (Morgasol.,

2008). La enzima Cu,Z80D es la mas abundante a nivel celular y ha sido ampliamente
descrita en citoplasma, cloroplastos, peroxisomas y apoplasto (Byemwbd, 1995 y
algunos autores la han localizado a@sda a las membranas tilacoidales (Ogaweol,

1995 Gomezy col, 2004) y en el espacio extracelular ( Ogayveol, 1997, Hernandez

y col, 2001 Karpinskay col, 2001). La presencia de laCugrmh 5 G OA G2 LI | avYt
proxima a vacuolas y en gboplasto, localizacion en la que se genera radicajés lia
llevado a demostrar la implicacion de esta isoenzima en el proceso de lignificacion
(Ogaway col, 1996;Kimy col.,2008. Con respecto & isoforma F&SOD, aunque es

una enzima principalmente cloroplastidica, en algunas especies vegetales se ha
localizado en citoplasma, mitocondrias y peroxisomas (§atial.,1980 Droillardy

col, 1989 Gomezy col, 2004). En esta ultima localizaciola, FeSOD esta implicada

en el proceso de senescencia florar. Junto a estas funciones, existe una considerable
informacion acerca de la importante participacién de las diferentes isoenzimas de SOD
en los mecanismos de respuesta a estrés abiotico, inxlegtrés salino, como se

describira mas detalladamente en el apartado de discusion.
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4 3. Catalasas

Las catalasas son hemoproteinas tetraméricas que catalizan la descomposicion del
HO, en G y HO, y se localizan principalmente en peroxisomas y glioxisomas,
cercanos a las enzimas productoras dg&@Htomo la glicolato oxidasa. Debido a su baja
afinidad por el KO, s6lo son eficaces a altas concentraciones del mismo, y de hecho a
concentraciones muy bajas de®4, la actividad APX del ciclo AGSH lo elimina de
manera mas eficiente que la CAT (Willekgmrsl.,2007). Con todo, la actividad CAT es
esencial para el mantenimiento del balance redox durante el estrés oxidativo (Palma
col.,2006).

4.4. Glutation peroxdasas

Las glutation peroxidasas (Gpxs) pertenecen a la familia de las peroxirredoxinas. En
plantas las Gpxs tienen normalmente tres Cys, aunque Unicamente la primera
(perixidaticg y tercera (esolutiva)son necesarias para la catélisis y regeneracidlasle
Gpxs (Koly col.,2007). La reaccion catalizada por estas enzimas se suele describir igual
que la catalizada por las Prxs e inicialmente se definian como peroxidasas
dependientes de GSH. Sin embargo, se ha determinado que las Gpxs utilizan
fundamentaimente Trx para su regeneracion y en algunos casos de forma exclusiva
como reductores (Belpcol.,20150 @ t 2NJ f2 Gl yid2 f1 & DLINE& RS¢
LISNR EA R & | yachl., 2608 3 dohdideérbidas como un quinto grupo de Prxs
(Navrot y col., 2006. Debido a que su actividad es dependiente de tioles, estas
proteinas en sus diferentes isoformas en los distintos compartimentos celulares, estan
también involucradas en el mantenimiento del equilibrio tiol/disulfuro o en el balance

de NAD(P)H/NADRNawot y col.,2006).

4 5. Glutation Stransferasas

Las glutation transferasas (GSTs) son miembros de una familia mutigénica ubicua
expresadas en la mayoria de organismos. Son enzimas que catalizan la conjugacion de

GSH vy derivados a una gran variedad de sustancias electrofilicas, a menudo
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compuestos toxice hidrofobicos, para formar derivados. Su papel mas conocido es
como guardianes celulares encargados de la destoxificacion de xenobidticos lo que
facilita su catabolismo, secuestro en la vacuola y eliminacion. Recientemente se ha
descrito su implicacion esistemas animales como moduladores de sefalizacion en el
control de la proliferacion y en la muerte celular. Ademés su papel en el crecimiento y
diferenciacion celular en cancer y en el desarrollo de resistencia a agentes
anticancerigenos, las han hechimaativas como dianas terapeduticas en enfermedades
que impliquen una proliferacion aberrante (Laborde, 2010). En plantasG3ds se
dividen por su similitud de secuencia en 3 categorias (I, Il, y Ill) o alternativamente en 6
clases: tau, phi, zeta, thetdambda, y DHAR.as GSTs de plantas tienen una larga
historia de implicacion en la eliminaciébn de herbicidas, si bien son capaces de
destoxificar un amplio expectro de xenobidticos, aunque esto ha merecido menos
atencion. Las GSTs se regulan positivamegrdr xenobidticos, aunque no jueguen
necesariamente un papel en su degradadg@umminsy col, 2011).En particular, las
GSTs de plantas han sido consideradas como enzimas Utiles en remediar terrenos
contaminados y si bien no tienen un papel directo ikorfemediacion, su implicacién
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 sobrexpresion de GST parB de tabaco en falsrde Arabidopis
resulté en un aumento en la tolerancia tanto a aluminio como a iones cobre, debido
aparentemente a su funcién antioxidante (Ezakiol, 2000), y asi, estudios de sobre
expresion han ayudado a la busqueda de enzimas destoxificadorasadgs en la

respuesta.

5. Estrés abiotico

La reduccion de la disponibilidad y calidad de las tierras de cultivo y de los recursos
hidricos, asi como el hecho de que se produzcan de forma frecuente condiciones
meteoroldgicas extremas, pueden dar lugar a tipos diferentes de estrés abidtico, como
la salinidad, la sequia y las temperaturas extremas (calor, frio y congelacion). Estos

importantes factores de estrés ambiental abiético afectan seriamente el desarrollo de
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los cultivos y limitan el rendimiento agronémico, hasta el punto de que pueden ser

regponsables de una reduccion del rendimiento de mas del 50% en las principales
plantas cultivadas a nivel mundial. El estrés abidtico puede inducir cambios fisioldgicos,
moleculares y bioquimicos que alteran diversos procesos celulares y a nivel de planta
completa. Las membranas celulares pueden desorganizarse, el equilibrio osmotico
puede alterarse, las proteinas pueden perder actividad o ser desnaturalizadas, y la
acumulacion y/o produccion de altos niveles de ROS pueden resultar en un importante

dafno oxidtivo.

Mientras que en condiciones normales de crecimiento la produccion de ROS en la
célula es baja (240 uM™*sO,) como se comentd con anterioridad, diferentes
condiciones de estrés pueden afectar a la homeostasis de las células aumentando la
produccidn de ROS (Poliecol., 2001). Estos cambios a nivel celular pueden resultar
en dafios en la integridad de la membrana celular, en una fotosintesis y respiracion
restringidas y un metabolismo disfuncional, o que posteriormente llevard a una
alteradon del crecimiento y el desarrollo, reduccion en la fertilidad e induccion de
senescencia prematura e incluso a la muerte de los cultivos (Krasgrtsity2012).

Para contrarrestar estos impactos negativos del estrés abidtico, los cultivos han
desarrolado 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 Ig cultivos a prevenir o retrasar el impacto negativo de las condiciones
ambientales adversas abibticas, mientras que la tolerancia al estrés es la aclimatacion

de las plantas a las condiciones estresantes.

Como se ha comentado en el apartado de sefafingoor ROS, en los Ultimos afios
es un hecho establecido la participacion de las mismas como activadores de la
respuesta al estrés, aspecto que incluye entre otros la activacion de ciertas vias de
defensa. De esta manera las ROS se presentan como indisacklulares del estrés
y/o como mensajeros secundarios implicados en la respuesta a dicho estrés y en rutas

de transduccion de sefiales.

53



INTRODUCCI

Por otro lado, las respuestas de los cultivos a las diferentes condiciones de estrés
abidtico ocurren en todos los veles de organizacion, incluyendo junto a las
respuestas celulares y a los cambios metabdlicos, la regulacion transcripcional de la
expresion génica. A nivel celular, los cultivos pueden ajustar los sistemas de membrana
y modificar la arquitectura de la ped celular. Se pueden producir diferentes solutos
O2YLJI A6t Sa O0LIRN S2SYLX 22X LINRPEAYI S NIFAYy2.

proteinas y las estructuras celulardsupnsy col.,2008).

Una de las respuestas metabodlicas mas réapidas en los diferentes cultivos ademas
de la generacion de ROS, es la biosintesis del acido abcisico (ABA), que junto’l ion Ca
y al HO, pueden regular el cierre estomatico, con objeto de reducir la pérdidegda a
y de esta forma mantener el crecimiento vegetal (Pgtegol.,2011) Todas estas
respuestas se controlan a nivel molecular, regulando la expresion de genes implicados
en la sintesis de compuestos osmoprotectores y transportadores asi como de genes
gue codifican proteinas antioxidantes y proteinas reguladoras, incluyendo proteinas
quinasas, fosfatasas y factores de transcripcion (TFs). En los ultimos afios ha crecido
considerablemente el interés sobre las funciones ejercidas por los diferentes TFs en los
mecanismos de tolerancia al estrés abiotico, incluyendo entre otros, a aquellos
pertenecientes a las familigdP2/EREBP, MYB, WRKY, NAC y bZiPc@liy1998 Qin
y col., 2011, Wang y col.,2016). La expresion génica dependiente de ROS parece estar
regulada mediante la interaccion de factores de transcripcion con elementosda
los promotores de los genes, sensibles al estrés oxidativo (Degikah,2001). El
perfil transcripcional de plantas de Arabidopsis sometidas a varias condiciones de
estrés abiotico ha identificado varios elementtsreguladores (CRE) asociados con
ROS (Ally col.,2014). Algunos de estos elementos que responden a ROS tiemajala
GB2Eés O2y I &4S85S0dz2SyOAlF /! / D¢eDS AYLX AOI RI
aS3LEATIOAsYy K2NXY2Yy Il 3 LI NLaDEZ | QP EOUBGIF Y Sy
la secuencia (TTGAC/T) también es reconocida por el factor de transcripcion WRKY
(denoninado asi por la presencia de la secuencia WRKY en el extréenmiNal).

Este TF se encuentra inducido bajo situaciones de estrés biotico y abiotico yCheng
col.,2012. Como ejemplo, se ha sugerido que WRKY6 es un regulador positivo en la

expresid de la tiorredoxina citosolicAtTrxh5 que a su vez también esta mediada por
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ROS en condiciones de estrés oxidativo (lyatml.,2004). Por otra parte, la expresion
de estaAtTRXh5se regula positivamente en plantas que sebmpresan el factor de
transcripcion WRKY6. Esta regulacion es especifica y comin a la familia de

tiorredoxinash.

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 transcrip@ona
el proceso de sefalizacion que ocurre en la respuesta al estrés abidtico. Las Trxs
pueden establecer el estado redox requerido en los factores de transcripcion (TFs)
para unirse a la regién promotora del ADN. Las Prxs a través del contreiOde H
pueden tener un impacto en la regulacién de la transcripcion mediada por el estado
redox (Liwy col.,2013. Estos TFs ligan el estrés ambiental a la expresién génica y para
algunos de estos factores de transcripcion, se ha descrito que la-egpresion

aumenta la tolerancia de la planta al estrés (Heol.,2006).
5.1. Estrés salino

La salinidad en suelos y en el agua de riego es un problema importante para la
agricultura en regiones aridas y semiaridas, ya que elevadas concentraciones salinas en
el suelo causan en las plantas serias alteraciones a nivel fisiolégico, bioquimico y
gendico, afectando a su desarrollo. Estas modificaciones se traducen en una
importante disminucion del rendimiento en la mayoria de los cultivos, que oscila entre
un 6585% y que se ve reflejado en una menor producciéon de fruto (Shabadd,

2006).

El estés salino es propio de zonas de regadio 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 concentracion de iones salinos, sodid)()}aloro (C) principalmente,
en k fraccibn soluble del suelo, que conduce a condiciones hiperidnicas e
hiperosmoéticas 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
agricolas (Tujetg l., 2007). Este proceso afecta a mas de 800 millones de hectareas

de tierra cultivable en el mundo (Munny 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 poblacion mundial hah en tierras irrigadas con aguas de baja calidad y
terrenos con baja pluviometria 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 mayoggnera un tercio de los alimentos que se
consumen a nivel mundial, ambas condiciones de estrés (salinidad y sequia) podrian
ser los més frecuentes y severos en el futuro. Por todo ello, el aumento de la tolerancia
a la salinidad de los cultivos resulta abjetivo prioritario, con el fin de asegurar el

suministro de alimentos en las proximas décadas (Sgwitd.,2015b).

Las plantas, por otro lado, han adquirido distintos mecanismos adaptativos para
controlar el impacto negativo de la salinidad y sesifican en base a su respuesta a la
salinidad en tres grandes grupos: hal6fitas, hal6fghsofitas y glicofitas. Las primeras
son capaces de habitar en terrenos salinos gracias a la presencia de mecanismos
adaptativos, muy bien integrados en su metafwmlo, y son capaces de completar su
ciclo de vida en ambientes con elevadas concentraciones salinas en el suet®(200
mM de NaCl). El grupo de las halofighisofitas, lo forman plantas haléfitas menos
tolerantes que las incluidas en el apartado araeL06200 mM de NacCl ) y glicofitas
tolerantes, capaces de desarrollar su ciclo de vida en suelos con concentraciones
salinas cercanas a 100 mM de NaCl. Mientras que las clasificadas como glicéfitas
presentan una menor adaptacion a la salinidad y suitieato esta muy limitado en
estas condiciones de estrés (Greenwagol.,1980 Tutejay col.,2007). La mayoria de
las especies de plantas cultivadas para cosecha son glicofitas, por lo que deben
desarrollar diferentes mecanismos fisioldgicos y biogwmiea fin de sobrevivir y

tolerar distintas concentraciones salinas en el suelo (Rozeooh,2008).

La respuesta de las plantas a la salinidad se divide en dos fases, una respuesta
rapida que se lleva a cabo en el intervalo de unas horas y una respuksto plazo
que se manifiesta a lo largo de dias y semanas (Maaghadd.,2014) En la primera
FILasSs GFYoASy ftFYIFIRI aFlFasS 2aYsGAO0Fésx €I
altera el potencial osmatico del mismo y por tanto, la capacidad deai@es para
absorber agua se ve disminuida. Este hecho, produce un estrés osmotico en la planta

que desencadena varios cambios fisiologicos, tales como la desestabilizacion de
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membranas, la disminucion de la actividad fotosintética, la apertura estomatica,
alteracion de la actividad respiratoria (Mungscol.,2008§ Rahnamay col.,2010 y
cambios en los niveles de ROS y sistemas antioxidantes que conllevan el subsiguiente

estrés oxidativo (Hernandegzcol.,2001).

Con el tiempo de exposicion al estrés,si produce un efecto propio de sus
OF NI OGSNNaGAOlra O02Y2 OFGAsyX fflFYFIR2 aSTSOL
de iones Ny Clen los tejidos de la planta y que desencadena un desequilibrio i6nico
y la consecuente toxicidad. Los dafios k8 en esta fase, son consecuencia por
tanto, de la acumulacion de sal en las hojas, que alcanza niveles que exceden la
capacidad de las células para secuestrar sales en la vacuola (Wlaoh2005 Gupta
y col.,2014). Las plantas han desarrolladowai@s respuestas adaptativas para eliminar
el excedente salino como son: 1) homeostasis y compartimentalizacion ionica, 2)
transporte y exclusion ionica, 3) biosintesis de osmoprotectores y solutos compatibles,
4) activacion y sintesis de sistemas redoxtyoaidantes, 5) sintesis de poliaminas, 6)
generacion de oxido nitrico (NO) y 7) modulacion hormonal (Marschioet., 1995
Ashrafy col.,2004 Gbémez col, 2004 Kosov§ col., 2013 Lazarg col., 2013.

Un analisis completo de la informacién existente en los ultimos afios para explorar
la compleja red de mecanismos envueltos en la respuestas adaptativas lleva a concluir
gue la mayoria de las proteinas identificadas mediante técnicas de protedmica y
transcriptomica, se corresponden a aquellas involucradas en el metabolismo de
aminoacidos, regulacion energética, destoxificacion y regulacién redox. En esta Tesis
Doctoral nos centraremos en estas Ultimas, por estar mas estrictamente relacionadas

con la Trx Yos sistemas de defensa antioxidantes.

En este sentido es importante destacar que la implicacion de Trx en el estrés salino
y su correlacion con la tolerancia de las plantas en esta situacion no esta del todo
dilucidada ya que la informacion existente leastante limitada. La descripcion del
analisis transcriptomico en variedades de alamo sensibles y tolerantes a salinidad
revela que Trxs cloroplastidicas y citoplasmaticas presentan distintos patrones en
respuesta a la sal en las hojas. La mayoria de sgeoepresentan cambios en su
expresion mientras que otros aumentan o disminuyen su expresion bajo las

condiciones salinas (Dirygcol.,2010. Otros autores describen que cepas de levadura
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carentes de Trx citosdlica se complementan con Psyml vegetags, presentando

las nuevas cepas capacidad para crecer en medios salinos en concentraciones de hasta
650 mM de NaCl. Ademas, una situacion de estrés salino induce un aumento especifico
en cada tejido, de transcritos de las Tixf y FNR en plantulas deigante (Fernandez
Trijuequey col., 2012. Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos descrito la
implicacién de la Tod de guisante en la respuesta a salinidad. EstalTpresenta un
incremento de expresion a tiempos cortos de estrés y un aumento @etsridad en
tratamientos prolongados de NaCl (Mayticol.,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 organulo del estrés oxidativo inducido paalil@dad

junto con MRSOD, AOX y PrxIIF.

5.2.Estudios transcriptomicos en plantas crecidas en condiciones de estrés

empleando ARNSeq

Para comprender mejor la complejidad de los procesos y funciones biologicas que
se producen en cualquier organismo, las heriemas de secuenciacidbn masiva
permiten el estudio y la identificacion de todos los genes, asi como sus diferentes
isoformas y su variacién en los perfiles de expresion entre tipos celulares, tejidos y
organos, frente a determinada condicidbn externa. Etudi® del transcriptoma
completo de un organismo bajo una condicion o tratamiento era inimaginable antes de
la era de los Microarrays y de las técnicas de secuenciacion masivo de nueva
generacion (NGS); de hecho, el uso de estas nuevas tecnologias conffed\Ri
revolucionado la biologia a través de la generacién de millones y billones de lecturas a

bajo costo.

La secuenciacion de ARN (AB#y]) hace referencia al proceso experimental que
genera lecturas de ADN a partir del ARN (transcritos). Esta tegadi@a emergido
como una herramienta poderosa para el estudio de transcriptomas, pues es posible la
reconstrucciéon completa de los transcritos y de sus niveles de expresion en diversos
tipos celulares bajo cualquier condicién o tratamiento y de cualqupeee (Wany

col.,2009.
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Actualmente, se cuenta con varias tecnologias de secuenciacion masiva de
moléculas de ADN, siendo el sistema mas utilizado el de Genome Analyzer Il de llumina
(Bentley y col., 2008, y esta técnica conlleva una serie de etapasvias a la
secuenciacion. Primero el ARNm debe ser enriquecido y purificado, eliminando el ARN
ribosdmico de la muestra, seguido de una etapa de digestion enzimética con el uso de
RNAse lll. Posteriormente el ARN debe retrotranscribirse a ADNc de ddbiegaser
digerido con enzimas de restriccion para obtener fragmentos romos que permitiran la
adaptacion de los oligos para su posterior secuenciacion. Tras estas etapas previas
todos los fragmentos de ARN deben ser seleccionados en un rango de tamafio
adecuado y uniforme, y para ello se purifican mediante filtracion en gel para
finalmente ser secuenciados mediante sintesis empleando nucleétidos fluorescentes.

Esta informacion es almacenada como un archivo de texto FASTQ.

Esta tecnologia de secuenciacidnasiva genera una enorme cantidad de
informacion, millones o billones de lecturas, y para analizarlas es necesario el empleo
de eficientes y potentes herramientas bioinformaticas. Los principales analisis
bioinforméticos son: control de calidad de las sewias, mapeo de las lecturas y

cuantificacion de la expresion, los cuales seran desarrolladas en esta Tesis Doctoral.

Actualmente son pocos los estudios en los que se ha empleadeSA&Nara
elucidar el transcriptoma de plantas en respuesta a la salinidatro tipo de estrés.
Como primera aproximacion 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 asi se encontraron cerca de 50.000 genes exmesadstas
condiciones de estrés (Mizunp col.,2010. Un afio mas tarde, Villar col. 2011)
secuenciaron el transcriptoma de apices de eucalipto en respuesta a déficit hidrico,
generaron 1,14 millones de lecturas y encontraron que el genotipo mas preoluen
biomasa, en condiciones de estrés manifestd una expresion diferencial de genes de
respuesta al estrés hidrico. Por su parte, Kakumgnool. 2012 estudiando el
transcriptoma de maiz en respuesta a sequia, encontraron una disminucion de
expresionde genes relacionados con la division celular y el ciclo celular, y la presencia
de varios genes relacionados con el metabolismo de carbohidratos y almidén. Por otra

parte, en tubérculos de patata sometidos a diferentes condiciones de estres,
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solamente sehan publicado dos estudios transcriptdmicos empleando -Shidk
Massay col. 011) secuenciaron 32 transcriptomas de varios tejidos y de plantulas de
Solanum phurejaajo tratamientos abibticos y bidticas vitrocomo sal, manitol, calor

e infeccion corPhytophthora infestansentre otros. El andlisis de mas de 550 millones
de lecturas, les permitié identificar y cuantificar los niveles de expresion de mas de
22.000 genes, estableciendo la relacion de muchos de ellos con diferentes condiciones
de estrés.Posteriormente Massd col. 013 secuenciaron el transcriptoma de la
respuestain vitro a estrés bidtico y abidtico d8olanum tuberosumencontrando que

el 37% de los genes mostraron una expresion diferencial en comparacion a su control,
y donde los gess con la mayor expresion diferencial fueron aquellos inducibles por
estrés o los involucrados en la regulacion del estrés. Mas tarde, Yceod) (2019
realizaron un estudio epigenético mediante secuenciacion de ARN en diferentes
cultivares deOriza satva ante situaciones de estrés salino y sequia, demostrando el
incremento en la metilacion del ARNm ante una condicion de estrés y su relaciéon con
la expresion diferencial de genes relacionados con respuesta a estrés abiotico.
Posteriormente se caracterizam los genes de respuesta a estrés salino en plantas
extremofilas de Mesembryanthemum crystallinundentificando hasta 193 genes
diferencialmente expresados, entre los que destacaron genes relacionados con la
respuesta a ABA, proteinas transportadoras ddie (HKT) y enzimas con actividad

peroxidatica (Tsukagoshicol.,2015.

Recientemente estas técnicas estan siendo empleadas en el estudio de mutantes,
siendo los mas abundantes eA. thaliana Estos estudios permiten una mejor
comprension de los genedferencialmente expresados en una condicion de estrés
debida a una mutacion conocida. En el caso de mutantes. diealianadeficientes en
la sintesis de glutatién, Schnaubgltcol. (2014) describen la relacion de los genes
SPATULAMYB15y MYB75 asicomo genes implicados en la division celular y la
regulacion redox como glutarredoxina S17, glutation transferasas, tiorredoxinas,
ACHTS5 y TH8 y genes sefalizadores de auXiaSATE

En esta Tesis hemos utilizado esta tecnologia para realizar el estudio
transcriptémico de plantas de Arabidopsis silvestres, mutantes KO y-egpresantes

de AtTrxo] crecidas en una condicion de estrés saéritn de averiguar los genes que

60



INTRODUCCI(

responden en su caso a la falta o sebmpresion de esta Tod en una condicion

desfavorable para la planta como es la decoreento en condiciones salinas
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OBJETIVOS

La caracterizacion y el estudio funcional de sisteam®xidantes y de regulacion
redox mitocondriales y nucleares, incluyendo su implicacion en la sefializacion celular
mediada por ROS y RNS en procesos de estrés abiotico (fundamentalmente salinidad) y
en procesos de desarrollo, constituye una de las Bnéa investigacion de nuestro
grupo perteneciente al Departamento de Biologia del Estrés y Patologia Vegetal, del
Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura (€EB&)de Murcia.

Referente a los componentes del sistema redox, tanto la tiorre@oRsTrgl con
doble localizacion mitocondrial y nuclear demostrada en trabajos previos, junto a su
diana mitocondrial la peroxirredoxina PxIIFy la sulfirredoxina PsSrx, estan siendo
objeto de estudio en nuestro grupo en estos ultimos afios. La funcionalidad de estas
proteinas se encuentra bien establecida en células animales y en levadura, mientras
gue en células vegetales la funcion ejercida lps mismas es menos conocida, si bien
se ha descrito su posible participacion en procesos relacionados con la respuesta al
estrés abidtico, germinacidén y muerte celular programada.

En este contexto, la funcion celular de PsIren el nlcleo es de espatinterés
considerando la participacidon descrita fundamentalmente para tiorredoxinas de origen
bacteriano y/o animal en la regulacion del ciclo celular y en muerte celular y la
informacion reciente del efecto que su soberpresion ejerce sobre la viadad de
células de tabaco sometidas a estrés oxidativo. Para avanzar en este aspecto funcional,
la identificacion de sus posibles dianas nucleares representa un primer paso obligado.
Asi mismo, la investigacion sobre la participacion deIlen la respasta a estrés
salino, requiere el analisis del patron de comportamiento de plantas transgénicas
mutantesKnockout y Overexpressordeficientes y sobr@xpresantesen Tnol, bajo
una condicion de estrés por salinidad, y el analisis en ellas de paranistod&gicos,
protedmicos y transcriptémicos.

Finalmente, considerando resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio
sobre la participacion de la peroxirredoxina mitocondrial PsPrxIIF, en el proc&so de

nitrosilacion/transnitrosilacion de dianasmitocondriales y en condiciones de estrés
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salino, nos planteamos el analisis de la posible glutationalizacion/deglutationalizacion
de PrxIIF y de la peroxirredoxina cloroplastidic@y® Prx.

Estas investigaciones permitirdn avanzar en la funcién celidagstas proteinas
redox a nivel celular y en plantaBe acuerdo con estas consideraciones, en este

trabajo de Tesis Doctoral se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Determinar lduncion en nucleo de la Psdix
1.1 Corroborar la identificaciote PCNA como diana nuclear de la PsTxol mediante
el empleo de diversas aproximaciones experimentales.
2 Estudiar el efecto de la sobexpresion de PsXol en células TBY2 sobre el
crecimiento del cultivo y el ciclo celular.
2.1 Analizar el efecto de Isobreexpresion de PsTog en los niveles de la proteina
PCNA en preparaciones enriquecidas en nucleo, a lo largo del crecimiento del
cultivo de células TBX.
2.2 Localizar subcelularmentd glutation ymedir sus niveles en células TBY2 sebre

expresantesde PsTral.

3. Estudiar la participacion de Dix en la respuesta al estrés salino en plantasAde
thaliana
3.1 Obtencion de mutantes homocigoticksockout y Overexpressoide Trnol y
establecer la sensibilidad a diferentes concentraciones de Nediante el analisis
morfolégico a lo largo del desarrollo de la planta.
3.2 Estudiar los cambios en los sistemas antioxidantes y parametros oxidativos en
mutantesKnockouten condiciones de salinidad previamente establecida.
3.3 Identificar la expresiordiferencial de genes en plantas mutantes y en el
genotipo wildtype en condiciones de estrés salino, mediante andlisis
transcriptomicoARNseq
4. Establecer la capacidad de glutationalizacion de las peroxirredoRisRsxIIF y
Ps2Cy#rx
4.1 ObtenerPrxIF (mitocondrial) y Zys Prx (cloroplastidiceecombinantes
4.2 Analizar la capacidad de diferentes agentes inductores de glutationalizacién en

la modificacion postransduccional de ambas proteinas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Todas las experiencias de esta Tesis se han realizado utilizando como material
vegetal plantas de guisant®i6um sativunk cv. Lincoln)Arabidopsis thalian&cotipo
Columbia A. thaliana L. ceD), epidermis de cebolla(Allium cepa L. cv. cepg)

suspensiones de células de tabaceZBYobaccoBright Yellow-2).
1.1. Pisum sativum

1.1.1.Condiciones de cultivo

Las semillas de guisante se esterilizaron superficialmente con una solucién de lejia
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 ReddMixen oscuridad, durante tres dias en
camara de cultivoTranscurrido este tiempo, las semillas se mantuvieron durante 12
dias mas en las condiciones de iluminacion de la camara. Durante la primera semana,
las plantas se regaron con agua destilada y una vez transcurrido dicho tiempo, con
solucién nutritiva compita Hoagland (en meg/l: NC22,5; HPQ 1,29; S& 3,13; K
4,62; C&'6,0; M¢*3,29; y en ppm, Fe 5,0; Mn 0,5; Cu 0,05 0,05; B 0,5; Mo 0,005).

La solucién nutritiva tenia una presion osmotica de 0,67 atmosferas y un pH de 5,5).
Los cultivos se mamvieron en una camara de cultivo a una temperatura diurna de
18'C y nocturna de2€, con un fotoperiodo de ciclo largo (16 h luz: 8 h oscuridad),
dzy' I Af dzY Ayl OA s yxm s aportada Por iapparasflaoeedcentes de
36W Sylvania Grol®y una humedad relativa de 65890% (nochalia).
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1.1.1.1.Aislamiento de nucleos

Con el objetivo de purificar nacleos de hojas de guisante se utilizdé el sistema
comercial CelLytic PN (Sigi{a empleando el protocolo de obtencién de nicleos

semipuros recomendado por elfricante.

Se incubaron 80 g de hoja de guisante en 240 ml del medio 1XNtE&rIsolation
Buffer) que contenia DTT 100 mM, durante 20 min'@.4Posteriormente, las hojas se
homogeneizaron utilizando un triturador de uso doméstico (Osteffjemn ese mismo
medio y se filtraron a través de un filtro MES de nylon 100 (100 um de diametro de
poro). El homogenizado se centrifugé 10 min en una centrifuga refrigerada Beckman
mod. J221 con un rotor de angulo fijo d& a 1260xg durante 10 min. Elqecipitado
resultante se resuspendié en 8 ml de medio NIBA (NIB, 1x cocktail de inhibidores de

proteasas (Complef®), y Triton XL00 a una concentracion final de 0,3% (v/v)).

En dos tubos de centrifuga transparentes aptos para el rot€20Jge adicionano
27 ml de una disolucién de sacarosa 1,8 M y sobre ésta se depositd la muestra. Tras
centrifugar a 12.00&g, 15 min se eliming la fase superior, enriquecida en clorofila y la
de sacarosa, recogiéndose con NIBA los ndcleos que se depositaron en el ébndo d
tubo. Los nucleos se lavaron con NIBA dos veces por centrifugacion ¥8.80@in.
Estos nucleos parcialmente purificados se resuspendieron en tampén de

almacenamiento a80'C hasta su utilizacion.
1.2. Arabidopsis thaliana

1.2.1.Condiciones de cultivo

La germinaién deA. thalianaen turba se realizé 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 ehumedad y asi estimular la germinacion,
posteriormente se almacenaron @@ durante 48 horas en condiciones de oscuridad

con el fin de romper la dormancia y sincronizar su germinacion. Las plantas se
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mantenian creciendo bajo condiciones controladas y Ivgcdos se regaban por
inmersion 2 veces por semanias plantas sometidas a un estrés salino moderado,
fueron regadas con una disolucién 100 mM de NaCl a partir del séptimo dia y con la

misma periodicidad que las plantas control

Para el cultivo en placdas semillas se esterilizaron superficialmente 10 min con
70% etanol (v/v) en agitacién por inversién en agitador 3D (Gyromini Labiyet min
con 20% de lejia comercial (P/v) para luego lavarse con agua destilada esteetés
en campana de flujoaminar. Posteriormente, se germinaron en medio MS sélido
(Murashige & Skoog, 196Zyara la preparacion de las placas, 1 | de medio contenian
2,2 g de MS, 0,5 g MESnwrpholineethanesulfonic acid monohydrate), 7 g Plant

Agar. El pH se ajtd a 5,7 con KOH y se autoclavé 12120 min para su esterilizacion.

Los cultivos se mantuvieron en camara de cultivo 51®C (dia/noche), con una
intensidad luminica de 135 Y 2X m” x s’ (PAR), 60% humedad relativa, con

fotoperiodo de dia largo@:8 h.

1.2.2.Caracterizacion fisiolégica

1.2.2.1.Parametros de desarrollo

Todas las variables fisiol6gicas medidag\mbidopsis thalianage tomaronin vivoe
in situa lo largo del desarrollo bajo condiciones control y de estrés salino. Las variables
medidas fueron el diAmetro maximo de la roseta, el nimero total de hojas verdaderas,
area foliar total, el area foliar especifica (Area foliar dividida por el peso foEstas

hojas), peso fresco, peso seco y anchura foliar.

1.2.2.2.Ensayo de deshidratacion

El ensayo de deshidratacion se llevo a cabo con el objetivo de analizar la capacidad
de retencion hidricaentre los distintos genotipos en condiciones control y de estrés
saino, por medio de la sensibilidad al cierre estomatico y a través de sus resistencias
LISNAFSNAOFa 0O2Y2 fla OdziNOdz ax OSNI az
representaron las curvas de deshidratacion como se detall®iary col.(2012. El
suelo sellevé a capacidad de campo durante un minimo de 2 horas, en plantas
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expuestas a luz y con 21 dias de desarrollo. Las plantas se cortaron con un bisturi
desde la base de la roseta, el corte se sell6 con vaselina para evitar la pérdida de agua
y la embolia dl sistema xilematico, se depositaron en una balanza analitica de

precision y el peso se tomo en intervalos de 10 minutos a lo largo de 2 horas.

1.2.2.3.Densidad estomaética

La densidad estomatica se midio utilizando un método descritdRaaioglouy col.
(1990. El método se basa en hacer una impresion negativa del relieve foliar usando
esmalte de ufias. El envés de la hoja se cubrié con una fina pelicula de esmalte y se
dejé secar sobre un portaobjetos a temperatura ambientipa vez seco se segala
hoja del esmalte quedando una impresion negativa pegada al portaobjptesos
permitid contar estomas con la ayuda de un microscopio. Se contaron el total de
estomas en diez zonas distintase calcul@l diametro y el area del campo visual de

nuegro microscopio

1.2.3.Cepas empleadas

Las plantas dé\. thalianaempleadas en este trabajo fueron suministradas por el
banco de germoplasma SALK (Tab)ay2pertenecen a las lineas transgénicas de

mutantes de insercion de-ADN (Figura3).

Tabla 2 Lineas mutates deA. thalianautilizadas en esta tesis.

Mutante Insercién Linea SALK Linea NASC

AtWt Col0 Cepa salvaje
KO1AtTrxol | Tiorredoxinaol T-ADN AT2G35010 SALK_143294| N659590
KO2AtTrxol | Tiorredoxinaol T-ADN AT2G35010 | SALK 042792¢ N659374

®Numero de acceso del gen en la web T(AtR://www.arabidopsis.org/index.jsp

67


http://www.arabidopsis.org/index.jsp

MATERIALES Y METQ

Rp LB RB
- -
5 482! T
ATG a— -+
(m2} Lp
RP LB RB
-+ -
5 325 3
ATG — —

Figura B. Mapa genético de tiorredoxina ol mitocondrial de A. thaliana y las lineas
mutantes empleadas

1.2.4. Transformacion deA. thalianapor Agrobacterium tumefaciens

Para la generacion de lineas transformadas establesAdethaliana sobre
expresantes de la proteinAtTrxol se sembraron unas 30 semillas del genotipo
silvestre en macetas de 10,5 cm de didmetro y 6 cm de profundidad. La infiltracion por
A. tumefaciense realizé cuando la inflorescencia alcanz6 una longitud aproximada de
18 cm, momento en el cual se eliminartodas las flores abiertas y silicuas dejando las

yemas florales cerradgZhangy col.,2006).

Cinco dias antes de la infiltracion se sembraron en placa con los antibiéticos de
seleccién: Rifampicina (Rf), Gentamicif@m) y kanamicina (Km) (Tablg Bs
transformantes deA. tumefaciengortadorescon las construccione85S::AtTrxokn
los vectores pMDC43 y pMDC382 h a 28C. Una de estas colonia se cultivé en 10ml
de médio de cultivo selectivo (LB estéril con los correspondientes antibiéticos, Triptona
1% (p/v); NaCl 1% (p/v); extracto de levadura 0,5% (p/v); pH 7), a modo de preinéculo,
en agitacion, durante 24 i todo este preinoculo se afiadié a 250 ml de medio de
cultivo selectivo y se incub6 en agitador orbital 120 rpm durante 24 h en las
condiciones de cultivo establecidas (ver seccion 2.1.2.) Cuando el cultivo celular
alcanzaba la fase exponencial de creemo (densidad Optica entre 0,6 y 1) se
afiadieron 200 ul de Silwet17 (Lehle seeds), un detergente que favorece la apertura

de los estomas en el proceso de infiltracion.
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El cultivo celular se colocé en un recipiente de diametro ligeramente mayor al
diametro superior de la maceta, con el fin de que la parte aérea de la planta
contactase con aquélla en un simple volcado. La inmersion de la parte aérea se
produjo durante 50 segundos. El exceso de solucion de infiltracion se elimind
colocando las plantas sabpapel de filtro. Las plantas se dispusieron horizontalmente
en una bandeja tapadas con un film agujereado y se dejaron en la camara de
crecimiento (ver seccion 1.2.1.). Transcurridas 24 h se eliminé el plastico, se colocaron

en posicion vertical y segaron hasta su empleo para la recoleccion de semillas.

Tabla 3 Antibiéticos utilizados para la seleccion de clonesAletumefaciensen placa y seleccion

de plantas transgénicas.

