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Abreviaturas

10,: Oxigeno en estado singlete

O,": Radical superoxido

ABA: Acido abscisico

ADH: Alcohol deshidrogenasa

AG: Aminoguanidina

APF: Fluoréforo 3 -(paminophenyl)-fluoresceina

APX: Ascorbato peroxidasa

ASC: Ascorbato

BSA: Albdmina sérica bovina

CaCl,: Clorura de calcio

CAPS: Acido-3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfonico

CAT: Catalasa

cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario

cPTIO: 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-oxido
CuZn-SOD: Superoxido dismutasa dpendiente de cobre y zinc
Cy: Citosdlica

Cys: Cisteina

DAF-2: 4,5-Diaminofluoresceina

DAF-FM DA: 4-aminometil-2 ,7 -difluorofluoresceina diacetato
DEPC: dietilpirocarbonato

DFMO: DL-a-cloruro de difluorometilornitina hidratado
DHA: Deshidroascorbato

DHAR: Deshidroascorbato reductasa

DHE: Dihidroetidio

DMSO: Dimetil sulfoxido

DNA: Acido desoxirribonucleico



dNTP: Desoxinucleotido trifosfato

DPI: Diphenyleneiodonium

DTNB: Acido 5,5 -Dithiobis 2-nitrobenzoico

DTT: 1,4-Ditioltreitol

EDREF: Factor relajante derivado del endotelio

EDTA: Acido etilén-diamino-tetraacético

EM: Enzima malico dependiente de NADP

FAD: Flavin adenina dinuclettido

Fe-SOD: Superéxido dismutasa dependiente de hiero

FMN: Flavin mononucledtido

G6PDH: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP
GR: Glutation reductasa

GSH: Glutation reducido (y-glutamil-L-cisteina-glicina oxidado)
GSNO: S-nitrosoglutation

GSNOR: S-nitrosoglutation reductasa

GSSG: Glutation oxidado

H,0,: Perdxido de hidrdgeno

Hepes: Acido N-[2-hidroxietil] piperacina-N’-[2-etanosulfonico]
HO': Radical hidroxilo

ICDH: Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP

1gG: Inmunolglubolina G

IPTG: 1-isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido

KCI: Cloruro de potasio

KCN: Cianuro de potasio

L-arg: L-arginina

LB: Medio de cultivo de Luria-Bertani



LC-ES/MS: Cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas de ionizacion
por electrospray

L-NAME: N®-nitro-L-Arg metil ester

Luminol: Lumigen PS-3 acridinio (5-Amino-2,3-dihidro-1,4-phthalazinadiona)
MDA: Malondialdehido

MDAR: Monodeshidroascorbato reductasa

MgCl;: Cloruro de magnesio

Mn-SOD: Superdxido dismutasa dependiente de manganeso
mRNA: Acido ribonucleico mensajero

NaCl: Cloruro de sodio

NADH: Nicotinamin adenina dinucle6tido reducido

NADP: Nicotinamin adenina dinucleotido fosfato oxidado
NADPH: Nicotinamin adenina dinucleotido fosfato reducido
NBT: Azul de nitrotetrazolio

NEM: N-etilmaleimida

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOX: NADPH oxidasa

NR: Nitrato reductasa

ONOQO': Peroxinitrito

PBS: Tampon fosfato salino

PCD: Muerte celular programada

pCMS: p-cloromercurifenilsulfonico

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PF: Peso fresco

PMSF: Fluoruro de fenil metil sulfonilo

PVDF: Difluoruro de polivinilo

PVPP: Polivinil polipirrolidona



RNA: Acido ribonucleico

RNS: Especies de nitrégeno reactivo

RONS: Especies de oxigeno y nitrogeno reactivo

ROS: Especies de oxigeno reactivo

SA: Acido salicilico

SDS: Dodecil sulfato sodico

SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
S-GAL.: 3,4-ciclohexenoesculetina-f-D-galactopiranésido
SNOs: S-nitrosotiol

SNP: Nitroprusiato de sodio

SOD: Superoxido dismutasa

TBS: Tampon tris Sali

TCA: Acido tricloroacético

TEMED: N,N,N",N"-Tetrametil-etilén-diamina

Tris: Tris-hidroximetilaminometano
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SUMMARY






Funcidn de las especies de oxigeno y nitrogeno reactivo (ROS y RNS)
en plantas de pimiento (Capsicum annuum L..) durante el desarrollo y
en estrés por baja temperatura

El pimiento, miembro de la familia de las Solanaceas, es un cultivo muy importante ya
que su fruto es el segundo producto horticola mas consumido en el mundo y una
excelente fuente de nutrientes esenciales para humanos, especialmente vitamina C, -
caroteno Yy calcio. Esta Tesis Doctoral se ha centrado en el andlisis del metabolismo de
los antioxidantes y la homeostasis de las especies de oxigeno y nitrogeno reactivo (ROS
y RNS, respectivamente) en distintos estadios de desarrollo (7, 10, 14 y 90 dias) de
plantas de pimiento sanas, y bajo un estrés ambiental como es la baja temperatura (LT).
Asi, durante el desarrollo de plantas de pimiento el metabolismo del 6xido nitrico (NO),
las ROS vy las deshidrogenasas dependientes de NADP estaban moduladas
diferencialmente dependiendo del estadio y los érganos analizados (raices, tallos, hojas,
y frutos) indicando una regulacién espacial y temporal. Por otra parte, se demostro que
el estrés por frio causa un desequilibrio en las enzimas antioxidantes y una bajada en el
contenido de NO acompafiado por un aumento en la peroxidacion lipidica y la nitracion
de tirosina, indicando la induccién de un estrés nitro-oxidativo. Por ultimo, durante el
progreso de estos estudios se prestd una especial atencién al metabolismo del S-
nitroglutation (GSNO) ya que afecta al estado redox celular. Por lo tanto, se establecio
un nuevo método analitico mediante cromatografia liquida acoplada a la espectrometria
de masas de ionizacion por electrospray (LC-ES/MS) que ha permitido detectar y
cuantificar GSNO, ademas del glutation en sus dos formas reducida y oxidada (GSH y
GSSG, respectivamente) en tejidos vegetales. Como principal contribucién de este
trabajo, se puede indicar que esta es la primera vez que se ha acometido el estudio del
metabolismo de ROS y RNS en plantas de pimiento, y por consiguiente se ha propuesto
una funcion para estas especies durante el desarrollo y bajo condiciones de estrés por
baja temperatura.



Role of reactive oxygen species and reactive nitrogen species
(ROS and RNS) in pepper (Capsicum annuum L.) plants during
development and under low temperature stress

Pepper (Capsicum annuum L.), a member of the Solanaceae family, is a very important
crop since its fruit is the second worldwide consumable produce and excellent source of
many essential nutrients for humans, especially vitamin C, B-carotene and calcium. This
PhD research project has focused on the analysis of the antioxidant metabolism and
homeostasis of reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS, respectively)
during natural growth at different developmental stages (7, 10, 14 and 90 days) of
healthy pepper plants, and under a specific environmental stress, low temperature (LT).
Thus, during the development of pepper plants the metabolism of nitric oxide (NO),
ROS and NADP-dehydrogenases were differentially modulated depending on the stage
and the organs analyzed (roots, stems, leaves, and fruits) indicating a spatial and
temporal regulation. On the other hand, it is demonstrated that cold stress causes an
imbalance of antioxidative enzymes and a decrease in the NO content which is
accompanied by a rise in lipid peroxidation and tyrosine nitration, indicating the
induction of a nitro-oxidative stress. Finally, during the progress of these studies a
special attention has been paid to the metabolism of S-nitrosoglutathione (GSNO)
because it may affect the redox status on plant cells and tissues. Accordingly, it was set
up a new method by combination of liquid chromatography—electrospray/mass
spectrometry (LC-ES/MS) to detect and quantify GSNO as well as the reduced and
oxidized glutathione forms (GSH and GSSG, respectively). As the main contribution of
this work, it can be indicated that this is the first time that the metabolism of both ROS
and RNS has been accomplished in pepper plants, and consequently a role for these
species during development and under LT stress conditions has been postulated.
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1. EL PIMIENTO: HISTORIA Y CARACTERISTICAS