Nombre Nomenclatura Concentracion (pug/ml) Funcién
Kanamicina Km 50 Seleccion de clones
Gentamicina Gm 20 Seleccién de clones
Higromicina Hyg 20 Seleccidon de plantas transgénic
Rifampicina Rf 100 Seleccion de clones

1.2.5.Seleccién de transformantes

La seleccion de las lineas mutantesAdehalianase realizé en placaBetri de 9x9
cm sobre medio sélido suplementado con elibidgtico de resistencia (Tablg.3ara
este fin, se colocaron 100 semillas en estas placas y se almacenai@rdardnte dos
dias para sincronizar la germinacion. Transcurrido este tiempo, ssoiestid a un
choque de luz de 6 horas en la camara de cultivo para estimular la germinacion, y
posteriormente se mantuvieron en oscuridad durante tres dias mas. Las plantas
transformadas se distinguieron por un alargamiento del hipocétilo en relacionason |
no transformadas. Tras una semana, las plantas transformadas (resistentes a
higromicina) siguieron con el proceso de desarrollo mientras que las no transformadas

morian, en este punto las plantas resistentes se trasplantaron a turba (ver seccion
1.2.1)
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Mediante autofecundacion déas diferentes lineas de la primera generacion (T1)
trasplantadas y crecidas en turka obtuvo la segunda generacion (T2). Las semillas de
la T2 resistentes a higromicina fueron seleccionadas en placa Petri de la misma forma.
La seleccion fue realizada del mismo modo para cada generacién hasta obtener las

lineas homocigaticas.

1.2.6.Test de segggacion y busqueda de lineas homocigoticas

Para confirmar la existencia de un unico lugar de insercion del gen en las lineas
transformantes, la T2 de cada una de las lineas mutantes se sometié a crecimiento en
placa con el antibidtico de resistenc{ver seccién 1.2.5. y Tabla,3yon el fin de
establecer la proporcion de transformantes. La proporcion de transformantes no debia
superar el 75%, ya que niveles superiores indicarian la existencia de masdasae
insercion. En este momento se escogiethez plantas resistentes y se seleccionaron
hasta que el porcentaje de resistencia fue del 100%, lo que suponia la homocigosis. De
las lineas homocigéticas obtenidas, se seleccionaron dos lineas de cada construccion a

fin de normalizar las posibles difer@as surgidas durante la transgénesis.
1.3.Células de tabaco BY

1.3.1.Condiciones de cultivo

Las células TRY (derivadas dNicotiana tabacuntv. Bright Yellow 2) crecieron y
se propagaron rutinariamente en medio MS, suplementado tt@mina 0,15 mg/ml,
2,4-D 02 mg/ml,KHPQ, 0,02 mg/ml, sacarosa 3% (w/vjnjoinositol 1% (v/v) pH 5,8
y esterilizado a 12'C, 20 min. Las células se subcultivaron a medio fresco en intervalos
semanales de tiempo. Para ello, una alicuota de 4 ml de células en fase estacionaria se
transfirio a un matraz conteniendo 100 ml de medio y se mantuvo en agitacion orbital

a 120 rpm, durante 7 dias, 26y en oscuridad.
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1.3.2.Validacion de la transformacion estable de células TBYor A.

tumefaciens

Se validaron tres lineas celulares BY¥e N. tabacum dos sobreexpresantes del
gen de PsTod y otra linea control. Las lineas celulares fueron transformadas como se

detalla enOrtizEspiny col (2015).

La identificacion de las lineas transformadas se llevo a cabo mediaiRE€RTver
seccion3.3.5.) comprobando la sobexpresion del gen PsTak Asi mismase localizo
PsTrel mediante fluorescencia de la proteina verde fluorescente GFP (gen reportero

de la transformacioén), usando un microscopio de fluorescencia.

1.3.3.Obtenciénde protoplastos y aimiento de nucleos

Los protoplastos y ndcleos se aislaron a partir de cultivos liquidos de céluk2s TBY
como describenLocato y col. (2009. Aproximadamente 15 g de células se
resuspendieron en 50 ml de tampon de extraccién de protoplastos (yaMtol, 25
mM TrigMES, pH 5,5, 0,25% (p/v) celulosa (Sigiaaich), 0,05% (p/v) pectoliasa2$
(Duchefa Biochemie) y 0,1% (v/v) pectinasa (Sigidech). Las células se incubaron
en un matraz Erlenmeyer de 250 ml de volumen 5C2én oscuridad durant2 horas y
90 rpm. El proceso de digestion enziméatica de la pared celular se observé usando un
microscopio de campo claro. Los protoplastos sedimentaron centrifugando &gl00
durante 5 minutos a temperatura ambiente sin freno y se lavaron dos veces con
tampon de lavado (0,4 M manitol y 25 mM TNES, pH 6,5). Finalmente los
protoplastos se resuspendieron en tampon de lisis para citometria (0,4 M manitol, 20
mM TrigHCI, pH 7,6, 0,5 mM EDTA, 4 mM Cisteina y 0,1% de BSA) o tampon de lisis
para proteinas gitationiladas (0,4 M manitol, 20 mM T¢ldCI, pH 7,6, 0,5 mM EDTA 'y
25 mM de NEM) y se homogeneizaron en un poter'@. £l lisado se filtr6 por
gravedad entre dos gasas estériles y se centrifugd a £§@urante 5 minutos a'C.

El precipitado enriqueca@ en nucleos se resuspendio, para citometria de flujo, en
tampodn de fijacion (25 mM TGMES, pH 6,5 y 70% de etanol (v/v), los protoplastos

fijados se almacenaron a cuatro grados un maximo de 10 dias hasta su utilizacién o en

71



MATERIALES Y METQ

tampon de proteinas glutatialadas (25 mM TrgHCl, 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 lineas celulares se
obtuvieron medidas espectrofotométricas de £ a intervalos diariodurante 9
dias, de las células contenidas en 1 ml de medio de cultivo de un total de tres réplicas.
Para ello, 1 ml de cultivo se diluyé en 9 ml de medio TBSHTIi$25 mM pH 7,5; NaCl
0,5 M; Cys 5 mM). Estos datos nos permitieron calcular el crecionigilizando el

factor de dilucion:
C=10 x ARS8y nm

La viabilidad celular también fue analizada mediante citometria de flujo laminar

como se detalla en la seccién 1.3.6.

1.3.5.Medidas de viabilidad celular

La viabilidad celular se midi6 utilizando el calte vital Trypan Blue que
solamente tifie las células muertas. Para ello, las células se tifiendwodurante 5
min a temperatura ambiente con el colorante en una relacién 2:1 v/v (cultivo celular:
colorante) y posteriormente se visualizaron en un microscopio Leica LMR de campo
claro. Las imagenes se captaron con una camara digital Leica DC 500 c@idla ver

1,20 del software Leica IM 1000 Image Manager.

La viabilidad (Vi) se calculé como el porcentaje de células viables en un total de

1000 células distribuidas en diez campos aleatorios de la muestra.

Vi = 1l de células vivas /de células contabilizias
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1.3.6.Caracterizacion del ciclo celular

-indice mitético

El indice mitético se midi6 a diario, en células in vivo, durante una curva de
desarrollo de nueve dias, como describen (Hguobl.,2001). Una alicuota de 50
de células fue tefiida con Hoecl83258 (Sigm&ldrich) y el indice mitotico se calculo
como el porcentaje de células en estado de mitosis en relacion al total de células
contabilizadas (300 células como minimo). Las muestras se analizaron en un
microscopio de fluorescencia (DMLS, Leicarn@ny) con un filtro de excitacion a

340¢380 nm y un filtro de emisién de 410 nm.

-Citometria de flujo

El andlisis por citometria de flujo se llevo a cabo para determinar el porcentaje de
células en los distintos estados del ciclo celular utilizando pode propidio para
estimar la cantidad total de ADN mediarfteorescencigFriedy col, 1976). Para ello
se tifieron 2 ml de nucleos con yoduro de propidio a una concentracion final de 50
pg/ml y se analizaron en un en un citdbmetro de flujo laminar §#acse BECTON
DIKINSON) acoplado a un analizador de imagen (MACSQuant Analyzer). Se
contabilizaron tres replicas biolégicas con un minimo de 3.000 nucleos y un maximo de
10.000 por muestra y el experimento se realiz6 por triplicado. Analizando la intdnsida
de fluorescencia (proporcional al contenido de ADN) se determinaron cuatro estados
del ciclo celular, & células necréticas o apoptéticas, GO/G1: células diploides 2C, S:

sintesis de nuevos cromosomas, y G2/M: Células en mitosis 4C.
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2. Bacterias

2.1.1.Eschericha coli

2.1.1.1.Condiciones de cultivo

Las bacteriasks. colifueron crecidas en medio LB estéril con el antib@tie
seleccion adecuado (Tably 4 37C y en oscuridad. En el caso de los cultivos liquidos,

se utilizé ademas una agitacion orbital a 130 rpm.

2.1.1.2.Cepaempleadas

Las cepas bacterianas empleadas para la clonacion de las construcciones utilizadas
en este trabajo fueron las siguientd3H® Y Gemotipo: E v y lacdzn a m dacZYA o
argF) U1l69ecAlendAlhsdR17 (ri, mK+)phoAsum® n g thid gyrA96relAl) para
clonaciones; BL21 (DE3) (Novagemn@ipo: F¢ ompT hsdSB(rR, mB;) gal dcm(DE3)
para la produccion de proteinas recombinantes a partir de un gen clonado en vectores
pPET, mediante la induccion por IPTG (isop#ofit1-tiogalactopiranésido) y células
Top 10 (Invitrogen) (Genotipo:gfimert mrhsdRMSmcr. / 0 las’ypna mIpcX74d
recAlarab m o dara fep 7697galU galKrpsl (StrRendAlnupG para la propagacion

de los plasmidos con tecnologia Gateway.

2.1.1.3.Preparacion de células competentes

Para preparar célulasompetentes se sembraron en placas de LB agar las cepas
51 ph & . [HM & &S'c.uyalezaiediBsyas eotoniak se linocold una
de ellas en 20 ml de medio LB en las condiciones anteriormente descritas durante 12 h.
Posteriormente, se inoculan 3 ml de este preultivo en 250 ml LB sin antibidticos a
37'C durante 5 h y en agitacién hasta alcanzar la fase exponencial temprana de
crecimiento (DGhonn=0,60,8). El cultivo se incub6 en hielo 10 min y las células se
recogieron por centrifugacion 3000 xgdurante 10 min. El precipitado resultante se
resuspendio en 75 ml de una solucion fria de M&Q0 mM y se centrifugd a 6.009Q,

10 min. Las células precipitadas se resuspendieron en 125 ml de una solucion fria de

CaCl 100 mM y se incubaron ehielo durante 20 min. Finalmente, las células
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competentes se recogieron por centrifugacion en las condiciones descritas y se
resuspendieron en 2,5 ml Cadl00 mM y 15% glicerol (v/v). La suspension se
TN OOA2ys Sy | NOdz2 (! atrodge® liquidoy sednfceda®n 02y 3 S|

a-80'C. Todo el proceso se llevé a cabo en condiciones estériles
2.1.1.4.Transformacion de células

[Fa OSftfdzZla O02YLISGiSydiSa 51 ph & .[um &S
utilizando 100 pL del stock descongelado en hielo, afiadieB00 ng de ADN
plasmidico de una reaccion de ligacién o recombinacion. La mezcla se incub6 en hielo
durante 20 min y después se sometié a un choque térmico dé dfrante 50 s. Tras 5
YAY Sy KASt23 a4 OStdAZla asS RAEaszdl8aNRPYy Sy
Technologies), KCI 250 mM, ajustado a pH 7 y suplementado antes de su uso con
sacarosa 20 mM y MgQl0 mM y se mantuvieron en agitacion a 130 rpm, durante 1 h
y a 37C. Finalmente, las bacterias se sembraron en una placa de medio LB eglido ¢

los antibioticoxcorrespondientesTabla 4 y seseleccionaron los clones positivos.

Las células electroompetentes TORO se transformaron por electroporacion
utilizando un Electro Cell Manipulator ECM630 (BTX, A Division of Gentronix). Las
condiciond RSf LJdzZf 42 Sf SOUNRO2 TFdzSNRyYy fl a &A3dz
NEaAaAaGSYOAlr wnn mI GASYLR p WZedncupddas a OSft dzf |
37'C en oscuridad y sin agitacion. Luego se seleccionaron de la forma comentada

anteriormente. Finalmente, las colonias positivas se comprobaron por PCR.

Tabla 4 Antibidticos usados para seleccion de cloneskercoli.

Antibidtico Nomenclatura Concentracion (ug/ml) Funcion

Kanamicina Km 50 Seleccién de clones

Gentamicina Gm 20 Seleccién de clones
Ampicilina/carbencilina Amp/Cb 75 Seleccion de clones
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2.1.2. Agrobacterium tumefaciens

Condiciones de cultivo

Las células dA. tumefaciensio transformadas crecieron en medio liquido LB con
los antibioticos Rif y Gn(Tabla 3. Los medios empleados para las células
transformadas estuvieron ademas suplementados con Km. Las condiciones de cultivo
fueron 130 rpm en agitador orbital, durante 28 h y 28'C en oscuridad. El
crecimiento en placa se hizo en medio-ddgar y los antibiétice de resistencia

especificadosTabla 3.
Cepas empleadas

Las estirpes usadas en los ensayos de transformacion fueron: cepa GV3101
(PMP90RK, Gmr Kmr), RifR, conteniendo los factores de virulencia en el vector pMP90
para la transformacion dalicotiana tabaam, y la cepa C58C1 (PJIC), que alberga los
factores de virulencia en el plasmidopDUB1003 delta 3Jara la transformaciéon de

A. thaliana.

Preparacion de electroompetentes

Para la preparacion de células competentesideumefaciensse afiadieron 10nl
de un cultivo saturado en bacterias a 500 ml de LB y se icubé a 250 rfitn,H28ta
gue la DGyonm fue de 0,81. Las células se recogieron por centrifugacion a 6x@00
durante10 min y se lavaron con agua estéril. Finalmente, las células se reswspeandi
en 1 ml de glicerol 10% (v/v) y se fraccionaron en alicuotas que se congelaron en

nitrégeno liquido y almacenaron-80'C.
Transformacion

Para los ensayos de transformacion, alicuotas de elettnopetentes se
descongelaron ehielo. Lascondicionegle electroporacionO | LI OA G Yy OA Ll  pn
MXy Y+3 NBaAAGSYOAl wmpn mI GASYLR2 p Yao

su seleccion estan referidos enTlabla 3
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3. Genética molecular

3.1. Disefio de oligonucledtids

Para el genotipado de las liremutantes se considero la localizacién de la insercién
de FADN en el gen y se disefiaron dos oligos que flanqueaban el inserto y otro
especifico para la secuencia ddONA (LBb1.3) tal y como propone el Instituto Salk,
tomando como molde el ADN genomic&l disefio 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

exonicas y el tamafio del amplicon no superara los 300 parbasks (pb).

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se encuentran en la Tabla S1.

Para el disefio de cebadores se utilizaron las siguientes paginas web:

1 T-DNA Express primer desidritp://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html
1  NetPrimer Biosoftwww.premierbiosoft.comhetprimer
1  Primer3pluswww.bioinformatics.nlprimer3plug

Cuando fue necesario un disefio manual, utilizamos el programa Tm calculador Applied

Biosystem; http://www6.appliedbiosystems.com/support/techtools/calcly Blast:

https://www.arabidopsis.orgBlast

3.2.ADN

3.2.1.Extraccion de ADN gendémico

Para la extraccion de ADN gendémico (ADNgA.dimaliana, P. sativug células de
tabaco BY2 se uso6 un protocolo basado en la precipitacién con isopropanol. 100 mg
de hojas 0 0,3 g de células TBYse congelaron en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron mecéanicamente en mortero. A cada muestra se le afiadipl B@0
tampdon de extraccion autoclavad@risHCI 1 M pH 8; EDTA 0,5 M; NaCl 5 M) y 35 pl
de SDS 20 % y se incub6 durante 10 min &%®espués de la lisis, las proteinas y

polisacéaridos se precipitaron con 130 pl de acetato de potasio 5 M durante 10 min en
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hielo y seeliminaron por centrifugacion 14.008g durante 15 min, a temperatura
ambiente. Posteriormente, los acidos nucleicos presentes en el sobrenadante
precipitaron con una mezcla de 640 pl de alcohol isopropilico 100% y 60 ul de acetato
de sodio 3 M durante 20min en hielo y centrifugacion a 14.00€@), 3 min a
temperatura ambiente. El precipitado se resuspendié con etanol frio al 70%,
repitiéndose esta operacion dos veces. Posteriormente se elimind el exceso de etanol,
mediante succion con la ayuda de una bomtm vacio. EI material genético se
resuspendio en 100 pl de agua estéril y se incubd cpihde ARNasa A (Roche) a una

concentracion final de 5 ng/ul durante 1 h a'@7

3.2.2.Extraccion de ADN plasmidico

Para el aislamiento de ADN plasmidico se partio de 8endultivo liquido crecido

durante 24 h y suplementado con los antibioticos adecuados en cada caso.

En la extraccion de plasmidos bacterianos, a pequefia y gran escala, se utilizaron los
AA3dZASyiSa ({Ada O2YSNDALFf SaNMNagivf BA AR RA hINE |

(MachereyNagel). Se siguieron las instrucciones recomendadas por los fabricantes

3.2.3.Electroforesis de ADN en geles de agarosa

El gel de agarosa se preparé en tampén TAE 1xAdeisto 40 mM pH 8; EDTA 1
mM), mas la cantidad de agarogaecisa. El uso del bromuro de etidio como
fluoréforo que se intercala en el ADN y nos permite la visualizacién del ADN bajo luz
UV estuvo restringido a algunos geles donde se necesitaba una alta resolucién, en la
mayoria de casos se sustituy6 este fluoréfpor Orange G 2% (Thermo ScientificTM).
Por otro lado, el porcentaje de agarosa empleada dependi6 del tamafio del fragmento
a separar. Las condiciones de electroforesis empleadas fueron: voltaje constante, de
entre 80100 V y un tiempo de 305 minutos.Las bandas se observaron en un

transiluminador (Syngene) con luz ultravioleta.
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En este trabajo los marcadores de tamafio molecular empleados fueron: DNA
[ F RRSNJ aAE 6CSWHEiyaiAr ad® &KRSmmmnLd tfdza 5b! f
100-3.000 pb.

3.2.4.Extraccdn de ADN de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir de un gel de agarosa se usaron los kits
O2 YSNIOA I f S & Ypara fragrheht® -menbreséde 200 pB) St aD9b9/ [ 9!
GdzNb2 (AdGéd 9y |yYoza Ol aza aSadas paBeéth SNRY

fabricante.
3.2.5.Cuantificacion de ADN en solucion

La concentracion de ADN y su pureza se calculd utilizando un espectofotometro
Nanodrop NBLOO (Agilent Technologies) midiendo la Absorbancia de UV a 260 nm,
280 nm y 230 nm. La concentracién se wlalaespecto al valor estdndar Rgy=1
LI NI &2fdzOA2ySa RS pn >3k>t RS 15b RS OF RSy

PCR convencional

Para amplificar los fragmentos de ADN por PCR convencional se preparé una
reaccion en la que se incluyeron los oligonucleétidos (primers) sentido y antisentido
del gen a amplificar a una concentracion final de 10 nM, una mezcla de cuatro dNTPs
(dATP, dGTERICTP y dTTP) a una concentracion final de 5 uM, tampdn de reaccion que
contenia sales de amonio y magnesio, ADN polimerasa a la concentracién
recomendada por el fabricante, ADN moldel(®ng de cADN o ADN plasmidico, e 50
100 ng de ADN gendmico) y agu&apura estéril a un volumen final de 2D pl,
dependiendo del experimentoEn todos los casos se incluyé siempre un control

negativo (sin ADN) y cuando fue posible, uno positivo.

Las ADN polimerasas termoestables utilizadas, se seleccionaron segyetiioob

final y fueron las siguientes:
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U Ecotag plus (ECOGENItilizada para reamplificar productos que iban a ser
ligados en el vector pGERasy

U rTaq (Takara)utilizada en amplificaciones rutinarias con fines analiticos, en las
gue el producto amplifiado no iba a ser utilizado.

U ExTaq (Takara)y Platinum Pfx (Invitrogen, Life Technologiesysadas
fundamentalmente para la amplificacion de productos especificos que

requerian posterior secuenciacion.

Las condiciones de amplificacion fueron las estandlariandose el tiempo de
extension en funcién del tamarfio de los fragmentos a amplificar (1 min/1 kB@) 2
la temperatura de anillamiento (Ta) de los oligonucleétidos, que fue especifica de los
oligos empleados y se calculd6 empiricamente en funcion adeéeinperatura de
desnaturalizacién o meltingT(n), (Ta=Tr5'C), y que viene determinada por la
longitud y la composicién de los oligdd. termociclador utilizado fue el mod. Primus

(MWGBIotech) y el equip61000 Thermal Cycler (Bio Rad).

PCR de colonia

La amplificacion sobre colonias d&. colio A. tumefaciensse realiz6 afiadiendo
directamente la colonia sobre el tubo de PCR con todos los componentes de la
reaccion, tras haber realizado una réplica en una placa nueva para poder identificar y
conservar lacolonia de partida. Las condiciones de la PCR fueron las convencionales

(ver seccion 4.1.6.1.).

PCR anidada

En la PCR anidada el producto de una amplificacion es utilizado como molde para
realizar una segunda amplificacion con cebadores que se ubicarod#mtia primera
secuencia amplificada. Este tipo de PCRt#i2gd principalmente cuando afiadimos las
colas de recombinacién en el sistema tipo GATEWAY (ver aparthjicEB. estecaso,
en la primera PCR se utilizé una concentracion de oligos 2 uM nsegtra en la
segunda, se usé una concentracion de 20 pM, para asegurar una completa

amplificacion.
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3.2.6.Manipulacién enzimatica del ADN

La digestion del ADN se realiz6 con enzimas de restriccion en las condiciones
Optimas indicadas por el fabricante para cadaaude ellas.Con fines analiticos
normalmente el volumen total de reaccion fue de-20 ul con 0,51 uyg ADN y 1
unidad de la enzima de restriccion correspondiente, en el tampon fijado por el
fabricante. La incubacion se realizaba durant2 i a 37C, en fucion de la cantidad
de ADN vy la enzima empleada. Las principales enzimas utilizadas se describen en la
Tabla 4.

Tabla4: Enzimas de restriccion utilizadas para la clonacién de fragmentos en el vector pET3d.

Enzima Tampédn Fabricante
Xbal OPA 10x Roche
BamHlI OPA 10x Roche

%0OPA 10x (One for All): Tasetato 100 mM pH 7,5, acetato de Mg 100 mM;etato de potasio 500
mM.

3.2.7.Secuenciacion

Para la secuenciacion de los distintos fragmentos de ADN, éstos se clonaron en
vectores plasmidicos con los que se transfofdoliy A. tumefaciengal y como se
ha descrito previamente.ds plasmidos de los distintos transformantes seleccionados
se purificaron tal y como s#escribe en la seccion 3.2.2. Finalmerts fragmentos de
ADN se secuenciaron con los cebadores correspondientes, en la empresa de
secuenciacion SECUGBN.. (CIB, Maid, Espafia) y en el Servicio de Apoyo a la

Investigacion 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 extraccion se lavd previamente cama wsolucion de NaOH
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conteniendo SDS 10% y EDTA 1 mM que posteriormente se esterilizd. El agua utilizada
se tratd con DEPOi@ilProCarbonato) (1 ml/l) con el fin de eliminar enzimas del tipo
ARNAsa y ADNasa. Este tratamiento exige agitacion durantehdoas en campana

de extraccion para favorecer la eliminacion del vinilo y una doble esterilizacion en las

condiciones descritas para eliminar la toxicidad producida por el DEPC.

3.3.2.Métodos de extraccion

El ARN procedente de células de tabaco y tejidorfdéArabidopsise aislé 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 6 0,3 g de células que
fueron congeladas en nitrégeno liquido y pulverizadas @nequipo Mikre
dismembrator (Sartoriud) a 1.500 rpm durante 2 min. El homogenado resultante se
resuspendioé en 550 pl de cloroformo y 550 pl de tampdn de lisisHGi200 mM pH
8; LiCl 400 mM; EDTA 25 mM; SDS 1% y agua estéril). La mezcla sg@entr8§000
xg, 5 min, a temperatura ambiente, a fin de eliminar lipidos y proteinas.
Posteriormente, el sobrenadante se lavd con un volumen de fenol y después con otro
de cloroformo centrifugandose a 13.06@, 3 min. Los acidos nucleicos precipitaron
con 1/3 del volumen obtenido de LiCl 8M durante toda la noch&ay4se recogieron a
13.000 g, 2030 min a la misma temperatura. EI ADN se eliminé incubando el
precipitado con ADNasa@\RNasdree ADNase, Rochepplied SciencE”) en una
relacién de una unidad de enzima por cada pg ARN, durante 1 h 30 mifCaA37
continuacion, el precipitado se lavo dos veces; el primero con acetato de sodio 3 M, pH
52 (7 y) en 470 pl de agua DEPC y 250 pl etanol 70%, quezs&rhen y se
centrifug613.000xg, 10 min a 4C. El segundo lavado se realizé con 6 veces menos de
acetato de sodio 3 My tres veces méas de etanol 70%, incubanddde 4-20'C.El
ARN se recogi6 a 13.086, 20 min a 4C y el precipitado se lavé dosces con etanol
frio al 70%. EI ARN se secO a temperatura ambiente y se resuspendié3érullde
agua DEPEI estado y calidad del ARN extraido se comprobd mediante electroforesis
en geles de agarosa 1% y la ausencia de contaminacion por ADN gendomico se
comprobd mediante PCR con oligonucleétidos especificos de una region intronica del

gen de la Tubulina 8 (AT5G2388@bla S1). La concentracion, pureza e integridad de
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ARN se determiné como se detalla en los apartaiggientes. A partir del ARN aislado
S AAYyUSGATs O!'5b ORWLISOA{G& 10102 SWPAE XA S | ¢4
(AppliedBiosystem8") a partir de moléculas de hexameros degenerados como

cebadores y siguiendo las indicaciones del fabricante.

El ARN utilizado en los experimentos decuenciacion masiva (ARNQ) y
procedente de la parte aérea de una planta completa por muestra, se aisl6 utilizando
St YAG O2YSNOALFt {LISOGHMHEEH. ot flyd ¢2GFf whb!

3.3.3.Electroforesis ARN

Las muestras de ARN se separaron en geles de agafega\(Lcon tampon TAE 1x

estéril. Las muestras se prepararon de forma analogmsade ADNsgccion 3.23.).

Para comprobar la integridad del ARN, se cargaron 150 ng por calle y se aplic6 un
voltaje constante de 60 V durante 40 min. La integridad del ARN se visualiz6 como dos
bandas a 2.000 y 5.000 pb correspondientes al ARN ribosémico 18S Ra2&3os
ensayosde ARNseq,la integridad del ARN se determind relativizando las intensidades
de las bandas correspondientes a las dos subunidades ribosémicas entre ellas (relacion
Optima 2:1) y con respecto a la intensidad total de la movilidad electroforética de la

muestra (relacién 6ptima 10:1 o mayor).

3.3.4.Cuantificacion de ARN en solucion

Para determinar la concentracion de ARN de las muestras, asi como su pureza, se
utilizé un equipo NELOO (Nanodrop) donde se midié la absorbancia a 260, 280 y 230
nm frente a un blancde agua ultrapura. La concentracion de la muestra se calculé en

relacion al valor estandar D&Jn.~=1 para soluciones de 40 pg/ml de ARN.

3.3.5.PCR cuantitativa a tiempo real

Los analisis de expresion génica metBdCR cuantitativa tiempo real o RGPCR
por sus siglas en ingléBeal Time-quantitative Polymerase Chain Reaction, se

realizaron empleando el equipo Eco R€amhe PCR lllumina System (lllunilfja Las
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NEII OOA2ySa aS tftSOFENRY | OFo2 Sy dzy @2f dzySy
master mix (ThermoFisher), entre-#0Op y 3 RS ! 5b 0O Y2t RS @& n3Ip >
los oligonucledtidos (sentido y antisentido) especificos para cadaLgsrcondiciones

de PCR fueron: 10 min a 85, 40 ciclos de 10 seg a'@5y 30 seg a 6. Al final de

cada experimento se llevd a cabo una fase de disociacion para comprobar la
amplificacion de un Unico producto. Los datos se normalizaron frente al gen de la

Actina 8 (AT1G4®10). Los niveles de expresion de nuestros genes problema se
determinaron por el método Ct, nimero de ciclos de PCR necesarios para alcanzar una
sintesis de amplicon en fase exponencial (Pfaffl, 2001), que se basa en la comparacion

del Ctdelgendeinte® & RSf 3ISy RS NBFSNBYOALlF onp/ oo

gen se calculan entonces como la potenc’:‘?d.f
3.4. Estrategias de clonacién

3.4.1.Clonacion dePsTrxolen el vector pMDC83

El gen de tiorredoxinal mitocondrial deP. sativunmsin mutar,PsTrxoly mutado
en la cisteina reactiva numero 3?sTrxol1C37fsieron amplificados mediante PCR a
partir de ADN plasmidico extraido de dos cepa&deoliportadoras del vector pGEM
T-easy y los genes de interés, comprobados mediante secuenciacion (Marti, y col.
2009). Utilizando la enzima Platinum Pfx, y mediante el disefioliges especificos
(Tabla S1ye delecciond el codon de stop para que posteriormente el gen quedara
fusionado traduccionalmente a la proteina GFP. El fragmento fue clonado en el vector
pMDC83, quedando la construcci®85S::PsTrxeGH, y esta construccion se utilizo
para transformar una cepa de. coliDH3 y otra deA. tumefaciensC58C1las cuales
fueron comprobadas mediante secuenciacién. El disefio de los oligos y las reacciones
de recambinacion in vitro se llevaron a cabo segun la tecnologia Gateway® de
Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresion ectopica y
transitoria del gen de tiorredoxinal mitocondrial de guisante fusionado al gen GFP
(PsTrxodGFPR se lled a cabo en células TRY con el objetivo de localizar
subcelularmente la proteina utilizando técnicas de microscopiaocahfverseccion

4).
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3.4.2.Clonacion dePsPCNAn el vector pET3d

Para la expresion de la proteina recombinante PSPCNA se utiliz6 laecé&paali
BL21, la cual tiene la construcciBhac::T7ARNpolimergseon un promotor inducible
por IPTG, que expresa el gen T7ARNpolimeresa que activa el promotor de nuestra
construccion P7T::PsPCNA en el vector pET3d, obteniendo una alta expresion del geny

de la proteina de interés.

Para amplificar el gen se parti6 &Nc extraido de hojate guisante y mediante
PCR utilizando los oligonucledétidos especificos (descritos en la tabla S1) y la enzima
EcoTag plus (Ecogen), el fragmento obtenido se comprobé a través de una
electroforesis en geles de agarosa, se extrajwalada y se cloné en el vector pGEVI®
easy. Todo el volumen de ligacion fue utilizado para transformar células competentes
de E. coliBL21. Una vez seleccionadas varias colonias correctamente secuenciadas,
fueron crecidas en 5 ml de LB liquido para aislaADN plasmidico portador de la
construccion de interés. [ig de ADN plasmidico y de vector pET3d fueron digeridos
con las enzimas de restriccion BamHI y Xmal y el fragmento fue clonado en el vector
mediante el uso de la enzima T4 ligasa. Todo el voluheela reaccién de ligacion se

utilizé para transformar células competentes ecolBL21.

3.4.3.Clonacién de PsPCNRsTrxoly PsTrxo1C378n 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 proteina YFP en el extreteonhnal
SPYNE o en el extremete&€minal SPYCE, quedando las siguientes construcciones:
35S::PSTrxoNYFP, 35S::PsTrxeCYFP, 35S::PsPGNAFP, 35S::PsPCAXFP,
35S::PsTrxo1C3NYFR 35S::PsTrxo1C3 T FP

Las secuencias de los gemsIrxolPsTrxolC37%PsPCNAueron amplificadas a
partir de ADN plasmidicprocedente de los clones descrito en kEeccioes 3.4.1. y
3.4.2 mediante PCR anidada y el empleo de oligos con secuencias especificas (tabla

S1). Los productos obtenideg clonaron en el vector pDNOR221 en una reaccion de
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f A3 OAsy dzalyR2 tF Syl AYlF .t /[/f2ylFaSu O6LY D,
células competentes deé. coliDH3, y tras verificar las clonaciones mediante
secuenciacion estas células fueron crecidas en 5 ml de LB liquido para aislar el ADN
plasmidco y clonar el gen de interés en los vectores SPYNE y SPYCE en una reaccion de
fAAFOAsy dziAftATFYyR2 1 SyTAYF [w Of2yl alxn
reacciones de recombinacidn vitro se llevaron a cabo segun la tecnologia Gateway®

de Invtrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante

3.4.4.Clonacion deAtTrxolen pMDC43/ pMDC32

Partiendo deADNc extraido de hojas di. thalianase amplific6 el ORF del gen
AtTrxolutilizando losoligonucle6tidos especificos (descritos en la tabla @&diante
una reaccion de ligacion utilizando la enzima BP clonasa de Invitrogen y siguiendo las
instrucciones del facbricante, mediante la tecnologia Gateway, el gen se cloné en el
vector pPDNOR221para finalmente clonarlos en los vectores de destpddDCI3 y
pMDC32vacios mediantaina reaccion de recombinacion con la enzima LR clonasa,
con la finalidad de clonar el gen de tiorredoxina ks vectores de expresion
constitutiva pMDC43 pMDC32 Esta construcciones se utilizargrara transformar
una cepa deE. coli51 ph & Al thidhefaciRr8C58C1 las cuales fueron

comprobadas mediante secuenciacion.

3.4.5.Criopreservacion 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'¢ 3n el
caso deE. coliy 287C en el caso da. tumefaciensPara criopreservar su viabilidad, se
almaenaron en forma de stock glicerolado, diluyendo el cultivo celular con una
disolucion acuosa de glicerol al 50 % (v/v), en una relacion 1:1, congelandose

inmediatamente en nitrégeno liquido para ser aimacenad&904C.
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4. Sublocalizacion d®sTrxolen clulas de tabaco B2

La expresion ectopica y transitoria del gen de tiorredoxina ol mitocondrial de
guisante fusionado al gen GAPsTrxoiGFP se llevé a cabo en células TB¥on el
objetivo de sublocalizar la proteina utilizando técnicas de microsdapieescente y

confocal tal y como describe Buschmaneol.(2010.

Una vez obtenido el clon dA. thumefacienscepa C58C1 con la construccion
P35SPsTrxoiGFPen el vector pMDC83ver seccion 3.4.4), se crecié un cultivo
bacteriano durante 36 hordsasta alcanzar una Rg.mcomprendida entre 0.6 y 1, del
cual 150uL se utilizaron para inocular 10 ml de un cultivo en suspensién de células de
tabaco BY2 crecidas durante 48 horas. Las células inoculadas se crecieron en
oscuridad durante 24 y 48 horagjomento en el cual se sublocalizdé la emision
fluorescente de la proteina GFP utilizando un microscopio confocal (Lek&PPLEon
un objetivo de 40x y una profundidad de corte de diez micrometros (Lapocs.,

2003

5. Complementacion bimolecular fluoscente BlIFc

En un trabajo realizado en el laboratorio donde se ha desarrollado esta Tesis, se
identificaron una serie de posibles dianas nucleares de &kTmtilizando una
proteina recombinante mutada en el centro activo a fin de estabilizar los corsplejo
con dichas dianas y por cromatografia de afinidad. La identificacién de dichas proteinas
permitid describir a la proteina PCNgrdliferating cell nuclear antigen) como una
candidata a interaccionar con Psd@tx(Tesis Doctoral OrtiEspin, 2015)A fin de
corroborar dicha interaccion, se han utlizado diferentes técnicas como son la
complementacion bimolecular fluorescente (BIFc) y dot blot trampa (que se describira

posteriormenteen elapartado 6.1}

La técnica BIRgermite validar la interacon entre dos proteinas. Esta basada en las
propiedades de la proteina (YFP), fragmentada en dos mitades y fusionada
traduccionalmente a nuestra proteina de interés, emitiendo fluorescencia cuando se
complementa debido a la interaccion entre ambas. Panaatlea cabo el ensayo se
utilizaron las construcciones génicas descritaglaapartado 3.4.335S:PsTrxoINYFP
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35S::PSTrxeCYFP35S::PsPCNRYFP 35S::PsSPCNBYFP 35S::PsTrxolC3FRYFR y
35S::PsTrxolC3TXFPy los correspondientes vectores vacios. El ensayo se llevo a
cabo mediante expresion transitoria en epidermis de cebolla transformada mediante
bombardeo biolistico, con la ayuda de una pistola de genes. Para ello, se recubrio el
ADN plasmidico de todaad clonaciones descritas ehapartado 3.43 con particulas

de oro tal y como se describen Taylory col. (199]). El ensayo de bombardeo se
realizd segun describen Diazcgl (2005), utilizando la epidermis de un bulbo de
cebolla secaAllium cepaln)que se colocO sobre placas Petri que contenian medio
MS/2 (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa 15 g/l y fitagel 3,8 g/l. Tras el bombardeo,
se mantuvieron a 2% en oscuridad. Después de 96 h las epidermis de cebolla se
incubaron con 1 ml de una solucionuasa de DAPM 6-diamino-2-fenilindol) 5 puM
durante 5 minutos a temperatura ambiente y oscuridad y la emisién de fluorescencia
fue analizada con un microscopio confocal (LeicaIRE). Se utilizaron longitudes de
onda de excitacion de 405 nm y 548 nmeyainision de 488 nm y 514 nm para el DAPI

y la YFP, respectivamente. Las imagenes fueron analizadas con un objetivo invertido

40x% y procesadas usando el software Leica SP8.

6. Protedmica
6.1. Extraccién de proteinas

6.1.1.Plantas

En la obtencién de muestras proteicas de plantas, en el casA. dkaliang se
emplearon entre 0,41 g de hojas. La extraccion y homogeneizacion de la muestra se
llevd a cabo en un mortero con nitrégeno liquido. El triturado se disolvié en un tampon
de exraccidén, cuya composicién variaba ligeramente segun el objetivo final del
ensayo. Para la medida de proteinas desnaturalizadas el tampon estaba formado por:
fosfato potasico 50 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM, Tritéd©X0,2 %, PVP 1% vy una
mezcla de inhibidda RS LINRBGSI&ala wHpE o6w20KSu0od t |
actividades enzimaticas o proteinas nativas, el tampén contenia BSA y cisteina como
agente reductor: TriglCl 50 mM pH 7,8; Cys 0,05% (p/v) y BSA 0,1% (p/v).
Posteriormente, el homogenado obtenido sentrifugdé a 13.000xg, 20 min a 4C,
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empleandose el sobrenadante para medir la concentracion de proteinas y realizar los

ensayos pertinentes.

Cuando la concentracion de proteinas de la muestra era menor de 0,5 pg/pl se
procedia a su concentracion en fltd ! Y A O 20y5ml 3K (Miflipaie) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.1.2.Cultivos de células de tabaco BY

Para la obtencion de proteinas de cultivos celulares y de preparaciones enriquecidas
en nucleos, se partio de 0,3 g de células obtenidasfitteacion de los cultivos en
bomba de vacio con una presién negativa maxima de 600 mbar o 0,5 ml de
precipitados enriguecidos en nucleos. Las proteinas se extrajeron mediante un choque
hiposmdético, diluyendo la oestra en el tampon de extraccion detaltaen la seccion
6.1.2con una relacion 1:4 (pjven el caso de células y una relacion 1:2 (v/v) en el caso
de preparaciones enriquecidas en nudcleos, seguido de tres ciclos de congelacion y
descongelacion y finalmente 30 pulsos de sonicacion de 0,5 sr@amplitud de 50
%. Posteriormente fueron centrifugadas a 14.0@) 20 min, 4'C para eliminar el

sedimento y almacenar el sobrenadante28 'C.
6.2. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

6.2.1. Expresion de proteinas eB. coli

Partiendo de una colonia del clon descrito eséacion 3.2 seinocularon 5 ml de
LB con Ampicilina a una concentracion final de 0,1 mg/ml durante 24 h, 130 rpm y 37
'C. 2 ml del cultivo celular fueron diluidos en 500 ml LB, mas Ampicilina a la misma
concentracién y permanecieron entre 16 y 24 h en agitacién a 130 rpm'¢ 3iasta
gue alcanzaron la fase exponencial de crecimienta8&-0,6. Entonces se afadio el
AYRdAzOG 2 NI |j dzZNY A ©OBD1-0LA 2DF A CONRAIING IYista A R2£€ 0 |
final de 1 mM, a fin de inducir la sobexpresion de la proteina, continuando el
crecimiento en las mismas condiciones descritas durante 6 h mas. Transcurrido este

periodo, las células se enfriaron durante 10 minutos en hielo y se recogieron por
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centrifugaciona 7.500xg durante 15 min y el precipitado celular se resuspendio en
tampon de extraccion THHCI 25 mM, pH 8,0 con 0.4 mM de DTT vy tras repetir la

centrifugacion anterior, el sedimento se almacen®@'C hasta su utilizacion.

6.2.2. Extraccion de la proteinenadura recombinante PSPCNA

Para la extraccion proteica, el sedimento bacteriano se resuspendiéo en el mismo
tampon de extraccion y se procedidé a la lisis bacteriana mediante tres ciclos de
congelaciordescongelacion y finalmente 30 pulsos de sonicacion ,8esOcon una
amplitud de 50 %. Seguidamente se centrifugd a 14;apdurante 15 minutos a ‘C
para separar las proteinas solubles (sobrenadante) de la fraccion membranosa y
cuerpos de inclusion. Una vez comprobado que la proteina PsSPCNA esta presdnte en e
sobrenadante, se precipité una fraccion de las proteinas disolviendo el sobrenadante
con sulfato aménico hasta alcanzar una concentracion final de 40 %, realizando todo el
proceso a IAC. Después de repetir la centrifugaciéon anterior, se recuperd el
sobrenadante y se descartd el sedimento correspondiente a la fraccion proteica
precipitada y se continué diluyendo con sulfato de amonio hasta una concentracion
final de 80 % Posteriormentese repitid la centrifugacién anterior para recuperar el
sedimento,rico en la proteina de interés y fue disuelto en tampén de cromatografia
TrisHCI 20 mM pH 7,8 y 150 mM de NacCl.

6.2.3. Purificacién de la proteina recombinante PSPCNA

El proceso de purificacién de la proteina recombinante PSPCNA se realiz6 en un
sistema FPLC démershan Biosciences en el que se integr6 una columna
cromatografica de exclusion molecular. El equipo estaba provisto de un detector
Optico a 280 nm que nos permitid obtener un registro cromatografico de elucién.
Ademas el proceso de purificacion se gotd mediante el analisis electroforético y
cuantificacion de proteinas de las fracciones obtenidas. La columna utilizada de
cromatografia de exclusion molecular utilizada fue la Sepha&@9QDIGE Heathcare),
gue se equilibré con tampén de cromatografiisHC|I 20 mM pH 7,8 y 150 mM de

NacCl, con un flujo constante de 1 ml/min. La columna fue calibrada con una solucién
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de patrones de proteinas de masa molecular y concentraciones conocidas

suministrados por Amershan Bioscience (HMW y LMW Gel filtratidoratadn Kit).

Todas las fracciones de elucion fueron analizadas medianteblBtocomo se
describeen laseccion 6.11conel objetivo de identificar aquellas fracciones ricas en

nuestra proteina de interés, PSPCNA.

6.3. Electroforesis de proteina®AGE SDSPAGE

Los extractos proteicos se analizaron segun el método descrito por Laemmli (1970).
Laelectroforesis se realiz6 en geles discontinuos compuestos de un gel concentrador
de acrilamida:bisacrilamida (38:1) al 6% (p/v) y de un gel separador al 15% (V)
sistema MiniProtean Il (BiRad). B polimerizacion de los geles se llevé a cabo con
LISNBR dzf FF G2 FYsyAaOz2 I dzyt O2y OSY iGN OAsy TFAy
Tetramethylethylenediamine) como catalizador a una concentracion final del 0,01%
(v/v). Como tampén de desarrollo electroforético se us6é un tampon-Qlicna
formado por TritHCI 25 mM pH 8,3; Gly 192 mM y en condiciones desnaturalizantes
SDS 0,1% (p/v). La electroforesis se llevd a cabo a un voltaje constante de 100 V
durante 2 h. La cdidad de proteinas por calle oscilé entre 25 y 80 pug por muestra,
excepto para proteinas recombinantes, donde el rango oscilaba entre 1 y 15 pg. El
tratamiento de las muestras en condiciones desnaturalizantes se hizo de la siguiente
manera: adicién delampon de cargan una proporcion 2:1 (muestra:tampon), Fris
HCI 375 mM pH 6,8; glicerol 0,3% (vDY,T 10 mMazul de bromofenol 0,15% (p/y)
en condiciones desnaturalizant&DS 1,5% (p/v§, incubacién a 98C durante 5 min.

Como marcadores de masa raollar se emplearon los standards de -Bad:
Prestained SDBAGE vy Kaleidoscope Prestained, cuyo rango abarca desde

aproximadamente 7 a 200 kDa.
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6.4. Tincion de proteinas

6.4.1.Tincién con Coomassie

El gel se sumergio tras la electroforesis en una solucion de alkahte Coomassie
R250 al 0,25% (p/v) diluido en metanol 50% (v/v), y se agit6 suavemente durante 45
60 min (Garfin, 1990). Transcurrido ese tiempo, se eliminé dicha solucién de tincién y
se sustituyod por la solucion decolorante compuesta por metanakyi@ al 50% (v/v)

y 10% (v/v) respectivamente, donde el gel se mantuvo en agitacion y con frecuentes
cambios de dicha solucion para eliminar el colorante extraido. La decoloracién se
realiz6 durante el tiempo necesario para que las bandas de proteinaicgsran

patentes y el fondo del gel quedase claro. Con esta técnica se detectaron cantidades

de proteina del orden de Og1 >g.
6.42.¢CAYyOAsy O2y t I 3S. f dzSnu

La tincién con PageBIU% (Fermentas) es una tincién que estad basada en el
protocolo de tinciébn con azul de Coomassie pero presenta entre otras, la ventaja de
que permite detectar cantidades de proteina del orden de los 5Paga llevarla a
cabo, el gel tras la electroforesisls@6 con agua bidestilada (3 x 10 min) para eliminar
el SDS vy las proteinas de menor tamafio se fijaron durante 15 min con una solucién de
isopropanol al 25% (v/v) y acético 10% (v/v). Posteriormente, el gel se lavd de nuevo
con agua bidestilada pero masamemente, para eliminar los restos de fijador y se
cubrié con solucién PageBittedonde se mantuvo en agitacién suave durante 60 min,

tras lo cual se lavé de nuevo durante 5 min para su almacenaje.

6.5. Medida de concentracién de proteinas

La cuantificacion dproteinas se llevo a cabo mediante una adaptacion del método
de Bradford (1976). Estmicroensayo es indicado para soluciones de proteina con
concentraciones menores a 20 mg/ml y se basa en el cambio de absorbancia a 595nm
gue presenta el colorante CoomassBrillant Blue @50 al interaccionar con
aminoacidos basicos y aromaticos de las proteinas. La concentracion proteica de la
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muestra problema se calculd por interpolacion del valor de la absorbancia a 595 nm
con una recta estandar de albumina de suer@ibo (BSA) calibrada en un rango entre

0,25y 4 mg/ml.
6.6. Técnicas de concentracion de proteinas

Para la concentracion de soluciones de proteinas con tamafio molecular superior a
3.000 Dalton y con volumenes inferiores a 1 ml se emplearon filtr§sA O2 ya« | £ (i NJ
0,5mM 3K Estos filtros facilitaban una concentracién rapida de las proteinas, asi como
la desalinizacion del homogenado, lo que en determinadas situaciones era bastante
importante para eliminar interferentes residuales en los pasos subsiguientes. &n tod
caso se siguieron las recomendaciones descritas por el fabridamtivs casos en los
que las muestras fueron tratadas con algun agente reductor u oxidante, ese
compuesto fue eliminado de las muestras mediante cromatografia de exclusion
molecular usando columnas espeficas Micro Bi LJA Yy u ¢ /| 2Rad)zY' y a 0.

siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.7. Secuenciacion por masas

La secuenciacion de proteinas y la identificacion de cisteinas glutationiladas se llevd
a cabo en el Servicio de Protebmica dehi® Nacional de Biotecnologia (GSBIC) y
en el Instituto Lopez Neira (CSBtanada) por espectrometria de masas utilizando un
MALDIMS/MS y MALBTOF/TOF como describen Paradetzoly (2003) y Lope¥idal

y col. (2016), respectivamente.

6.8. SGlutationilacion de PBrxIIFy Ps2CysPrx

Las proteinas recombinantes de sativumutilizadas en estos ensayos fueron
cedidas por el Dr. Juan José Léazaro, de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC,
Granada). Las proteis®s2Cy#rxy P®rxlIFueron previamente reducidas en 1 ml de
tampon TrisHClI 50 mM pH 7,5 conteniendo 10 mM DTT durante 30 minutos a
temperatura ambiente. ElI exceso de DTT se eliminé utilizando una columna de
filtracion micro BieSpin 6 ge(BioRad)Las proteinas reducidas se tratarcon GSSG,
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GSH o distintas relaciones de GSH/G®&faello se incubaron 0,2 ml de las proteinas
previamente reducidas con DTT, con 1 mM de GSSG o GSH durante 24 H6ras a 4
tampon TrisHCI 50 mM pH 7,5 y el exceso de glutation se elimind utilizaallmnnas

de filtracion micro Biegspin 6 gel (BioRad). Como controles dgperimento se
utilizaron proteinas previamente reducidas y proteinas tratadas con GSNO como se
describe en Camejo Yol. (2015). Las proteinas fueron analizadas mediante
electroforesis en condiciones no desnaturalizantes y en un sistema FPLC con una
columna incorporada de exclusion molecular SephacB0B(GE Heathcare) como se

describe en IglesiaBaenay col.(2010).

Para el estudio de inmunodeteccion por Westdniat, 15 pg delas proteinas
reducidas se incubaron en 50 pl de tampon-H@& 50 mM pH 7,5 durante 5 minutos a
37'C con las distintas concentraciones de GSH+@88&®/:4,9870,0125 4,95+0,05
4,75+0,25y 4,5+0,5. El exceso de glutation se elimin6 zdiido unacolumna de
filtracion. Tanto las muestras eluidas del sistema FPLC y todos los tratamientos de
incubacion utilizados en los ensayos de inmunodeteccion fueron secuenciados por

espectrometria de masamo se ha descrito anteriormente.

Para el estudio de lactividad peroxidasa, 0,2 ml de ambas proteinas previamente
reducidas con DTT se incubaron con 5 mM de GSSG y con 4 mM delG8W de
GSSG durante 5 minutos a'87en tampén TrisiCl 50 mM pH 7,5 y el exceso de

glutation se eliminé utilizando columnas diltracién.

6.9. Actividades enziméticas

Las enzimas se midieron en extracfoBaresproteicos precedentes dplantas de
A. thaliana Los extractos se obtuvieron como d&escribe en laseccion 6l y fueron
resuspendids en un tampon TrigdiClI 50 mM pH €onteniendo dsteina 0,05% (p/v) y
BSA 0,1% (p/v) en una relacién 1/2 (p/v).

Se determinaron las actividades de las distintas enzimas del ciclG38¢into con
la actividad catalasa (CAT). La actividad enzimatica, expresada en rmmitg'sx mg*

LINEGSNyYyF a8 OFfOdzZ s | LI NGANI RS I @St 2O0A
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coeficiente de extincibon molar correspondiente para los distintos sustratos de las

respectivas enzimgd abla 5).

Tabla 5: Coeficientes de extincion molar de los sustratoslake distintas enzimas a las

longitudes de onda detalladas.

Enzima  Sustrato  Coeficiente de extincion molaiff < o6yn! 0 a 2 NI

APX ASC 2,7 mM~x cm 290 negativa
DHAR DHA 13,5 mM*x cnit 265 positiva
MDHAR NADH 6,2 mM* x cmi’* 340 negativa
GR NADPH 6,2 mM* x cni* 340 negativa
CAT H,O, 39,58 M* x cmi® 240 negativa

6.9.1. As@rbato peroxidasa

La actividad ascorbato peroxidasa (APX, EC 1.11.1.11) se midié segun el método de
Hossairy col.(1984) que estd basado en la medida a 290 nm de la oxidacién del &cido
ascorbico. La mezcla de reaccion, en un volufiread de 1 ml, contenia tampoén Tyis
acetato 0,1 M pH 6,4onteniendo6 pl ASC 50 mMLO pl HO, 17 mM y 540 ug de
proteina. La reacciéra 25C, se inici6 afadiendo el ASC yOHsiguiéndose la
oxidacion del ascorbato a 290 nm durante 1 min, en intervalos de 2 segundos tras la
adicion de KO,

6.9.2. Deshidroasorbato reductasa

En la medida de deshidroascrobato reductasa (DHAR, EC 1.8.5utjize el
método descrito por Bltony col (1993), con ligeras modificaciones, consistente en la

medida a 265 nm y a 26, de la formacién de ascorbato a partir de deshidroascorbato
(DHA).

La mezcla de reaccion en un volumen final de 1 ml contenia,darfgsfato 0,1 M
pH 6,4conteniendo20 ul GSH 0,1 MLO ul DHA 0,1 M y 1B0 pg de proteina. La
reaccion se inicio por la adicion de GSH y DHA, midiéndose el incremento de

absorbancia a 265 nm durante 2 min cada dos segundos después de su adicion, frente
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a un blanco de muestra conteniendo el tampon de reaccion. El valor final de

absorbancia se corrigié restando el valor obtenido en ausencia del extracto enzimatico.

6.9.3. Monodeshidroascorbato reductasa

La medida de actividad de monodeshidroascorbato reductgaHAR, EC 1.6.5.4)
se determiné siguiendo el método de Hossginol.(1984), basado en la disminucion
de la absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacion del NADH 3 Wéwalgunas
modificaciones. El ensayo se llevé a cabo ‘€36la mezcla de reaccién un volumen
final de 1 ml, que contenia tampoén FHKCI 50 mM pH 8onteniendol0 pl ASC 0,1 M
20 ul NADH 0,01 MLO pl ASC oxidasa (AO, 250 U/ml) y3@0ug de proteina. La
reaccion se inicié por la adicion de NADH y AO. La oxidacién del NADH foreigeal
corregida restando el valor de absorbancia obtenido en ausencia del extracto
enzimatico.Como sistema generador del radical MDHA, se emple6 una mezcla de
acido ascérbico 1 mM y 0,5 unidades de AO, necesaria para conseguir un descenso de

la absorbana a 265 nm comprendido entre 0,01 y 0,02 unidades por minuto.

6.9.4.Glutatiéon reductasa

La medida de la actividad glutation reductasa (GR, EC.1.6.4.2) se hizo usando el
método de Edwardy col (1990), que esta basado en la medida del descenso de
absorbancia 840 nm, debido a la oxidacion del NADPH resultante de la reduccion del
glutation por la enzimalLa mezcla de reacciéon en un volumen final de 1 ml contenia,
tampon fosfato 0,1 M pH 7,2onteniendo10 pul NADPH 0,01 MO pl glutatién
oxidado (GSSG) 0,1 WIL0-80 ug de proteina. La reaccion se inicié por la adicién de
NADPH y GSSG, siguiéndose la oxidacion de NADPH durante dos minutos en intervalos

de dos segundos.

6.9.5.Catalasa

Para la determinacion de la actividad catalasa (CAT, EC 1.11.1.6) se empleo el
método espectrofotométrico descrito por Aelyi col (1984) que esta basado en la
medida de la disminucion de la absorbancia a 240 nm motivada por la desaparicion del
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H.O.. La mezcla de reaccion en un volumen de 1 ml, contenia tampén fosfato 0,1 M,
pH 7,2conteiendo 5 pl de HO, 3,8 M y 1630 g proteina. La reaccion se inicié por la

adicion de HO, El registro se efectué midiendo frente a un blanco de tampdn fosfato.

6.9.6.Peroxidasa de PsPrxIIF y PEZ$rx

El ensayo de actividad peroxidasa se desarroll6 cdesrriben Thurmary col.
(1972).Para ello se incubaron 2,5 uM de PsPrxIIF ed®$2rxglutationiladas como se
describe en la seccion anterior en 0,2 ml de tampon fosfato potasico 50 mM pH 7,5y
50 uM de HO, durante 10 minutos a 3T. La reaccién se detuvo adicionando una
concentracion final de 2 % de acido tricloroacético. El perdxido de hidrogeno final se
calcul6 utilizando 0,1 ml de la reaccion como se describdaeseccion 7. La
inhibicion de la actidad peroxidasa se expresa como un porcentaje relativo a la

actividad de la proteina reducida sin modificar.

6.9.7.Ensayo de reduccion de la insulina por Pilrx

Esta técnica estd basada en la propiedad que tiene la tiorredoxina de reducir los
puentes disulfuro d la insulina oxidada. Fue descrito inicialmente por Holmgreal.
(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 tilizado, como o el sistema NADJEbiredoxina reductasa
(NTR) (Laloly col., 2001). Para llevar a cabo el experimento se midid en un
espectrofotometro el incremento déa absorbancia a 650 nm durante 90 minutos
debida a la turbidez producida por las cadsre insulina reducida libres. La velocidad
YtEAYF RS LINBOALAGIOAsy RS tF AyadzZ Ayl O2NJ2

curva con mayor pendiente.

En este trabajo se emplearon dos reductores distintos, DTT y el sistema NTR, que
estaba compuestpor NADPH y la NTR citosodlica 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 proteina madura recombinante B&Tse incubd con dicho
reductor, el cual se encontba a una concentracion 2 mM, durante 15 minutos a
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temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la proteina RdTmeducida, se
afiadio a una mezcla de reaccion que contenia EDTA 2 mM, DTT 2 mM e insulina 1
mg/ml, en tampodn fosfato potasico 100 mM pH 6mdidiéndose 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 sustituy6 el DTT por dicho sistema en la

mezcla de reaccion y no se realiz6 incubacion previa deéstna.

6.10. Reduccionn vitro de PCNAoor el sistemalrxol/NTR

La reduccién de PCNA oxidado por medio dd sl se analizO como describen
Kumary col. (1992). El ensayo se desarroll6 en un espectofotdmetro, midiendo el
descenso de absorbancia a 340 nm durante 10 minutos debido a la oxidacién del
NADPH consumido por la enzima NTR en presencia de tiorreddasaproteinas
recombinantes PE01, PSPCNA, SRCNA y BSA fueron previamente oxidadas con 4
mM de peréxido de hidrégeno durante 30 minutos a'8en tampén TrisiCl 0,1 M,
pH 7. Tras la incubacion el peréxido de hidrogeno se elimind de la muestra usando una
columna de cromatografia Micro BfoLJA yOelunins (BidRad).La reaccion se llevé a
cabo en 500 pl de tampon THECI 0,1 M, pH 7, conteniendo 2 mM EDTA, o\
NADPH, 5(nM PsNTR y 3M Pdnol oxidada. Cuando la reaccion alcanzaba el
equilibrio (toda la tiorredoxina estaba reducida) se afiadielmmo potenciales
sustratos del sistema, |2 HSPCNA o PsPCNA y como control negativo se adicionaron 2
ug de BSA. Las diferencias de absorbancia de todas estas reacciones fueron corregidas
frente a un blanco que no conteniaT?Pl y la incapacidad del sto de proteinas de

oxidar el NADPH se comprobd en reacciones control sin PSNTR.

CAYLEtYSyGS t1a NBIFIOOA2ySa TdzSNBY +fljdzAf ||
I 0S| YmaRimidaes@ibeno, Sigrmalgrich) 10 mM durante 2 horas a 3Z Este
compuesto sauine a los grupos tidlicos en una reaccion de alquilacién aportando a la
proteina 500 KDa mas de peso por cada grupo tiolico. Los distintos estados de oxido
reduccion se observaron por diferencia de movilidad electroforética mediante

electroforesis en condiones desnaturalizantes.

98



MATERIALES Y METC

6.11. Técnicas inmunoldgicas: Westeilot, Dotblot y Dotblot trampa

Estas técnicas inmunoldgicas se emplean para detectar y cuantificar una proteina
determinada presente en una muestra. En el caso de Westietn las proteinas se
someten a electroforesis, normalmente SPAGE y posteriormente se transfieren a
una membrana de nitrocelulosa, mientras que en la técnica debldbtlas proteinas
se cargan directamente sobre la membrana de nitrocelulosa. Tras realizar la
electroforesis ddas muestras mediante SIPAGE, tanto el gel como una membrana
de nitrocelulosa (Scheleicher y Schuell) de las mismas dimensiones se equilibraron
durante 15 min en un tampoén de transferencia pH 8,9 (TRIS 48 mM, glicina 39 mM
SDS 0,03% (p/v) y metanol92qv/v)). La transferencia de las proteinas a la membrana
se realiz6 a un voltaje constante de 20 durante 40 min usando un equipo de
transferencia de tipo sermseco (Trans Blot, Biead"). La comprobacién de la
transferencia de las proteinas a la memmase hizo mediante la incubacion de la
membrana en una solucion de rojo Pounceau al 0,2% (p/v) en acido tricloroacético 3%
(p/v) y &cido Ssulfosalicilico 3% (p/v) durante 5min, donde se podian ver las proteinas

tefidas de rojo. Tras esta comprobaciomiambrana se destifid con agua destilada.

En la técnica de Ddilot y Dotblot trampa las membranas se cargaron con |05
de proteina eluida del FPLC yg de proteina recombinante respectivamente y se

fijaron a la membrana bajo radicacion UV durante Butos.

A fin de evitar uniones inespecificas del anticuerpo u otras proteinas a la
membrana, ésta se bloque6 con BSA 1% (p/v) en TBSHQIrd5 mM pH 7,5 y NaCl

150 mM) durante 1 h a temperatura ambiente.

En el caso de Ddilot trampa las membranas secubaron con una solucién de
proteina recombinante a una concentracion de 0,1 mg/ml durante 2 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se lavé en TBST (5 x 6 min)

(Amorosoy col.,2011).

Tras esta etapa se incubd la membrana con el antiauprpmario especifico (Tabla

6) frente a la proteina de estudio o frente a la proteina de incubacion en el caso de
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Dot-blot trampa, diluido con BSA 1% (p/v) en TBST {HRIZ5 mM pH 7,5; NaCl 150

mM y Tweer20 0,1% (v/v)). Después de una noche de incidimaa 4C con el
anticuerpo primario, la membrana se lavé en TBST (5 x 6 min) y se incub6 durante 1 hy
30 min con el anticuerpo secundario diluido con BSA 1% (p/v) en TBST (Tabla 7). Este
anticuerpo estaba conjugado con fosfatasa alcalina o luciferasaantiduerpo
policlonal frente P8nol fue obtenido en conejos blancos de Nueva Zelanda por la
empresa Sigm&enosys (UK), contra el péptido sintético ARLNHITEKLFKKD. Este
péptido comprende 14 aminodacidos de la regiétefninal de la proteina y presenta

una alta antigenicidad. Por otro ladasl anticuerpos frente a PrxIIF yC¥sPrxfueron

cedidos por el Dr. Juan J. Laza®eZESIC, Granada)os anticuerpos frente a PCNA y

GSH fueron comprados a Sigdlarich y Abcam, respectivamente.

Tras repetir los lavados con TBST (5 x 6 min), la neraltse lavd con TBS durante
otros 5 min y posteriormente se sumergio en tampén de equilibrado compuesto por
TrisHCI 0,1 M pH 9,5 y NaCl 0,1 M (2 x 5 min). Para la deteccion de la proteina se
emplearon varios métodos segun el caso, uno colorimétrico yaqutnmioluminiscente.

Para el método colorimétrico, la membrana se sumergié en una solucién deNBTPI
(Roche Diagnostit¥) diluida 1:50 en el tampén de equilibrado durante3®min con

agitacién suave. Cuando aparecieron las banidasiembrana se laviepetidas veces

con agua destilada y se dejé secar. El revelado con el método quimioluiniscente se
llevd a cabo incubando la membrana en oscuridad durante cinco minutos con 2 ml del
reactivo (Western ECL BRad®) y la quimioluminiscencia se captur6 endatector de
AYIF3ASy o0/ KSYA52O0u - vRad®QIA guantificaxionNédlativa deJas . A 2

intensidades de banda se llevaron a cabo con el analizador de imagenes (ImageJ Fiji

Tabla6: Anticuerpos primarios empleados en los ensayos de western blot.

Anticuerpo Especie productora Dilucion usada
h-PsTrol Conejo Policlonal 1:2.000
h-PL-Cy$rx Conejo Policlonal 1:3.000
h-PsPrxIIF Conejo Policlonal 1:3.000
h-PCNAc10) Ratoén Monoclonal 1:5.000
h-GSH Raton Monoclonal 1:3.000
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Tabla 7: Anticuerposecundarios empleados en los ensayos de westdot.

Anticuerpo Dilucion usada Proveedor
h-lgG de conejo 1:7.500 Boheringer Mannheim
h-IgG deraton 1:30.000 Sigma
h-lgG de cabra 1:30.000 Sigma

7. Metabolitos

7.1. Determinacién de ascorbato y glutatiOpor espectrometria de masas

La determinacién de ascorbico oxidado y reducido, asi como el glutation oxidado y
reducido se realizaron por espectrometria de masas EFPRIMS en el Servicio de
Apoyo a la Investigacion (SAI) de la Universidad de Murciadosanequipo Agilent
1100 Series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipado con un autoinyector
termostatizado y una bomba capilar, y conectado a un espectrdmetro de masas
Agilent lon Trap XCT Plus (Agilent Technologies) usando una intexfesgzécion de
electrospray. La recta de calibrado empleada para cada metabolito oscilé en un rango

de concentraciones de 0,1; 1; 10; 20; 50 y 100 puM.

Para la preparacion de los tejidos foliares, se partié de 0,3 g de tejido foliar de
thaliana homogenzados en600 ul de acido metafosférico 5% (p/v) durante 3 min en
un agitador tipo vortex y posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido y
almacenaron a80'C hasta su utilizacién. Las determinaciones se realizaron en el
sobrenadante procedente de @ntrifugacién del material previamente descongelado
y centrifugado durante 20 min a 13.069, 4'C. El sobrenadante se filtr6 utilizando

filtros Millex-GP 50pkie 0,22 umde diametro de poro.

Para la realizacion del analisis, @0de cada muestra o pain se inyectd en una
columna deHPLC Supelco Discovery C18 (5 pmx2.a0 mm; Supelcd) a 4dC y se
eluy6 a un flujo de 1 ml/min, tal gomo describen RellaAlvarezy col (2006). La fase

movil consistié en el solveatA (acido férmico 0,1% en agua MilliQ) y el solvente B
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(acido formico en acetonitrilo 0.1% (vjv)Para la separacion se realizé un gradiente
lineal de 0 a 10% BdDB min). Para lavar la columna se incrementaba linealmente la
concentracion del solvente BedlO a 50% de 5 a 6 min y se mantenia hasta los 9 min.
Finalmente para regenerar la columna, el solvente se cambiaba linealmente a 0% hasta

el min 11 y se mantenia asi 4 min tras los cuales se inyectaba una nueva muestra.

7.2. Determinacion de glutatiérreducido total

Las concentraciones de glutation reducido total (GSH) se cuantifico en céluas TBY
durante todos los dias a lo largo de una curva de crecimiento de 9 dias, siguiendo las
especificaciones del fabricante (ThioStar® glutathione detectionenedgd02, Arbor
Assays, Ann Arbor, MI, USA). La recta de calibrado se hizo usando glutation reducido
(SigmaAldrich Quimica, Spain). Se partié de 0,1 g de células previamente filtradas en
un kitasato con una bomba de vacio y un limite de presion negagid0@ mbar. Las
células fueron resuspendidas en 0,2 ml de &cigulfosalicilicoy (SSA) al 5% (p/v) y
congeladas en nitrogeno liquido para favorecer la homogenizacién. A continuacion se
procedi6 segun las especificaciones del fabricante, diluyendo entroueaso las
muestras 1:20 en tampdn de reaccion; 61 0,1 M pH 7,5. La fluorescencia se midio
en un espectrofluorimetro (TCAN) usando una placa de 96 pocillos a una longitud de

onda de excitacién de 400 nm y emision de 490 nm.

7.3. Determinacion de peroxios lipidicos

La peroxidacién de lipidos se estim6 segun el méweldBuegey col. (1972 que
determina la concentracion de malondialdehido dimetil acetal (MDA) como producto
de la reaccion en cadena de la peroxidacion de lipidos. El dafio oxidativdos Epi
midid en el tejido foliar de Arabidopsis. De esta forma 100 mg se pulverizaron con
nitrogeno liquido,y se resuspendieroen 506600 pl de un tampodn fosfato potasico
0,1 M pH 7 que contenia inhibidores de proteasas (Complete, RjoBermany) o en
el mismo tampon pero afladiendBDTA 0,5 MTriton %100 0,1% y PVP M. El
homogenado se centrifugaré a 7.58@, 15 mina 4'C empleandose el sobrenadante

como material de partida. De esta forma, 100 ul se mezclaron eohdke un reactivo
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gue contenia acido tricloroacético al 15% (p/v), acido tiobarbitarico al 0,375% (p/v) y
butilhidroxitolueno al 0,01% (p/v), preparado en HCI 0,25 N. Posteriormente, la mezcla
se calent6 durante 15 min a 85 con agitacion, se dejo enfriar y se centrifag$.000

xg durante 5min, efectuandose la lectura a 535 nm frente a un blanco de agua

ultrapura.

Los valores de absorbancia se relativizaron a una recta patron de malondialdehido
RAYSGAC FOShGFt>X LINIASYR2 RS dzyl a2t dzOA 5
concei N} OA2ySa RS nZnp F+ wmn >ad® CAYylFfYSydSs

perdxidos lipidicos como nmol MDA por gramo de peso fresco.

7.4. Determinacion de proteinas oxidadas

El contenido de grupos carbonilo en proteinas oxidadas se analiz6 como una
variable direta del dafio oxidativoEl ensayo se desarroll6 como describen Leyine
col (1990), derivatizando estos grup@®n el reactivo 24linitrofenilhidracina
(DNPH). El extracto vegetal, preparado tal y como se descrida sgtcion 61, se
tratd con sulfatode estreptomicina al 10% (v/v) en tampdn fosfato potasico 100 mM
pH 7,4 y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente con el fin de precipitar el
ADN. Tras 10 min de centrifugacion a 13.89@e tomaron 400 pl, de los cuales, 200
upl se trataron con 6 pl de una solucién de dinitrofenilhidracina (DNPH) 10 mM en HCI
2M, previamente filtrada tras ser preparada con agitacion durante toda la noche a 37
'C . Los otros 200 pl se incubaron con 50 pl de una solucién de HCI 2 M a fin de corregir
las interferencas producidas por el acido en la precipitacion de proteinas. Tras una
AyOdzo I OAsy Sy FT3AOGFR2N) I3ANI G2NR2 05 ODENRY,
se afadieron 250 pl de acido tricloroacético (TCA) al 20% (p/v) y se centrifugd a 12.000
xg durante 3min. Las proteinas precipitadas se lavaron varias veces en 500 ul de una
mezcla de acetato de etilo/etanol (1:1) y se centrifug6 en las condiciones anteriores.
Los lavados se repitieron hasta eliminar el exceso de DNPH, y se procedio igualmente
con los cotroles de HCI. Finalmente, el precipitado se resuspendiéo en 600 pl de
guanidina 6 M que solubilizé las proteinas. Después de incubar 15 min'@, 32

centrifugo a 12.00&g, 3 min y se midio la absorbancia a 360 nm en el sobrenadAnte.
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los valores deabsorbancia a 360 nm de las alicuotas con DNPH se les restaron los
valores de absorbancia de los controles (sin DNPH). El contenido en grupos carbonilo
se calculd utilizando un coeficiente de extincion molar de las hidrazonas alifaticas

22.000 M* cm™. Fhalmente, se calculé la concentracién de grupos carbonilo como

nmoles de carbonil proteinas x thde proteina.

7.5. Determinacion de peroxido de hidrogeno.

Para la determinacion de peréxido de hidrégeno se utilizé6 una adaptacion del
método eFOX (Cheesemgrol., 2006). Este método se basa en la oxidacién del hierro
(F€*a Fé") presente en el naranja de xilenol en medio acido, por presencia de agentes
oxidantes como el perdxido de hidrogerformandoseun croméforo azul parpurgue

presenta un maximo de absmén a 550 nm.

Para hacer el ensayo, 0,1 g de tejido foliar se introdujo en acetona acida (acetona
en &cido sulfurico al 0.072%) en una relacion 1:2 (p/v) y se congel6 inmediatamente en
nitrogeno liquido. EI homogenado se descongelé en hielo y en agitdai@mte 45
min y se centrifugd a 12.00€y, 10 mina 4'C, donde 100 ul del sobrenadante se
incubaron con 500 ul del reactivo eFOX, preparado en fresco, afiadiendo los siguientes
reactivos &cido sulfarico 25 mMXilenol orange 100 pMamonio sulfato ferros 250
UM, sorbitol 100 uM y 2,5 % etanol (v/v). Estos reactivos se mantuvieron en agitacion
durante 45 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midié6 a 550 nm y se le

restd la absorbancia a 850 nm debida a interferencias de la solucién acida.

Los valoes de concentraciéon se calcularon interpolando los valores de absorbancia
de la solucion problema a los de una recta de calibrado ¢@a ¢dbmercial en acetona
acida en un rango de concentraciones de peroxido de 10 a 250 uM vy tratada de la
misma forma que a la muestra. Finalmente, se calcul6 la concentraciépGdedino

nmoles de perdxido por gramo de peso fresco.
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7.6. Determinacion de 6xido nifico

Para la determinacion de 6xido nitrico en el tejido foliarAdehalianase utilizé el
fluoréforo especifico de NO DAX4,5Diaminofluoresceina), permeable a las células y
capaz de difunidir al interior de membranas lipidid2ara hacer el ensayee partio de
un extracto de proteinas preparado en fresco, como se describesattadns.1: 50ul
del homogenado se incubaron con 950 ul de tampén HEPES 50 mM pH 8 y 1 pl DAF en
oscuridad durante 1 h a 3€. Posteriormente, el homogenado se diluy6®veces en
el tampon HEPES para comprobar la proporcionalidad de la fluorescencia. Las medidas
de fluorescencia se hicieron en un espectofluorimetr®®d1 PC (Shimadzu) a 495 nm

de excitacion y 515 nm de emision frente a un blanco de tampon HEPES y DAF.