El origen del pimiento es incierto, aunque se sitda en el continente americano,
probablemente en la zona de Bolivia y Peru. Esta planta era desconocida en el Viejo
Mundo hasta que Cristébal Coldn la introdujera en Espafia después de su primer viaje a
Ameérica, y desde alli se distribuyé a Europa y al resto del mundo en colaboracion con
los portugueses. La palabra “capsicum” con la que se denomina a la especie proviene de
su homonimo del latin “capsicum” (caja), por la forma peculiar de sus frutos. Su cultivo
en Espafia comenzd a realizarse en el siglo XVI. Posteriormente se extendio a ltalia y
desde ese pais pasé a Francia para distribuirse, como se dijo anteriormente, al resto del
mundo. La introduccién del pimiento en Europa supuso un avance importante en las
costumbres culinarias debido a que se empleaba como complemento de una especia
muy popular, la pimienta negra. De hecho, llegé incluso a sustituirla. Su consumo en
Europa data de hace varios siglos. Sin embargo, las variedades de pimientos grandes,
suaves y poco picantes que se consumen en la actualidad se consiguieron a principios

del siglo XX gracias a los cultivos intensivos.

Capsicum annuum L. pertenece a la familia de las solanaceas. Es una herbacea
perenne, con ciclo de cultivo anual de porte variable entre los 0,5 m (en determinadas
variedades de cultivo al aire libre) y mas de 2 m (gran parte de los hibridos cultivados
en invernaderos). El sistema radicular es pivotante y profundo dependiendo de la
profundidad y textura del suelo, con numerosas raices adventicias que horizontalmente
pueden alcanzar una longitud comprendida entre 50 cm y 1 m. El tallo principal es de
crecimiento limitado y erecto. A partir de cierta altura (“cruz”) emite 2 6 3
ramificaciones (dependiendo de la variedad) y continda ramificandose de forma
dicotdmica hasta el final de su ciclo en que los tallos secundarios se bifurcan después de

brotar varias hojas, y asi sucesivamente.

La hoja es entera, lampifia y lanceolada, con un &apice muy pronunciado
(acuminado) y un peciolo largo y poco aparente. El haz es glabro (liso y suave al tacto)
y de color verde mas o menos intenso dependiendo de la variedad, y brillante. El nervio
principal parte de la base de la hoja, como una prolongacién del peciolo, del mismo
modo que las nerviaciones secundarias que son pronunciadas y llegan casi al borde de la

hoja. La insercion de las hojas en el tallo tiene lugar de forma alterna y su tamafio es



variable en funcion de la variedad, existiendo cierta correlacion entre el tamafio de la
hoja adulta y el peso medio del fruto (Fig. 1.1A). Las flores aparecen solitarias en cada
nudo del tallo, con insercion en las axilas de las hojas. Son pequefias y constan de una
corola blanca (Fig. 1.1B). La polinizacion es autdgama, aunque puede presentarse un
porcentaje de alogamia que no supera el 10%. El fruto es una baya hueca,
semicartilaginosa y deprimida, de color variable (verde, rojo, amarillo, naranja, violeta o
blanco); por lo general, los frutos van pasando del color verde al anaranjado, al amarillo
y al rojo a medida que van madurando. Su tamafio es variable, pudiendo pesar desde
escasos gramos hasta mas de 500 gr (Fig. 1.1C). Las semillas se encuentran insertas en
una placenta conica de disposicion central. Son redondeadas, ligeramente reniformes, de
color amarillo péalido 'y longitud variable entre 3 'y 5 mm.

(www.infoagro.com/hortalizas/pimiento.htm).

Fig. 1.1. Caracteristicas del pimiento. (A) Dibujo mostrando las distintas partes de la planta de pimiento.

(B) Flor de la planta de pimiento. (C) Frutos de pimiento.

Pueden considerarse tres grupos varietales de plantas de pimiento:


http://www.infoagro.com/hortalizas/pimiento.htm

1) variedades dulces que son las que se cultivan actualmente en los
invernaderos. Presentan frutos de gran tamafio para consumo en fresco e
industria conservera;

2) variedades de sabor picante que son muy cultivadas en Sudamérica, y suelen
ser variedades de fruto largo y delgado. La capsaicina es el componente
responsable del sabor amargo o picante de los frutos de la familia Capsicum,
y se encuentra en los tabiques divisorios, placenta y en las semillas;

3) variedades para la obtencion de pimentdén que son un subgrupo de las

variedades dulces.
Dentro de las variedades de fruto dulce se pueden diferenciar tres tipos de pimientos:

Tipo California: son frutos cortos (7-10 cm), anchos (6-9 cm), con tres o cuatro cascos
bien marcados, con el céliz y la base del pedinculo por debajo o a nivel de los hombros
y de carne mas o menos gruesa (3-7 mm) (Fig. 1.2A). Son los cultivares mas exigentes
en temperatura, por lo que la plantacion se realiza temprano (desde mediados de mayo a
comienzos de agosto, dependiendo de la climatologia de la zona), para alargar el ciclo
productivo y evitar problemas de cuajado con el descenso excesivo de las temperaturas

nocturnas.

Tipo Lamuyo: son frutos largos y cuadrados de carne gruesa. Los cultivares
pertenecientes a este tipo suelen ser mas vigorosos, de mayor porte y entrenudos mas
largos, y menos sensibles al frio que los de tipo California, por lo que es frecuente

cultivarlos en ciclos mas tardios (Fig. 1.2B).

Tipo Italiano: frutos alargados, estrechos, acabados en punta, de carne fina, mas
tolerantes al frio, que se cultivan normalmente en ciclo Gnico, con plantacién tardia en
septiembre u octubre y recoleccion entre diciembre y mayo, dando producciones de 6-7
kg.m (Fig. 1.2C).



Fig. 1.2. Tipos de frutos de pimiento segun su forma: California (A), Lamuyo (B) y Dulce Italiano (C).
2. CULTIVO DEL PIMIENTO Y CARACTERISTICAS NUTRICIONALES

Para el cultivo de pimiento, es necesaria una temperatura ambiente media de 20°C, sin
demasiados cambios bruscos y con una tasa de humedad no demasiado alta (50-70%),
ya que humedades relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades
aéreas y dificultan la fecundacién. La coincidencia de altas temperaturas y baja
humedad relativa puede ocasionar la caida de flores y de frutos recién cuajados.
También requiere gran cantidad de luz, sobre todo durante el primer periodo de
crecimiento, después de la germinacién y durante la floracion. El suelo ideal son los que
poseen buen drenaje, con presencia de arenas y materia organica. Todos estos
requerimientos hacen que sean cultivados en invernaderos, donde el manejo de las

condiciones ambientales es mas controlable.

La coincidencia de bajas temperaturas durante el desarrollo del boton floral
(entre 15 y 10°C) da lugar a la formacion de flores con alguna de las siguientes
anomalias: pétalos curvados y sin desarrollar, formacién de mdltiples ovarios que
pueden evolucionar a frutos distribuidos alrededor del principal, acortamiento de
estambres y de pistilo, engrosamiento de ovario y pistilo, fusion de anteras, etc. Las
bajas temperaturas también inducen la formacion de frutos de menor tamafo, que
pueden presentar deformaciones, reducen la viabilidad del polen y favorecen la
formacion de frutos partenocarpicos. Las altas temperaturas provocan la caida de flores

y frutitos.