8. Caracterizacion transcripcional de mutantes éethalianamediante ARNseq

8.1. Secuenciacion del transcriptoma dke thaliana

El analisis de secuenciacién transcripcional se llevé a cabo en ARN extraido de toda
la parte aérea de plantas d& thalianacrecidas durante 21 dias en turba y sometidas
a condiciones de estrés salino 150 mM durante los ultimos 14 dias. EI ARN se extrajo
como se describen laseccion 3.3.3 lasecuenciacion se llevé a cabo en el servicio de
Next Generation Sequencing (Hospiuniversitario St James de Leed$d en un
secuenciador Illlumina® HiSeq2500. Se utilizaron 100 ng de ARN de cada muestra para
construir las librerias con el uso de oligos dT, estas librerias fueron secuenciadas en
ambas direcciones, con una distanciaXi pb entre ambas terminaciones (Paked
end) y una profundidad de secuenciacion minima de cobertura de [é0que equivale
a un minimo de 50 millones de lecturas por muestra. El formato obtenido de las
lecturas fue FASTAq lllumina V.8. El sistema éperadonde se realizaron todos los

analisis fue Windows 10 64 bits en un PC con 4 Gb de memoria RAM.
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8.2. Andlisis de la calidad de las lecturas generadas por ABgl

La calidad de cada msiea secuenciada se comproboneo descrilen Blankenberg
y col.(2010) usando el programa NGS: QC and manipulation, FA8&Qy Trimmer
de la plataforma Galaxy.org. La calidad de la muestra se cuantificé y se verifico a través
del valor de calidad Phred (Q) de cada base a través de la formulal@.egq(P)
donde P eda probabilidad de que la base secuenciada sea errénea, se verifico el
porcentaje de GC, el contenido de adenina, timina, citosina y guanina por posicion
nucleotidica, el tamafo de las lecturas, el contenido de bases ambiguas (N), y el

porcentaje de lectuas y Kmers 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).aLplataforma 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 Cufnyeaige finalmente ser
Y2NXIfATFR2a OFfOdzZ I yR2 f2a AGCNI3IYSyidza t
aSO0dzSYOAl RIFaé¢ oO0Ct Yao0yco@a092 RSAONAROGSY ¢ NI LIy S

8.4. Expresion diferencial de genes y andlisis de componempscipales

El analisis diferencial de engsion de genes se realizé en la plataforma CLC Bio
Genomic workbench software 9.0 (CLC Bio) por medio del programa EdgeR
Bioconductor (Robinsow col.,2010), que utiliza como referencia el total de exones
contabilizados y ensamblados. Mediante una seeealgoritmos y el test estadistico
de Benferroni se determinaron los genes diferencialmente expresados de acuerdo con
dos criterios: una expresion de grupo media minima superior a 0,5 FPKM en al menos
un grupo y un FolChange (FC) de las diferencias dpresion entre grupos igual o
ddzLISNA2NJ I mMZpd t2N) gfidAyYz2z f2a 3ISySa Oz2y
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RS&4O0OdzoONAYASY (G2 oO0C5w0 X n>XHoX aS 02y aAiARSNI NJ
principal de componentes de los valores normalizades, realizd6 entre grupos

asumiendo una correlacion igual o superior a 0,99.

8.5. Estudio de la ontologia de genes

La interpretacion biolégica de los genes diferencialmente expresados entre los
distintos genotipos d@. thalianase realizo6 utilizando dos plataformas bioinformaticas
especificas para esta especie, AgriGo V1.2 (Bioinformatics Cebléna Agricultural
University) como describen Zhguol.(2010) y la plataforma Mapman V3.5.1R2 como
describen Usadsl col.(2009)

9. Tratamiento estadistico

Los datos se sometieron a un andlisis 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 utilizdglama
estadisticdBM SPSS Statistics 20 (Statistical Package for Social Sciences, 2011).

Este analisis se realizd para distintos grupos de datos y en ellos se tuvo en
consideracion el tiempo de tratamiento, el tipo de tratamiento y las caracteristicas
genotipicas de las lineas. De esta forma, el primer analisis nos permiti6 comparar las
lineas en el tiempo segun su tratamiento, destacando las diferencias que surgen entre
genotipos. Asi, la comparaciéon de los distintos parametros en condiciones de no
tratamiento a lo largo del tiempo, se representd con asteriscos cuya significacion
representaba: (*) p<0,05Pero cuando se compara el efecto provocado por los
diferentes tratamientos en relacién a los distintos genotipos se establencen conjuntos
de datos sode lasletras indican que los datos songsificativamente diferentes de

aclerdo conel test Tukey (P<0,05
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1. Interaccion funcional de PsPCNA con PelIrx

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio donde se ha desarrollado esta
Tesis Doctoralytilizando preparaciones nucleares purificadas de hojas de guisante y
una PsTral mutada en su centro activo,por técnicas de cromatografia de afinidad,
seidentifico la proteina PCNA (antigenoclearde proliferacion celular) como posible
diana de esta tiorredoxinéOrtizEspiny col.,2017, Tesis doctoral). Esta proteina habia
sido previamente descrita como decalizacidon mitocondrial y nucleakMérti y col.,
2009, asi que en la presente Tesis,on @l fin de comprobar la interaccidNA y

PsTrel, se han utilizado diferentes métodos que se describen a continuacion.

1.1. Comprobacion de la interaccion PCNAxo1

1.1.1.Obtencién de proteina recombinante PSPCNA

La clonacion del ORF de PsPCNA se realizé en los vectores descritos en la seccion

Materiales y Métodos. Posteriormente se procedi6 a la transformacién de células de

coli BL21 que tras la induccion con IPT@ara la produccién de la proteina
recombinante ésta se purificd por fraccionamiento proteico con sulfato aménice (40

85% p/v de saturacion) y posterior cromatografia por FRLifizando unacolumna
Superdex75. El andlisis de las fracciones eluidaliizando esacolumna de exclusion

gue discriminaen un rango estrecho de proteinas presenta ema Figura 16donde

se observaque el maximo de absorbancia a 280 nm corresgoadas proteinas de

mayor peso molecular
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Figura 16. Cromatograma de elucién de PSPCNA recombinante tras EP&j€.deordenadas
representa la absorbancia a 280 nm mientras que el eje de absotlica el tiempo en minutos.

La calibracion de laolumna (Figura SZ)on un patron de proteinas conocidas
mostré una correlacion entre el tiempde elucion y el peso moleculatog;oP
molecular =-0,031*tiempo (minutos)+6,7, por lo que PsPCNA con 36 KDa deberia

tener un tiempo de elucién aproximado de 74 minutos.

Las fracciones eldds en el sistema FPLC fueron inmunodetectadas con el
anticuerpo monoclonal arHPCNA (c1Onediante la técnica de Ddilot. Las fracciones
positivas comprendidas entre los 56 y los 62 minutos corresponden a la proteina
trimérica mientras que el peso molecular del monémero corresponde a las fracciones
eluidas entre los 72 y los 76 minutos. La%ades positivas comprendidas entre los 64 y
68 minutos no coinciden con los pesos moleculares de los monémeros o los trimeros, y
podrian ser estados intermedios de la proteina madura, sefiales inespecificas o algin

compkjo de dos proteinas diferentes Figsrl6y 17.

48 — 50 52 54 56 58 60 62
64 66 68 70 72 74 76 78
- i 9 3
o é [~ ¢
80 82 84 86 88 90 92 92

Figura 17. Doblot anti-PsPCNA en las fracciones eluidas del FRiShumeros representan el
tiempo de elucion de cada fraccion empleada.

109



Las fracciones positivas fueron reunidas y concentradas por dialisis usando filtros
Amicon. La proteia purificada se utilizd para los ensayosvitro que se describen a

continuacion.

1.1.2.Ensayo de interaccion deblot

Un ensayo de deblot trampa se realiz6 con el fin de comprobar la interaccion fisica
de PsSPCNA y Psotx Para ello, ambas proteinas recamdmtes se fijaron a
membranas de nitrocelulosa que posteriormente se incubaron con las dos proteinas
separadamente. Después de lavar intensivamente las membranas, la presencia de
PCNA unido a la Tok fijada en la membrana se revel6 con @@NAFig. 18inea A)

y la presencia de Tog unida al PCNA fijado se revel6 con-dmiol (Fig.18 linea B)

Aambas interacaines resultaron ser positivas.

Membrana cargada con:

Incubada con: Revelada con:

PsSPCNA|PsTrxol| BSA
(4>9) | (4>9) | (4>9)

PSPCNA A | @ hPCNA
PsTrxol B | ® & h-PsTrxol
TBS c| ® "-PCNA

TBS D o h TPsrxol

Figura 18: Doblot trampa entre las proteinas PsTrxol y PSPCD&. cuatro membranas en las
que se han depositadoyy de PSPCNA, PsTrxol y BSA se incubaron con: PSPCNA y se revelaron con
anti-PsPCNA (A) PsTrxol y se revelaron cofPaitxol (B) y TBS y se revelaron corPsRCNA y
anti-PsI'rxol, respectivamente (D).

Como controles positivos se fijo PCNA y se reveld cosP@itiA y lo mismo se hizo
para Treol (Figura 18ineasA primer punto y B, segundo punto). También se realizé un

control en una membrana idéntica pero incubada con tampdn TBS sin proteinas que
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reveld con el anticuerpo correspondien{Eigura 18lineas C y D). La interaccion era
inespecifica ya que no se produjo sefial cuando se utilizé proteina albumina como
control negativo (Ultima columna en las membranas). No se produjo tampoco reaccion
cruzada entre los anticuerpos (lineas C y D). Estos resultados confirman que existe una

interaccion fisica de las proteinas PSPCNA y #sTrx

1.1.3.Complementacion bimolecular

La complementacion bimolecular fluorescente es una técnica que nos permite
validar la interacciénin vivo entre dos proteinas. Esta fundamentada en la emision
fluorescente de la proteina (YFP), fragmentada en dos mitades (C y N terminal) y
fusionada traducionalmente a las dos proteinas de interés, de forma que la emisién
de fluorescencia indica que la YFP se ha complementado por proximidad debido a la
interaccidon estable o transitoria entre dichas proteinas. Con el fin de comprobar la
existencia de la infacciéon PSPCNA y Psilrxse realizé el bombardeo de células de
epidermis de cebolla con las diferentes construcciones presentadasFeguia 19de
forma que los dos fragmentos de YFP fueron fusionados a los ORF @l PSPCNA
y posteriormente cebombardeados. Utilizamos también la variante mutada (mut)
PsTrolC37 a fin de alcanzar una interaccion estable con la proteina diana PCNA para
el caso en el que no se observara con la proteina sin mutar. La observacion con
microscopia confocal presentada krFigura 19 mostroque la fluorescencia de la YFP
se obtenia y se localizaba en el nucleo en todas las combinaciones, indicando una
interaccidn positiva entre PsTak y PSPCNA en este organulo. La reconstitucion de la
YFP fue independiente de la porcide gen utilizada (la-@ N terminal). EI ADN
nuclear se tifi6 utilizando 4.@iamidina2-phenylindol (DAPI) y la fluorescencia
resultante de la asociacion molecular de los dos fragmentos de la proteina YFP fue
visualizada tras 36 h de incubacién. Tal gmo se esperaba, no se detectd
fluorescencia en las construcciones que contenian solo una de las proteinas o uno de

los fragmentos de YFP, que fueron utilizadas como control.
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156 239 156 239 156 239
I _

[ssdwrf psecya  [35dvwrr]  [ssdwrH PsTrxei] 359 YR 354 WFR, 35WFR
T T

r

+ + +
[ssdovrg]  [35°rFf Pstixdt  [35spvrp]  [B5§YFf PsTrel:] [B5%YFR PsPCNA
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DAPI YFP

DAPI+YFP
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Figura 19:Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC) entre latepras PsTrxol y
PsTrxol mutada con PsPCNAs imagenes capturadas en un microscopio confocal corresponden
a epidermis de cebolla bombardeada con las construcciones: Arriba™Y3F®sTrxod, +

35S YFPPSPCNA,358YFPPSPCNA + 35%FPPsTrxody y 35S™MYFPPSPCNA + 35%FP
PsTrxol. Abajo; Controles negativos del experimento (O: sin PCNA ni Trx)

1.2. Reducci6rin vitro de HsSPCNA por PsTrk

Como otra prueba de la interaccion de PCNA coonlTse utilizé la capacidad de
reduccion de esta ultima sob una forma oxidada de PCN#étilizando proteinas
recombinantes y el sistema NADPH/tiorredoxina reductasa (AtTR)/ Tdenominado
NTR/Trel). Debido a la escasa cantidad de proteina purificada obtenida PsPCNA,

algunos de los ensayos se realizaron con la proteina comercial de humanos HsPCNA.
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1.2.1.Alquilacién de HsPCNA usando DTT como reductor

Primeramente se hizo un ensayo con el fin de verificar que PCNA podia ser oxidado
in vitropor HO, y su estado de oxidaciéreduccion en residuos de cisteina visualizado
o2y ft1I G§SOYAO!l RS FfljdzAifl OAsyOSAi2yY-A Ra{ n &t
maleimicaestilbeno). Esta técnica esta basada en la adicion de AMS a grupos SH
afladiendo un peso molecular de unos 500 Daltons a la proteina tratada por cada
cisteina reducida que contenga. Ha Hgura 20 las diferentes movilidades
electroforéticas en condicionedesnaturalizantes de la proteina HSPCNA reflejan
diferentes pesos moleculares. La calle nUmero 1 con la proteina totalmente reducida y
alquilada con AMS manifiesta un peso molecular de unos 32 KDa mientras que la
proteina sin alquilar tiene un peso de w@d9,1 KDa (calle 2). La proteina oxidada sin
tratar con AMS presenta una ligera diferencia de movilidad con respecto a la proteina
reducida. Este ensayo nos permitié6 comprobar que las condiciones oxidantes utilizadas

efectivamente oxidan a PCNA y quedduccion por DTT se puede visualizar con AMS.

H,O, + +
DTT + + +
AMS + +

Kda St 1 2 3 4
37 :

31 - - "
24

Figura 20: Oxidacion y reduccién in vitro de la proteina recombinante humana HsPCNA.
Diferentes movilidades electroforéticas en FID&E de la proteina HsSPCNA debido a los diferentes
estados de reduccion yidacién. La proteina previamente reducida con DTT fue alquilada con AMS
(1), sin AMS (2) y oxidada con peroéxido (3). La proteina sin DTT fue también oxidada con peréxido y
alquilada con AMS (4).

Una vez comprobado que las condiciones oxidantes utilizafastivamente
oxidaban a PCNA, se procedio a realizar el ensayo de-m@ddocion utilizando
PsTrel como agente reductor usando en este caso sus reductores fisiolégicos TR y

NADPH. Para ello se realizaron dos ensayos, uno de alquilacién de gruposASkScon
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similar al descrito anteriormente, y otro espectrofotométrico que se detallan a

continuacion.

1.2.2. Alquilacién de HsPCNA usando NTRAI»como sistema de reduccion

Antes de realizar estos ensayos, comprobamos que @l Tecombinante de que
disponiamos el laboratorio era activa con el sistema NTR (NADPH + AtTR), utilizando

el ensayo clasico de su actividad como reductora de insulina.

A Trxol+DTT NTR+Trxol
0,6 0,06 -
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Figura 21. Actividad de tiorredoxinéPsTrxol) determinada por el ensayo de reduccion de la
insulina. La reduccién de insulina se midié por el incremento en la turbidez a 650 nm tras 1 hora a
30°C usando DTT (A) o NADPH tiorredoxina reductasa (AtNTR) (B) como reductor. La flecha indica
(C) laadicion de AMS para detener la reaccion.

Tras la comprobacion del funcionamiento del sistema NTBITnx siendo mas
efectivo (Figura 21B) que la reduccion con DTT (Figura@irAprobando ademas que
AMS paraba la reaccion (Figura 21€B, procedid a laealizacion del ensayo de
alquilacién de PCNA con AMS tras su posible reduccion por el sistema NIRPEra
ello, se incubo la proteina HSPCNA previamente oxidada ¢@a thl y como se
describié en el apartado anterior, con el sistema NTR/TgKposeriormente se tratd

con AMS. L&igura 2 presenta las diferentes movilidades electroforéticas en-SDS
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PAGE de las proteinas tefiidas con rojo de Pounceau después de ser transferidas a una

membrana de nitrocelulosa.

ANTR | + | + | -

PsTrxol| + + -

AMS + | - | +

KDa <+—— AINTR+ AMS
= AINTR

|

56 " <+—— HsPCNA AMS

35 w "MLy s T HsPCNA

29 m

21 B ' | <+—— PsTrxol+ AMS
4 PsTrxol

Figura 22: Reduccion in vitro de la pedna PSPCNA por el sistema AtNPBTrxol.La
proteinaHsPCNAeducidapor el sistema NTR/Trxdde alquilada con AM@? calle) el control de
reducciéon no fue tratado con AM3? calle)y el control negativo no fuesducido por AtNTR/
PsTrxol (32 calle).

En la primera calle, la proteina HSPCNA, previamente oxidada, fue incubada con el
sistema funcional NADPH/AtTR/Psilrxy posteriormente alquilada con AMS. En
comparacién con la segunda calle que no fue tratada con AMS, las tres proteinas TR,
Trnol y PCNAresentaron una menor movilidad electroforética y por consiguiente,
menores tamafios moleculares debido al estado de reduccion de sus grupos tiélicos. En
la tercera calle se presenta un control de oxidacion donde la proteina HSPCNA oxidada
y tratada con AN no presento diferencias de movilidad con respecto a la proteina sin
alquilar de la segunda calle. Ademés, el cambio observado en la movilidad
electroforética de la banda de HsPCNA podria corresponder a las 6 Cys que contiene

esta proteina, reducidas efiecamente por el sistema NTR/ bk (Calles 1y 2).

Por tanto este ensayo demuestra que se ha producido una reduatiditro de la
proteina PCNA oxidada mediada por el sistema AtINTRMsTue nos indica una
funcion reductora para Tol sobre PCNA no derita anteriormente para esta

proteina.
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1.2.3.Ensayo espectrofotométrico de reduccién de PCNA poioTIrx

Otro ensayo utilizado para comprobar la capacidad de reduccion ad Bobre
PCNA con el sistema NTR/Trx, se realiz6 siguiendo el consumo de NADPH (como
descenso en absorbancia a 340 nm) debido a que en ultimo términoda fieduciria
a PCNA previamente oxidado cogOh utilizando a TR para reciclar la d@inoxidada

durante el proceso a expensas de NADPH.

\ NADbs,,,,+min-1=-0,08

Abs 340nm
(=]
[=]
(=]

0,1

-0,14 | NAbS; g, mint =-0,045

0 100 200 300 400 500 600
Tiempo (S)

Figura 23: Reduccidm vitro de la proteinaHPCNA por el sistema NTR/Drk El descenso en
absorbancia a 340 nm refleja la oxidacién enzimatica del NADPH por la enzima TR reduciendo en
primera instancia a tiorredoxina y ésta a su vez a HSPCNA oxidado. Como control negativo se utilizd
BSA oxidada.

Tal y como muestréa Figura 23, sproduce un primer descenso de absorbancia a
340 nm correspondiente al consumo de NADPH por la enzima TR hasta reducir toda la
proteina PsTixdl y alcanzar un equilibrio termodindmico donde ambas proteinas
permanecen en stado reducido. La adicién a la reaccién de taks?CNA como
PsSPCNA (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 reaccion se

comprobé utilizando la proteinBSA oxidada en lugar de PCNA. Ademas se realizaron

controles negativos sobre PCNA oxidado en ausencia @4 Vyren ausencia de TR.
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Con este ensayo corroboramos de nuevo queolres capaz de reducir a PCNA

oxidado.

Una vez comprobada la funcién reduaode Trel sobre PCNA, nos planteamos
realizar una aproximacion fisiolégica donde pudiéramos profundizar sobre la relaciéon
entre ambas proteinas. Para ello decidimos utilizar un cultivo celular de taba2o BY
del que disponiamos en el laboratorique pregnta una sobreexpresion (2 lineas
sobreexpresantes) de PsTok y analizamos el efecto de dicha solesgresion en la
dinamica de crecimiento del cultivo y desarrollo del ciclo celular en el que se ha

descrito que PCNA esta implicado.

1.3. Efecto de la sobre&xpresién de PsTod en células de tabaco BY

Con el fin de profundizar en el papel fisiolégico que puede tenerlTer el nucleo
junto con su relacién con PCNA, primeramente verificamos la sofmesion en los
cultivos celulares de tabaco BYfransformados con PsTak, previamente obtenidos

en el laboratorio.

1.3.1. Verificacion de lineas sobrexpresantes

Se validaron tres lineas celulares IBYe N. tabacum dos de ellas sobre
expresantes del gen de Psdtx(Tnol-1 y Tnol-2) y otra linea contrdoque contenia la
proteina verde fluorescente GFP como gen reportero de la transformacién, pero no
Trnol. La identificacion de las lineas transformadas se llevé a cabo mediaRERY

visualizacion de la proteina GFP, usando un microscopio de fluoréscenc

La medida de expresion por RCR comprobd la sobexpresion del gen PsTak
gue fue analizada en los dias315, 7 y 9ras el subcultivo de las células de tabaco. Tal
y como se muestra ela Figura 24los niveles de expresion eran establesgyores en
las lineas sobrexpresantes que en las control donde no se detectaba, si bien

disminuian al final del cultivo.
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Figura 24: Expresion génica desTrxol La medida de expresion se realiza porPRR
normalizada al gen GAPdH en células contrdby lineas sobrexpresantes PsTrxol durante el
crecimianto del cultivo.

Una vez comprobada la sobexpresion en las células transformadas, analizamos el
efecto que ésta tenia sobre los niveles endégenos no soMt@xolsino tambiénde
NtPCNAen los cultivos celulares. El andlisis de la expresion del gen endBigénm1
en las células control y sobexpresantes reveld que la sobegpresion no alteraba
los niveles de esta Tok de tabaco durante el crecimiento del cultivo celular, y que
este gen presentaba un maximo de expresion en el dia 3 para disminuir
posteriormente e incrementar ligeramente en el digFégura 25A)Por otro lado, se
han descrito dos genes PCNA WNitotiana tabacum PCNAL(CAA77062) YPCNA2
(AAD19905), que codifican para dos proteinas con un elevado porcentaje de identidad
(98%) y que contienen 5 residuos de Cys*fCgy8? Cy&' cyd*® cyd®?) (Strazalky
col., 2011). Interesantemente la expresion détPCNAdurante el crecimiento deak
células TB2 control, mostré un patrén paralelo al détTrxolhasta el dia 5, para ser

posteriormente mantenida bajagonstante (Figura 25B).
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Figura 25: Expresion génica de niveles enddgenos de NtTrxol y NtPCNA geCRRT
normalizada al gen GADPdMliveles deexpresion de NtTrxol durante el cultivo de células2IBY

control (A). Niveles de expresion de NtPCNA durante el cultivo de células control (B). Los valores son
media de al menos 3 experimentos independiefitg®.

1.3.2.Localizacion subcelular de Rgd1 en células transformadas

La proteina GFintroducida en las célulagermite la identificacion de las lineas
transformadas y en nuestro caso, tal y como ya se habia descrito para la localizacion
subcelular dePsTnol, esta proteinase comprueba que salirige eficientemente a
mitocondrias y nucleo. Tal y como se muestral@rFigura26, esta localizacién se
observo tras la expresion transitoria de células -2Bah fase exponencial (3 dias
después de su subcultivo), con la secuenci®siErxofusionada agenGFRen verde)
usando Agrobacterium. Las imagenes se tomaron con un microscopio confocal Leica
con un objetivo 40xras 24 horas de la agroinflitracion. Los fluoréforos DAPI (azul) y

mitotracker Deep Red (rojo) se usaron para marcar el nucleo y kmeandrias,

respectivamente.

119



Figura 26:Localizacion subcelular de Psdixtras la expresion transitoria de PsTikGFP en

células TB* silvestres en fase exponencial, usando un microscopio confGeahpo claro (A),

nucleos tefidos con DAPI (B), fluorescencia de proteina GFP (verde) (C), mitocondrias tefiidas con
Mitotracker (rojo) (D) e imagenes superpuestas (E). El segmento blanco representa una longitud
escalar de 1g5um.

Debido al enorme tamafip presion de la vacuola, organulos como las mitocondrias
se agrupan alrededor del nucleo y en torno a la membrana plasmatica. En las imagenes
superiores se observa ademas la ausencia de &kTer el interior del nuclao,
mientras que la fluorescencia d8FP asociada a la presencia de RdATise ce

localizaba (E) con la fluorescencia marcaje de nucleo (azul, B) y mitocondrias (rojo, C).

1.3.3. Caracterizacion del crecimiento, divisiébn mit6tica y ciclo celular

La caracterizacion del crecimiento del cultivo celular se determin6é a lo largo de
nueve dias 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
lineas celulares (control y 2 sobegpresanted’sTrxol finalizaron la fase de latencia y
comenzaron la fase exponencial de crecimiento el tercer dia después de ser
subcultivadas, manteniendo un crecimiento similar hasta alcanzar el sexto dia. La linea
celular control comenzé a entrar en la fase estacionaria entre el sexto y séptimo dia,
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cuando su Dgonr= 8, mientras que lasad lineas sobrexpresantes comenzaron a
entrar en fase estacionaria entre los dias 8 y 9, cuando sgof@ra superior a 10
(Figura 27).

12 4

10 4 —@ Control
@ PsTrxoll
A- PsTrxo12

DO 600nm

0 2 4 o 6 8 10 12
Crecimiento celular (Dias)

Figura 27: Curvas de crecimiento de las lineas celular8¥'Z control (cuadrado) y sobre

expresantes del gen PsTrxol (circulo y triangulas valores de densidad éptica medidos a 600

nm (DQqonm) representan la media desviacion estandale tres experimentos extemporaneos. Los
FaGSNR&aEO2a NBTFESa2ly dzyt RAFSNBYOAlF AAIYATAONGAQD!
t-Student).

La citometria de flujo se utiliz6 para analiardistribucion de las células en las
diferentes fases del ciclo celular. Debido al tamafio de las células vegetales y a la
presencia de una pared rigida, se obtuvieron protoplastos que se usaron en vez de
células completas. La caracterizacion del porcentaje de células en cada fase se llevé a
cabo en lainea control y en las dos lineas solesgresantes durante las diferentes
etapas de la curva de crecimiento: fase de latencia (dia 1), fase exponencial (dia 3),

fase estacionaria en la linea control (dia 7) y fase estacionaria de las lineas sobre

expresares (dia 9).

Durante la fase G1 del ciclo celular, también llamada fase del primer intervalo, la
célula crece de tamafio, duplica los organulos y sintetiza componentes moleculares
necesarios para etapas posteriores. La etapa GO sin embargo, es un estatndia,
donde la célula no se esta preparando activamente para dividirse y Unicamente ejerce
su funcion prestablecida. Durante los dias 1, 3, 7 y 9 el mayor porcentaje de células se

encontraba en las fases GO/G1 del ciclo celular, entre un 40% y 808dp sie
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Figura 28: Andlisis del ciclo celular en célulaBY2, control y sobrexpresantes del gen
PsTrxolLos datos representan el porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular:
Go/G1 (fase de crecimiento celular y latencia), S (fase de sintesis de ADN), G2/M (fase proliferativa,
condensacion de cromosomas y mitosis). Los valores son la meglieor estandarde tres
experimentos independientes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con la linea control
O2y dzyl LINROI 0 AStwddd). R LK n>Xnp 6GdSaid

En la fase S, la célula sintetiza una copia completa del ADN y duplica los
centrosomas para llevar a cabo la mitosis. En la linea control el porcentaje de células
en la fase S del ciclo celular es alrededor del 18%, manteniéndose constante durante
los dias 1, 3, 7 y 9. Los porcentajes de células en la fase S de ambas lineas sobre
expresantes no mostraron diferencias significativas con respecto a la linea control.
Durante la fase G2 del ciclo celular se lleva a cabo la organizacién y sintesis de toda la
maquinaria necesaria para la mitosis, la orientacion de los centromeros y la
confirmacion de que el ADN se replicod de forma correcta. Si la célula detecta algun
error en la replicacion del ADN, no comenzard la divisién mitética. La siguiente fase es
la mitosis y en esta fase la célula da lugar a dos células hijas con la misma dotacion
genética. Consta de varias etapas: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis.

Durante los dias 1 y 3 las tres lineas celulares presentaron un porcentaje similar de

células en las fases G2/M, entre un 15% y 20%,; sin embargo durante los dias 7 y 9 las
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dos lineas sobrexpresantes que presentaban mayor densidad celular, mantenian un
porcentaje de células en estas fases comprendido entre el 10% y 20% manifestando
diferencias significativas con respecto a la linea control, la cual descendia el porcentaje

de células hasta un 2% durante estos ultimos dias.

La tincion del ADN de las células ‘PBdbn un fluoréforo como Hoescht 33278 y
observacion al microscopio de fluorescencia nos permitid evaluar el porcentaje de
células en la fase de mitosis (M) en lostidies dias de crecimiento del cultivo,
expresandolo como porcentaje de células en este estado (indice mitético). En esta fase
se produce la segregacion de los componentes intracelulares en dos célulakdsjas.

distintasetapasse visualizaen el microsopio de fluorescenciérigua 29.

Anafase

Metafase

Interfase

Prometafase

Figura 29: Ejemplo de célulasBIY2 en diferentes etapas de la mitoslsas imagenes fueron
capturadas con un microscopio de fluorescencia y el ADN fue teflido con Hoescht 33278

En la profase se visualiza uoandensaciéon de la cromatina y desorganizacion de
algunos organulos y en la prometafase la desorganizacion de la envuelta nuclear. En la
metafase se produce la ordenacion de los cromosomas en la placa ecuatorial, una
region equidistante entre los dos cenfomas del huso mitético. En la anafase se
separan las cromatidas que forman los cromosomas y migran hacia los centrosomas,
en la telofase se produce una descondensacion de las crométidas y organizacion de la
envuelta nucleary por ultimo en la citocinesise forma el surco de escision y se

separan los citoplasmas de las dos células hija.

El indice mitético medido a lo largo de la curva de crecimiento de nueve dias en las
células control y ambas lineas solagresantesPsTrxolreveld que todas ellas
manifestaban un maximo de division mitética del 10 % el cuarto dia (o dia 3 para la

linea 2 después de ser subcultivadas (Figura. 3) indice mitético disminuye
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entonces de forma progresiva en las células control a partir de este dia hasta alcanzar
valores ninimos cercanos al cero por ciento el octavo dia. Por el contrario las dos
lineas sobreexpresantes disminuyen de forma méas paulatina el porcentaje de células
en mitosis, manifestando diferencias significativas a partir del dia siete con respecto a

la linea control y alcanzando minimos de alrededor de 3% los dias 8 y 9.

12 -
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Figura 30: Andlisis comparativo del porcentaje de célulaBYI2 en estado de mitosis entre

una linea control (cuadrado) y dos lineas solmepresantes del gen PsTrxol (circulo y
triangulo), con respecto al tiempo de crecimientios valores representan la medi&sDde tres
ensayos diferentes. Los asteriscos indican una diferencia significativa con la linea control con
LINPOFOAf ARI Btuded). n>np 6dG§Sad i

1.3.4. Cuantificacion de la proteinRsPCNA

La cantidad total de proteina PCNA en extractos celulares d@ €8irol y sobre
expresantes de PsTok en distintos dias de crecimiento del cultivo se analizd
mediante Westerrblot empleando el anticuerpo monoclonal afCNfi10) Se
analizaronlas tres lineas celulares a partir del tercer dia tras ser subcultivadas. La linea
control contenia una mayor cantidad de proteina el quinto dia, disminuyendo a partir
del séptimo dia al alcanzar la fase estacionaria y siendo casi indeteetaiaieenodia
(Figura 31)Por otro lado las dos lineas solgpresantes de PsTok mostraron una
cantidad de proteina superior en las ultimas fases, siendo las mayores diferencias las

encontradas en los dias 7 y 8 de crecimiento.
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Figura 31. Inmunodetecciéon de laroteina PSPCNA en célulasBY2 control y sobre
expresantes de PsTrxol en diferentes dias de crecimieMiesternblot anti-NtPCNA
(membrana superior) y control de carga (membrana inferior) por tincioprdiinas con Rojo

Pounceau.
1.3.5.Contenido ycompartimentacion celular de glutation

Debido a la implicacién descritiel glutation en el ndcleo donde se concentra en las
primeras fases del crecimiento realizando multiples funciones, llevamos a cabo un
andlisis del contenido de este antioxidante esa t#lulas control y sobsexpresantes
PsTrxolTal y como muestra lgigura 32el contenido en GSH descendia en las tres
lineas segun los cultivos progresaban, con los mayores valores en los dias 1y 3. En
general, las lineas sobexpresantes presentabacontenidos menores que los de la
linea control indicando que un posible mecanismo compensatorio podria estar
operando entre Tray GSH en estas células transformadas.

Glutation Reducido
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50 -
@ PsTrxol-2

9
Figura 32: Efecto de la sobexpresion de PsTrxol en el contenido en GSH en difesentites
del cultivo celular de TBX. El GSH se cuantificd en células control y dos lineasesqgimesantes

PsTrxol. Los valores representan la meadiBDde tres ensayos diferentes. Los asteriscos indican
una diferencia significativa con la linea contoh probaldi A Rl R L»K-Stademt)p oG Sad
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A fin de determinar si la localizacion intracelular de GSH se veia afectada por la
sobreexpresion de PsTog en las células transformadas, se llevo a cabo un andlisis
por microscopia confocal durante la proféeion celular. Para ello, se realiz6 una
tincion in vivocon monoclorobimano (mCBM) durante los dias 1, 3 y 8 de crecimiento
en las tres lineas celulares y las imagenes fueron capturadas a una profundidad de
campo de 10 micrémetrosLa Figura33 muestra @qie el GSH se localizaba
principalmente en el nacleo, en el entorno nuclear y cerca de la membrana plasmatica,
en las tres lineas celulares, mientras que a dia 3, al inicio de la fase exponencial de
crecimiento celular, la acumulacién de la fluorescenciee@a menor en las lineas
sobreexpresantes, en las que la localizacion nuclear del GSH aun era evidente. La
principal diferencia se observo a dia 8 cuando la fluorescencia del GSH en el nucleo era
baja en la linea control, pero permanecia alta en ambasa#i sobreexpresantes,
coincidiendo con un grado mayor de densidad celular. En este estado ademas, tal y
como describimos anteriormente, el porcentaje de células en las fases G2/M y el indice

mitotico eran mas altos que en las células control.

Dial Dia 3 Dia 8

Control

PsTrxo1l

PsTrxo12

Figura 3: Localizacion de GSH en células de tabac® B¥ntrol y sobreexpresantes del gen
PsTrxol en diferentes dias de crecimiento del culthas imagenes tomadas con un microscopio
confocal corresponden a la fluorescencia de GSH (en azul) usando el ftuoréfmclorobimano
en células vivas.
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Un estudio mas detallado de la localizacion del GSH en células de 3 dias de
crecimiento reveld que en la linea control el glutation se distribuia mayoritariamente
alrededor dehucleo Figura 3%, coincidiendo con laidtribucién de mitocondrias en la
zona perinuclear; también se apreciaba una leve sefial en el interior del nucleolo y en
las mitocondrias més periféricas. Por el contrario en ambas lineas-sppresantes
de PsTral, el glutation se acumulaba en el nucleolo de las células mayoritariamente y
en menor medida en el interior del nacleo, no aprecidndose en las mitocondrias

perinucleares ni periféricas.

A B C D

Control

PsTrxoil

PsTrxo12

Figura 34: Localizacion de glutatién en células de tabace2BR¥ntrd y sobreexpresantes del
gen PsTrxol en el dia 3 de crecimient@s imagenes tomadas con un microscopio confocal
corresponden a la tinciéon con Mitotracker Daed (A), monoclorobimano (B), campo claro (C) y
superposicién de Ay B (D).

Como un control negativo utilizamos el agente bloqueante dietiimaleato (DEM)
incubando las células control durante dos horas con diferentes concentraciones de
este compuesto. Transcurrido este tiempo las células se tifiemornvivo con
monoclorobimano y ntotracker y se capturaron imagenes usando un Microscopio
confocal. Tal y como muestlaFigura 35secomprob6 que la disminucion de la sefal
de fluorescencia con 2 mM de DEM no ocurria al 100% mientras que si ocurria con el

tratamiento de 5 mM.
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1 mM DEM 2mM DEM 5mM DEM

Figura 35: Efecto de diferentes concentraciones de DEM sobre la disminucion de la sefial de
fluorescencia de GSH en células IBY¥ontrol usando mCBM.as imagenes tomadas con un
microscopio confocal corresponden a la fusién de los tres canales: Campo cirblifgtracker
Deepred (rojo) y Monoclorobimano (azul).

Se realizaron ademas controles del experimernio vitro para confirmar la
especificidad del mCBM por el grupo tidlico del GSH y no los que contienela Trx
usando la proteina recombinante Psdtxy la proteina tratada con DTT. Tal y como
muestra laFigura 36 la Tnol reducida no reaccionaba con el fluoréforo. Este
experimento demostré que la sefal de fluorescencia obsernamudas célulasera

especifica para GSH.

20000 - +—GSH
—m— PsTrxol
15000 - PsTrxol + DTT

GSH + DEM 5mM
10000 -

Fluorescencia

5000 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2
mg/ml

Figura 36: Experimento contrgdara la especificidad de monoclorobimano (mCBM) por el
grupo tidlico del GSH, PsTrxol y PsTrxol tratada con DTT midiendo la fluorescenciaen un T
CAM.Se presenta unontrol negativo usandel agente bloqueante DEM enaiconcentracion de

5 mM.
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1.3.6.Proteinas totales y nucleares glutatializadasen células TB2

Con el fin de averiguar si la solgpresion de Paxol ademas de alterar los
contenidos en glutation, afectaba al patron de proteinas modificagast
traduccionalmete por glutatioralizacion llevamos a cabo un estudite proteinas
glutationalizadasen extractos celulares totales gn preparaciones purificadas en
nacleos de las células TBYe 3 dias de crecimiento. Este estudio se realizé en la linea
control y una de las lineas sokegpresntes de PsTod (Linea 1). Tal y como se puede
observar en l&igura 37lacantidad de proteinas glutati@izadadiferia entre ambos
genotipos: las células control contenian menor cantidad en extractos totales celulares
(A) que la linea sobrexpresané mientras que en las proteinas nucleares (B), la
tendencia fue la inversa.

A B

Control  PsTrxel Control  PsTrxel

Figura 37. Inmunodeteccion mediante Westebfot de las proteinas totales (A) y nucleares
(B) glutatioralizadasen células TB®. Las proteinas glutatializadascorresponden aélulas
TBY2 de 3 dias de crecimiento de la linea control y sekpeesante PsTrxol.