La importancia econdmica del pimiento se debe a que se trata del segundo
producto horticola mas consumido en todo el mundo después del tomate. Por ello, este

fruto es de gran importancia agronémica, nutricional y comercial. Posiblemente debido
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a su triple destino de consumo, pimiento fresco, para pimenton y para conserva, este
producto ha alcanzado un gran valor comercial, principalmente en Espafa, donde el
cultivo del pimiento ha crecido espectacularmente y ha tenido como consecuencia el
desarrollo del cultivo en invernaderos en todo nuestro litoral mediterraneo (Tabla 1.1).
Espafia es uno de los principales productores europeos de pimiento y sus principales
zonas de cultivo son Almeria y Murcia. De la produccién espafiola total dos terceras
partes van destinadas al mercado nacional, mientras que el resto es exportado a otros

paises europeos.

El principal componente del pimiento es al agua, con bajos contenidos de
hidratos de carbono, lo que hace que sea una hortaliza con un bajo aporte calérico. Es
una buena fuente de fibra y, al igual que el resto de verduras, su contenido proteico es
muy bajo y apenas aporta grasas. En cuanto a su contenido en vitaminas, los pimientos
son muy ricos en vitamina C, sobre todo los de color rojo. De hecho, llegan a contener
mas del doble de la que se encuentra en frutas como la naranja o las fresas. Son buena
fuente de carotenos, entre los que se encuentra la capsantina, pigmentos con
propiedades antioxidantes que aportan el caracteristico color rojo/amarillo/naranja a los
frutos. También es destacable su contenido de provitamina A (B-caroteno) que el
organismo transforma en vitamina A conforme lo necesita, folatos y de vitamina E
(Howard et al., 2000; Navarro, et al., 2006). En menor cantidad estan presentes otras
vitaminas del grupo B como la Bg, B3, B, y B;. Su contenido en las citadas vitaminas C
y E, junto con los carotenos, convierten al pimiento en una importante fuente de
antioxidantes, sustancias beneficiosas para la salud (Tabla 1.2). La vitamina C, ademas
de ser un potente antioxidante, interviene en la formacién de colageno, glébulos rojos,
huesos y dientes, al tiempo que favorece la absorcion del hierro de los alimentos y
aumenta la resistencia frente a las infecciones. La vitamina A es esencial para la vision,
el buen estado de la piel, el cabello, las mucosas, los huesos y para el buen
funcionamiento del sistema inmunoldgico. Los folatos intervienen en la produccién de
glébulos rojos y blancos, en la sintesis de material genético y en la formacion de
anticuerpos del sistema inmunologico. Entre los minerales, cabe destacar la presencia
anticuerpos del sistema inmunologico. Entre los minerales, cabe destacar la presencia

de potasio. En menor proporcion estan presentes el magnesio, el fosforo y el calcio.

Tabla 1.1. Principales paises productores de pimiento en el mundo durante el afio 2002. Fuente: F.A.O.
11



Paises Produccion pimientos frescos afio 2002 (toneladas)

China 10.533.584

México 1.733.900

Turquia 1.500.000
Espafia 989.600
Estados Unidos 885.630
Nigeria 715.000
Indonesia 550.000
Egipto 386.687
Republica de Corea 380.000
Italia 380.000
Paises Bajos 290.000
Tlnez 244.000
Bulgaria 205.000
Rumania 185.000
Marruecos 180.000
Argelia 175.000
Japén 159.300
Serbia 135.100
Ucrania 125.000
Argentina 121.000
Grecia 110.000
Hungria 100.000
Rep. Islamica de Iran 100.000
Israel 99.970
Chile 62.000
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El calcio de los pimientos no se asimila apenas en relacion con los lacteos u
otros alimentos que se consideran muy buena fuente de este mineral. El potasio es
necesario para la transmision del impulso nervioso, la actividad muscular y regula el
balance de agua dentro y fuera de la célula. EI magnesio se relaciona con el
funcionamiento del intestino, nervios y musculos, forma parte de huesos y dientes,
mejora la inmunidad y posee un suave efecto laxante. El fésforo juega un papel
importante en la formacién de huesos y dientes, al igual que el magnesio y el calcio.

(http://propiedadesalimentos.jaimaalkauzar.es/propiedades-nutritivas-del-

pimiento.html).

Los frutos son clasificados generalmente en dos grupos: climatéricos, como son
los tomates y los platanos que muestran un aumento en la biosintesis de etileno y un
incremento de la respiracion durante la maduracion, mientras que los frutos no
climatéricos como son las fresas y las uvas no muestran ningun aumento ni en la
respiracion celular ni en la biosintesis de etileno. El pimiento se considera una especie
no climatérica (Saltveit, 1977; Lurie et al., 1986) y tiene muchas variedades que se
diferencian en la forma, el color y el sabor, entre otras caracteristicas. La piel del
pimiento es lisa y brillante y puede presentar varios colores. Generalmente, los
pimientos son verdes cuando son inmaduros, y viran a rojos cuando maduros; sin
embargo, en los Gltimos afios, se obtuvieron nuevos cultivares con frutos maduros
mostrando otros colores, como el amarillo, naranja, purpura o marrén. A nivel
molecular la informacién de los factores que controlan los cambios metabdlicos
importantes que ocurren durante la maduracion en especies parecidas al pimiento es aln
escasa. Durante la maduracién de los frutos de pimiento, hay un desmantelamiento del
aparato fotosintético junto con un incremento de la sintesis de carotenoides, la
conversion de cloroplastos en cromoplastos y alteraciones en el metabolismo oxidativo

de los peroxisomas del fruto (Camara et al., 1995, Mateos et al., 2003).

Durante la senescencia del fruto tiene lugar un proceso oxidativo propiciado por
especies de oxigeno reactivo (ROS), de manera que las estructuras celulares y algunas
enzimas son degradadas junto a un aumento de la peroxidacion lipidica (Jiménez et al.,
2003), lo cual es uno de las principales causas del deterioro de la calidad de los
alimentos, lo que conduce a la aparicién de sabores y aromas desagradables y la

destruccion de vitaminas. La interaccion entre las ROS y las proteinas es compleja, y la
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formacion de grupos carbonilo, producto de esta interaccion, es considerada como una

modificacion irreversible, siendo un marcador de estrés oxidativo (Referencias de

Leshem; Moller et al., 2004). En este contexto, la funcién de la barrera antioxidante

celular es prevenir la expansion de las reacciones de oxidacion, eliminando las ROS. En

los dltimos afios, varios estudios demostraron la implicacion de los antioxidantes en la

fisiologia del fruto, incluyendo respuestas a nivel de la mitocondria, peroxisomas y

cloroplastos durante la maduracion del pimiento y durante el almacenamiento del fruto a
20°C (Jimenez et al., 2002; Mateos et al., 2003; Marti et al., 2009).

Tabla 1.2 Composicion de los pimientos por cada 100 g de material fresco. Fuente:

http://www.botanical-online.com/pimimientos.htm

Componentes Pimiento verde Pimiento rojo
Agua 911g. 92,19
Energia 113 Kcal 113 Kcal
Grasa 0,199 0,199
Proteina 0,89 ¢ 0,89 ¢
Hidratos de carbono 6,43 g 6,43 ¢
Fibra 1,89 2,09
Potasio 177 mg 177 mg
Faésforo 19mg 19mg
Magnesio 10 mg 10 mg
Calcio 9mg 9mg
Vitamina C 89,3 mg 190 mg
Vitamina B, 0,03 mg 0,03 mg
Vitamina Bg 0,248 mg 0,248 mg
Vitamina A 632 1U 5700 1U
Vitamina E 0,69 mg 0,69 mg
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3. METABOLISMO DE ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO
3.1. Especies de oxigeno reactivo (ROS)

Desde la introduccion del oxigeno molecular en nuestra atmosfera por las cianobacterias
capaces de realizar la fotosintesis hace 2700 millones de afios, las especies de oxigeno
reactivo (ROS, por sus siglas en inglés - Reactive Oxygen Species) han sido las

acompariantes incomodas de la vida aerobica.

La necesidad que tienen los organismos aerobios por el oxigeno eclipsa el hecho
de que puede ser un gas toxico y mutagénico; mas aln, estos mismos organismos
sobreviven ya que han desarrollado mecanismos antioxidantes muy eficientes
(Halliwell, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007).

El término especies de oxigeno reactivo se refiere, tanto a los radicales libres del
oxigeno, como son el anién superéxido (O, ), el hidroxilo (OH ) y el peroxilo, como a

otras moléculas que no son radicales, como el oxigeno singlete (102) y el peroxido de
hidrogeno (H,0;). Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno 0 mas
electrones desapareados y que compensa este exceso electronico captando nuevos
electrones hasta completar el orbital en el que se encuentra. Los radicales libres pueden
formarse a través de numerosos mecanismos, entre los cuales se incluye la adicion de un
electron a un no-radical. El oxigeno molecular en estado basal triplete es un radical; ya
gue no tiene completamente apareados sus electrones. Sus dos electrones tienen el
mismo nUmero cuantico de spin, es decir, sus spins son paralelos; de aqui su gran
capacidad para reaccionar con la mayoria de las moléculas que no son radicales
(Halliwell, 2006; Halliwell & Gutteridge, 2007). Sin embargo, este estado basal del
oxigeno puede convertirse en diferentes ROS, ya sea por transferencia de energia o de
electrones. Por transferencia de energia se forma el oxigeno singlete, y por transferencia
de electrones el resultado es la reduccidn secuencial a radicales superdxido, peroxido de

hidrogeno y el radical hidroxilo (Fig. 1.3).
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Fig. 1.3. Formacion de las especies de oxigeno reactivo.

Las ROS que se producen en mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas (Apel
and Hirt, 2004) durante los procesos de respiracion y fotosintesis bajo condiciones
fisiolégicas normales, y que se incrementan cuando la planta esta expuesta a un
medioambiente desfavorable (Gill and Tuteja, 2010), son eliminadas a través de una
serie de complejos mecanismos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos localizados
en diferentes compartimentos celulares (Alscher et al., 1997; Perl-Treves y Perl, 2002).
Cuando el equilibrio entre la produccion y la eliminacién de ROS es perturbado se
produce lo que se conoce como estrés oxidativo que provoca dafio en membranas,
lipidos, proteinas, &cidos nucleicos y otros componentes celulares llevando finalmente a
la muerte celular o a la aparicién de lesiones necréticas (Doke, 1997; Foyer and Noctor,
2005). El equilibrio entre produccién y eliminacién de las ROS puede ser obstaculizado
por diferentes situaciones ambientales, estreses abioticos tales como sequia, bajas
temperaturas, salinidad, metales pesados, contaminantes o herbicidas entre otros; como
resultado, los niveles de ROS pueden elevarse rapidamente (Prasad et al., 1994; Dat et
al., 2000; Sandalio et al., 2001; Romero-Puertas et al., 2004; Chaki et al., 2010, 2011).
Esta alteracion del equilibrio entre ROS vy sistemas antioxidantes lleva a un incremento
brusco de los niveles intracelulares de ROS, produciéndose un estrés oxidativo que

puede provocar dafios importantes en la estructura de las células.

Desde hace algunos afios, se ha empezado a reconocer que las ROS tienen un
papel importante en los procesos de sefializacion en plantas, y que controlan procesos
fundamentales en las plantas, tales como el crecimiento, el desarrollo, la respuesta a

estimulos medio-ambientales y la muerte celular programada (Apel and Hirt, 2004;
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Bailey-Serres and Mittler, 2006; Gill and Tuteja, 2010). Por tanto, y debido a esa doble
funcién de las ROS, las plantas necesitan, al menos, dos mecanismos diferentes para
regular sus concentraciones intracelulares: uno que permita una modulacion fina de los
niveles bajos de ROS con finalidad relacionadas con la sefializacion y otro que permita
la detoxificacion de excesos de ROS, especialmente bajo condiciones de estrés (Mittler,
2002).

Las ROS juegan un papel central en la defensa de la planta frente a patdgenos.
Durante esta respuesta, las ROS son producidas en la planta por un incremento de la
actividad de la enzima NADPH oxidasa unida a membrana plasmatica, la peroxidasa
unida a la pared celular y a las aminas oxidasas del apoplasto (Grant and Loake, 2000;
Hammond-Kosack and Jones, 2000). A diferencia del superdxido, el H,O, puede
difundir al interior de las células y activar los genes de defensas de las plantas,
incluyendo la muerte celular programada (PCD). La induccion de la PCD limita la
expansion de la enfermedad desde el punto de infeccién. Durante las reacciones
incompatibles, cuando un patégeno es detectado y las respuestas de defensa, incluyendo
la PCD, son inducidas, la produccién de H,O, ocurre de manera bifasica. La
acumulacién muy rapida inicial es seguida de una produccion secundaria prolongada de
H.O,. Durante las interacciones compatibles, cuando el patégeno infecta
sistematicamente a la planta hospedadora, sélo se produce el primer pico de produccién
de H,O, (Apel and Hirt, 2004).

Una de las causas de la toxicidad bioldgica del H,O, proviene de su capacidad
para oxidar a los grupos —SH, la cual puede incrementarse en presencia de catalizadores
metalicos por las reacciones del tipo Fenton o Haber-Weiss y provoca la inactivacion de
algunas enzimas (Gill and Tuteja, 2010; Dat et al., 2000). En presencia de radicales O;~
y de metales de transicién como Fe** o Cu®*, el H,0, puede dar lugar a la formacién de
los radicales 'OH, mediante la reaccion de Haber-Weiss (Halliwell and Gutteridge,
2007). El H,0; juega un doble papel en las plantas: a bajas concentraciones puede
actuar como molécula sefial implicada en activar la sefializacion de aclimatacién en la
tolerancia a distintos estreses bidticos y abidticos y, a altas concentraciones conduce a la

muerte celular programada (Quan et al., 2008).
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En plantas, la produccion del anion superoxido se realiza a través de la enzima
NADPH oxidasa localizada en la membrana plasmatica de las células o mediante la
accion de la xantina oxidasa en la matriz peroxisomal y de la cadena de transporte
electronico dependiente de NADH en la membrana peroxisomal (del rio et al., 1992,
1996; Lopez-Huertas et al., 1996). La accion oxidante directa de esta molécula sobre
biomoléculas es una de las causas de sus efectos toxicos, pero como este radical no
puede atravesar las membranas bioldgicas, sus efectos toxicos se deben
fundamentalmente a su capacidad para reducirse generando radicales hidroxilo o
radicales perdxido de hidrégeno por dismutacion, con o sin necesidad de catalisis

enzimatica.

El radical hidroxilo es el derivado de oxigeno reactivo méas tdxico que se
produce, tiene una vida media de nanosegundos y precisamente debido a su corta
existencia ha sido dificil estudiarlo con detalle. El radical hidroxilo provoca la
abstraccién de una molécula de hidrogeno (H) de una molécula organica (RH) formando
un radical orgénico (R’) que reacciona con O, para formar el radical peroxilo (ROO),
éste a su vez puede reaccionar con una segunda molécula organica para formar un
hidroperéxido (ROOH) y un nuevo radical organico que continuard la cadena de
reacciones (Nappi and Vass, 1998). Ademas, reacciona con la mayoria de los
compuestos presentes en los sistemos biolégicos provocando dafio oxidativo en
proteinas y en &cidos nucleicos, asi como la rotura de las cadenas de estos Gltimos
(Packer and Glazer, 1990; Halliwell and Gutteridge, 2000).