Analizando diferencias en el patrén de proteinas, se observé que éste era similar en
ambas lineas, si bien las mayores diferencias se encontraban en las prot¢éates
de bajo peso moleculaglutationalizadas (Figura 37M)ientras que en extractos
nucleares (Figura B), se observaban en las de peso nmir intermedio. Sera
interesante realizar el andlispor espectrometria de masas de las proteinas a fin de
identificar las diferencias provocadas por la seéxeresion de PsTod en la

glutationalizacién de las mismas.

129



2. Estudio funcional de tiorredoxin@l en mutantes deA. thalianabajo condiciones
de estrés salino

Para extender el estudio funcional de dIxen condiciones desfavorables de
crecimiento de las plantas, nos planteamos analizar la respuesta de plantas de
Arabidopsis tanto carentes del gé&iTrxoldebido a la disponibilidad de semillas KO
en los bancos de semillas SALK (tal y como se describiGapareldo de materiales y
métodos), como de plantas sobexpresantes que generariamos en el laboratorio.
Estas plantas fueron crecidas en camaras controladas de crecimiento tanto en ausencia
como en presencia de NaCl, como situacion de estrés abiotita qure el laboratorio

tiene dilatada experiencia.

2.1. Identificacion de lineas mutantes d&. thalianamediante RTgPCR

En esta Tesis se han utilizado dos lineas mutantes de inserBIBAEN el gen de la
tiorredoxina 01 (AtTrxo) (At2g35010) quecodifican para la Trx mitocondrial de
Arabidopsis, provenientes de la coleccion de semillas Salk -(3@PB4C (KO1) y
SALKD42792C (KOR)En estas lineas se realiz6 un analisis de expresion del gen por
gRFPCR que mostré un nivel muy bajo en el casondgbnte KO2 y practicamente
indetectable en el KO1, comparados con los encontrados en plantas silvesbtgso

Columbia Figura 8).

A

oy}

Salk_143294C (KO1)
RP LB RB

> 482 > .
s — 3
« -«

LP

AtTrxol

Salk_042794C (KO2)
LB RB

RP
5
= g L
s P H v 3E
P

<«
LP

Relative expression to ACT-8 (*101)

WT KO1 KO2

Figura 38. Andlisis de expresion en mutantes KO AtTrRakicion de la insercion deDNA en

el primer intron del genDistribucion intrén (lineagxén (rectangulos). Los triangulos invertidos
representan la localizacién de la insercién con el borde izquierdo (LB) y derecho (RB). Las flechas
negras representan los oligonucleétidos utilizados para el ensayo gPCR (83i6Exgel gen
AtTrxol en semillas embebidas en agua tras 36 h de plantas silvestres (M)'y @ol mutantes

KO1 y KO2 (B). Los datos son media = error standard, n>6 de al menegpegamentos
independientes.
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2.2. Establecimiento del nivel de estrés sadi

Se realizé un andlisis del crecimiento de plantas de Arabidopsis silvestres y
mutantes KOAtTrxolen 100 mM y 150 mM NaCl a fin de elegir el tratamiento de
estrés salino en el que se realizarian los estudios posteriores. 100 mM NaCl se escogi6
porque e@a la concentracion que mostraba un crecimiento disminuido pero permitia a

la plantas desarrollarse, ya que 150 mM afectaba demasiado la fisielo¢daos los

genotipos.
21 Dias 28 Dias
KO1
Control
100 mM
150 mM

Figura 39. Efecto del estrés salino en el crecimiento de plantas de Arabidsipsistres (Wt)
y mutantes KO1 y KO2 AtTrxol crecidas en presencia de 100 y 150 mM NaCl durante 21 y 28
dias

Enla Figura 3 se presenta un ejemplar de cada genotipo en cada condicién siendo
el estrés impuesto el de 10hM y 150 mM de NaCldurante 21 y 28dias de
crecimiento de las plantas, dondgparecian diferencias con el tratamiento salino en
todos ellos, si bien no se aprecian diferencias entre genotipo sivgsinutantes en

cada condicion.

131



RESULTAD

2.3. Caracterizacion de parametros de desarrollo

Como primera apmximacion a la caracterizacion fisiologica de las dos lineas
mutantes Knock out de tiorredoxina mitocondristiTrxo1(KO1 y KO2), se midieron los
parametros de peso fresco y peso seco en plantas crecidas durante 21 dias en ausencia
y presencia de 100 mM & Los resultados reflejaron que todos los genotipos
sometidos a tratamiento salino redujeron la produccién de biomasa, peso freso y peso
seco, entre un 25 y 30%on respecto a los controlesigura40). En ambas lineas
mutantes, la pérdida de funcion d&a proteina AtTral, no reflej6 diferencias
significativas en cuanto a peso fresco y peso seco con respecto al genotipo silvestre en

ninguna de las dos condiciones de crecimiento.

Peso Fresco @ control
@100 mM
0,4 - a a
0,35 -
ab
0,3 -
0,25 -
c
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -
s 0
P Wt Ko1 KO2
g
PesoSeco
0,03 -
00254 ab
0,02 - b

0,015 A
0,01 -

0,005 A

o -
Wt KO1 KO2

Figura 40. Medida de peso fresco y seco de la parte aérea de plantas deakana. Las

plantas silvestresilt) y mutantes KO (KO1 y KO2 AtTrxol) 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 datassignificativamente diferentes de
acuerdo con el test Tukey (P<0,05).

Otros parametros de desarrollo que podrian indicar alteraciones fisiologicas son las
medidas de la anchura foliar, n°® de hojas o diametro de la roseta de las plantas. La

anchura folar se vio reducida significativamente en todos los individuos cuando fueron
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sometidos a estrés salino y no mostré diferencias entre genot{pagira 4A). El
namero de hojas totales que deplantas fueron capaces de producir, no mostro
diferencias signifativas entre tratamientos y tampoco entre las tres lineas
genotipicas, que presentaban un namero similathdgas Figura 4B).El tratamiento

de estrés salino si redujo significativamente el didmetro de la roseta en una de las
lineas mutantes (KO1) y exl genotipo silvestre pero no en la linea mutante KO2
comparado con el tratamiento control y en esta condicion de estrés, los mutantes no

mostraron diferencias significativas con respecto al genotipo silvesigarg 4C).

A Anchurafoliar B N° de hojas
1,6 - ) @CONTROL 20 - ; b X
144 2 a @100 mM 181 b ab
16 -
3 0 14 -
o 8,
= 912
! 810
E g
26
z 4
2 m
0 ,
Wit KO1 KO2 Wt KO1 KO2
C L
Diametrode roseta
8 -
ab b b
7 4
c c bc
6 4
€
S °7
ERER
-
2 4
1 4
O m
Wit KO1 KO2

Figura 41. Medidas depardmetros de desarrollo foliarLas medidas de anchura foligk),

numero de hojagB)y diametro de la rosetéC)se realizaron en plantas silvestr&gt] y mutantes
KOALtTrxo1(KO1 y KO2) crecidas en ausencia y presencia de 100 mM NacCl. Los datos son media +
error standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las letras diferentes indican
gue los datos son significativamente diferentes de acuerdo con el test Tlrk8y05).
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El analisis del contenido mineral de fdantas (Tabla 9) revelgue en condiciones
control, elmutante KO1 presentaba menores niveles@a, P y Mg mientras que el
KO2 en K, P, Mg, Sy Zrdas plantas silvestres (Wh).

Table 9 Contenido @ macronutrienes en plantas de Arabidopsis silvestres (Wt) y mutantes
KO1AtTrxol crecidas en ausenciaofdrol, C) y presencia (tratadas, T) de 100 mM NaCl
durante 21 dias.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 & Peso seco mg kg' Peso seco

Wit-C 3,45+0,127 0,21+0,0f 4,46:0,12 0,92+0,0f 0,42+0,02 0,99+0,01 122+4 265+8"

KO:C 3,11+0,18 0,19+0,0f 4,71+0,18 0,84+0,0% 0,36+0,08 0,96+0,02 126x+F 246+

KO2C 3,560,127 0,08+0,0f 4,45+0,1G 0,64+0,06 0,38+0,0f 0,60+0,0f 85+4 254+23

Wt-T  3,50+0,1G 0,99+0,04 3,08+0,08 0,88+0,0f 0,42+0,0f 0,87+0,08 121+4 247+9

KOXT 3,29+0,06 0,79+0,08 3,32+0,08 0,840,082 0,42+0,0f 0,90+0,0f 171+8 286+1G

KO2T 3,68+0,08 0,240,135 3,18+0,1F 0,65:0,0Z 0,42+0,0f 0,65+0,05  101+6 266+1F

Bajo condiciones de salinidad (100 mM NaCl), una acumulacién mayor de Na se
observé en las plantas silvestres mientras que Ky S descendian en los genotipos Wt y
KO1. Otras diferenciaancontradas fueron uraumento significativo en Mg, Zn y Mn

gueocurria st en las plantas mutantes KO.

2.4. Caracterizacion de parametros fisiologicos: densidad estomatica y curvas de

deshidratacion

Una caracteristica de desarrollo que esta relacionada con la retencion de agua y la
adaptacion al estrés salino es la densidad estoméatica que presentan las plantas en el
envés de sus hojas, asi como la modulacion de los mecanismos de cierre y apertura

estomatica. En cuanto a la diferencia provocada por la pérdida de funcién debida a la
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mutacion deAtTrxolse pudo observar que ambas lineas mutantes presentaban mayor
densidad estomatica en la condicion control, conguias con el genotipo silvestre

(Figura 2%). Ademas, la adaptacion del genotipo silvestre al estrés salino conllevé un
aumento significativo en la densidad estomatica, mientras que la linea mutante KO2
presentaba una menor densidad estomatica y el mutante KOl no presentaba

diferencias significatas reativas a la condicion control.

Densidadestomatica

180 - @ Control

160 -
140 1

£ 120 4
* 100 4
80
60
40
20
0 J

@100 mM

Estoma:

Wt KO1 KO2

Figura 42. Densidad estomatica medida en el envés de las hojas de A. thaliana crecidas en
condiciones control ¥n presencia de 100 mM de NaCk densidad estomética est& expresada
como numero total de estomas pamilimetro 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 aclgecon el test Tukey (P<0,05).

LaFigura 8 muestraimagenes del envés foliar de plantas adaptadas a estrés salino
y con un minimo de cuatro horas de exposicion a luz PAR. Se puede observar que a
pesar de las diferencgaen las densidades estomaticas descyitasmayoria de los
estomasde la imagen presern una menor apertura en la linea mutante con respecto

a la linea 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 pieéangis
de plantas silvesés (Wt) y mutante KO1 AtTrxol.

Debido a las diferencias observadas en cuanto a la densidad y apertura estomatica
se caracterizaron las curvas de deshidratacion de las plargaglas en condiciones
control (Figura 4A)y de salildad (Figura 4B), a fin de comprobar si las diferencias

afectaban a la retencion de agua (ver materiales y métodos).

A Curvas de deshidrataciéon
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Figura 44. Curvas de deshidratacién de A. thaliaRéantas ececidas en condiciones control (A) y
en condiciones de 100 mM dNaCl (B)
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En la condicidon control no se observaron diferencias significativas entre las
lineas mutantes y la linea silvestre, presentando una disminucién de alrededor de 20%
de humedad transcurridas dos horas. Sin embargo, cuando fueron sometidoga estr
salino, las dos lineas mutantes presentaron mayor pérdida de agua que el genotipo
silvestre desde los 60 hasta los 120 minutos desde la escision de la planta, alcanzando
hasta un 18% de pérdida de humedad en los mutantes, mientras que el genotipo

silvedgre 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 funcién fotosintética. La cantidad de clorofila
a y b medida en plantas de genotipo silvestre fuenifitativamente superior a la
presente en condiciones salinas. Sin embargo esto no se observé en las dos lineas
mutantes, las cuales presentaron niveles de clorofila a y b similares. Ademas, ambas
clorofilas en los mutantes presentaron niveles inferiorescendiciones control con
respecto a la linea silvestre pero en condiciones de estrés salino, Unicamente la
clorofila a presentaba valores significativamente superiores a los de la linea silvestre
(Figura 45).

Clorofila a Clorofila b
BCONTROL & 70 -

@100 mM
" 60 -

50 -
40 A
60 - 30 -

40 20 A

mgclorofilaa * g (Peso fresco)
mgclorofilab * g* (Peso fresc

10 A

N
o
!

0 -
wt KO-1 KO-2 wt KO-1 KO-2

o
I

Figura 45.Medida de clorofilas a y ken plantas de A. thaliana Las plantas silvestres y
mutantes KO AtTrxol crecieron durante 21 dias bajo condiciones control y en presencia de 100 mM
NacCl. Los datos son media * error standard, n>6 de al menos tres experimentos independientes. Las
letras diferates indican que los datos son significativamente diferentes derdewcon el test

Tukey (P<0,05).
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2.5. Medidas de marcadores y metabolitos oxidativos

El contenido en pD, asi como NO fue analizado en las plantas silvestres y KO
AtTrxolcrecidas en condicionentrol y salino. En cuanto ab®, 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, solamemtgrante el tratamiento de estrés salino,
este parametro fue significativamente superior en los mutantes (Figura 46A). Con
respeto al 6xido nitrico, Unicamente el mutante KOl presentaba un descenso
significativo cuando era sometido a estrés salino, comparadn el tratamiento
control y sin embargo ambas lineas mutantes presentamayores cantidades ddO

gue el genotipo silvestre cuando crexmn bajo condiciones control (Figurég}.
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Figura 46. Marcadores de estrés y dafio oxidativo en hojas de A. thaliana crecidas 21 dias en
condiciones control y en presencia de 100 mM de Na@dida de perdxido de hidrégeno (A),
fluorescencia relativa de Oxido nitrico (B), cuantificacion de maloletiEo (C), y carbonil
proteinas (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 varidles que son comunmente utilizadas como biomarcadores de dafio
oxidativo son el producto que se acumula durante las reacciones en cadena de la
peroxidacion lipidica MDA (Malondialdehido -disnetilacetal) y las concentraciones
de proteinas que presentan ugrupo carbonilo (C®roteinas), las cuales reflejan el
dafio oxidativo que sufren las mismas. El producto MDA resulté significativamente
superior en todos los genotipos cuando se sometian a estrés salino, comparado con el
MDA producido bajo condiciones cook Las tres lineas presentaron unas cantidades
de MDA similares cuando fueron crecidas en condiciones control sin embargo las dos
lineas mutantes comparadas con la linea silvestre presentaron una concentracion de
MDA superior cuando se sometieron a estsalino. Por otro lado las concentraciones
de proteinas carboniladas resultaron ser superiores en condiciones de estrés salino en
todos los genotipos, comparadas cptantas crecida en condiciones control. Estas
diferencias no se observaron comparand® ldiferentes genotipos, los cuales no

presentaron diferencias gnificativas en este parametro.

2.6. Medida de antioxidantes glutation y ascorbato

Las moléculas antioxidantes que participan en el ciclo de HaWsadaFoyer
(glutation reducido y ascorbato redido) asi como el producto derivado
nitrosoglutatién (reservorio de 6xido nitrico y glutation), se cuantificaron en los tres
genotipos y en las dos condiciones, control y salinidad. Las concentraciones totales de
glutation reducido (GSH) fueron similaes todos los genotipos, independientemente
de la condicién de cultivo, excepto en el genotipo mutante KO1 que presentaba niveles
inferiores de glutation reducido cuando era sometido a estrés salino comparadel con
genotipo silvestre (Figura7A). Encuanto a las concentraciosale glutatién oxidado
(Figura ZB), ningungenotipo manifestd diferencias significativas dependientes de la
condicion de cultivo y uUnicamente el mutante KO1 presentaba concentraciones
inferiores al genotipo silvestre cuando ci@cen condiciones de estrés salino. La
relacion entre el glutation reducido con respecto al glutation total, medido como
porcentaje es un indicador de la velocidad de oxidacion de glutatién y reciclaje o

sintesis del mismoy por tanto es una variable directa del nivel de estrés oxidativo
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que soporta un organismo. En el genotipo silvestre el porcentaje de GSH reducido
disminuy6 cuandoals plantascrecieron bajo condiciones de estrés salino, al igual que
ocurre en el mutant&KO1;sin embargo esta tenderera opuesta en el mutante KO2,

el cual presentaaun porcentaje superior bajo condiciones de estrés sakigufad?).

El mutante KO1 presenta unos porcentajes similares al genotipo silvestre en ambas
condiciones, sin embargo el mutante KO2, unicameamtecondiciones control refleja

un porcentaje inferior al genotipo silvestre y al mutante KO1.
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Estado Redo GSH/GSH+GSSG (%)
Wit KO1 KO2
Control | 93,8+0,1 93,6+0,1 92,4+0,2
100mM | 93,0+0,1 92,9+0,05 93,2+0,1

Figura 47. Medida de ascorbato y glutation y estado de Ox@duccion de glutation.
Glutatién reducido (A), glutatién oxidado (B), ascorbato reducido total (C) y nitrosoglutation (D) en
hojas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxol creciddi®@®n 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 TukP<0,05). La tabla presenta el estado redox del glutation.
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En reladdn al ascorbato reducido total (Figur@d@, solamenteel genotipo silvestre
presentd un incremento significativo cuando crecié bajo condiciones de estrés salino
comparado conel crecimiento encondiciones control. Realizando la comparacion
entre genotipos, 8lo el mutante KO1 presentaba niveles inferiores al genotipo

silvestre cuando crecio en condiciones de estrés salino pero no en condiciones control.

Las concentraciones deitrosoglutation (GSNO) incrementaron de forma
significativa en la linea silvestre y en el mutante KO2 cuando las plantas crecieron en
condiciones de salinidad, y esta diferencia se aprecié en el mutante KO1 (Figura
47D). EImutante KO2 presentd nivelaésferiores deGSNGen ambos tratamientos con
respecto al genotipo silvestre, mientras que el mutante KO1 solamente durante el

tratamiento de estrés salino reflejé6 concentracioneferiores a la linea silvestre.

2.7. Estudios enzimaticos

Lasactividades de k& enzimas que componen el ciclo ASEH también reflejan la
capacidad antioxidante que presentan las plantas. El analisis de la enzima ascorbato
peroxidasa (APX) mostré un aumento del doble de su actividad enzimatica en todos los
genotipos cuando se somati a estrés salino dlien no se observaron diferencias
significativas entre genotipos en condiciones controlmtendiciones de estrés salino
(Figura 8A). La enzima monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR) en las tres lineas
genotipicas manifesté un desnso ersuactividad hasta tres veces inferior cuands |
plantas crecieron bajo condiciones de estrés salino comparada con la actividad
presente en condiciones control (Figur@B} Bajoestas condiciones control, ninguna
linea genotipica presentaba difncias significativas; sin embargo bajo condiciones de
estrés salino, el mutante KO1 manifesté una actividad enziméatica inferior al mutante

KO2 y al genotipo silvestre.

141



RESULTAD

A M Control B

E 100 mM

APX
400 - 400 - MDHAR

300 - a a 300 -
200 -

100 +

3 B

& &

<) o i

£ E°

£ c

g C £ D

[]

g 100, DHAR S 400 - GR
c

300 +

a
b b
200 -
100 A
c c c
O m
Wt KO1 KO2

Figura 48. Actividad enzimatica del ciclo ascorbaflutation en plantas de A. thaana
crecidas durante 21 dias en condiciones control y en presencia de 100 mM de WéaCl.
actividades especificas de ascorbato peroxidasa (APX, A), monodeshidroascorbato reductasa
(MDHAR, B), deshidroascorbato reductasa (DHAR, C) y glutation red@RasR) se midieron en

hojas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxol crecidas 21 dias 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 letraferdintes indican que los datos son significativamente
diferentes de acuerdo con el test Tukey (P<0,05).

Wt KO1 KO2

La enzima DHAR presentaba mayor actividad en la linea silvestre y el mutante KO1
cuando crecieron bajo estrés salino, con respecto a su actividadiden bajo
condiciones control (Figura8@). Sin embargo, la linea mutante KO2 presentaba
diferencias opuestas, siendo menor su actividad bajo condiciones de estrés salino.
Ante la comparativa entre las diferentes lineas genotipicas, el mutante KO1 manifesté
una actividad enzimatica similar al genotipo silvestre en ambas condiciones de cultivo,
pero el mutante KO2 comparado con la linea silvestre y el mutante KO1, manifesto una
actividad enzimatica significativamente superior en condiciones control e infejor b

condiciones de estrés salino.
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La enzima encargada de reducir el glutation oxidado, GR increment6 su actividad
entre 6 y 9 veces en las tres lineas genotipicas cuando fueron sometidas a estrés
salino, siendo el incremento mayor en la linea mutante K®ZXual presentaba la
mayor actividad enzimatica comparado con la linea mutante KO2 y el genotipo
silvestre en condiciones control (Figur83). Sinembargo, bajo condiciones de estrés

salino las tres lineas genotipicas manifestaron una actividad enzarsatnilar.

Las propiedades como su elevada velocidad enzimatica, la afinidad por su sustrato y
la baja capacidad de saturacién hacen de la enzima catalasa la principal barrera
antioxidante para eliminar el exceso de peréxido de hidrégeno en los orgahuhole
esta presente presentando una distinta afinidad por® que la APXLa actividad
catalasa desndio significativamente (Figura 4¥n todas las lineas genotipicas
cuando éstas son expuestas a estrés salino con respecto a los individuos crecidos en
condiciones control. Realizando la comparativa entre las tres lineas genotipicas, ambos
mutantes Knock out presentan una actividad catalasa significativamente superior a

la linea silvestre, en condiciones control y en condiciones de estrés salino

CAT

@ Control

E100 mM

pmol*min*mg-1 prot

‘Wit "KO1 = KO2

Figuma 49. Actividad atalasa. La actividad especifica de la enzima catalasa se midié en hojas de
A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxol crecidas 21 dias en condiciones control y en
presencia de 100 mM de NaCl. Los datos son media = error standérdjenal menos tres
experimentos independientes. Las letras diferentes indican que los datos son significativamente
diferentes de acueo con el test Tukey (P<0,05).

Las isoenzimas de superoxido dismutasa (SOD) son las Unicas enzimas capaces de
eliminar elradical superéxido en los diferentes organulos y compartimentos de la

célula. El analisis de la actividad total de estaima mostré un incremento en todos
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los genotipos cuando &ron sometidos a estrés salino (Figur@®)5 Ambas lineas
mutantes manifestron una actividad SOD significativamente superior a la linea

silvestre tanto en condiciones control como @ndiciones de estrés salino.

A B
@ Control
SOD

15 - E100 mM

a

U*mg? prot
Mn-SOD FeSOD Cu,ZrSOD
WT control 0,65 1,17 1,83
KG1 control 1,05 1,93 2,31
KQ2 control 1,33 2,24 2,92
WT 100 mM 1,15 2,52 4,09
ko1 100 mM [EER 3,58 5,89
(PR nVl 2,04 2,7 54

KO1 KO2

Figura 50. Actividad enzimatica superdxido dismutasa (SOD) medida en plantas de A.
thaliana crecidas durante 21 dé 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 describié en el apartado de materiales y
métodos, en hojas de plantas de A. thaliana genotipo silvestre (Wt) y KO AtTrxol. 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 significativamerstintis de acuerdo con el teste

Tukey (P<0,05).

En cuanto a las isoenzimas de SOD,-9@D incrementaba su actividad en
condiciones de estrés salino con respecto a las condiciones control, en torno al 60% en
la linea silvestre y el mutante KO2 ystaaun 2B % en el mutante KO1 (Figur@Bp La
isoenzima R&SOD incrementd su actividad enzimatica mas del doble cuando fue
crecida en condiciones de estrés salino, mientras que ambos mutantes no
manifestaron un incremento tan acusado para esta isoenzima. Laszistes ClZn
SOD incrementaron asi mismo mas del doble su actividad enzimatica en la linea
silvestre y el mutante KO1; sin embargo este incremento fue menor en la linea
mutante KO2, no llegando a alcanzar el doble de actividad bajo condiciones de estrés

sdino.
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2.8. Transformacién estable de dos lineas sokrepresantes de AtTixl

homocigoticas

La identificacion de las lineas mutantes sebxpresoras de tiorredoxina ol y
homocigoticas para esta insercion, se llevd a cabo mediante seleccion y analisis
segregaional de individuos resistentes a higromicina y su descencia. La homocigosis se
estabilizé en cada linea mutante a partir de la quinta generacion y la validacion de
dicha sobreexpresion se realiz6 mediante RPGR. En la figura 51, la expresion del
gen nutado de tiorredoxina es nsdel doble en la linea Ovel, mutada con la
construccion en el vector pMDC32, comparada con la linea control. Sin embargo la
expresion de AtTd en la linea mutante Ove2, transformadan el vector pMDC43
presenta m& del triplede expresién que la linea control. Se selecciond la linea
mutante Ove2 pMDCA43 por ser la que mayor sedxpresion presentaba.

AtTrxol
0,25

0,2 1

0,15 1

0,1 ~

0,05 A
0 -

Ovel (pMDC32) Ove2 (pMDC43)

Expresiérrelativaa AtAct8

Figura51. RFQPCR AtTrxalExpresion estable del geitTrxolrelativizada aActina8 en dos
lineas mutantes y homocigéticas para la insercion de sobreexpresion déltferl Los datos en
Figura 8 son media = error standard, n>8as letras diferentes indican que los datos son
significativamente ditintosde acuerdo con el teste Tukey(P<0,05).

2.9. Estudio transcripcional comparativo de mutantes de Atdix mediante ARN

seq

Se ha realizado un andlisis de la secuenciacion del ARN mensajero utilizando la
técnica de ARNseq de cuatro genotipdgerentes crecidos en condiciones de
salinidad:un genotipo silvestre (Wt), dos mutantes Knock out (KOl y KO2) y otro

mutante sobreexpresante (Ove) de la tiorredoxina mitocondrial de Arabidopsis

145



AtTrxol partiendo de tres replicas biolégicas de cada uno de ellos, secuenciadas en

ambas direcciones.

2.9.1. Analisis de componentes principales y calidad de la secuenciacion

Tras la obtencién de los datos del ARNseq, tal y como se m@edal abla 10se
constatd que para cada uno de los genotipos se tenia un minimo de 50 millones de
lecturas, con una longitude 150 pares de bases, secuenciadas en ambas direcciones
con el sistema de secuenciacion de lllumina® HiSeq2500 y ensambladas al genoma de
referencia TAIR10.

Tabla 10 Parametros de calidad de las lecturas obtenidas por el andlisis ARNseq.

Genotipo| Mediade lecturas % Regiones % Regiones
por muestra génicas intergénicas
Wt 60263523 87,0 13,0
KO1 58594009 86,4 13,6
KQ2 66086594 86,3 13,7
Ove 57940809 85,6 14,4

Como podemos comprobar, el porcentaje tbeturas ensambladas en regiones
génicasse encuentra comprendido entre el 85 y el 87% del total de lecturas mapeadas.

El porcentaje restante hace referencia a lasorgs intergénicas, no codificantes.

El analisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadistica de sintesis
de la iformacion o reduccion de la dimension (nimero 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, namero de lecturas, lodgil éstas y porcentaje de
C+G (Figura.
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Anilisis de componentes principales

Genotipo N2 Muestras Correlacion
intragrupos
20 e .

Wt 0,98

K01 e 0,99

Ovel 0,99

oo ol o

K02 e 0,99

Projection on 2

L e o e e o S LN B e e e e e e
316 318 320 322 324 326 328 330 332 334 336 338
Projection on 1

Figura 52 Analisis de componentes principaleé2oyeccion de la matriz de metadatos agrupada
en componentes principales (combinacion lineal de los minimadrazios de las variables
origindes e independientes entre si).

La proyecciéon de los metadatos en dos componentes principales refleja que las
muestras del mismo genotipo presentan una alta correlaciéon intragrupo y perfiles de
expresion transcripcionalesigsificativamente similares. El eje de abscisas es el
componente principal que mejor diferencia los tres genotipos haciendo referencia a
los niveles de expresion de tiorredoxina mitocondrial u otro gen relacionado. El
segundo eje de proyeccion de componestprincipales separa los tres genotipos en
relacion a los perfiles transcripcionales de varios genkeximados diferencialmente

expresalos (Figura 3, Diagrama de Venn).

2.9.2.Genes expresados diferencialmente

Una vez finalizado el andlisis de expresion normalizada de genes, se realizaron
comparaciones multiples a través del test estadistico de Benferroni, asumiendo una
probabilidad de expresion diferencial B 0,01 y un valor de falsa tasa de

descubrimiento (FRO X nZHo® ¢ f Bfigre 532l tofakle gémzS a i NI

(0p))

diferencialmente expresados entre el genotipo silvestre y ambos mutantes Knock out

fue de 161, de los cuales el 57 % (93 genes) presentan una mayor expresion en el
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genotipo mutante, mientas que el 47 % restante (68 genes) presentan una expresion
opuesta. Por otro lado, entre plantas silvestres y mutantes sekpeesantes, el
namero total de genes difencialmente expresados es de 14 los cuales el 20 %
(38 genes) presentan una mayoxpeesion en los mutantes mientras que el 80 %

restante (102 genes) manifiestan una menor expresion en estos mutantes.

Mayor Total Menor
expresion

expresion

140
13
STAIA e ¢
869
Ove- ) K

Figura 53 Diagramas de VenrNumero de genes expresados diferencialmente entre el genotipo
silvestre Wt, mutantes KO1 y KO2 (KO’s)wante sobreexpresante (Ove). Probabilidad de
expresion diferencial ¥,01.

En laTabla 11se representan los genes expresados diferencialmente entre el
mutante sobreexpresante y el genotipo silvestre, donde valores positivos de
expresion relativa reflejan una expresién superior en mutantes (rojo), mientras que las
expresiones relativas nega#is (azul) reflejan una menor expresion efantas
mutantes comparada colassilvestres.
Tablall. Genes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre y mutantes
sobreexpresantes Wt vs Ove) Genes cuya expresion diferencial tiene ymmababilidad de
significacion PX nZnm® [2a& @Ff2NBa RS SELINBaAsy NBLNE
mutante/Expresion del Wt. La escala de colores representa en rojo valores positivos que indican una

mayor expresion en el mutante con respecto al genatip@stre y en azul valores negativos que
reflejan una expresion inversa.
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Genes sobrexpresados en los mutantes

ID gen Descripcion del gen Exp | ID gen Descripcién del gen Exp

AT1G04620| 7-hidroximetil clorofila a reductasa 0,8 | AT3G14440| Epoxicarotenoide dioxigenasa NCED3 1,2
AT1G07090| Proteina dependiente de la luz 6 1,0| AT3G22190| Proteina IQ 5 0,0
AT1G08200| UDRD-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 desidratacion g AT3G59760| Cisteina sintasa mitocondrial 0,0
AT1G13640| Fosfatidil inositol 4 0,9 | AT4G11280| Aminociclopropano sintasa 1,9
AT1G23020| Hierro 6xido reductasa 3 mitocondrial| 1,3 | AT4G21180| ProteinanDNAj ERDJ2B 0,0
AT1G31350| Proteina Fbox SKIP25 1,0 | AT4G25470| Proteina 1C respuesta deshidratacion 2,6
AT1G53170| Fac. trans. respuesta a etileno 8 1,4 | AT4G27520| Proteina de nodulacion temprana 2 0,0
AT1G55850| Celulosa sintasa E1 1,2 | AT4G36570| ProteinaRADIALIS 3 1,6
AT1G66240| Transportador de cobre ATX1 0,0 | ATAG38740| Peptidil isomerasa CYPiB 0,1
AT1G77760| Nitrato reductasa [NADH] 1 1,1 | AT5G05860| UDRglucosiltransferasa 76C2 1,0
AT1G78970| Lupeol syntasa 1 0,9 | AT5G16290| Acetolactato sintasagloroplastidica 0,0
AT2G28630| 3-cetoacitCoA sintasa 12 1,6 | AT5G20190| Tetratricopeptido de dominio repetido 0,0
AT2G33480| Prot. dominio de unién NAC 41 1,1| AT5G37300| C-aciltransferasa WSD1 2,7
AT2G35010( Tiorredoxina O1, mitochondrial AT5G48780| Proteina de resistencia a patologias 1,9
AT2G36970| UDRglucosil transferasa 86A1 1,2 | AT5G55400| Fimbrina 3 0,0
AT2G48020| Transportador de azéar ERD6 0,0 | AT5G65010| Asparagina sintasa 2 0,9
AT1G78020| DUF581 0,9 | ATMGO0096 | Sintesis de citocromo ¢ 0,0

Genes con menor expresién en los mutantes

ID gen Descripcion del gen Exp ID gen Descripcion del gen Exp
AT1G06410| Trealosa fosfato sintasa 7 -0,2 | AT3G57020| Estrictosidina sintasa 9 -0,7
AT1G16410| Dihomometionina reductasa -0,2 | AT3G62600| Proteina DnaJ ERDJ3B -0,4
AT1G18140| Lacasa 1 -0,5| AT4AG03400| GH3 de respuesta a auxinas -0,6
AT1G19450| Transportador de azéar ERD6 -0,3 | ATAG04840| Metionina sulféxido reductasa 6 -0,7
AT1G22550| Proteina NRT1/ PTR -0,7 | ATAG09510| Invertasa alcalina/neutra -0,1
AT1G23740| Quinona oxidoreductasa -0,2 | ATAG10770| Transportador de oligopéptidos 7 -0,4
AT1G26760| Proteina SET 35 -1,5| AT4G12610| Factor iniciador de la transcripcion -0,1
AT1G26761| Arabinosa/levansacarosal/invertasa -0,5| AT4G13410| Mananasa 15 -0,9
AT1G31690| Cobre amino oxidasa -0,2 | ATAG14090| UDRglicosiltransferasa 75C1 -0,2
AT1G32900| Almidon sintasa 1 -0,2 | ATAG14760| Proteina NETWORKED 1B -0,1
AT1G45191| Betaglucosidasa 1 -0,4 | ATAG18440| Adenil succinato liasa -0,5
AT1G50460| Hexokinasa3 -0,4| AT4G18700| Proteina Kinasa CIP 12 -0,1
AT1G51140| Factor de transcripcion bHLH122 -0,2 | ATAG22570| Adenina fosforribosiltransferasa 3 -0,3
AT1G54050| HSP clase 1l 17.4 kDa -0,5| AT4G22880| Leucoanthocyanidin dioxygenase -0,8
AT1G54060| Factor de transcripciomSIL1 -0,1 | AT4G23990| Union a celulosa sintasa G3 -0,2
AT3G59400| Comunicacion nucleeloroplasto -0,3 | AT4G24830| Argininosucinato sintasa -0,1
AT1G62180| Adenilil sulfato reductasa 2 -0,2 | ATAG27560| UDRglicosiltransferasa 79B2 -0,2
AT1G64200| Subunidad 3 dATPasa -0,4 | ATAG33110| CoclaurinaN-metiltransferasa -0,1
AT1G64860| Factor Sigma A de ARpblimerasa -0,2 | ATAG34240| Aldehido deshidrogenasa -0,1
AT1G65280( HSP con dominio DNA] -0,3 | AT4G38680| Proteina de choque por frio HSP -0,1
AT1G68520( Unidn aproteinas tipo dedos de zinc | -0,2| AT5G03160| Proteina DnaJ P58IPK -0,4
AT1G68600| Transportador de malato -0,2 | AT5G03350| Proteina de unién a lectina -0,7
AT1G70570| Fosforribosil transferasa -0,2 | AT5G07990| Flavonoide 3monooxigenasa -0,6
AT1G72180| Receptor de unién a protel kinasa -0,2 | AT5G09672| Péptido conservador del ORF -0,6
AT2G03640| Factor de transporte nuclear 2 -0,1| AT5G13680| Proteina del complejo de elongacionl -0,1
AT2G07741| Subunidad A de ATP sintasa -1,5 | AT5G13930| Chalcona sintasa -0,3
AT2G20340| Tirosina descarboxilasa 1 -0,3 | AT5G17050| UDRglucosiltransferasa 78D2 -0,4
AT2G23000| Serina carboxipeptidasa 10 -0,3 | AT5G17220| Glutatién Stransferasa F12 -0,3
AT2G23130| Arabinogalactano rico en lisina 17 -0,6 | AT5G23020| Metilmalato sintasa cloroplastidica -0,2
AT2G25530( AFGH ATPasa -0,5 | AT5G24910| Atocromo P450 714A1 -1,0
AT2G26400| Metiltiopenteno dioxigenasa 1 -0,8 | AT5G40340| Proteina con dominio PWWP -0,7
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AT2G28550| Fact. Trans. Resp. etileno, RAP2 -0,2 | AT5G41520| 40S proteinaibosonal 10S -0,1
AT2G29080| Metaloproteasa FTSH 3, mito -0,1 | AT5G42800| Dihidroflavonol reductasa -0,5
AT2G31360| Delta-9 acitlipido desaturasa 2 -0,1 | AT5G44050| Prot. de extrusién antibacteriana MATE -0,9
AT2G31840| Proteina de unién a ARNi del mesofilq -0,3 | AT5G44110| Transportador ABC 21 -0,4
AT2G39020| Acetil transferasa NATAL -0,3| AT5G48030| Factor gametofitico 2 -0,1
AT2G44130| Proteina Fbox g AT5G48180| Proteina especifica de nitrilo 5 -0,4
AT2G47400| Proteina CP121 del ciclo de Calvin -0,3 | AT5G48880| KetoaciFCoA tiolasa 5, peroxisomal -0,5
AT2G47450| Sefalizador de 43 kDa -0,3| AT5G50950| Fumarasa 2 cloroplastidica -0,5
AT3G01345| Glicosil hidrolasa g AT5G52570| Beta-caroteno hidrolasa -0,6
AT3G14810| Canal ibnico mecanosensitivo 5 -0,4 | AT5G54060| Antocianidina xilosiltransferasa -0,8
AT3G21670| Proteina NRT1/ PTR -0,4 | AT5G54380| Receptor kinasa Theseus 1 -0,4
AT3G23080| Proteina de unién a membrana -0,2 | AT5G61290| FMO 8 -0,5
AT3G23410| Alcohol oxidasa FAO3 -0,6 | AT5G62100| BAG, actividacthaperona 2 -0,6
AT3G23810| Adenosil homaocisteinasa 2 -0,1| AT5G64170| Regulador ritmo circadiano LNK -0,3
AT3G29590| Aantocianidina maloniltransferasa -0,4| AT5G65070| MAF4 -0,7
AT3G44570] Retrotransposé ORFL I ~15G65080] MAFS | 20
AT3G45930| Histona H4 -0,1| AT5G65380| Proteina de estrusion bacteriana -0,2
AT3G51240(| Oxoglutarato dioxigenasa -0,4 | AT5G65470| O-fucosiltransferasa -0,2
AT3G55120| Chalcona flavona isomerasa -0,4 | AT5G65720| Cisteha disulfurasa mitocondrial -0,3
AT3G56210| Super familia deproteinas ARMC -0,2 | ATMGO0090 | Sintesis de citocromo ¢ -0,1

Los genes que presentan una mayor diferencia de expresion relativa positiva son la
tiorredoxina mitocondrialol (gen mutado AT2G35010), seguido de la proteina de la
subfamilia DREB, factor déranscripcion de respuesta a deshidratacion 1F
(AT1G1260) junto a otra proteina de respuesta a deshidrataci@hlr4G2547)) que

pertenece a la misma subfamilREB y actla como factor de transcripcion.