3.2. Antioxidantes enzimaticos

Su funcién es prevenir la iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las
especies de oxigeno reactivo parcialmente reducidas (O,” y H,0O,) (Halliwell and
Gutteridge, 2007). A nivel subcelular, los antioxidantes enzimaticos estan presentes en
distintos organulos cerca de los lugares de produccion de ROS para prevenir el dafio
oxidativo en ellos (Dhaunsi et al., 1993). Las principales enzimas con propiedades
antioxidantes son la superoxido dismutasa (SOD), catalasa, las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation como la ascorbato peroxidasa (APX), glutation reductasa (GR),
monodeshidroascorbato reductasa y la deshidroascorbato reductasa (DHAR).

Recientemente se esta considerando las deshidrogenasas dependientes de NADP®,
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implicadas en la generacion de NADPH, como enzimas antioxidantes, ya que soportan

el buen funcionamiento del ciclo ascorbato-glutation (Valderrama et al., 2006).
3.2.1. Superoxido dismutasas (SODs, EC 1.15.1.1)

La actividad superoxido dismutasa (SOD) fue descubierta por primera vez por McCord
y Fridovich en 1969, son las principales antioxidantes enzimaticas presentes en células
procarioticas y eucarioticas, y son las primeras en la defensa contra los efectos toxicos
del radical superdxido producido en los diferentes compartimentos celulares (Fridovich,
1986; Halliwell and Gutteridge, 2000). Las SODs son metaloproteinas que catalizan la
dismutacién del anion superdxido hasta peréxido de hidrégeno y oxigeno y todos los

organismos aerdbicos y en algunos anaerdbicos (Hassan, 1986) (fig. 1.4):

SOD
20, + 2H —=23 H,0, + O,

Fig. 1.4. Reaccion catalizada por la superoxido dismutasa

Las SODs son generalmente clasificadas en tres grupos segun el grupo
prostético metalico ligado a la enzima: CuZn-, Fe-, y Mn- SODs. En plantas, el nimero,
el tipo, y la localizacion de las isoenzimas de SOD varian dependiendo de la especie
vegetal, de la etapa de desarrollo y de las condiciones medioambientales. Asi, las CuZn-
SODs se encuentran generalmente en cloroplastos (Salin, 1988, Wingsle et al., 1991;
Ogawa et al., 1995) y en el citosol (Bowler et al., 1994), también en peroxisomas y
apoplastos (Sandalio and del Rio, 1987; Bueno et al., 1995; Ogawa et al., 1996; Corpas
et al., 1998b; Corpas et al., 2006a). Las Fe-SODs se encuentran en cloroplastos (Bowler
et al., 1994) y peroxisomas (Droillard and Paulin, 1990). Las Mn-SODs se encuentran
en mitocondria (Bowler et al., 1994; del Rio et al., 2003), y en peroxisomas (del Rio et
al., 1983; del Rio et al., 2003; Sandalio and del Rio, 1987; Corpas et al., 1998b; Corpas
et al., 2006a). Entre estas SODs, la Mn-SOD es la Unica forma que se mostro ser

esencial para la supervivencia de la vida aerébica (Carlioz and Touati, 1986).

Las Cu/Zn-SODs son unas proteinas diméricas que presentan un atomo de Cuy
otro de Zn en cada subunidad. Es la mas abundante en plantas superiores y se localiza

en citosol, cloroplasto, peroxisoma, nucleo y apoplasto (Sandalio and del Rio, 1988;
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Kanematsu and Asada, 1991; Ogawa et al., 1997; Sandalio et al., 1997; Corpas et al.,
1998b, 2006a; del Rio et al., 2002a). No obstante, en cotiledones de girasol se han
identificado cuatro isofomas en la mitocondria y al menos una isoforma en peroxisomas
(Corpas et al., 1998b). Ademas, se ha descrito que la Cu/zZn-SOD cataliza la
descomposicion de S-nitrosotioles de bajo peso molecular generando Oxido nitrico
(Jourd’heuil et al., 1999; Jonson et al., 2001).

Las Mn-SODs son unas proteinas homotetraméricas que han sido caracterizadas
en una serie de organismos incluyendo bacterias, algas, hongos y animales (Bannister et
al., 1987), y también en algunas plantas superiores (Sevilla et al., 1980a, 1980b, 1982;
Fernandez et al., 1982; Baum and Scandalios, 1981; Streller et al., 1994; Kroniger et al.,
1995; Palma et al., 1998; Rodriguez-Serrano et al., 2007; Fernandez-Ocafia et al., 2011).
En células eucariotas, la Mn-SOD se localiza principalmente en la mitocondria
(Fridovich, 1995; Halliwell and Gutteridge, 2007) pero también se ha descrito que en
hojas de guisante, en pétalos de clavel y cotiledones de sandia y pepino, ademés de
ubicarse en este organulo, también se localiza en el peroxisoma (del Rio et al., 1983;
Sandalio et al., 1987; Corpas et al., 1998a; Palma et al., 1998; Rodriguez-Serrano et al.,
2007).

Las Fe-SODs son proteinas homodiméricas, probablemente es la isoforma més
antigua, y se ha encontrado en células procarioticas y en plantas. Se ha aislado a partir
de Euglena gracilis (Kanematsu and Asada, 1979) y de plantas superiores (Bridges and
Salin, 1981). Esta isoenzima se localiza principalmente en cloroplastos (Asada, 1994) y
peroxisomas (Droillard and Paulin, 1990).

3.2.2. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

Es una enzima heminica que cataliza la descomposicion del H,0, con una molécula de

H,O, que es reducida a agua, mientras que la otra es oxidada a O, (fig. 1.5):

CAT
HzOz + H202 —_— ZHZO + 02

Fig. 1.5. Reaccion catalizada por la catalasa.
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Esta reaccion se encuentra favorecida por concentraciones elevadas de H,0,
(Chance et al., 1997). Sin embargo, la catalasa también es capaz de llevar a cabo ciertas
reacciones peroxidasicas a pH bésico, en presencia de H,0,, actuando sobre algunos
alcoholes, aldehidos y acidos organicos como sustratos (AH,) (Halliwell and
Gutteridge, 2007). La mayoria de los organismos anaerobios no contienen catalasa. La
catalasa previene la difusion de H,O, a otros compartimentos celulares. Son numerosos
los estudios que han puesto de manifiesto que la catalasa es una enzima esencial en el
mecanismo de defena frente a distintos tipos de estrés (Willekens et al., 1997
Scandalios, 2005), y se han descrito diferentes isoformas de catalasa en plantas (Eising
et al., 1990; Havir et al., 1996; Corpas et al., 1999). La actividad catalasa se encuentra
localizada de forma exclusiva en peroxisomas, por lo que se utiliza habitualmente como

marcador de estos organulos celulares (del Rio et al., 2006).
3.2.3. Enzimas del ciclo ascorbato-glutation

El ciclo ascorbato-glutation, también denominado ciclo de Foyer-Halliwell-Asada, es un
sistema antioxidante exclusivo de plantas y muy importante para la eliminacion de
H.0,, especialmente en compartimentos celulares donde se produce este metabolito y
no existe catalasa como son los cloroplastos y citosol (Doulis et al., 1998; Halliwell &
Gutteridge, 2007). En este ciclo participan los antioxidantes no enzimaticos ascorbato y
glutation, NADPH como poder reductor, y cuatro enzimas: la ascorbato peroxidasa
(APX), la monodeshidroascorbato reductasa (MDAR), la deshidroascorbato reductasa
(DHAR) vy la glutation reductasa (GR) (Halliwell & Foyer, 1976; Asada & Badger,
1984; Foyer et al., 1997; del Rio et al., 2002b) (Fig. 1.6).
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Ciclo Ascorbato- Glutation

Glutation
Oxidado
(GSSG)

Ascorbato

Ascorbato
peroxidasa
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\ Deshidroascorbato

NADPH

Glutation
reductasa

NADP

Deshidro-
ascorbato
reductasa

Monodeshidro-
ascorbato
reductasa

NAD(P)H

Glutation

Reducido
(GSH)

H,0

Fig. 1.6. Reduccion de H,0, por el ciclo ascorbato-glutation o de Foyer-Halliwell-Asada

Las enzimas de este ciclo se han descrito en cloroplastos, citosol, mitocondrias y
peroxisomas (Halliwell and Foyer, 1976; Foyer and Halliwell, 1977; Jiménez et al.,
1997; Foyer et al., 1997; Corpas et al., 2001; del Rio et al., 2002a; Mittova et al., 2002;
2003a). La exposicion a estrés oxidativo frecuentemente conduce al incremento de uno
0 mas de los componentes del ciclo, aunque las localizaciones subcelulares de los
cambios observados no han sido con frecuencia identificadas. Por ello, el ciclo
ascorbato-glutation ha sido descrito como un componente importante de los
mecanismos de defensa antioxidante de las células vegetales que confieren resistencia
frente al estrés (Doulis et al., 1998).

Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

La ascorbato peroxidasa es una peroxidasa heminica que lleva a cabo la primera
reaccion del ciclo ascorbato-glutation, al reducir el H,O, a H,O empleando ascorbato
como sustrato reductor, el cual se oxida a monodeshidroascorbato (MDA), segun la

reaccion:
2 ASC + H,0, — 2 MDA +2 H,O

Esta enzima juega un papel fundamental en la eliminacion de H,O, en las
plantas y esta presente en el estroma (SAPX) y en los tilacoides (tAPX) dentro del
cloroplasto, en el citosol (CAPX), mitocondrias y peroxisomas (Chen and Asada, 1989;
Miyake & Asada, 1992; Bunkelmann & Trelease, 1996; Jiménez et al., 1997; Foyer et
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al., 1997; Ishikawa et al., 1998; Lopez-Huertas et al., 1999; Shigeoka et al., 2002). Las
APXs son enzimas fundamentalmente monoméricas, de 30-40 kDa de masa molecular
(Tanaka et al., 1991; Ishikawa et al., 1996; Morimura et al., 1996), aunque también se
han descrito algunas formas diméricas (Mittler & Zilinskas, 1991). Las APXs
cloroplastidicas de algunas plantas superiores como la espinaca, tabaco y calabaza estan
codificados por un Unico gen, y sus mRNAs se generan mediante splicing (ayuste)
alternativo de dos exones del extremo 3" de gen (Ishikawa et al., 1997). Contrariamente,
en Arabidopsis y arroz existen dos genes distintos que codifican la APX estromatica y

tilacoidal de forma independiente (Teixeira et al., 2006).

Ha sido ampliamente descrito que la expresion de APX se incrementa bajo
condiciones de sobreproduccion de H,O,, como las inducidas por estrés bidtico o
abidtico, lo que puede indicar que variaciones en la produccion de H,O, también
regulan la APX (De Gara et al., 1997; Dat et al., 2000). Asimismo, se ha descrito un
papel regulador para el ascorbato en la actividad APX durante la diferenciacion celular,
y bajo condiciones experimentales de déficit o enriquecimiento de ascorbato (De Gara
et al., 1997). Ademas, el control de la expresion de los genes que codifican las APXs es
sensible a diversos estimulos como el estrés provocado por agua, salinidad, altas
temperaturas, congelacién, ataque por patdgenos, tratamiento con peroxido de
hidrogeno y &cido abscisico (Zhang et al., 1997; Mittler et al., 1998; Yoshimura et al.,
2000; Agrawal et al., 2003; Menezes- Benavente et al., 2004a; 2004b; Teixeira et al.,
2006). También, la expresion de las distintas isoformas de APX puede variar de un
tejido a otro (Teixeira et al., 2006).

Monodeshidroascorbato reductasa (MDAR; EC 1.6.5.4)

La MDAR cataliza la reduccion de MDA a ascorbato usando NAD(P)H como donador
de electrones (Asada & Takahashi, 1987). La MDAR es una enzima que contiene FAD
y es la Unica que usa un radical organico como sustrato. También se ha descrito que
reduce los radicales fenoxilo (Sakihama et al., 2000). La actividad MDAR esta
ampliamente distribuida en plantas superiores, pero también se ha descrito en Euglena
(Shigeoka et al., 1987), Neurospora crassa (Munkres et al., 1984) y eritrocitos humanos
(Goldenberg et al., 1983).
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En plantas, la MDAR se localiza en diversos compartimentos celulares como
cloroplastos (Hossain et al., 1984a; Sano et al., 2005), citosol y mitocondrias (Jiménez
et al.,, 1997; Mittova et al., 2003b), glioxisomas (Bowditch & Donaldson, 1990) y
peroxisomas de hojas (Jiménez et al., 1997; Ldopez-Huertas et al., 1999; Mittova et al.,
2003b; Leterrier et al., 2005). La MDAR ha sido purificada hasta homogeneidad en
frutos de pepino (Hossain & Asada, 1985) y nodulos de raiz de soja (Dalton et al.,
1992), y su cDNA ha sido aislado en un nimero considerable de especies (Sano &
Asada, 1994; Murthy & Zilinskas, 1994; Grantz et al., 1995; Leterrier et al., 2005).
Recientemente, se ha descrito que Arabidopsis tiene 5 genes de MDAR vy uno de ellos
presenta mdaltiples puntos de transcripcion lo cual permite dirigir la enzima a
cloroplastos, mitocondrias (Obara et al.,, 2002; Chew et al., 2003) o peroxisomas
(Lisenbee et al., 2005).

En cloroplastos, la MDAR puede tener dos funciones fisioldgicas, la
regeneracion del ascorbato a partir del monodeshidroascorbato, y mediar en la
fotorreduccion del oxigeno a radical superdxido cuando el sustrato MAD esta ausente
(Miyake et al., 1998). En mitocondrias la posible funcion de la MDAR no estd alin
clara. En peroxisomas, la MDAR esta localizada tanto en la matriz como en la
membrana y sufre cambios de expresion frente a determinados estreses
medioambientales indicando su implicacién en los procesos de defensa (Leterrier et al.,
2005).

Deshidroascorbato reductasa (DAR; EC 1.8.5.1)

La DAR cataliza la reduccién divalente del deshidroascorbato (DHA) a ascorbato
(ASC) empleando para ello glutation reducido (GSH) (Hossain & Asada, 1984a;
Villalba et al., 1995). Es una enzima poco caracterizada, debido a su baja estabilidad
(Foyer & Halliwell, 1977; Trumper et el., 1994), lo que, unido a su escasa afinidad por
su sustrato (Minetti et al., 1992), ha llevado a sugerir que la DAR in vivo no parece ser
fundamental en el mantenimiento del ascorbato en su forma reducida. La DAR se ha
purificado a partir de hojas de espinaca y se sabe que es un monémero de unos 23 kDa
(Hossain & Asada, 1984b; Foyer & Halliwell, 1977). También se ha purificado la
enzima de tallos de guisante (Jablonski & Anderson, 1981), tubérculos de patata

(Dipierro & Borraccino, 1991) y de una monocotiledonea como el arroz (Kato et al.,
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1997). Ademas se ha descrito la clonacion y caracterizacion del gen que codifica la
DAR en esta Ultima especie vegetal (Urano et al., 2000) y en Arabidopsis (Creissen et
al., 2001).

Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

La GR es una flavoproteina que cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a
glutation reducido (GSH), utilizando NADPH como donador de electrones. Es una
proteina dimérica con FAD en el centro activo de cada subunidad (Halliwell &
Gutteridge, 2007). Esta actividad enzimatica se encuentra ampliamente distribuida en
eucariotas y procariotas, implicAndose en procesos metabolicos vitales para la célula y
siendo crucial para el mantenimiento de su capacidad antioxidante (Meister &
Anderson, 1983; Creissen et al., 1994). La GR se ha purificado y caracterizado en
numerosas especies y tejidos vegetales (Guy & Carter, 1984; Wingsle, 1989; Anderson
et al., 1990; Asada, 1994 Romero-Puertas et al., 2006), siendo las GRs mas estudiadas
las de guisante, particularmente, las isoformas localizadas en cloroplastos, citosol,
mitocondrias y peroxisomas (Kalt-Torres et al., 1984; Bielawski & Joy, 1986; Edwards
et al., 1990; Madamanchi et al., 1992; Creissen et al., 1995; Stevens et al., 1997; 2000;
Rudhe et al., 2004; Romero-Puertas et al., 2006). Sin embargo, fue en 1997 cuando se
evidencid por primera vez la localizacion de actividad GR en peroxisomas (Jiménez et
al., 1997). La forma nativa de la mayoria de las GRs es un homodimero de unos 100-
120 kDa, y el tamafio de su subunidad esta en un rango de 53-59 kDa (Wingsle, 1989;
Edwards et al., 1990; Anderson et al., 1990; Madamanchi et al., 1992; Romero-Puertas
et al., 2006).

La GR es una enzima importante en la proteccién de la planta frente a diferentes
tipos de estrés que implican estrés oxidativo, tales como los producidos por herbicidas,
contaminantes atmosféricos, bajas temperaturas, estrés fotooxidativo y estrés hidrico
(Rennenberg, 1982; Smith et al., 1989; Foyer et al., 1991; Mullineaux et al., 1994;
Navari-1zzo and lzzo, 1994; Lascano et al., 1998; Schulz and Hartling, 2001;
Schutzendubel & Polle, 2002; Gechev et al., 2003; Romero-Puertas et al., 2006).

En cuanto a las propiedades moleculares de las GRs de guisante, se concluye
que hay dos tipos de cDNAs, uno que codifica a la forma citosélica y otro que genera

las isoformas resultantes de un procesamiento post-trascripcional a partir de un dUnico
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gen y que dirige a las GRs al resto de organulos. De hecho, la GR de guisante fue la
primera proteina descrita en plantas con una doble secuencia sefial, codificada por un
Unico gen, para su importacion en cloroplastos o mitocondrias (Creissen et al., 1995;
Stvens et al., 1997; Cleary et al., 2002; Rudhe et al., 2002; 2004; Chew et al., 2003).

3.2.4. Deshidrogenasas dependientes de NADP

Al ciclo ascorbato-glutation habria que sumar las actividades de una serie de enzimas
que suministran el poder reductor (NADPH), tanto en animales como en plantas, siendo
alguna de ellas perteneciente a la llamada ruta oxidativa de las pentosas fosfato. La
primera enzima implicada en esta ruta es la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH,;
EC 1.1.1.49), sequida de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44). La
G6PDH se ha localizado en el citosol, cloroplastos y peroxisomas (Corpas et al., 1998),
y ha sido purificada, caracterizada y clonada en tubérculos de patata (Graeve et al.,
1994). La velocidad a la que esta ruta trabaja depende del suministro de NADP™ a la
primera enzima, proporcionado, entre otras, por la GR, que oxida el NADPH vy
disminuye la relacion NADPH/NADP* (Halliwell & Gutteridge, 2007). Ademas, el
enzima malico (EM) vy la isocitrato deshidrogenasa (ICDH) también aportan poder
reductor. En cloroplastos existe una fuente adicional de NADPH que es la ferredoxina
NADP reductasa del fotosistema I, y que suele ser la que mayormente contribuye al
contenido celular de NADPH.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49)

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es la primera enzima implicada en la ruta de las
pentosas fosfato, y cataliza la oxidacion de glucosa 6-fosfato hasta 6-fosfogluconato
reduciendo NADP a NADPH. Estudios recientes han demostrado que la G6PDH juega
un papel clave en la proteccion frente al estrés oxidativo en bacterias, levaduras y
humanos, debido a que el NADPH generado mantiene los niveles adecuados de
glutation reducido necesarios para combatir el estrés oxidativo y mantener el medio
reductor en la célula (Pandolfi et al., 1995; Juhnke et al., 1996; Miki et al., 1996;
Moradas-Ferreira et al., 1996; Slekar et al., 1996; Valderrama et al., 2007). Hay
evidencias que apoyan la idea de que la G6PDH es una enzima antioxidante que puede

ser incluida en el grupo de la catalasa, superdxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y
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glutation reductasa/peroxidasa (Martini and Ursini, 1996) puesto que el NADPH
generado se utiliza para mantener el glutation intracelular en su estado reducido (GSH).

En plantas superiores, se han identificado varias isoformas de GG6PDH,
localizadas en el citosol, en el cloroplasto y en peroxisomas (Heber et al., 1967,
Schnarrenberger et al., 1973; Corpas et al., 1998a; Wakao and Benning, 2005). La
isoforma citosolica representa aproximadamente 90% de la actividad total en muchas
especies/6rganos (Debnam and Emes, 1999). Se ha demostrado que altas
concentraciones de NADPH son capaces de inhibir tanto la isoforma cloroplastidica

(Lendzian and Bassham, 1975) como la citosolica (Fickenscher and Scheibe, 1986).
Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP (NADP- ICDH, EC 1.1.1.42)

Esta enzima cataliza la conversion reversible de isocitrato a 2-oxoglutarato y CO, con la
produccién de coenzima reducido NADPH (Galvez and Gadal, 1995). In vitro el
equilibrio de la reaccién depende principalmente de pH de la solucion del ensayo
(Siebert et al., 1957).

La NADP-ICDH- es una proteina dimérica que se ha localizado en células
procariotas y en diferentes compartimentos de eucariéticas como citosol, mitocondrias y
peroxisomas (lllingworth & Tipton, 1970; Gonzalez-Villasenor & Powers, 1986;
Haselbeck & McAlister-Henn, 1991). La distribucién subcelular de la actividad ICDH
en plantas superiores se encuentra en aproximadamente un 90% en el citosol (Chen et
al., 1988, 1989; Fiew et al., 1995; Canino et al., 1996; Palomo et al., 1998; Mhamdi et
al. 2010), 10% en el cloroplasto (Randall & Givan, 1981), menos de 1% en peroxisoma
(Corpas et al., 1999), e incluso menos en la mitocondria (Satoh, 1972; Randall & Givan,
1981; Rasmusson & Magller, 1990; Attucci et al., 1994; Mgller & Rasmusson, 1998).

La actividad ICDH-NADP mitocondrial es mas alta en los tejidos fotosintéticos
que en no fotosintéticos (lgamberdiev & Gardestrom, 2003), lo que indica la
importancia de esta enzima durante la fotosintesis. Ademas, juega un papel importante

en la defensa frente al estrés oxidativo en levadura (Minard & McAlister-Henn, 2001).
Enzima malico dependiente de NADP (NADP- EM, EC 1.1.1.40)

Se ha detectado en tejidos animales, vegetales y en microorganismos procarioticos y

eucaridticos (Walker, 1962). Esta enzima cataliza la descarboxilacion oxidativa de
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malato a piruvato. La actividad NADP-EM se ha encontrado en la matriz de la
mitocondria de todas las plantas analizadas hasta la fecha. La presencia de esta enzima
permite a la mitocondria de las plantas manejar una via alternativa para el metabolismo
de fosfoenolpiruvato (PEP) derivado de glicdlisis. La isoforma citosélica participa en la
regulacion de pH intracelular (Davies & Patil, 1974) o en la provision del poder
reductor que puede usarse en los procesos que utilizan el NADPH. En el citosol el
malato se puede formar a partir de PEP por la accion de las enzimas PEP carboxilasa y
malato deshidrogenasa; posteriormente, se transporta al interior de la matriz
mitocondrial donde la enzima malico lo reoxida de nuevo a piruvato. El nivel de
expresion de NADP-EM citosodlica y plastidica aumenta en respuesta al estrés por
hongos, luz ultravioleta, sal y heridas (Schaaf et al., 1995). Uno de los papeles méas
claro de la NADP-EM en plantas es su funcion como donador de CO, a la enzima
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) del ciclo de Calvin (von
Caemmerer and Furbank, 2003). También tiene un papel muy importante en la
fotosintesis en algunas plantas.