Por otro lado, los genes que menor expresion relagivasentan los mutantes
sobreexpresantes con respecto al genotipo silvestre son el 80 % del total de genes
diferencialmente expresados. ElI gen con menor expresién relativa es un
retrotransposon ORE (AT3G44570) seguido del gen codificante de la protebax
(AT2G44130) y un gen regulador de la floracion 5 (AT5G)5080

En la Tabla 12 se presentan las anotaciones de los genes expresados
diferencialmente junto a sus ID identificativos. En primer lugar estan representados los
genes cuya expresion es sujperen los mutantes&Knock outcon respecto al genotipo
silvestre (expresion positiva, color rojo), seguidos de los genes con una menor
expresion en los mutantes con respecto al genotipo silvestre (expresion negativa, color

azul).
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Tabla 12 Genesexpresados diferencialmente entre plantas de genotipos silvestre vy

mutantes KO1 y KO2At vs KO1+KO2§enes cuya expresion diferencial tiene una probabilidad

de significacion PK nznm® [ 2a& Ol f2NBa& RS SELNB&aAsYy NBLN
mutante/Expresién del Wt. La escala de colores representa en rojo valores positivos que indican una

mayor expresion en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos que

reflejan una expresion inversa.

Genes sobreexpresados en lomutantes

ID gen Descripcion Exp | ID gen Descripcion Exp
AT1G03440 | Prot.rica en leucina 0,9| AT3G14810 | Canal ibnico mecanosensitivo 5 0,8
AT1G06080 | Acil lipido desaturasa 1,5| AT3G19000 | Oxoglutarato oxigenasa 1,0
AT1G09350 | Galactitol sintasa 3 gATSGZHSO Transportador ABC 0,7
AT1G10960 | Ferredoxina 0,7 | AT3G26330 | dtocromo P450 0,8
AT1G11130 | Plasmodemata 0,8 | AT3G26960 | Extensina 1,1
AT1G14700 | Fosfatasa acida parpura 3 1,0| AT3G27060 | Ribonucle&ido reductasa 0,8
AT1G18360 | Alfa/Beta hidrolasa 0,9| AT3G46370 | Protenakinasa rica en leu. 0,8
AT1G18590 | Sulfotransferasa 17 0,3| AT3G46970 | Alfa fosforilasa 0,5
AT1G19920 | ATP sulfurilasa 2 0,7 | AT3G54830 | Transp aminoac.ransmembrana 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. Frio 413 0,7 | AT3G59060 | Fact. Trans. PIF5 0,9
AT1G30520 | Succinil benzoato 0,7 | AT3G59400 | GUN4 0,9
AT1G32060 | Fosforribulokinasa 0,5 | AT3G62390 | Emergencia déricoma 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 | Proteina CP5 1,1| ATAG17340 | Acuaporina TIP2 14
AT1G56600 | Galactinol sintasa 2 1,5| AT4G18270 | Pentapéptido transferasa 14
AT1G57590 | Pectina acetiltransferasa 2 -IAT4623290 Proteina kinasa 21 0,7
AT1G61795 | PAKbox/P21-Rho 1,5| AT4G24960 | HVA22 0,5
AT1G62180 | Adenilsulfatoreductasa 1,2 | AT4G26530 | Fructosa bifosfatasa aldolasa 0,7
AT1G67750 | Pectato liasa 5 1,3| AT4G27520 | Nodulacién temprana 2 0,5
AT1G72970 | Prot. EDA 0,7 | AT4G32190 | Miosina de cadena pesada 0,7
AT1G73600 | N-Metiltransfersa 3 |20 AT4G34610 | BEL1 6 0.6
AT1G78020 | DUF581 0,7 | ATAG35090 | Catalasa 2 0,7
AT1G78600 | Tipo dedos de zinc 22 0,7 | ATAG37470 | 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 | Respmiestaa frio 413 0,7 | AT5G04950 | Nicotinamida sintasa 1,7
AT2G20750 | ExpansinaBl .AT5G08030 Glicerol fosfodiester GDPD6 16
AT2G29300 | Tropinona reductasa AT5G21100 | Ascorbatooxidasa 1,0
AT2G29310 | Tropinona reductasa 2 0,7 | AT5G25130 | Citocromo P450 71B12 14
AT2G30520 | Regulador de fototropismo 1,1| AT5G37300 | O-aciltransferasa WSD1 -
AT2G31750 | UDRglicosiltransferasa 74D1 1,0| AT5G37790 | Proteina kinasa 0,8
AT2G34600 | ProteinaTIFY 5B 0,9 | AT5G45670 | Esterasa/lipasa GDSL 0,8
AT2G34620 | Factor de trans. mitocondrial 1,0| AT5G45820 | CBL interacting kinasa 20 -
AT2G41290 | Estrictosidina sintasa 2 1,0 | AT5G50950 | Fumarasa 0,6
AT2G45960 | Acuoporina PIPR 0,6 | AT5G52310 | Resp. Frio 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 -
AT3G05030 | Cotransportador de Na/H 0,9 | AT5G59130 | Subtilasa 1.4
AT3G05180 | GDSL esterasa/lipasa 0,9 | AT5G60680 | Emb 0,8
AT3G06880 | Transducina WBL0 0,6 | AT5G62430 | Factor Dof Ciclina 1 CDK

AT3G08940 | Union a clorofila CP29.2 0,6 | AT5G64170 | Regulador ritmo circadiano LNK 1,1
AT3G14200 | Chaperon DNA] 1,3
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Genes con menor expresion en los mutantes

ID gen Descripcion Exp | ID gen Descripcion Exp
AT1G05010 | Carboxilato oxidasa 4 -0,5| AT3G14990 | Prot. DJ1 -1,1
AT1G07050 | Respuesta a luz, CCT -1,0| AT3G15430 | RCC1 -0,5
AT1G10070 | Aminotransferasa 2 -1,4| AT3G23550 | MATE LALS -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 | Cremallerade leucina basica 25 -0,5
AT1G35580 | Invertasa alcalina CINV1 -0,6 | AT3G55450 | Receptor proteina kinasa -0,5
AT1G48210 | Proteina kinasa Ser/Leu -0,6 | ATAG01750 | D-Xiloltransferasa -1,3
AT1G53110 | Subunidad bomba de protones 4 -0,6 | ATAG18140 | Fosfatasa 4b SCP1 -0,5
AT1G56150 | Respuesta a auxina SAUR71 -1,3| AT4G19700 | Ubiquitina E3 10 -1,1
AT1G57650 | Proteina de unién a ATP -2,2 | ATAG21534 | Esfingosina kinasa 2 -0,9
AT1G68050 | Respritmo circadiano ADO3 -0,8| AT4G21540 | Esfingosido sintasa 1 -0,4
AT1G75960 | Enzimade grupos acilo 8 -0,5| AT4G23060 | Calmodulina 1QD22 -1,0
AT1G78410 | Resp. estrés oxidativo VQ 10 -1,7| ATAG26455 | WPP 1 -0,6
AT1G79110 | Ubiquitina ligasa 2 -0,9| ATAG35180 | Transportador Hid.is 7 -2,0
AT2G01670 | Nudix hidrolasamitochondrial -0,7 | ATAG37640 | Transportador de calcio ATPasa 2 -0,5
AT2G07741 | Subunidad A de ATP sintasa 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 -0,7 | AT5G09800 | ProteinaU-box 28 -1,5
AT2G23680 | Receptor de membrana a frio -1,0| AT5G13760 | Transportador de colina -0,4
AT2G30870 | Glutation Stransferasa -0,7 | AT5G19980 | Transportador de manos&ONST4 -0,4
AT2G34360 | Prot. Multiantibacteriana -2,7| AT5G22350 | Fisith mitocondrial ELM1 -0,4
AT2G35010 | Tiorredoxina 01 -3,5| AT5G27760 | Respuesta a hipoxia -0,4
AT2G37550 | GTPasa activadora de AGD7 -0,4| AT5G42900 | Respuesta a frio -2,2
AT2G40340 | Respuesta desidratacion 2C -1,3 | AT5G48250 | Proteina tipo dedos de zinc -0,8
AT3G01345 | O-Glicosil hidrolasa AT5G54960 | Piruvato descarboxilasa -0,4
AT3G03610 | ELMO/CEE12 -0,4| AT5G57630 | CBLproteina kinasa 21 -0,6
AT3G07650 | Tipo dedo de zinc 9 -1,4| AT5G58380 | CBL proteina 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 azcar 3 -0,7
AT3G12830 | Resp. AuxinasSAUR72 -1,2 | AT5G66640 | DA, 3 -1,3

Los genes que presentan una mayor expresion relativa en los mutantes son: CBL
activador de proteina Kinasa 20 (AT5G45820), un gen involucrado en la unién al ATP
para activar a proteinas kinasas de respuesta a estrés salino, deshidratacion y acido
abscisicp las enzimas galactitol sintasa (AT1G09350) -gcifransferasa WSD1
(AT5G37300) que estan involucradas en la sintesis de galactitol y la transferencia de
gruposacil-CoA a triglicéridos, respectivamenter ultimo, el factor de transcripcion

ciclina tipp Dof 1 (AT5G62430) involucrado en la respuesta a la floracion

Por otro lado, el gen que presenta menor expresion relativa en los mutantes con
respecto al genotipo silvestre es la subunidad A de la ATP sintasa (AT2G07741),

seguido de la enzima-QGlicosilhidrolasa, enzima implicada en la hidrélisis de los
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enlaces Nylicosidicos de los azucares unidos al nitrdgeno, asi como el gen mutado de

tiorredoxina mitocondriabl (AT2G35010).

El analisis de los genes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo
silvestre y mutantes KO1+KO2 y entre silvestyesobreexpresantes reveld la
existencia de 13 genes comunes, independientemente de los niveles de expresion

relativa Tabla 13.

Tabla 13 Genes comunes expresados diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre,
mutantes knock out y sobrexpresantes (Wt vs KO1+KO2 y Wt vs O$e)representan los

12 genes coincidentes en los analisis de expresion diferencial con una probabilidad de
significacion P)XX n Zloswvhlores de expresion representan lebg(2) (Expresion del
mutante/Expresion del Wt La escala de colores representa ejo nealores positivos que indican

una mayor expresion en el mutante con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos
que reflejan una expresion inversa

ID gen Nombre Descripcion KO’s Ove
AT2G3501( Thiorredoxina o] Homeostasis redoxnespuesta a estrés oxidativo | 3,50 H
AT1G0935( Galactitol sintas¢q Sintesis de carbohidratos, resp. a estrés oxidativo y| 2,80 | 1,70
AT1G7802¢ DUF581 Proteina de funcién desconocida 0,70 | 0,90
AT4G2752( ATENODL2 Proteina de nodulacion temprana 2 0,50 | 0,09
AT5G3730( WSD1 Enzima bifuncionallicerol éster y diacilglicerol sintas{ 2,70 | 2,70
AT2G0774]  ATPasa FO Subunidad a FO del complejo ATPasa -1,50
AT3G01344 Glicosil hidrolase Metabolismo de carbohidratos-glicosilicos -3,00
AT3G1481( - Canal sensitivo de baja conductancia transmembra 0,80 | -0,40
AT3G5940( GUN4 Comunicacidén nucleoloroplasto, sintesis de clorofila| 0,90 | -0,30
AT1G6218( PAPS Proceso de sintesis de cisteina y asimilacion de az{ 1.20 | -0.20
AT1G2676] Glicosil hidrolase Invertasa de arabinosa a levansacarosa 0,70 | -0,50
AT5G5095( Fumarasa 2 |Enzima hidroliasa que convierte el fumarato em&ato| 0,60 | -0,50
AT5G6417( LNK1 Proteina reguladora del ritmo circadiano 1,10 | -0,30

Uno de los genediferencialmente expresados corresponde a la enzima galactitol
sintasa, que cataliza la sintesis de galactinol en presencia de galagtosembos
mutantes Knock out asi como en el solsgresante con una mayor expresion relativa
comparada con el genotipsilvestre. Algo similar sucede con el gen AT5G37300 que
codifica la enzima bifuncional WSD1 (Glicerol éster sintasa y diacilglicerol
aciltransferasa), que presenta mayor expresion relativa en todos los genotipos
mutantes con respecto al genotipo silvesti@tro gen cuya expresion es superior en

todos los genotipos mutantes es el gen ATENODL2 (AT4G27520), gen perteneciente a
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la familia de las proteinas de nodulacion temprana y el gen AT1G78020 que codifica

para una proteina nuclear con un dominio DUF581mién al ADN.

Por otro lado los genes con menor expresion en los genotipos mutantes con
respecto al silvestre son AT3G01345 que codifica la enzuglecd3il hidrolasasa y el

gen codificante de la subunidad A del complejo FO de la bomba de protones ATPasa

El Gnico gen con una menor expresion en los mutantes Knock out y mayor expresion
en los mutantes sobrexpresantes con respecto al genotipo silvestre, es el gen
mutado de tiorredoxina mitocondrial AT2G35010. Este gen tal y como se esperaba,
presenta unaexpresion truncada casi nula en ambos mutantes Knock out y una alta

expresion constitutiva en los mutantes solgpresantes.

Los genes con una expresion opuesta entre mutantes, siendo mayor su expresion
en los KO y menor en los Ove con respecto al gemosilvestre, son el gen
AT3G59400, GUN4 (Genomes uncoupled 4) que codifica para una molécula de
sefalizacion cloroplastidica y el gen AT5G50950 codificante de la enzima fumarasa, la
cual participa en una etapa del ciclo de los acidos tricarboxilicokzeendo la reaccion
reversible de hidratacion/deshidratacién del fumarato an&lato. Otros genes con
este comportamiento son AT5G64170, cuyo producto es la proteina nudiidque
actla como factor de transcripcién dependiente de la luz ajustandtneb Gircadiano
de la planta, el gen AT1G26761 cuyo producto es la enzigleed3il hidrolasa, el gen
AT3G14810, que codifica un canal transmembrana mesaneitivo de baja
conductancia cuya funcion es desconocida y el gen AT1G62180, que codifica & enzim
cloroplastidica fosfoadenosina fosfosulfato, involucrada en los procesos de biosintesis

de cisteinas, asimilacion delfatos y homeostasis redox.

2.9.3.0ntologia de genes diferencialmente expresados implicados en

procesos metabdlicos, bioldgicos y estructlea

El estudio de los genes de forma individual impide una vision holistica del sistema;
sin embargo, el estudio del conjunto de genes a través de sus ontologias permite
relacionarlos y agruparlos en cuanto a una serie de caracteristicas. La ontologia

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 unico gen puede estar implicado en varios procesos
biolégicos y/o formar parte de varios componentes celulares y ejercer diversas

funciones moleculares implicadas en distintas rutas metabdlicas.

T Wtvs Ove

Las funciones moleculares alteradas correspondientes a los genes expresados
diferencialmente entre plantas de genotipo silvestre y mutantes selx@esantes y
cuyos términos ontoldgicos son significativos, son principalmente funciones con
actividad catatica relacionadas con la actividad oxidorreductasa dependiente de
electrones procedentes de la molécula de oxigeno y actividad transferasa de grupos

acilo, aminoacilo y glicosilo segun se representtadfigursb4.
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Figura 54 Ontologia de genexpresados diferencialmente clasificados segun su funcién
molecular entre el genotipo silvestre y sobexpresante.Las cajas coloreadas representan las
ontologias significativamente coincidentes entre el total de genes diferencialmente expresados, e
indica el termino GO vy el nivel de significacion entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las
flechas negras indican la coincidencia de ontologias entre genes comunes.
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Por otra parte los componentes estructurales alterados en la célula aportan una
visibn general sobre el conjunto de genes alterados entre el genotipo silvestre y sobre
expresante. El reticulo endoplasmatico, las membranas cloroplastidicas y la vacuola
son las partes mas afectadas en la maquinaria celkigu a 5%, ejerciéndose desde

el citoplasma una regulacion negativa sobre las funciones del reticulo endoplasmatico.
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Figura 55 Ontologia de genes entre el genotipo silvestre y sebrpresante relacionados
con los conponentes estructurales de la célulaas cajas coloreadas represamtias ontologias

significativamente coincidentes entre el total de genes diferencialmente expresados, e indica el
termino GO y el nivel de significacion entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las flechas
negras indican la coincidencia de ontdb®) entre genes comunes, las punteadas indican
coincidencia de una ontologia para diferentes genes, mientras que las rayadas indican dos. Las
flechas amarillas reflejan una regulacion negativa.

Las principales rutas metabdlica afectadas en el mutanteesekpresante con
respecto al genotipo silvestre en condiciones de estrés salino son la sintesis de novo de

purinas y pirimidinas, los genes codificantes para las enzimas ribonucle6tido reductasa
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y adenil succinato liasa, que participan en las etapas @wedgala ruta de sintesis
regulando la produccion de nucleédtidos. Otras rutas alteradas son los factores de
sefalizacion del crecimiento y las rutas de regulacion de la transcripcion a través de los
genes codificantes para eddtor de elongacion celular el factor de iniciacion de la
transcripcion. La sintesis de ATP es otra ruta afectada en el genotipeesqiresante,
afectando al gen de una subunidad del complejo ATP sintasa. La triptamina es un
alcaloide intermediario en la sintesis de auxinas, y lem@ante sobreexpresante

estan alteradas tanto las rutas de sintesis como de degradacion de este compuesto. La
ruta de los &cidos tricarboxilicos presenta una alteracion en el gen codificante para la
enzima fumara (Tabla 14).

Tabla 14.0Ontologia de gens expresados diferencialmente entre el genotipo silvestre Wt y

Sobreexpresante (Ove) e implicados en rutas metabdlic&enes cuya expresion diferencial
tiene una probabilidad de significaciot® n . nm @

Ruta metabdlica alterada gen ID
Biosintesis deriptamina Tirosina descarboxilasa AT2G20340
Degradacion de triptamina Aldehido deshidrogensasa AT4G34240
Sintesis de ATP ATP sintasa AT2G07741
Ruta de hipoxantina Adenina fosforribosil transferasa | AT4G22570
Biosintesis de arginina Arginiasuccinateintasa AT4G24830
Biosinteis de asparagina y aspartato Asparagina sintasa AT5G65010
Biosintesis de cisteina Cisteina sintasa mitocondrial AT3G59760
Biosintesis de novo de nucleotidos Adenil succinato liasa ATAG18440

Ribonuclettidaeductasa AT3G23580
Regulacion de la transcripcion Factor iniciador de la transcripcion| AT4G12610
Factores sefializadores de crecimiento Factor de elongacion celular AT5G13680
Ciclo TCA Fumarasa AT5G50950

En cuanto a los genes alterados en el mutante s@x@esantecuyas ontologias
estan relacionadas con funciones oxidoreductoras, las funciones oxigenasa y reductasa
son las méas afectadas con un 36 % de genes coincidentes cada una, seguidas de las
funciones deshidrogenasa con un 21 % y oxidasa con un 5%. Los geraoalton
funciones reductoras son glutation-tnsferasa 10, nitrato reductasa, quinona
oxidoreductasa, ribonucleoétido reductasa y metionina sulfoxido reductasa. La Unica

funcién oxidante alterada corresponde al gen de lacagadufa 56.
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Figura56. Ontologia de genes expresados diferencialmente entre el genotipo silvestre Wt y
Sobreexpresante (Ove) relacionados con funciones oxidoreductof@snes cuya expresion
diferencial tiene una probabilidad de significacio/KP n 2 n m &

Los genes relacionadaon la respuesta estrés, expresados diferencialmente entre
los mutantes sobrexpresantes y el genotipo silvestre se han dividido en
subcategorias segun su funcifffigura 57. Asi, los genes cuya funcién es controlar el
estado redox de la célula son damente dos, el gen mutado de tiorredoxina
mitocondrial, cuya expresion es superior debido assbreexpresiony el gen de

glutatién Stransferasa cuya expresion es inferior en el mutante saxgresante.

Los factores de transcripcibn mas alterados $us de respuesta a etileno ERF,
seguido de un factor transcripcional tipo MYB regulador de proteinas de choque
térmico. Los genes relacionados con la respuesta a hormonas presentan una
regulacidn negativa en cuanto a respuesta a auxinas mientras querkzsgxpes mas
alta en genes de respuesta a ABA y a etileno. En relacion a los genes de proteinas de
choque térmico el mutante presenta una regulacién negativa para cinco de los seis que

aparecen regulados diferencialment
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Figura 57 Ontologia de genes diferencialmente expresados entre el genotipo Wt y el
mutante sobreexpresante relacionada con la respuesta a estrEs. rojo se muestran valores
positivos que indican una mayor expresién en el mutante con respecto al genotipoesiventr
azul valores negativos que reflejan una expresion inversa.

I Witvs KO1 + KG2

Todas las ontologias de los genes expresados diferencialmente se han agrupado en
funciones molecularey las significativas conunaX® nZnp aS NBLINBaSyidal y

58. Las funciones moleculares modificadas significativamente en ambos genotipos
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Knock out con respecto al genotipo silvestre son la actividad catalitica, el transporte

activo transmembrana y la union de malées y factores a tetrapirroles
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Figua 58 Ontologia de genes diferencialmente expresados entre el genotipo silvestre y
mutantes KO relacionados con los funciones moleculat@s. cajas coloreadas representan las
ontologias significativamente coincidentes entre el total de genes difenemcitd expresados, e

indica el témino GO vy el nivel de significacién entre paréntesis y con una escala colorimétrica. Las
flechas negras punteadas indican la coincidencia de una ontologia para diferentes genes.

Cuando se compara la diferencia transcriptomicaptintas silvestres con las de
ambos KQAtTrxol tal y como se muestra en la Tabla 15, se constata que las rutas
metabdlicas afectadas coinciden en gran medida con las afectadas en el mutante
sobreexpresante. Asi, la rutafectadade sintesis de ATPesa través del gen de la
subunidad del complejo ATP sintasa, indicando una posible regulacién mediada por
Trnol. La ruta de sinteside novode purinas ypirimidinas coincide con el gen
ribonucleotido reductasa, viéndose afectado también el gen codificagit&actor ADP
activador de GTPasa. Otra ruta alterada con un gen coincidente es el de fumarasa
mitocondrial. También la ruta de biosintesis de cisteina esta alterada a través del gen
de cisteina sintasa. Otras rutas alteradas y directamente relacionadasekto

metabolismo de la enzima fumarasa es la sintesis de glutamina a glutamato a través

160



del gen glutamato deshidrogenasa y el metabolismo de la galactosa mediado por el

gen codificante de la enzima fructosa bifosfato aldolasa.

Tabla 15. Ontologia de genesxpresados diferencialmente implicados en rutas metabdlicas
entre el genotipo Wt y los mutantes KO1+KORenes cuya expresion diferencial tiene una

probabilidad de significacion)R nZnm @

Ruta etabolica alterada e D
Sintesis de ATP ATP sintasa AT2G07741
Ribonuclétido reductasa C AT3G27060
Factor ADP activador de GTPase AT2G3755C

Biosintesis de novo de nucleotidos

Metabolismo de fructosa galactosa Fructosa bifosfato aldolasa AT4G2653C
Conversion glutamina a glutamato Glutamatodeshidrogenasa AT5G0744C
Asimilacién de sulfatos ATP sulfurilasa AT1G1992C
Ciclo TCA Fumarasa AT5G5095C
Biosintesis de tirosina Cisteina liasa AT5G5397C

Los genes diferencialmente expresados en ambos mutantes Knock out con respecto
al genotipo silvestre y cuyas ontologias estan relacionadas con funciones
oxidoreductoras se presemaen la figura 59siendo los mas abundantes los genes
cuyas ontologias hacen alusion a funciones deshidrogenasa con un 44% respecto del
total, seguido de genes conrfaidn reductasa 32%, oxigenasa 14%, peroxidasa con un
5% y oxidasa con un 5% de genes respecto del total. La actividad reductasa esta
alterada a través de los genes de protoclorofila reductasa a, ribonucle6tido reductasa,
tropinona reductasa, ferredoxing, alcohol deshidrogenasa, glutatiésir@nsferasa 10
y evidentemente tiorredoxin@l. La funcion oxidasa esta afectada por medio del gen
codificante de ascorbato oxidasa mientras que la funcién peroxidatica esta modificada
debido al gen de catalasa 2. Lgsnes con funcidn 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 20sitrato deshidrogenasa, succinil benzoato CoA, tropinona
reductasa, proteina HOTHEAT, glutamado deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y

dos genes de protoclorofila reductasa a.
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Funcion oxidoreductora

m Deshidrogenasas

m Oxidasas
Oxigenasas
Peroxidasas

m Reductasas

Actividad Actividad Gen
Oxidasas Ascorbato oxidasa Peroxidasas Catalasa 2
Protoclorofila reductasa A Acil activador de enzima 8
Ribonucleotido Reductasa Protoclorofila reductasa A
Tropinona reductasa Piruvato descarboxilasa 2
Reductasas Ferredoxina 1 Isocitrato deshidrogenasa
Alcohol deshidrogenasa . Succinil benzoato CoA
Deshidroger
Glutation S-trasnferasa 10 Tropinona reductasa
Tiorredoxina ol Proteina HOTHEAD
Inositol oxigenasa Glutamato deshidrogenasa 2
Oxigenasas Clorofila a oxigenasa Alcohol deshidrogenasa 9
Citocromo P45071B12 Protoclorofila reductasa A

Figura 59 Ontologia de genes diferencialmente expresados implicados encifines
oxidoreductoras, entre el genotipo Wt y los mutantes KO1l+K@2nes cuya expresion
diferencial tiene una probabilidad de significaciGikP n Z n m &

En cuanto a los genes relacionados con respuesta a hormonas, los mas
abundantes expresados diferencra@nte con una regulacién 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 exgyesion
en ambos mutantesHigura60). De los cuatro genes relacionados con la sintesis de la
pared celular, tres presentan una regulacién positiva mientras que otro presenta una
menor expresion. Los factores de transcripcién con menor expresion son de tipo ERF
relacionados con la respuesta aileto y un bZIP 25 de funcién desconocida. Los
factores de transcripcion con una regulacion positiva son de tipo DOF, CDF1 que es un
factor de transcripcion regulador del ritmo circadiano e inductor de la floracién. Por
otro lado tres de las cuatro proteas de choque térmico presentan una regulacion

positiva y pertenecen a la familia Chaperon DNA,.
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3. Estudio de laglutationalizacionde las peroxirredoxinas 2 CyRrx yPrxIIF

en situaciones de estrés. Por otro lado, las modificacionestpadticcionales estan

Figura 60 Ontologia de genes expresados diferencialmente entre el genotipo Wt y KO1+KO2
relacionada con la respuesta a estréBn rojo se muestran valorg®sitivos que indican una
mayor expresion en los mutantes con respecto al genotipo silvestre y en azul valores negativos que
reflejan una expresion inversa.

Junto a tiorredoxinas, las peroxirredoxinas (Prxs) estan implicadas directamente en
la defensa antioxidante como eliminadoras de hidroperdxidos y asi, el conocimiento de

la regulacion de su estructura y funcién es importante a la hora de definir su funcién

surgiendo como procesos clave de transducciéon de la bioactividad de especies

reactivas del oxigeno y nitrégeno, afectando a estructura y actividad de ciertas



proteinas.Entre ellas, la glutatiaizacionha sido objeto de estudio en esta Tesis
Doctoral, y concretamente se ha analizado el efecto de esta modificacion proteica
sobre dos peroxirredoxinas, la@s Prx cloroplastidica y RxxIIFmitocondrial de
guisante estaultima diana de Tixl. Este estudio se ha realizado utilizando distintos

agentes fisiolégicos glutatiafizantescomo GSH, GSSG y GSNO.

3.1. Efecto de lgglutationalizaciénsobre el estado oligomérico de-€ys Prx

La proteina ZCys Prx recombinante fue sondia filtracion molecular por FPLC en
una columna de Superde200HR 10/30que previamente fue calibrada con proteinas

de pesomolecularconocido(Figura6l).
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Figura 61 Curva de calibracion de la columna Superd®0 HR 10/30Distintas proteinas de
tamafios conocidos se utilizaron como patrones paicalibracion de la columna.

Tras el paso por esta columna, la proteir@y3 Prx aparecia como dimero tal y
como se muestra en laigura62A, pero cuando previamente se trataba con DTT como
agente reductor, la proteina cambiaba a su forma oligomérica decamero. El
tratamiento de la proteina reducida con GSSG producia dos modificacionela tras
filtracion (Figura 624 el decamero eluia antes yopotra parte se disociaba a dimero.

El patron de oligomerizacion fue analizado también por electroforesis en geles de
poliacrilamida nativa y posterior tincibn con Coomasie. Para ello;Qgs2Prx pre
reducida con DTT se traté con GSSG y la proteineeducir se usé como control

(Figura62B). El tratamiento con 1 y 5 mM GSSG se llevo a cabo a 37°C durante 5

164



minutos para comprobar si los cambios en el patron de oligomerizacion también

ocurrian en esas condiciones.
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Figura 62 Perfil de elucién tras crnatografia de exclusion por tamafio a través de una
columna Superde00 HR 10/30 y patron de oligomerizacion tras PABEfil de la proteina

2-Cys Prx nativa (sin tratar) recombinante de guisanr@yg Prx y tras su tratamiento con 10 mM

DTT (+DTT) y 10MnDTT + 5 mM GSSG (+DTT+GSS®@r{fn de oligomerizacion analizado tras

PAGE nativa y tincién con Coomasie de la proteina previamente reducida y tratada con GSSG o DTT
(B). La proteina sin trataffTFGSSG) se usé como control. Los asteriscos ildicamuestras que

fueron posteriormente analizadas por MALDITOF/TOF.

El tratamiento con GSNO de la proteina previamente reducida mostré también un
avance en su perfil de elucion y su concentracion disminuia seguentalpa la de la

forma dimérica Figura63), siendo el cambio dependiente del tiempo de incubacion.

134 —2CysPrxSH t=0

——2CysPrxSH + GSNO t=30min
114 2CysPrxSH + GSNO t=60min
——2CysPrxSH + GSNO t=90min

2CysPrxSH + GSNO t=150min

mAU280nm

Figura 63 Perfil de elucion tras cromatografia de exclusiéon por tamafio a través de una
columna Superde00 HR 10/30 de la proteina-@ys Prx preeducida (SH) y tras su
tratamiento con 5 mM GSNO a diferentes tiempos de incubacioss asteriscos indican las
muestas que fueron posteriormente analizadas por MALDITOF/TOF.
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El analisis por espectrometria de masas de las formas tanto dimérica como
decamérica eluidas de la filtracion por FPLC de la proteina tratada con GSSG y GSNO
identificd comoglutationaliza@ a laCys’*resolutiva pero no de la CGYgeroxidatica

(Fgura64y Tabla 16en ambas formas oligoméricas.

EREL 31%5 466 2CPGSND Dec 2t 0:C17 MS Raw
)
s 10 (CHSG)
H |
2
= 05 ‘ 3127 420 3370.722 2402711
| AMaa4s 3261548 3309.603 |l i
3105363 2CPGSNO Dim 22 0:C18 MS Raw

(C174_SG) 3137385

2000 3127.378 315,280 1312270
S 31072‘404 2CPGSSG Dec 2t 0:G18 MS Raw
b

1000 (C 'SG:AE

7375

500
500 33ar.var

3105438 2CPGSSG Dim 28 01 17 MS Raw

%1-:-00 (C174'SG)

| 3137 419 3338.743 3402673
500 .
L e i . " it M b L~
3337805 2CPSH 21 0.518 MS Raw
1000 3323788

3107.598

Intens. [a.u.]

Figura 64.Analisis por espectrometria de masas MALDDF/TOF de la proteina-Qys Prx
reducida con DTT y tratada con 5 mM GSNO y 5 mM GB&S®rmadecamérica (Dec) y
dimérica (Dim) se eluyeron tras la exclusion cromatogréfica a través de una columna de Superdex
200 HR 10/30, y se identifico la Cys a la que se incorpora un grupo SG. La espectrometria de masas
de la proteina tratada con DTT (2CPSHpresenta como control. Las muestras analizadas se
sefialaron omo asteriscos en las figuras 62 y 63

Tabla 16 Glutationalizacién de la proteina 2Cys Prx recombinante analizada por
espectrometria de masaMALDITOF/TOFLa proteina preeducida con DTI2CPSH) se tratd
con 5 mM GSSG (2CPGSSG) o GSNO (ZR@siKte 30 min (ver Figura)e®a incorporacion de

un grupo SG en la €§s Cy&“en las formas diméricas o decaméricas de la proteina eluida de la
columna Superde200 HR 10/30 se sefiala en ébla.

t wh¢ 9N al 9{c¢cw! [/ L{c¢¢ ahs5LCL/ '/
/I &4 b h
H/ t {1
/ &'&" b h
/I &4 b h
H/ t D{{D 5
[ 88" [ { 8lmn p ®R{AD U
- /| &4 b h
W/ SANE | W/ tD{{D 5
[ &8" [ { 8lmn p ®r{oD U
| 1 && b h
H/tD{bh 54
[ &8" [ { 8lmn p ®r{cD U
/| &4 b h

H/tD{bh 5

[ 88" [ { 8lmn p ®oe{dD U
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Para averiguar si una forma nitrosilada de |e&Cy® Prx es susceptible de
glutationalizacioncon GSH, la proteina reducida fue tratada primeramente con el
agente nitrosilante nitroprusiato sodico (SNP). Pudimos comprobar que el decamero
reducido retrasaba su volumen de elucion tal y como mudstriaigura 65de forma
distinta a lo que sucedia pola glutationalizacionque adelantaba la elucion. El
tratamiento posterior con GSH mostré un resultado similar al obtenido por la

modificacion directa con GSSG.

14 4 2CysPrx SH

12 | ¥ ——2CysPrx SH + SNP

——2CysPrx SH + SNP + GS

10 A
——2CysPrx SH + GSNO

mAU280nm

8 9 9 10 10 11 11
ml

Figura 65 Perfil de elucién tras cromatografia de exclusién por tamafio a través de una
columna Superdex200 HR 10/30 de la proteina-@ys Prx preeducida (SH) y tras su
tratamiento con diferentes agentes nitrosilantes y glutationilantekos tratamientos fueron
750 uM SNP, 750 uM SNP+5 mM GSH y 5 mM GSNO.

3.2. Efecto de lagglutationalizacidénsobre el estado oligomeérico derxIIF

La reduccion de la proteimaitocondrial PrxlIFcon DTT provocé un cambio de su
forma hexamérica a dimérica. Ademasglatationalizaciorde la forma dimérica tanto
con GSSG como con GSNO produjo un ligero avance en su volumen de(Elgaian

66).
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= PrxIIF sin tratar
20 - PrxIIF +DTT .
— PrXIIF+DTT+GSSG

= PIXIIF+DTT+GSNO

Figura 66 Perfil de elucion tras cromatografia de exclusion por tamafio a través de una
columna Superde00 HR 10/30 y patron de oligomercion tras PAGPerfil de la proteina

PrxlIFhativa (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 casel andlisis por espectrometria de masas revelgllgationalizaciérde

las dos cisteinas, la resolutiva y la peroxidatica®l0gg&%) (Figura67y Tabla 1Y,
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Figura 67 Analisis por espectrometria de masas MALDDF/TOF de la protein®@rxIIF
reducida con DTT y tratada con 5 mM GSNO y 5 mM GISSférma dimérica se eluyé tras la
exclusién cromatografica a través de una columna de Sup&@@xR 10/30, y se identificaron las
Cys a las que se incorporaba un grupo SG. La espectrometria ded@dagmoteina tratada con
10 mM DTT (lIIFSH) se presenta como control. Las muestras analizadas se sefialar@asteriscos
en la figura 66
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Tabla 17 Glutationalizaciéon de la proteina PrxllF recombinante analizada por
espectrometria de masaBIALDITOF/TOFLa proteina preeducida con DTIIFSH) se traté con
5 mM GSSG (lIIFGSSG) o GSNO (DF@8hinte 30 min (ver Figura)s1a incorporaciéon de un
grupo SG en la &y® Cy&en las forma dimérica de la proteina eluida de la columna Sup2ffe
HR 10/30 se sefiala en la tabla.

PROTEINA| MUESTRA|[ CISTEINA MODIFICACION
Cys’ NO
IIFSH
Cys* NO
Cys® Si2002.94 (CySG) 2131.06 (CBG)
PrxIIF IIFGSSG

cy& S12669.20 (CyS$G) 2868.33 (CBG)

Cys® Si2002.96 (CySG ) 2131.04CysSG)
IIFGSNO

cy& S12669.20 (CySG) 2868.33 (CBG)

3.3. Efecto de diferentes tratamientos de GSH/GSSG sobgdutationalizacion

A fin de averiguar si la glutationilacén deC2s Prx YrxlIFera dependiente de la
relacion GSH/GSSG, las proteinas recombinantes (15 pg) previamente reducidas con
DTT, se trataron combinaciones de GSH+GSSG cercanas a concentracionesioelulares
vivo(4,987+0,0125; 4,95+0,05; 4,75+0,25 y 4.5#0\M). Una muestrale las proteinas
tratadas con 10 mM DTT se usdé como control negativo del experimento de
glutationalizacion Tal y como muestréa Figura 68, la concentracion incrementada
de GSSG provocé urgdutationalizacioncreciente en ambas formas oligomérica y
dimérica de la Zys Prx. Sin embargo lo contrario se observo pgamdlF cuya
glutationalizaciéndisminuia con el descenso de GSH, aunque en general, una sefal
mas alta dgylutationalizaciérse presentaba en esta proteina comparada con la-de 2
Cys Prx. En la figura se presenta un gel representativo para cada proteina y los
nameros sobre las bandas son resultado del analisis densitométrico correspondiente a
4 experimentos independientes. Lan¢ion Pounceau de la membrana se usé para

corregir la carga en el gétigura68B).
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Figura 68 Glutationalizacidonde las proteinas recombinantes-Qys Prx YrxlIFde guisante
tratadas con distintas relaciones de GSH/GS8&s proteinas reducidas con DSETincubaron

con distintas concentraciones durante 5 min a 37°C y el exceso de los agentes glizatitesse

elimind por filtracién. Una muestra tratada con DTT se usé como control negativo. Las muestras (15
ug) se analizaron inmediatamente por westdrot usando un anticuerpo especifico monoclonal de
glutation. La tincion de Pounceau (B) se usé para corregirda.c@ec: decamero, Dim: dimero.

3.4. Efecto de la glutationalizacién sobre la actividad peroxidasa

Una vez comprobada lglutationalizaciénde las dos peroxirredoxinas@ys Prx y
PrxIIF nos propusimos analizar si la misma ejercia algun efecto sobre la actividad
peroxidasa propia de ambas enzimas. La actividad se midié en las proteinas
previamente reducidas con DTT (control) y tras el tra¢gmo de las mismas con GSSG
tal y como hemos descrito anteriormente. Una \gatationalizacs, se observo que
esta modificacion provocaba una reduccion de esta actividad peroxidasa, representada
como el HO, consumido en la reaccidén por las proteinaatadas (Figurab9). La
reduccion en la actividad resulté ser similar en ambas proteinas, aproximadamente de
un 17%. También se realizaron ensayos con resultados similares empleando 4 mM GSH

y 1mM GSSG.
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Figura 69 Actividad peroxidasa de las proteinasaombinantes de guisantBrxlIIFy 2-Cys Prx
previamente reducidas con DTTgyutationalizadas con 5 mM GSSGa reaccion transcurrio

tras la incubacion de las proteinglsitationalizachs con HO, durante 10 min a 37°C, usando acido
tricloroacético para detener la reaccion, tal y como se describié en el apartado de material y
meétodos. El KD, fue entonceswantificado con el método eFOX.
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DISCUSION

1. Interacciéon funcional de PsPCNA con Pg8lIrx

En esta Tesis, las distintas técnicas utilizadas como cromatografia de afinidad,
interaccion poteinaproteina in vitro y bifluorescencia indican que Psdtx
interacciona con PCNA en el ndcleo de la célula vegedamas la sobrexpresion de
PsTrel en células de tabaco EYse correlaciona positivamente con cambios en la
dinamica de crecimiento del cultivo y con el nivel y localizacién subcelular deab$H
como se detalla a continuaciéiirabajos previos deuestro grupo habian mostrado
que Tnol de hojas de guisante se localiza constitutivamente tanto en la mitocondria
como en el nucleo (Marii col.,2009. La acumulacion de isoformas citosolica dehl'rx
inducida por estrés en el nacleo ha sido documentada por diferentes grupos en
distintasespecies vegetales (Serragacol.,2001; DelormeHinouxy col.,2016) (Tabla
18). Asi mismo, se ha descrito que las dianas nuclearestaelech de localizacion
citoplasmatica y nuclear, incluyen a proteinas con funciones antioxidantes corno la 1
Cys Prx asi como aquellas que actian en la represion génica durante la actividad
meristematica, en desarrollo o en puntos de control del ciclo celular e integridad de
ADN, tdes como ciclofilina, Ran GTPasa o las proteinas nucleares (Strzalka009).

Por otro lado,PCNA se ha descrito también como una de las proteinas candidata a ser
diana de Trxh en Medicago y en embriones germinados de semillas de cebada
(Alkhalfiouiy col., 2007 H&agglundy col., 2008, aunque no se ha demostrado la

interaccionentre ambas
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Tabla 18.Dianas potenciales de tiorredoxina (TRX) y glutarredoxina (GRX) en el nicleo. Extraida de

DelormeHinoux y col. (2016).

Proteina Diana Cebo Técnica Residuo de Cisteina Localizacién Evidencia de regulacién Funci6n en el nicleo
redox

Nonexpressor de genes TRXh5 Inmunoprecipitacion y 17 Cys, 5 de ellas La NPR1 oligomérica en La S-Nitrosilacion de Regulacion de genes de

relacionados con patogénesis , coinmunoprecipitacion. importantes para la citoplasmay la Cys156 facilita resistencia sistémica

NPR1 oligomerizacién monomérica es oligomerizacién y TRXh5 adquirida (SAR).
translocada al ntcleo. reduce NPR1a
monoméro.
Replicacion/Reparacion de TRX ICATs 4 residuos de cisteina Interaccion de PCNAly Ninguna hasta la fecha Replicacion y reparacion
ADN, Antigeno nuclear de en AtPCNAly 2 PCNA2en nucleo de ADN
proliferacion celular (PCNA)

Plegamiento proteico/actividad TRX Fluorescencia de mBBr, 2 Residuos Cys, 1 de GAPC1 se transloca al La Cys155 se glutationila Actividad secundaria de
metabdlica de GAPC1 columnas de afinidad, ellos accesible y nucleo bajo estrés y nitrosila y es uracil glicosilasa para
(at3g04120) y GAPC2 marcaje de Cy5 con catalitico oxidativo y se estimula al deglutationilada por GRX mantenimiento de la

(at1g13440) maleimida. sustituir la Cys por Ser. o TRX y denitrosilada integridad del ADN.
por GSH y no por TRX.

Ciclofilina TRX Reductémica y Residuo de Cisteina 4 nucleares predichas . AtCYP20.3 forma 2 CYP71 reprime actividad
cromatografia afinidad, presente pero no Confirmada para puentes disulfuro, 1 meristematica,
fluorescencia por ICATs. conservado . CYP71/at3g44600 catalitico implicado en remodelizador de histona

reduccion de 2CysPrx H3 en silenciamiento
Peroxiredoxina 1-Cys PRX1 TRX Fluorescencia de mBBr, 1 Peroxidatica , pero nucleo de células de Sistema NTR/Trx. Antioxidantes, control de
columnas afinidad, Cy5 hay otras adicionales. aleurona y escutelo. H,0, nuclear y redox de
marcada, ICATs. proteinas nucleares.
Transporte Nucleo- TRX Fluorescencia de mBBr, 6 Cys en Arabidopsis 3 Predicciones RAN1y Disociacion del Transporte Nucleo-
citoplasmatico columnas de afinidad. en mamiferos, 1 no RAN3, citosol, RAN2 nucledtido Guanina por citoplasmatico, formacion
Ran GTPase accesible, 1 expuesta y nuclear (algo citosdlica) Ran afecta a transporte de envuelta nucleary
1ensitio de unién a anlcleo, 2 Cys division celular
nucledtidos. involucradas.
Proteinas de unién a Ran TRX Fluorescencia de mBBry 3 Cys conservadas Tres Ran BPs en Ninguna hasta ahora. Potenciaicién de
(RanBPs) columnas de afinidad Arabidopsis (1a, 1b and 1c) actividad GTPasa de Ran.
en citoplasma y ntcleo. RanBP1cinvolucrado en
respuesta a auxina de
raiz y meristemos.
Proteinas de Transduccion de TRX, Fluorescencia de mBBr, 2 Cys conservadas Nuclear por prediccién y Ninguna hasta ahora. Regulacion del ciclo
Sefial 14.3.3 GRX TRX en columnas de otras celular, integridad de
afinidad en Medicago y citoplasmicas/nucleares ADN, regulacion kinasas
en GRX en dlamo. (Chi, Nu, Omicron and Pi) y TFs.

1.1. Interaccion PCNATxol

La identificacibn de PCNA compoa probable diana de Psbixtrassecuenciacion
de las proteinas nucleares de organulos purificados de hojas de guigartézando
una aproximacion de protedmica de afiniddde llevada a cabo en el trabajo de una
TesisDoctoral anterior realizada en nuestro grupo de investigacion (@gjn, 2015,
Tesis doctoral), si bien este resultado necesitaba una corrobordgiisten evidencias
gue apoyan la funcién conservada y la homologia de secuencias de las proteinas PCNA
de organismos eucaridticos (Strzalkecol.,201]) y asi, tal y comse esperaba, el
anticuerpo comercial de PCNA de humanos utilizado en nuestros ensayiio de
dot blot, fue capaz de reconocer la proteina recombinante PCNA de guifantesta
forma, este ensaymos permitid corroborar que en las muestras que contenian
proteinas recombinanteBsTrol y PSPCNA, la interaccion entre ambas proteinas era

positiva. Estudios realizados en PCNA de levaduras y animales han identificado cerca
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de 50 proteinas que posiblemente interaccionan con PCNA, mientras que en plantas el
namero es muy limitado (Vivonacol.,2003, si bien en ninguno de estos estudios se
demuestra que ninguna Trx interaccione con PCNA. Se conoce que las interacciones
proteina-proteina biolégicamente significativas se caracterizan por implicar a residuos
especificos de las proteinas en zonas de contacto de ambas. En eucariotas, PCNA
forma un homo trimero en forma de anillo con una pseudo simetria de 6 plegamientos
que rodearéa la hélice de ADN (Gullyicol, 1996 Strzalkay col.,2009. EI motivo de

unién a PCNA mejor caracterizado en las proteina que interaccionan es la llamada caja
PIP (Vivong col.,2003), que presenta una secuencia motivo conse@so-(h)-x-x-(a)

(a), donde los residuo$ tiene una hidrofobicidad moderadécomo M, L, I), los
residuosa son cadenas aromaticas con una alta hidrofobicidad (como F, Y)xy los
cualquier aminoéacido (Magg col.,2003. El andlisis de la secuenaiminoacidicade

PsTrol muestra que presenta un dominio similar a esta secuenciaQbDBSLHAIFY

(Martiy col.,2009 que sugiere la existencia de un posible motivo de unién a PCNA.

La interaccibn de PsTak y PCNA ha sido corroborada usargidemas otras
aproximaciones. El eago de bifluorescencia facilita la visualizacién de la interaccion
de proteinas a nivel subcelular bajo condiciones que se acercan a las fisioldgicas. La
localizacion que se habia descrito para esta proteina con ensayostdmsfmrmacion
de la proteinaPsTrol unida a la proteina verde fluorescente (GFP) (Walteol.,

2004 y la presentada en esta Tesis con la proteina amarilla YFP sefialan a una
compartimentacion de esta Tox y PCNA en el nucleo. Esta confirmacién apoya la
interaccion fisiolégica de ambas proteinas en este compartimento celular.
Recientemente numerosos estudios se han focalizado en las modificaciones post
traduccionalegPTMs)que sufre PCNA y su implicacién la replicacion y reparacion

del ADN. Estas PTMs incluyen acetilacion, metilacion, fosforilacién, sumoilacion,
ubiquitinacion ySnitrosilacion, regulando la funcion de esta proteina (Strzglkal.,

2012 Ulrichy col.,2013. Un ejemplo interesante ela Snitrosilacion de PCNA en
células derivadas de neuroblastoma femeninoS¥bY tratadas con rotenona usadas
como modelo de muerte neuronan la que se han identificado 2 residuos de cisteina
en PCNA, C¥sy Cy$*? como candidatos d&nitrosilacion Se comprobé que I8

nitrosilacion de la C§5afectaba a la interaccion con caspasa 9 y podria actuar como
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mediador en la ruta apoptética (Yyncol.,2015. Esto ademas implica que el estado de
reduccion de PCNA es importargara procesos de regulacigosttraduccional como
es el caso de I&nitrosilacién. Sin embargo, no se ha descrito si la modificacion redox

de estas Cys pudiera ocurrir por oxidantes no radicales como peroxidos.

En eucariotas fotosintéticos, PCNA tiene 5 cisteinas en cada moo&nieien una
de ellas no esta conservada en Arabidopsis (Straati@.,2007). Especificamente en
Pisum sativumy Nicotiana tabacum se han descrito 1 y 2 proteinas PCNA,
respectivamente, con una alta identidad de secuencias aminoacidicas (97%) en las 2
proteinas de tabaco. Ambas isoformas contienen 5 residuos de Cys mientras que el
PCNA de humanos tiene §ue podrian estar reguladas de forma redox por proteinas

como la tiorredoxina

Trabajos anteriores de nuestro grupo han propuesto que una de lasofues de
Trnol en mitocondria y nldcleo de guisante y de células de tabae® &Y ofrecer
proteccion frente a ROS, principalmente gOH Este papel antioxidante permitiria a
PsTrel controlar el estado redox de proteinas nucleares y mitocondriales exs lo@
guisante y en células de tabaco (Mayticol., 2011 Ortiz y col., 2015. Asi, en
mitocondrias, se ha relacionado la funcidon de oIrncon la regulacién redox de
proteinas que incluyen a la oxidasa alternativa AOX (Gelhapk, 2004 Martiy col.,
2009 y con la eliminacion de ROS a través de una peroxirredoxina mitocorulxikiy (
(Lazaroy col.,2013.

En el ndcleo, Tod podria estar también actuando como un componente del
sistema de eliminacion de ROS previniendo los efectos deletéreos de la acumulacion
de estas especies @steorganulo. Ya que nuestros resultados confirman que PCNA es
una proteina nuclear diana desTxol, decidimos averiguar si esta Trx esta implicada
en la reduccién de un PCNA oxidado bajo un tratamiento g&.HEfectivamente
utilizando un ensayo clasida vitro de la actividad disulfuro reductasa que tiene la
Trnol, demostramos que el sistema qurcluye a tiorredoxinaeductasa dependiente
de NADPKANTRA2/PsTod reducia eficientemente a un PCNA oxidado,
concretamente al PCNA de humanos HsPCpk lo que queda demostrada la

capacidad reductora de Tok sobre esta proteina
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1.2. Efecto de lssobre-expresion de PsTod en células TB¥

Para llevar a cabo el analisis del efecto de la selpresion de PsTog sobre la
dindmica de crecimiento del cultivo de células de tabace? B¥e hizo necesario
primeramente corroborar la localizacion subdalude esta Trx tanto en el ndcleo
como en la mitocondria, de acuerdo con los ensayos de western blot previamente
realizados (Ortizy col., 2015. Efectivamente, el ensayo de expresion transitoria
utilizando la proteina YFP fusionadasd®l y por agroifiltracién de las células TBY
2, corroboro la localizacion principalmente en el nucleoplasma, lo que coincide con los
ensayos que se habian hecho anteriormente en el laboratorio utilizando hojas de
guisante (Martly col, 2009. Recientemente hemos desaritjue la sobreexpresion de
PsTrel en células TBY incrementa la viabilidad celular en una situacion de estrés
oxidativo inducida por un tratamiento de,&. Ademas, un descenso observado en los
niveles endogenos celulares de estgObpodria ser el responsable en parte de la
muerte celular retrasada que se encontrd en las células sekpeesantes, en las por
otro lado, los cambios en parametros oxidativos y antioxidantes fueron menos

acusadstras el tratamiento oxidativo.

En este tabajo de Tesis, y como un primer paso, observamos que en las débMas
2, los niveles de expresion génica endbégena de tabdB&NAeran muy similares a
los niveles del gen enddgemiTrxol y ambos eran elevados en las primeras fases del
crecimiento delkultivo (dia 1), con un maximo al inicio de la fase exponencial (dia 3) y
descendiendo en la fase ultima estacionaria (di&3. PCNA es un conocido marcador
molecular de proliferacion celular debido a su papel en replicacién, y su patrén de
expresion enestas células esta en concordancia conaefiinciébny con otras
observaciones realizadas en plantas donde los gen&Cdé’se expresan activamente
durante la fase celular proliferativa (Kimuyacol.,2001, Strzalkay col.,2010. Mas
aun, en células deCatharanthus roseuda expresion dePCNA se producia
principalmente en la fase S del ciclo celular, siendo ésta una evidencia directa de que
su expresion se correlaciona con la proliferacion celular y la replicacion del ADN

(Kodamay col.,1991).
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En estecontexto, la sintesis de ADN y el crecimiento celular dependen de la
produccion adecuada y equilibrada de aporte de desoxirribonucleétidos. En células de
mamiferos, la actividad de la ribonucle6tido reductasa (RMR) enzima clave en la
sintesis de desaxibonucleotidos es dependiente del ciclo celular, y Trx junto con
glutarredoxina (Grx) son reguladores reconocidos de la replicacién del ADN a través de
su implicacion en el metabolismo catalitico de esta enzima (Asfucml.,1994). La
proliferacion equiere de una gran cantidad de desoxirribonucle6tidos durante la fase
S del ciclo celular (SenGuptacol.,2014) y se ha descrito que un cultivde células
animales de baja densidad, que esta asociado a la oxidacion de tioles e incremento
proliferativo, afecta a la localizacion de Trx1 promoviendo su translocaciéon al nacleo
(Goy col.,2010. Por otro lado, la implicacion de la Trx en la regulacién del ciclo celular
se ha descrito en la transicion de la fase G1 a la S, y de hecho la expresion de la Trx de
humanos es mas alta en la fase S temprana (Mochyza&l.,2009. Otras evidencias
gue lo apoyan describen que en levadura, la ausencia de los gemésy Trx2
ralentizaba la replicacion del ADN e inhibia el progreso normal de la reproduccion
celular (Mullery col.,199]). De esta manera, la correlacion que hemos encontrado
entre la exprsion endogena ddrxoly PCNAdurante el desarrollo del cultivo celular
de tabaco, parece aportar una prueba mas de la implicacion de ambas proteinas en la
fase S replicativa, de acuerdo con trabajos previos, y sugiere la existencia de un
mecanismo comun &l regulaciéon. Mas aun, los datos que se presentan también
indican que segun el cultivo progresa, las lineas sekpeesantes mantenian mayores
niveles de proteina PCNA quelinea controly las diferencias depeiiah del tiempo
del cultivo, siendo lo mamteresante el hecho de que eran mayores en la fase en la
gue los sobreexpresantes tenian mayor proliferacién e indice mitético. Esto indica un
efecto positivo de Tl sobre PCNA podria estar ligado a la actividad del PCNA.
Relacionado con esto, estamasbteniendo actualmente resultados que parecen
indicar cambios redox de PCNA durante la progresion del cuismdo este punto un
aspecto muy interesante e innovador que merece un estudio mas en profundidad.

Nuestros datos muestran que las diferencerscontradas en las células sobre
expresantes de PsTok se asemejan a los cambios que observamos en el glutatién
celular, que a su vez ealgo similar a lo descrito en células animales y vegetales

(Markovicy col.,2007;Pellnyy col.,2009, descendiendal final de la fase exponencial
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y alcanzando sus valores mas bajos durante la fase estacionaria del cultivo. Este
descenso en glutation era en general, mayor en las dos lineas celulares sobre
expresantes incluso en las fases de crecimiento avanzadas f@&gscuando el
porcentaje de células en fase G2/M era mas alto que en las no-sgpresantes; al
mismo tiempo, la cromatina nuclear se duplica y las células entran en la fase de mitosis
como se deduce del indice mitético medido. Recientemente se haitesgie los
niveles de ARN de dos TrxitoplasmaticasTH7y TH8aumentan mucho en mutantes

de Arabidopsisrmll-1 deficientes en GSH (Schnaubgltcol., 2015. Este patron
transcriptomico inverso Trx/GSH de estos mutantes es semejante a lo observado en
nuestro trabajo en nuestras células solegpresantes. Parece entonces que la sebre
expresion de Tl podria estar compensada por un decenso en GSH, lo que sefiala la
importancia del equilibrio redox que necesitan las células para proliferar. De forma
simiar, en dobles mutantes de levadus® ha descrito qu&a reduccion délrx1ly Trx2
citoplasmatica produce un incremento en el contenido de glutation total por un
mecanismo desconocigdoajustando los niveles de glutation en respuesta a la
deficiencia de Trx (Mulley col.,1996). La homeostasis redox celular es crucial para la
proliferacion celular siendo el glutation un componente clave de esta regulacién tanto
en plantas como en animed (Markovig/ col.,2009 Pellnyy col.,2009. En evidencias
recientes se ha mostrado que GSH se secuestra en el nlcleo en las fases tempranas del
ciclo celular, un hecho que parece tener una funcion regulatoria critica en la
progresion del ciclo celulaSin embargo, no se ha encontrado una acumulacion de
GSH en el nucleo en fase quiescente GO (Markosid., 2010 Locatoy col.,2015. Por

otro lado, se ha observado que GSH se encuentra en el nucleo de células del periciclo
en division activas para farmacion del meristemo lateral de la raiz (Biazancosy
col.,2010.

En esta Tesis doctoral, los datos obtenidos de localizacién subcelular de GSH
sugieren que en la fase temprana del crecimiento del cultivo cuando las células entran
en la fase exponcial (dia 3), al ms parte del reservorio de glutation se localiza en
el nacleo en su forma reducida tanto en células control comgabreexpresantes de
PsTxol, aunque el contenido en GSH era menor y el de Trx mayor en el ndcleo en
ambas lineas traiesrmadas. Sin embargo en las células control, en una fase avanzada

del cultivo (dia 8), el GSH nuclear era practicamente indetectable mientras que este
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descenso no ocurria con la misma intensidad en las células-sgpresantesque
mantenian niveles siaires a los encontrados a dia 3. Claramente estos resultados
implican que es necesaria mas informacion que explique los cambios en GSH nuclear y
el papel potencial compensatorio que pueda ejercer la tiorredoxina. Estos resultados
sobre GSH nuclear concuardcon los descritos previamente en cultivos celulares de
Arabidopsis, tabaco y fibroblastos (DVzancosy col.,2010 Locatoy col., 2015,
indicando que su localizacion esta determinada por el estado del ciclo celular. Asi, en
nuestras ceélulas sobyexpresantes, el GSH acumulado en el ndcleo parece ser
necesario para las fases de division (G2/M) incluso en los estadios avanzados de
crecimiento en las células sobexpresantes. Interesantemente, en mutantes de
Arabidopsisrmll-1, los datos transcriptorabs también demuestran una regulacién
redox que implica que GSH es importante para los genes que codifican CYCs, CDKs y

PCNAQque controlan la trasicion de la fase G2 a la M.

2.- Estudio funcional de tiorredoxin@l en mutantes deA. thalianabajo condiciones

de estrés salino

La falta de un fenotipo apreciabtpie hemos encontraden las plantas mutantes
AtTrxoltanto en condiciones control como de salinidaxbs sugiere que esta Tot
podria estar compensada en su funcibn por otras proteinas y/o compuestos
antioxidantes reductores. De hecho, la mayoria de mutantes de Trx descritos en
plantas no presentan un fenotipo obvio y se ha sugerido que podria ser debido a la
redundancia que este entre proteinas que presentan funciones similares a las de las
Trxs o entre las proteinas de familias multigénicas (Brehglircol.,, 2004).
Recientemente Dalosg col.(2015)han descrito una falta de fenotipo en el mismo
mutante KOAtTrxol(linea 374 K02) 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 tenian un peso fresco menor que las plantas silvestres. Esta
diferencia de comportamiento podxi deberse a las condiciones distintas de
crecimiento que se han utilizado en ambos estudios, ya que las plantas crecian todas

en una sola maceta y no individualizadas como en nuestro estudio, por lo que su
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tamafo y peso era menor. La falta de fenotipo aeobservado también en plantas KO
para laPrxlIFmitocondrial (Finkemeiey col.,2005, compensada posiblemente segun
se describe, por incrementos gmoteinasperoxidasas del sistema antioxidante como
APXy GPX.

2.1.Caracterizacion fisioloégica de mutantes K®@rrxolcrecidos en salinidad

Los parametros fisiolégicos normalmente reflejan la respuesta de la planta o su
tolerancia al estrés ambiental. Las plantas necesitan calcio, magnesio, nitrégeno,
fésforo, potasio y zufre 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 acumulacion de Na concentraciones altas en nuestras plantas tratadas con
NaCl estaba acompada por una reduccion erf,Kalgo caracteristico en esta situacion
ya que el Napuede competir con este elemento e inhibir procesos metabdlicos y de
transporte dependientes de'Zhuy col.,2001). De este modo, la menor acumulacién
de Nd en el mutane implica una regulacion diferente en estas plantas, bien por una
menor tolerancia hacia dicha acumulacién o un proceso mas efectivo de exclusiéon. La
exclusion de Naes un determinante importante de la tolerancia a NaCl en muchas
especies bajo diferentesondiciones de crecimiento. Mas aun, las plantas usan
estrategias distintas para tolerar el Ngue acumulan y en brasicaceas, la tolerancia de
los tejidos para acumularlo parece mas importante que el proceso de exclusion (Moller
y col.,2007), si bien exten excepciones en la familia. La falta de relacion que se ha
descrito en Arabidopsis entre acumulacion y tolerancia a la salinidad se ha observado
en otros miembros de esta familia vegetal (Huangol., 1995. También se ha
encontrado una relacion entra tolerancia y el ratio N&" en estas especies (Porcelli
y col.,1995), sugiriendo un papel importante del componente osmoético mas que del
proceso de la exclusion, si bien el mecanismo de tolerancia al estrés osmaético es aln

desconocido.

Por otro lad, el magnesio es un constituyente de las clorofilas, asi que su
deficiencia podria provocar un amarilleamiento o un color verde palido desarrollando
clorosis; sin embargo estos sintomas no han sido observados en nuestras plantas

mutantes que presentan uoontenido menor en Mg en condiciones control respecto
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de las plantas Wt. Si bien, no se manifiesta clorosis, esta disminucion esta acompafada
en los KO por un contenido menor en clorofilas a y b, por lo que la falta d& Trx
podria estar alterando el metatismo fotosintético, algo que merece atencién y que
cuyo estudio de hecho se esta iniciando en el laboratorio. Existen evidencias de que la
falta 0 sobreexpresion de proteinas en un organulo afecta a proteinas o metabolitos
de otros organulos, como es easo de mutantes de MBOD que presentan una
capacidad incrementada antioxidante, sugiriendo la existencia de mecanismos de
regulacion retrogada para compensar la falta de este antioxidante. En estos mutantes
se ha descrito que no solo esta afectado ettaolismo mitocondrial sino también la
asimilacion fotosintética del carbono (Morgan col., 2008. Es conocido que la
salinidad provoca una reduccion en el proceso fotosintético, en distintas especies de
plantas con metabolismo C3, incluyendo plantasgdesante y Arabidopsis (Flexas
col.,2004 Stepieny col.,2009 Martiy col.,2011). Eh nuestro trabajo, el tratamiento
salino no provocé cambios en los contenidos en Mg en las plantas de Arabidopsis
silvestres y las clorofilas a y b se vieron muy disidas, mientras que en las plantas
KG1, el Mg se vio aumentado por efecto de la sal, y era paralelo a un mantenimiento
en los contenidos en ambas clorofilas, lo que podria atenuar los cambios
fotosintéticos. También relacionado, se describié la impai@n de altas
concentraciones de Nanhibiendo algunas enzimas del proceso fotosintético (Munns
col.,2006) y por otro lado, las enzimas que requiereérsén particularmente sensibde

a altas concentraciones de Na de relacion N4K" (Chavesy col.,2009). El hecho
entonces de que el mutante KDAtTrxolpresente menores contenidos de Naodria

de nuevo afectar su respuesta fotosintética. Por otro lado, el manganeso si bien no es
constituyente de las clorofilas, si que resulta vital para ciertos sistemas enzimaticos
implicados en el proceso fotosintético (Syncol.,2001) siendo su defiencia otra
causa posible del amarilleamiento y la clorosis intervenal de las hojas. El incremento
que se observa en las plantas de Arabidopsislkgecidas en condiciones salinas
podria contribuir a la respuesta adecuada que presenta el mutante en istaién

de estrés. Todos estos resultados apuntan hacia una relacion Trx/fotosintesis cuyo
estudio mas en profundidad ayudara a extender el papel que puede tenet €rxla

célula vegetal.
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Se ha descrito que la densidad estomatica se modula como respaekictores
I YoASYGlIfSa O02Y2 KdzYSRIFIRXT GSYLISNI GdzNy = € dz
genéticos (Bergey col.,2000. La mayor densidad estomaticae hemosobservaa
en los mutantes K@tTrxol necesita de un estudio mas en profundidad a fin de
analzar si los estomas son igualmente funcionales en todos los genatippsstan en
desarrollo, o totalmente formados. Esta alteracion en los mutante¥raelnos esta
indicando que la regulacion redox podria estar implicada como otro de los factores que
determinan la densidad estomatica. A este respecto, se ha descrito que mutantes de la
tiorredoxina reductasantrc presentan una mayor densidad estomatica que plantas
silvestres (Lepistg col, 2009, algo que apoyaria esta regulacion. La falta deITrx
también estd afectando a la retencion de agua que presentan las plantas en
condiciones de salinidad, que es menor en los mutantes que en las plantas silvestres.
Esto podria deberse entre otros factores a la densidad estomatica mayor que
presentan o a un difente cierre estomético en estas condiciones, si bien esto no se

ve acompafado por una diferencia importante en peso fresco ni seco de las hojas.

El Oxido nitrico actia como molécula sefalizadora con multiples funciones
biolégicas en plantastales comola induccién de la germinacién de semillas, la
regulacién de la maduracion, senescencia..etEl NO es una especie reactiva del
nitrogeno y se ha probado su efecto sobre diferentes tipos de células bien como
protector o como téxico, dependiendo de su centracién y de la situacién. Sin
embargo, el NO también funciona mediando respuestas a estreses tanto biético como
abidticos en plantas, tales como sequia, salinidad, estrés por temperatura, resistencia
a enfermedades y apoptosis (Rodrigig=aranoy col, 2006 Zhaoy col.,2007 Belliny
col.,2013;Camejoy col.,2013. Mas aun, se ha descrito que el NO dispara la respuesta
sistémica durante el estrés salino (Tanocol.,2009 y asi, plantas de Arabidopsis que
sobreexpresan la enzima NO sintasa (N@8ue tienen contenidos elevados de NO,
presentan una mayor tolerancia a dicho estrés (5bol.,2012. El hecho de que los
mutantes en condicién control presenten mayores niveles de NO podria estar
influenciando su respuesta a la salinidad, condicion en la que esta RNS se ve
disminuida en estas plantas. Ademas, el NO no aumenta en ningun genotipo con la

salinidad y esto podria 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 acumulaciéon de NO en otras especies
comoguisante y tabaco (Gouldcol.,2003 Camejoy col.,2013), pero el descenso con

la salinidad que se observa en los mutantes (sobre todo en €)Kfpunta a una
regulacion diferente de esta especie reactiva cuando falta l@1TrEn trabajos
anteriores lemos mostrado que tratamientos exodgenos de NO a mitocondrias de
guisante no afectaban la actividad antioxidante de la mayoria de enzimas del ciclo ASC
GSH (excepto APX) o de la-B@D Marti y col.,2012 y que un incremento en NO en
plantas de guisante ecidas bajo estrés salino estaba acompafiada por un mayor
namero de proteinas nitradas y no nitrosiladas (Canyegml.,2013. EIl GSNO es una
especie derivada del NO que se ha descrito como agente tanto gluaaziantecomo
nitrosilante. El aumento en G® observado en los mutantes en condiciones salinas,
probablemente esté afectando al patrbn de proteinas modificadas post
traduccionalmente. EI NO ejerce su funcién sefializadora entre otras, a través de
modificaciones postraduccionales de proteinas y desta manera regula sus
funciones. Se ha descrito queSaitrosilacion de residuos de cisteinas y la nitracion de
tirosinas estan implicadas en la respuesta de plantas a estrés abidtico como el de
salinidad (Tanoy col.,2009 Faresy col.,2011, Camejoy col, 2013, como ocurre con

la Snitrosilacion de laPrxlIFmitocondrial, proteina diana de Tak (Camejoy col.,

2015. Sin embargo, el efecto que podria ejercer la falta deoITrsobre estas
modificaciones postraduccionales no se conoce, pero quizafecte de distinta

manera que en las plantas silvestres crecidas bajo estrés salino.

Respecto a los niveles similares degOHencontrados en plantas silvestres vy
mutantes AtTrxolcrecidas en condiciones control, junto con niveles mantenidos de
oxidacion proteica y lipidica que presentan los KO, podrian indicar que en estas plantas
no se produce un estrés oxidativo importante como consecuencia de la falta de esta
Trnol. Bajo condiones de salinidad todos los genotipos presentan aumentos en los
pardmetros 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 emstotros, esta produccidn 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 peroxidacion lipidica y generalmente en plantas tolerantes al estrés
salino su nivel es mas bajo@ en las sensibles. La concentracion utilizada de &aCl

las plantas de Arabidopsie 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 Xa1. La carbonilacion de proteinas poraparte también

sirve como indicador de dafio oxidativo y es debida a la oxidacion de ciertos residuos
aminoacidicos. En nuestro caso, el incremento observado en el contenido en grupos
carbonilo debido al dafio proeado por el tratamiento salino en las plantas silvestres
era mayor que la observada en los mutantes. Todo ello podria indicar mecanismos de
defensa antioxidante diferentes frente a este estrés en estos genotipos, siendo mas
susceptibles las membranas ques Iproteinas en las plantas KO al dafio oxidativo

producido por la salinidad, evidenciado también por mayores niveles@g H

2.2. Mecanismos de defensa frente al estrés salino

Junto con sus efectos dafiinos, los ROS pueden actuar como moléculas sefial
permitiendo una mejor respuesta de la planta y su aclimatacion al estrés a través entre
otros mecanismos, de la induccion de defensas que incluyen a antioxidantes y enzimas
del ciclo ASGSH, asi como las enzimas SOD, catalasa y peroxidasas (Cawlejo
2013, Foyery col.,2013 Lazaroy 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 (Lazgarool., 2013. Sin embargo, la
informacion relativa al papel de la ©ix mitocondrial en plantas en bastante escasa.

En Arabidopsis, estudida silicosobre la expresion génica d&Trxolhan revelado

que ésta no varia como respuesta a diferentes situaciones de estrés incluida la
salinidad (Beliry col.,2015. Sin embargo, en plantas de guisante, Rsll'jmega un
papel en la defensa frente a NaCl suministrando a la célula un mecanismo para
responder a ambietes cambiantegMartiy 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 expresién de este gen que incrementa en esta situacion,

mientras que tratamientos mas prolongados disminuyen la &sipn paralelamente a
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un incremento en los niveles de la proteina ydieactividad. La induccién de dicha
actividad se correlaciona con el incremento en la capacidad de algunas de sus
proteinas diana mitocondrialexomo la oxidasa alternativa AOX, asinooen una
mayor demanda para la regeneracion de la forma oxidada de la PrxIIF {Maoti,

2011). Asi mismo, cantidades mayores deoIrgn células de tabaco BYque sobre
expresan PsTod, las protegen frente a tratamientos oxidativos exégenos conto po
H.O,, incrementando su viabilidad (Orizspiny col.,2015), lo que parece sefialar a

Trol como un componente clave en la defensa frente a estrés oxidativo.

En nuestro trabajo, en plantas de ArabidopsisATrxolen una condicion control,
la falta deproteina Trol provocé un aumento en las actividades de SOD vy catalasa,
con un papel importante en el control del,® que no se vio afectado
significativamente. La SOD es una enzima crucial en la eliminaciofn ges® papel
durante situaciones de estrés se encuentra bien documentado. La enzirfaQOdn
controla este contenido en mitocondrias y permite a este organulo regular la
concentracion interna de 4@, (Sevillay col., 1982. Normalmente, una actividad
antioxidante elevada puede prevenir en dafio oxidativo que acompafa al estrés salino
y como ejemplo, la sobrexpresion de MfSOD en Arabidopsis se acomparfa de una
mayor tolerancia a la salinidad y también por incremento en las actividades
enzimaticaCu/ZnrSOD, FSOD, POX y CAdmparado con el aumento observado en
las plantas silvestre@Vangy col.,2004). En salinidad, se ha descrito asi mismo una
correlacion entre la expresion de MBOD, los niveles de proteina y de actividad y la
tolerancia de plantas de guaiste, trigo y tomate, con una mayor actividad de esta
isoenzima que la presentada en cultivares mas sensitlesnandezy col., 1993
Sairamy col.,200Z Mittova y col.,2003. La falta de Tod en los KO de Arabidopsis
crecidos emuestrascondiciones d salinidad provocaba una induccion de isoenzimas
de SOD, no sélo mitocondriales como la-81@D sino también de Fe y Cu,SDDs que
podrian estar compensando la deficiencia en estaI'ix manteniendo elevados los
niveles de KO, comparados con los de las plantas silvestres, posiblemente importante
para sefalizar el estrés. En estas condiciones, el incremento que hemos observado en
Zn y Mn en las plantas KO, podria ser necesario para mantener estos niveles de

actividad enzimatica.
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La actividad de las enzimas catalasa y peroxidasa tiene un gran significado bajo
condiciones de estrés ambiental inhibiendo los radicdld$, la especie oxidativa mas
toxica para las células vegetales. La disminucion de actividad eafalst® con el
aumento descrito anteriormente de SOD parecen ser responsables en parte del
aumento que se observa emn® en estas condiciones tanto en plantas silvestres
como KOAtTrxol No ®lo 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 KO, es ejercido asi mismo por los componentes del ciclo ascorbato
glutation que juega un papel fundamental situaciones de estrés. El glutation (GSH)
es un tiol antioxidante esencial asi como un eliminador de compuestos electrofilicos
reactivos. Este tiol sirve como un transportador de grupos sulfuro reducido, pero como
antioxidante también actiia como un tampdedox en la eliminacion de ROS (Foyer
col.,2008. En nuestro trabajo, la ausencia dedlnno conllevé una acumulacion de
glutation en sus formas ni reducidas ni oxidadas en condiciones control. De forma
similar, se ha descrito que la inactivacion déERNen mutantes de Arabidopsis, no
condujo a una acumulacién de GSSG, ni sintesis de GSH o modificacion del estado
redox de este antioxidante (Reichelatol.,2009. Sin embargo, en dobles mutantes de
Trx1ly Trx2en levadura, se produce un aumento de gtida principalmente GSSG por
un mecanismo de ajuste desconocido (Mulkercol., 1996. Esta compensacion
también se ha descrito a nivel génico al observar que la expresion de dos gefrab de
en Arabidopsis se veia incrementada en mutantes deficiente&®H (Schnaubejt
col.,2015. Desde un punto de vista fisiolégico, el estado redox del glutatién (definido
como la relacion GSH/total) resulta a menudo mas relevante que la concentracién total
de GSH para explicar el efecto de diferentes estreses. Coenaple, esta relaciéon
parece influenciar la expresion génica y la funcién proteica mas que la concentracion
total de GSH (Rellalvarezy col.,2006). En condiciones de salinidad y sequia, se ha
descrito asi mismo que un estado redox elevado del glutgti@ga un papel muy
importante en plantas como guisante, tomate, o trigo (Hernandenl.,1999 Shalata
y col.,2001 Kocsyy col.,2002). Asi, el reciclaje del glutation, incluyendo su reduccion
desde estados oxidados es un factor determinante en lardolga a estos tipos de

estreses abioticos y concretamente en salinidad, los cambios en la actividad GR se han

186



correlacionados positivamente con la tolerancia. En nuestras condiciones salinas, la
actividad GR se encuentra elevada en todos los genotipad 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 glutatiéon en ninguno de los genotipos, bégrsu intensidad o

bien por la existencia de una respuesta adecuada de las plantas para controlarlo en
esta condicion desfavorable.

Al igual que glutatién, el ascorbato (ASC) es un antioxidante vegetal muy importante
que juega un papel predominante en @kecimiento, desarrollo y respuesta a estrés
(Wangy col.,2013. El incremento que hemos observado en las plantas silvestres en
condiciones salinas, no se observé en las plantadtfexo], por lo que estas plantas
tienen menos ASC que pudiera contribuir a su desarrollo en esta situacion. Parece
entonces que la falta de Tok es importante en condiciones salinas ya que al menos
en el K@L, los niveles de antioxidantes son menores. La bagtdaASC en estos
mutantes se ve acompafiada de una menor actividad de MDHAR encargada de su
regeneracion desde la forma oxidada. Se ha descrito que el contenido disminuido de
ascorbato en mutantes de Arabidopsigc provocaba una sensibilidad aumentada al
estrés por NaCl, y las plantas sufrian un mayor estrés oxidativo debido principalmente
a un desequilibrio del ciclo A®SH (con un descenso de ascorbato y de las
actividades de las enzimas DHAR y MDHAR) y de la funcion del fotosistema Ily(Huang
col., 2006). Un estudio reciente de la distribucién del ascorbato en dicho mutante
revelé que el descenso que ocurria tras el inicio del tratamiento salino (plantas de 6
semanas de crecimiento sometidas a 100 mM NaCl durai@elihs) principalmente
era en citoplasna, mitocondrias y peroxisomas mientras que en cloroplastos y en
nucleo aumentaba (Koffler col.,2015. Este mismo estudio realizado en mutantes de
Arabidopsis deficientes en glutatigmad-2-1 mostré un descenso en ascorbato en
mitocondrias y nucleo astomo un aumento en cloroplastos y citoplasma. Estos
autores también describieron la distribucion de glutation encontrando que los
mutantes vitc presentaban un descenso en todos los compartimentos celulares
excepto en nucleo sélo tras 4@ dias de tratamigto 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 analizadwstel estrés por NaCl. En
esta situacion, la acumulacion podria jugar un papel importante en los mutpates

2-1 para la proteccion frente a los ROS (Kofffecol.,2015. En este mutante, el
ascorbato no parece compensar los niveles bajos de glutat@ryariamente a lo que
sucede en nuestro mutante KO en condiciones salinas, en el que ambos
antioxidantes se encuentran a niveles menores que en las plantas silvestres. Por otro
lado, el mutante K& presentda una actividad DHAR esalinidad disminuidgue no
estabaprovocando una disminucién de la forma reducida ASC por lo que la sintesis del
antioxidante podria ser crucial en el mantenimiento de los niveles encontrados en
estas plantas. Puntualizar que el conocimiento de la distribucibn de ambos
antioxidantes a nivel subelular en la planta podria ayudarnos a averiguar el papel de
Trnol y los diferentes compartimentos celulares en la respuesta a la salinidad. Esta
situacion, junto a los cambios observados en SODs y CAT protege a las plantas de
conceriraciones elevadas de ROS durante la salinidad. Se ha demostrado en
numerosas especies incluyendo al guisante, que la tolerancia esta relacionada con bien
aumentos generalizados en la actividad de enzimas de este ciclo en condiciones
salinas o bien por nveles mas elevados enddgenos que presentan las plantas
tolerantes (Hernandey col.,1993, 2000. Asi, la respuesta del sistema antioxidante
colaboraria para garantizar la respuesta adaptayiVa actividad fisiolégica no leden

las plantas silvestresr& en los mutantes carentes de dixen los que catalasa y
sobre todo las diferentes isoenzimas de SOD parecen ser importantes en la respuesta
adaptativa.

Por otro lado, Dalosg col.(2015 analizando los mutantes de ofix(linea 374) han
mostrado la imprtancia del sistema Trx mediando el control metabdlico del ciclo de
los &cidos tricarboxilicos, sefialando que el metabolismo redox es un sistema que
efectivamente regula el funcionamiento de dicho ciclo. Debido a ello, la falta d& Trx
es probable questé afectando a procesos fundamentales como la fotorrespiracion en
los que esta proteina esta implicada a través de la regulacion de proteinas diana clave.
De hecho, un descenso en serina que se ha descrito que ocurre en estos mutantes se
deba a que la 1ta de Trol afecta a enzimas diana del proceso fotorrespiratorio como
la serina hidroximetil transferasa, una enzima mitocondrial clave en este proceso que

ya habia sido descrita como una posible proteina diana de estd €rx plantas de
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guisante (Martiy col.,2009. Actualmente se estan llevando a cabo en nuestro grupo
de investigacion estudios sudelulares en mitocondrias para tratar de elucidar el papel
de Trnol en aquellas situaciones en las que procesos como la respiracion o
fotorrespiracion son fuodamentales para la respuesta de las plantas, tales como el

crecimiento bajo condiciones de salinidad.

2.3.Andlisis transcriptdmico en KOs y sobegpresanteAtTrxol

El andlisis transcriptomicaealizadobajo una situacion de estrés salino moderado
utilizando genotiposle 2 lineaknock outy 1 sobreexpresantesgeneradadel gen de
la tiorredoxina mitocondrialAtTrxol tenia comoobijetivo la identificacién deaquellos

genes ge directa o indirectamente pudieran estaiacionados con AtTox.

Mediante el estudio comparativo transcripcional se puede observar que ninguna
ruta metabdlica o proceso bioldgico se ve muy mermadepmo consecuencidas
plantas mutantes no manifiestan un fenotipo muy diferentedal genotipo silvestre
cuando son somtidas aesta situacion deestrés sin embargo los genes que se
expresan de forma contraria en los genotipos KOs y sekpeesante comespecto al
genotipo silvestre indicarian una pérdidaganancia de funcién de forma directa o

indirecta debido a la matcion.

En cuanto a los genes mas alterados aanbos mutantes ®, se encuentran los
relacionados con laintesis de ATRon unabaja expresion relativa del gen codificante
de la subunidad A del complejo FO de la bomba de protones ATBdsacomplejo
enzmatico se localiza embebido en la membrana mitocondrial interna y la membrana
tilacoidal, y cataliza la sintesis de ATP a partir de ADP, un grupo fosfato y la energia
suministrada por un flujo de protones H Concretamente, d subunidad A del
complejo B es la proteina encargada de anclar el canal transmembrana y estabilizar el
flujo de H paragenerar un gradiente electroquimico eficiente. Se ha descrito que la
tiorredoxinaf cloroplastidica de guisante es capaz de aumeintaitrola actividad ATP
sintasa en un 2504 (Taoy col.,2009; también se ha descrito que la subunidad A del
complejo ATPasa mitocondrial es diana de tiorredoxina mitocondrial en guisante,

tomate y patata (Balmey col.,2003 Marti y col.,2009, asi como los complejos
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ATPasa del cloroplasto y la vacuola son dianas de tiorredoxina cloroplastidica en
Clamidomonaspor lo quela sintesis de ATP esté altamente regulada por tiorredoxina

(Lemairey col.,2004).

El genGUN4(genomes uncoupled 4) manifiesta una regulacion pesien ambos
mutantes KO y negativa en los mutante sebmpresntes codificando para una
molécula de sefializacion cloroplastidica que regula la expresion de genes nucleares de
sintesis de clorofilas dependiendo del estado del cloroplast® esta maneragctua
como un sensor de la enzima Mgelatasay se ha descrito quia falta de tiorredoxina
cloroplastidica también incrementa la expresion de este gen en plantas de guisante
(Taoy col.,2009). La ausencia de ®ix mitocondrial provoca desequilibrios ezl
cloroplasto que afectan a la expresion de una serie de genes relacionados con la
sintesis de clorofilas, el complejo CHLI del fotosistema | y la proteina ferredoxina,
siendo estas dos Ultimas proteinas diana de tiorredoxina cloroplastidica en
Arabidopss, tal como se describe etkegamiy col (2007). Logienesalteradosen
ambos mutantes K@esultan entonces ser codificantes de proteinas cloroplastidicas
diana detiorredoxinas en este organulo, evidenciandpe la falta de Trx mitocondrial
esta alteramlo la expresion de proteinas diana de Trx en otros organulos celulares,
apuntando a la regulacion retrograda entre organulos. Se ha descrito para mutantes
como los de Mi5OD que las alteraciones que se producen en ellos en procesos como
respiracion y metablismo de los &cidos tricarboxilicos, estan acompafiados de
aumentos en lacapacidad antioxidante lo que sugiere la existencia de rutas
retrogradas para compensar la falta de la isoenzima mitocondrial (Moyganl,
2008). De hecho se ha propuesto que sthelo redox y el metabolismo de las ROS son
fuente de sefales retrégradas que pueden afectar la expresion génica y proporcionar
flexibilidad metabdlica, algo que durante condiciones de estrés juega un papel

fundamental en la respuesta y aclimatacion depgantas (Woodson y Chory, 2008).

Por otro lado, y respecto a la baja expresion observada en ambos mustiie®1
Knock out y sobrexpresante de genes relacionados con vias de produccion de NADH
y NADPH mitocondriales y de gen de la enzima fumacasaentar que se ha descrito
para esta Ultima un incremento de su actividad y una acumulacion de su producto

malato, en plantas ®de Tnol (Dalosoy col, 2015), podo que debe presentar una
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regulacion postranscripcional o postraduccional.De hechq algunas enzimas del

TCA sufren sulfenilacion o glutationalizacidaillauxy col, 2014) afectando a su
actividad y fumarasa se ha demostrado que se inactivaSgutrosilacion (Justiny

col, 2007). Ademas en nuestros mutantes y sedxpresantesAtTrxdl, los genes
codificantes para la ruta de sintesis de isocitrato, fosfoenol piruvato, aspartato
glutamato y aspargina también estan alteoasgor lo que el metabolismo deiclo de

los acidos tricarboxilicosla lanzadera mitocondrial de malasspartato y por
consiguiente a las cantidades y relaciones entre ATP, NADPH y NADH en este organulo

estaran presumiblemente alterados

Otros genes con regulaciéon negativa en todos los geno#pdsxolanalizadoson
dos que codifican pardasoenzimas de glutation dnsferasa en mutantes K© esla
isoenzima de glutation transferasa F10 localizada en cloropyastoplasma mientras
gue la isoforma diferencialmente expresada en mutantes sebygesmntes es la
glutatién transferasa F12, localizada en nucleo y ciwpk Se ha descrito que la
isoforma F12 presenta una alta soklsrpresion en plantas dA. thalianadeficientes
en glutation y que a su vez lamrredoxinas de tipoh presentan una regulaciéon
negativa en estos mutantes (Schnaubgltol, 2014).En cuantoal metabolismo del
glutation, en los mutantes sobrexpresantes, el gen implicado en la biosintesis de
cisteina, cisteina disulfurasa mitocondrial presenta una menor expresion que en
plantas silvestres, mientras que el gen que codifica la asparaginaasmesenta una
mayor expresionEsta ultimaenzima cataliza la conversion de glutamipeecursor de
glutamato, a asparagina. La alteraciéentonces en la biosintesis de cisteina y
glutamato podriatener un efecto en lasintesis de glutation debido a lalfa de
sustratos para la enzima precursora glutamatsteina ligasa,una enzima
consumdora deATP y dependiente de su estado redga,quepara ser activa debe
tener un puente disulfuro intramoleculabicho puente & capaz de ser reducido por
tiorredoxina o tiorredoxina reductasa e inactivar a la enzifdacksy col, 2007). Esto
podria estar relacionado con el menor contenido en glutation que hemos observado

en las células TBYsolre-expresantes de PsTok.

Otras rutas metabdlicas alteradas en los amies con respecto al genotipo

silvestre son la sinteste novode purinas y pirimidinas, afectando principalmente a

191



los genes que codifican para las subunidades de la enZiooaucleotidoreductasa
(AT3G27060 y AT3G23580ksta enzima multifuncionalcataliza el paso de
ribonucledtido difosfato a daxirribonucledtidos difosfatoy es la Unica enzima que
interviene en lageneracion de todos los desoxirribonucleétidos; por tanto su actividad
esta altamente regulada para asegurar el correcto balance esintesis de las bases
nucleotidicas (Jordan, 1998). Esta enzima presenta dos grupos tidlicos en su centro
activo, los cuales se oxidan durante la reaccién de reduccion formando un puente
disulfuro e inactivando a la enzima (Nordlupdaol.,2006), que veelve a ser reducida

por tiorredoxinas y/o glutarredoxinas (Avwakol.,2009. De hechoja descripcion de

que la Trx reducida es etductor fisioldgico de citidindifosfatoen E. colifue descrita

hace méas d& décadas (Laurent col, 1986).

Otro genalterado es el gen que codifica para la enzima ASL (adenilo succinato liasa,
AT4G18440), que participa en la formacion AP, en las primeras reacciones de
biosintesis de nucledtidos, transformando el PRPP (fosforribosil pirofosfato) en IMP
(inosina monodsfato) que esprecursor de nucleétidos. Aungque no se observan otros
genesimplicadosdirectamenteen la sintesis de nucleotidp sise observan muchos
genes relacionados con los sustratos y/o productos de estas reacciones (mencionados
anteriormente) comason el fumarato, la glutamina, el glutamato, el aspartatgepes

dela sintesis de ATP

Todos estos cambios de expresion implican aoI'r&n diversos metabolismos
celulares criticos como son los relacionados con produccion energética y de poder
reductor, sintesis de nucle6tidos y de antioxidantes como glutation, aspectos que
necesitan estudios mas detallados. AdemBspl parece tener un papel importante
en estos procesos en los que algunas de las proteinas implicadas se han descrito como
dianas de tiorrdoxinas. Queda entonces ahora por corroborar los cambios en
expresion de los genes descrit@si como el mecanismo por el que estaoInesta
afectando la expresion génica en los mutantes tanto KO como stpresantes, a fin

de extender el papel quejercenlas tiorredoxinas en plantas.
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3.- Estudio de lgglutationalizacionde las peroxirredoxinas 2 CyRrx yPrxIIF

Las peroxredoxiras de organismos no fotosintéticos se han descrito entre las
proteinas que se modifican por mecanismos sensibles mabics redox como la
glutationalizaciény desglutationalizaciébnque, junto a otros mecanismos pest
traduccionales, se conoce que regulan su funcion, permitiendelatimentar tal y
O02Y2 RSaAaONROGS St Y2RSTtywcolR&2 Feviltecpl.,201Hf 2 2 R3 |
En plantas, existe escasa informacibn sobre proteinas susceptibles de
glutationalizacion aunque se ha descrito que la 2 ®g de Arabidopsis es una
proteina diana de esta PTM (Dixgrcol.,2005. Laglutationalizaciérjunto conotras
PTMs provoca cambios en el patron de oligomerizacion de varias proteinas incluyendo
peroxirredoxinas de origenes diferentes, aunque el efecto sobre -Gys2 Prx
cloroplastidica o l@rxlIFmitocondrial no se conocia. La transicion de decameros a
dimeros de la Z2ys Prx cloroplastidica debido a glutatibracibnobservada en este
estudio después del tratamiento con GSSG y GSNO, es similar a lo descrito para la Prx |
humana citoplasmatica por (Paykcol.,2009, 201). Estos autores describieron que
tres de los cuatro residuos de Cys de la Prx 172C@y&8 y Cy$ eran
glutationalizados cuando se trataban con GSSG. Mas aungligationalizacion
promovia cambios en su estructura cuaternaria desde decameros (que representaban
un 97% de la proteindotal reducida) a dimeros principalmente, quedemas,
presentaban una mayor actividad peroxidasa. Esta modificacién también provocaba la
inactivacion de su funcién chaperona a través degllaationalizaciénde su Cy%
localizada en la interfase dimedimero y probablemente también influia en la
estabilizacion de los decameros (Chae col.,, 2012. De esta manera la
glutationalizacibnes capaz de alterar la estructura y la funciébn de esta proteina
antioxidante (Parky col., 2011, con posibles implicacioseen situaciones que
impliqguen cambios redox o estrés oxidativo y/o nitrosativo. Por otra parte, la Prx Il
humana, otra 2Cys Prx citosélica que carece de 1&8Cym sido descrita como menos
susceptible a lagglutationalizacionpor glutation que la Prx duizas por ser menos
accesible la interaccién con las Cys peroxidaticas y resolutivasyCgys’™® en el

dimero (Parky col.,2011). La 2Cys Prx cloroplastidica objeto de este trabajo tiene dos
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residuos de cisteina, ¢y Cy4’* siendo esta Ultima Cys resolutiva la susceptible de
ser glutatioralizada El cambio observado del perfil de elucion del decamero después
de la cromatografia FPLC Super@8® de la proteina glutati@lizadapodria ser
debido a un cambio de conformaciéra gue la posible variacion de peso molecular
como consecuencia de la adicion de GSH no pareceria justificar este comportamiento.
Por otra parte, laglutationalizaciorde esta Cys parece desestabilizar el decamero y la
proteina esta presente principalmentmmo un dimero. Cualquier cambio estructural
que sufra una proteina como la Prx, puede entonces afectar su estado de redox,
estructura oligomérica y/o la interaccioén con otras proteinas, y a su vez podria tener
un impacto significativo sobre la cascadaedentos relacionados con la sefalizacion
por HO, (Sevillay col.,2015. Se ha descrito que laQys Prx funcional es un dimero y
hemos comprobado que Iglutationalizacionde los dos residuos de Cys afecta su
actividad peroxidasa negativamente, por lo equpodemos sugerir que esta
modificacién va a afectar a la funcién de la proteina en los cloroplastos. Esto es
especialmente interesante teniendo en cuenta la descripcion reciente relativa a la
funcion chaperona de esta Prx que no parece ser esencial emaplaEsto se ha
sugerido debido a la ausencia de complejos de alto peso molecular que presentan esta
actividad bajo condiciones severas pero fisiolégicas de déficit en agua y estrés foto
oxidativo, que sefiala la importancia de la actividad peroxidasa ghaperona de la

proteina en estas condiciones (Cervegicol.,2016).

En relacion con I®rxlIFmitocondrial, laglutationalizaciomo indujo un cambio en
su oligomerizacion pero si que mostré un cambio similar al deClgs2Prx y al descrito
para laPrxlIFcuando sesnitrosilaba con GSNO y con SNP: un avance en su elucién por
FPLC de ambos dimero y hexamero (Came.,2015. Sin embargo, mientras que la
Shnitrosilacion disminuia su actividad peroxidasa, adquiriendo una nueva actividad
transnitroslasa sobre su diana la enzima citrato sintasa, el efecto de la
glutationalizacidmo se habia evaluado hasta ahora. El descenso que hemos descrito
de esta actividad por efecto de tputationalizaciorde ambas Cys de esta peroxidasa
mitocondrial por GSN® GSSG, sefala a esta modificacion-prastuccional como un
elemento mas de control de la proteina, que influira en su papel como proteina redox

con implicaciones potenciales en sefializacion celular.
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La glutationalizacionde proteinas esta influenciadarincipalmente por el estado
redox del glutation, siendo el mecanismo mejor estudiado el del cambio tiol/disulfuro
espontaneo entre GSSG y el grupo tidlico de una Cys proteica (Zaffagoiin20121).

La concentracion de GSH en organulos como cloroplastos y mitocondrias se ha descrito
de alrededor de 6 mM y 610 mM, respectivamente (Foygrcol.,1976 Lawy col.,

1983 Bielawskiy col.,1986 Noctory col.,1998 Kofflery col.,2013. Las resensa
celulares de glutation se mantienen en forma reducida por la accion de glutation
reductasa y la relacion entre GSH y GSSG esta normalmente en el rango del 95 % GSH y
5 % GSSG, aunque Zaffaggiobl.(2012b)describieron una proporcion GSH/GSSG de
alrededor 105. Ademds, 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% podria estaglutationalizadd es bastante improbable que ocurra durante
situaciones de es#ss. Sin embargo una GR de alamo presenta una Kox de 309 y puede
estar glutationiladain vivo bajo condiciones fisiolégicas no estresantes (Couturier

col., 2009. Por otro lado, se ha descrito que la proporcion GSH/GSSG influye en el
grado de oxidacion dgoles proteicos mitocondriales por GSSG (Beeol.,2004). Asi,

para determinar si lglutationalizaciérde 2Cys Prx YrxlIFera dependiente de esta
relacion, los ensayos fueron realizados en la presencia deediés proporciones de
GSH/GSSglosresultados fueron distintos para las dos proteinas, con un aumento del
glutationalizacionde la 2Cys Prx y dérxlIFdependiente de las concentraciones
crecientes de GSSG y GSH, respectivamente, con una cantidad mayor de proteina
PrxllIFque aparecia comglutationilada en las condiciones experimentales utilizadas.
Este diferente comportamiento observado es interesante teniendo en cuenta la
distinta localizacion subcelular y la diferente sensibilidad de las Cys a ser
glutationiladas, asi como el efecto sella oligomerizacion de las proteinas. En efecto,

la Sglutationalizaciérparece ser dependiente de la sensibilidad de los residuos de Cys
al agente glutatioalizante, aunque se necesitan mas estudios para determinar el
mecanismo exacto que subyace bajaossefectos diferenciadores. Es importante
sefalar que pequefios cambios en la relacion GSH/GSSG durante el metabolismo
celular pero también principalmente durante el estrés podrian jugar un lpagee en

los procesos dsefializacion y el hecho de queglatationalizacionde proteinas como

2-Cys Prx YPrxlIFsean sensibles a dichos cambios, indica una regulacion fina por un
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oxidacion pequefia del pool de glutation. Teniendo en cuenta la respuesta rapida a
esta modificacion podtraduccional, ambasPrxs podrian contribuir a la defensa
antioxidante en cloroplastos y mitocondrias, regulando al concentracion A yla

sefalizacion a través de ella.

La relacion entre estrés oxidativo y nitrosativo podria entre otras vias, estar
ocurriendo a través de mdiicaciones postraduccionales proteicas que llevan a
cambios conformacionales previniendo la scbxédacion o carbaitacién y por tanto
la pérdida irreversible de funcion. Este punto de control podria ser sobre todo
importante para una respuesta adecwade la planta (Tanou col.,2009 Camejoy
col.,2013. Mas expresamenteexiste una interaccion entre I&nitrosilacion y laS
glutationalizacion siendo el agente fisiologico GSNO capaz de producir ambas
modificaciones, como es el caso de la enzimbl®(Oxido Nitrico Sintasa) de
humanos (Chery col.,2010. Para comprobar si una forma nitrosilada d€ys Prx
podria ser glutatioalizada, la proteina fue tratada en primer lugar con un agente
nitrosilante como el SNP antes de ser glutagiireda conGSH. El resultado obtenido
que fue similar tras el tratamiento directo con GSN@yiri6 que laglutationalizacion
del decamero podria ser causada directamente por GSSG o GSNO, o indirectamente
por GSH sobre unaifma nitrosilada de la proteina ¢ge hecho, se ha descrito que
glutationaliza grupos -SOH y grupeSNO (Zaffagniny col., 2012bH. Una vez
glutationalizado el decAmero cambiaria a la forma dimérica, probablemente como
consecuencia de la inestabilidad conformacional de la forma glutdizaala También
se ha mostrado que la oxidacion de GSH inducida por NO puede contribuir a la
tiolacion inducida por RNS. La reaccion de GSH con tioles progaiitossilados por
exposicion a RNS, convierte las Cys nitrosiladas en disulfuros mixtosretatie mas
estables (Klay col.,2000. Por otra parte, muchas de las proteinas descritas como
tioladas en condiciones oxidativas, han sido descritas posteriormente como
susceptibles a la formacion de un disulfuro mixto en respuesta a RNS. Por t&to la
glutationalizacibnde Cys de centros activos proteicos puede integrar al estrés
oxidativo y nitrosativo por mecanismos dependientes e independientes (a través de
GSNO) del estado redox (Kyatol.,2000).
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En cuanto a la capacidad de Srx dksglutdionilar, se han descrito diferentes
resultados sobre varias proteinas diana tras un estrés oxidativo y/o nitrosatiitro
e in vivo (Findlay y col.,, 2006, incluyendo Prxs, dependiendo del agente
glutationilante. Hemos descrito quda Srxdesglutdionalizaa 2Cys Prx pero no a
PrxlIF Se ha denostradoque laSx humanadesglutdionalizaa Prx | (una-£ys Prx)
tratada con GSSG pero no a Prx V (una Ppicattomo laPrxlIFvegetal). Ademas se
ha comprobado que los residuos &ysy Cy$™ eran preferencialmente
desglutationalizade por Srx, y que ésta se encontraba como intermedio
glutationalizadadurante el proceso, siendo rapidamerdesglutdionalizadapor GSH,
mientras que glutarredoxina era capaz desglutaionilar a Cy¥ (Parky col.,2009). El
hecho que la Srx cloroplastidica/mitocondrial de plantas de guisante no sea capaz de
desglutdionilar la PrxlIFimplica que glutarredoxina podria ser una f@ima clave en
las mitocondrias y por tanto en la funcionalidad de ROS/RNS en este organulo, un
aspecto que merece especial atencion, mientras que en cloroplastos, la proteina Srx
podria jugar un papel central en el control redox. Ambas proteinas Prxiastar
implicadas en la sefializacion celular bajo condiciones oxidativas o nitrosativas como
consecuencia de sglutationalizaciohdesglutationalizacionque puede influir en la
funcién de la proteina, afectando entre otros, el nivel d®H/o hidroperdxidosy por
tanto la sefializacién celular tanto en procesos de desarrollo como de respuesta a

estrés
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CONCLUSIO

CONCLUSIONES

1- La identificacion de proteinas nuclearpesiblesdiana de PsTid, mediante
ensayos de cromatografia de afinidad empleanttieos aislados de hojas de guisante,
indicé que esta Trx interacciona con PCN&ad(iferative Cell Nuclear Antigen). La
interaccion proteingroteina se ha corroborado mediante ensayos delatofestudio
in vitro) y complementacion bimolecular fltescente, que demuestran por primera vez

que ambas proteinas interaatlen el nucleo.

2.- Los estudiosn vitro de actividad oxidoeductasa realizados con el fin de avanzar en

la relaciobn entre ambas proteinas, han mostrado la capacidad del sistema
NADPH/NTRA/PsTnol, de reducir de forma efectiva a la proteina PCNA previamente
oxidada con peréxido de hidrogeno. Esta capadigaduestraina regulacion redox de

PCNAIn vitro a través de los residuos de cisteina presentes en su estructura.

3.- Los ensayos de funcién con células TRBYcontroles y sobrexpresantes de
PsTnol mediantemicroscopia confocal y citometria de flujo, indicaron diferencias
significativas entre ambas lineas, con un incremdniportante en la tasa de
proliferacion celular etas lineas transformadas, en las que @icgntae de células en

la fae S del ciclo celular, en lasapas iniciles del crecimiento del cultivo y de células

en fase G2/M en las fases avanzadas del mismo, eran superiores a las mostradas por
células ontroles.Los cambios en las células solesgresantes eran paralelos a un
aumento de proteina PCNA, un mayor indice mitético y un mantenimiento de los
niveles nucleares de glutation, con respecto a la linea control, con valores inferiores en
estos parameds en las citadas etapas del crecimiento del cultgos resultados
permiten sugerir que la participacion de dkxen la progreion del ciclo celular en

cultivos de TB¥2 se deben partea su relacion funcional con PCNA y GSH.

4.- La caracterizacioren Arabidopsis de genotipos mutantes K®Irxol no ha
revelado cambios fenotipicos evidentes en ellos, tanto en condiciones de crecimiento
control como en estrés salino. Sin embargo, la falta delTeér los genotipos mutantes
crecidos en condicion salinge traduce en niveles incrementados de peroxidacion de

lipidos, en un aumento de la actividad enzimética GR y en las isoenzimas de SOD.
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Estas inducciones podrian colaborar en el mantenimiento de la integridad mostrado por

las plantas mutantes bajo condites de salinidad.

5.- El estudio transcriptomico comparativo por secuenciacion masiva ARNseq en
genotipos Wt, KO y sobrexpresantétTrxolen condiciones de salinidad, ha revelado

en los mutantes KO una alta expresion de genes de respuesta aiéstesy lue los
implicados en la ruta de sintesi® novode purinas y pirimidinas, incluyendo
interesantemente, al gen relacionado con la enzima ribonucleétido reductasa. Asi
mismo, se ha constatado una disminucion de la expresion de genes relacionddos co
sintesis de ATP y de los implicados en la sintesis de intermediarios del ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA). Tanto en mutantes KO como en plantas -sobre
expresantes, destacar la baja expresion de genes relacionados con el metabolismo de
NADH y NADPH mitocondrial, y de las isoformas nucleares de glutation transferasa y
glutarredoxina. Todo ello sugiere que dtxparticipa en los procesos en los que los
genes alterados se encuentran implicados, un aspecto que necesita un estudio posterior
mas detdhdo.

6.- El estudio de glutationalizacién de las peroxirredoxinas recombinaitgs Prx y

Prx IIF de guisante, ha mostrado diferencias en la respuesta de ambas proteinas a esta
modificacion postraduccional. La glutationalizacién produce cambios essteuctura
oligomérica, con la conversion deQ¥s Prx decamérica a su forma dimérica
glutationalizada, siendo la forma dimérica de Prx IIF la sensible a esta modificacion
pero sin mostrar cambios en su estado oligomérico. En ambos casos, la
glutationaliacién provoca un descenso similar en la actividad peroxidasa, lo que

sugiere que podria modular la sefalizacion celular pOs,Hustrato de estas proteinas.
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SUMARY AND CONCLUS

SWMARY ANBCONCLUSIONS

SUMARY

1.- Interaction of Tnol and PCNA: effect dPsTrxoloverexpression on TBY 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 essentiakerot 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 Trxtims cellular compartment. In a
previous thesis presented by a member of our group, the intracellular double
localization of PsTod 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 thisompartment 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 PsTrxol in a
Cys of its activeentre. In the present doctoral thesis, we corroborate the PsT¥xol
PCNA interaction using different approaches, including-tdot with purified
recombinant proteins and a bifluorescence complementation assay. These studies
confirmed the interaction between bottproteins in the nucleus, something not
described previously in animals or plant systems. MoreoveQlTdisplays an oxido
reductase activity on previously oxidized recombinant PCNA, an activity related to its
redox function on the target proteins. In @lel, we studied the effect of PsTrk
overexpression in a tobacco BYcell culture. Interestingly, confocal microscopy and
flow cytometry analysis showed that overexpression of this Trxol increased cellular
proliferation in the transformed lines, with lagh 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 celithe total glutathione contentlecreased but
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nuclear GSH accumulation was maintained, especially at the end of culture growth,
which was not observed in the ndransformed control cells. This last period
(between day 8 and 9) in the overexpressing lves accompanied by a higher mitotic
index unlike in control cells. All these data suggest thabIrig involved in the cell
cycle progression of the TEYculture, possibly through its relation with PCNA and

glutathione.

2.-Functional study of Tral in KO Arabidopsis and overexpressing mutants under

saline stress

To extend the functional study of Tk in this case in unfavorable conditions of
plant growth, we analyzed the response of Arabidopsis plants lacking theAj&neo1
(due to the availality 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 @mbic 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 thesibe function of the mitochondrial
thioredoxin is explored in plants of wild type Arabidopsis (Wt) and two KO mutant lines
of AtTrxolat 21 days of development (14 days in the absence (control) or presence of
100 mM NacCl). The most striking result was théne 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 bigstomatal 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 microelensech as Mg,
Zn and Mn. In addition, the lack of dfixled 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 (Mrre and Cu,Z+#80D) in response to satin In an analysis of

the components of the ASGSH 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 datithtyy KO2
genotype. It seems that the lack of dixmight 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 trtstnep
integrity of the plant. In this thesis the potential of dixto regulate the development

of the plant under adverse situations such as salinity is discussed. Atthe same time, an
overexpressingAtTrxolline was analyzed together with botkKO lins and theWt
genotype, making a comparative transcriptomic study by means of massive sequence
ARNseq. 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 AfTrxol 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. Fidalhgvosynthesis
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
overexXressing 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 reda metabolism in these plants. It is interesting the relatively
negative expression of glutathioneti@nsferase and nuclear glutaredoxin, whereas
chloroplastic iron oxidoreductase, catalase 2 and ascorbate oxidase genes were

positively expressed.
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All theseresults point to Trgl 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. ltwill be interesting to corroborate the changes in gene expression of
the described genes as well as the mechanism through which thed &ffects gene
expression in the mutants, both KO and oeespressing lines, to extend our

knowledge of the role of tliredoxins in the plant physiology.
3.-Glutathionylation of 2Cys Prx an@®rxIIF

Together with thioredoxins, plant peroxiredoxins and sulfiredoairgsinvolved 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 Sglutathionylation is considered a protective mechanism against protein
overaxidation, 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@s Prx and the mitochondriBrxIIFfrom
Psumsativum 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
chromatagraphy by FPLC and converted the decameric to a dimeric glutathionylated
form. However, glutathionylation of th&rxlIFin its reduced dimeric form did not
involve a change in its oligomeric state. Analysis by mass spectrometry demonstrated
that GSSG is & to glutathionylate the resolutiveCys residue (C¥3$ but not the
peroxidatic one (Cy$?) of the 2Cys Prx. By contrast, GSSG was capable of
glutathionylating both Cys residues in the active cemf the PrxIIF peroxidatic CyS
and resolving C§$ 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 diumg 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 Lys Prx an@®rxIF, in the different subcellular compartments. All this could

act modulating signaling by,&, that is the substrate of these proteins.

MAIN CONCLUSIONS

1.- The identification of possible nuclear target proteins of PgTrthrough affinity
chromatograply assays using isolated nuclei from pea leaves indicated that this Trx
interacts with  PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). The prptetein
interaction was corroborated by ddilot assayi( vitro) and bimolecular fluorescent
complementation, demostrating 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/PsTrk to effectively reduce PCNA previously oxidized by hydrogen
peroxide. This capacity demonstrates the redox regulation of HEMi&o through the
cysteine residues in its structure.

3.- The assays on the Tk function with TB¥ control and overexpressing Psdlx
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 theycdl 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 celangesin the overexpressing
cellswere accompanied by upregulation of the PCNA protein, a higher mitatiex
and maintained levels of nuclear glutathione compared to the control cells. These
results allow us to suggest that the participation of Trxol in the progression of the cell
cycle in TB®2 cultures is due in part to its functional relation with PGivl GSH.

4.- The characterization of K@tTrxolArabidopsismutant genotypes revealed no
evident changes in the phenotype in control or saline growth conditions. However, the
lack of Twl in the mutant genotypes grown under salinity provokes increasedd®ie

lipid peroxidation accompanied by higher enzymatic activitycéf andhe 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 studgy the massive sequencing RNAseq
technique in the Wt, KO and OverexpressktdrxolArabidopsis genotypes grown in
saline conditions revealed the higher expression of hydric resmoelseed genes in
the KO mutants than in Wt plants and also that involvedhe de novosynthesis of
purine and pirimidinejncluding interestingljthe gene related to the ribonucleotide
reductase enzyme. We also observed a decrease in the expressiy@mes related to
ATP synthesiand that involved in the synthesis of inteediates 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 NADPHtrendhuclear
isoforms of glutathione transferase and glutaredoxin. All this suggémsts Trnol
participates in procegsin which the altered genes are involved, an aspect that needs
further investigations.

6.- The glutathionylation study of the recombinant pea peroxiredoxi¥y2 Prx and
Prx IIF pointed to differences in tliesponseof both proteins tothis posttraductional
modification Theglutathionylation produces changes in the oligomeric structure, with
conversion of the decameric-Qys Prx to the dimeric glutathionylated form, the
dimeric Prx IIF being sensitive to this modifima but without changing its oligomeric
structure. In both proteinsglutathionylation provokes a similar decrease in the
peroxidase activity, suggesting the modulation agfllular signalinghrough H,O,, a

substrate for these proteins.
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