3.3. Antioxidantes no enzimaticos

También son conocidos como antioxidantes estequiométricos por su capacidad de
neutralizar de forma equimolar un radical libre por molécula, y normalmente actlan a
concentraciones altas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Entre los sistemas antioxidantes
no enzimaticos mas importantes destacan la vitamina C (&cido ascorbico), el glutation,
la vitamina E (a-tocoferol), el B-caroteno (provitamina A) y los flavonoides. Los
antioxidantes no enzimaticos se diferencian por su naturaleza liposoluble o

hidrosoluble.
3.3.1. Acido ascorbico (vitamina C)

Es el antioxidante cuantitativamente predominante en las células vegetales, se encuentra
en todos los compartimentos subcelulares, incluido el apoplasto, en concentraciones que
oscilan entre 2 mM a 25 mM (Davey et al., 2000). El ascorbato actlia para prevenir o
minimizar los dafos causados por las ROS en plantas (Smirnoff, 2005; Athar et al.,
2008) ya que es oxidado por el oxigeno, el anion superoxido, el oxigeno singlete y el
peréxido de hidrégeno para dar lugar al radical monodeshidroascorbato, el cual se

desproporciona en ascorbato o deshidroascorbato (Smirnoff, 2000).
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Desempefia un papel fundamental en la fotoproteccion y la regulacion de la
fotosintesis, y preserva las actividades de enzimas que tienen iones metalicos de
transicion (Cu**, Fe**) como grupo prostético. El ascorbato es también un poderoso
antioxidante secundario, ya que reduce la forma oxidada del a-tocoferol.
Adicionalmente, es el reductor utilizado para la hidroxilacion de residuos de prolina de
la extensina, una proteina de la pared celular. También esta implicado en la elongacion
de la raiz, el funcionamiento de los estomas, y desempefia una funcion critica asociada a
los mecanismos a través de los cuales las plantas reconocen los cambios
medioambientales y responden a ellos (Foyer and Noctor, 2005). El acido ascorbico es
esencial para el crecimiento de las plantas (Alhagdow et al., 2007; Dowdle et al., 2007),
participa en la resistencia a estrés, y parece controlar el tiempo de floracion vy el
comienzo de la senescencia (Davey et al., 2000). Ademas, el acido ascérbico y su forma
oxidada el acido deshidroascérbico (DHA) pueden actuar como agentes de sefializacion
(Pastori et al., 2003; Fotopoulos et al., 2008) participando en la interaccion con el
medioambiente, por ejemplo el ozono (Sanmartin et al., 2003), los patogenos y los
agentes oxidantes (Fotopoulos et al., 2006), y la péerdida de agua (Fotopoulos et al.,
2008).

En los afos cincuenta ya se suponia que la sintesis de ascorbato en plantas
diferia de la de animales (Loewus, 1963). Pero es a partir de los noventa, con la
obtencion de algunos mutantes deficientes en la sintesis de ascorbato, cuando se
empieza a estudiar con mas detalle las vias de sintesis de esta antioxidante en plantas.
La sintesis de acido ascorbico en animales implica la transformacion de la D-glucosa
(D-Glc) a acido ascorbico via D-glucuronato, L-gulonato y L-gulono-1,4-lactona (L-
GulL) (Burns et al., 1960), el cual es oxidado a acido ascdrbico mediante la enzima L-
gulono-1,4-lactona oxidasa (GulLO; EC 1.1.3.8) (Fig. 1.7). Esta enzima ha sido
purificada a partir de rata, cabra y pollo (Nishikimi et al., 1976; Kiuchi et al., 1982). En
plantas, la sintesis de ascorbato ocurre por diferentes vias, que descubriremos a
continuacion, y que tienen como precursor comun la L-galactono-1,4-lactona (L-GalL),
que es oxidada a acido ascorbico mediante la enzima L-galactono-1,4-lactona
deshidrogenasa (GalLDH; EC 1.3.2.3) (Wheeler et al., 1998; Conklin et al., 2000;
Smirnoff et al., 2001; Wolucka et al., 2001; Agius et al., 2003; Wolucka and van

Montagu, 2003; Lorence et al., 2004). Por otro lado, en hongos y algas, donde esta
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ausente el ascorbato, se ha observado la presencia de un compuesto anélogo al
ascorbato, el eritroascorbato, que presenta una ruta de sintesis alternativa en la que
interviene una nueva aldonolactona oxidasa, la D-arabino-1,4-lactona oxidasa (D-ALO;
EC 1.1.3.37), la cual es distinta a la GuILO de animales y la GalLDH de plantas
(Smirnoff et al., 2001).

En plantas se han descrito varias vias posibles de sintesis de ascorbato (Fig. 1.8),
pero la principal ruta fisioldgica es la Smirnoff-Wheeler (Conklin et al., 1999) pone una
v(GDP-L-Gal), L-galactosa-1-fosfato, L-galactosa y L-galactono-1,4-lactona (L-GalL)
que es oxidada ascorbato por la GalLDH (Wheeler et al., 1998; Bartoli et al., 2000;
Wolucka and van Montagu 2003; Smirnoff et al., 2004; Ishikawa et al., 2006; Dowdle
et al., 2007; Laing et al., 2007; Loannidi et al., 2009). Actualmente se han establecido
otras rutas de sintesis de &cido ascdrbico en plantas, como la que utiliza acido D-
galacturonico (Agius et al., 2003) derivado de pectinas, o la ruta de sintesis a partir de
mio-inositol en Arabidopsis (Lorence et al., 2004; Zhang et al., 2008). Por otro lado,
Loewus (1988) propone una via alternativa a partir de la cual el ascorbato es sintetizado
desde D-glucosa, via L-sorbosona. En judia y espinaca hay indicios de actividad capaz
de convertir L-sorbosona a ascorbato en una reaccion dependiente de NADP™ (Saito et
al., 1990; Loewus et al., 1990). Loannidi et al. (2009) ha descrito que la expresion de la
galactosa-a-fosfato fosfatasa es sobre-regulada durante el desarrollo del fruto, lo que
sugiere un punto de control importante en la biosintesis de ascorbato. Un homdlogo de
levadura, la arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO), que convierte la L-GalL, asi como la
L-guluno-1,4-lactona (L-GulL) en ascorbato (Huh et al., 1994; Lee et al., 1999;
Hancock et al., 2000; Sauer et al., 2004; Hancock, 2009).
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Fig. 1.7. Comparacién de la sintesis de acido ascérbico y eritroascérbico en varios
organismos. La ruta de sintesis de acido ascOrbico varia entre los distintos grupos de
organismos. En plantas (incluyendo algas clorofiticas) la aldonolactona precursora de acido
ascorbico es producida desde una aldosa, mientras que en mamiferos y algunos protistas ello
ocurre desde el acido glucurénico. Hay evidencias de que las plantas también podrian llevar a
cabo esta ruta a partir del acido glucurénico. Por otro lado, los hongos ascomicetos, incluyendo
las levaduras, producen D-eritroascorbato, un analogo Cs del acido ascorbico, por medio de una
ruta similar a la de las plantas. Comparaciones entra la secuencia de aminodcidos de las
aldonolactonas deshidrogenasas (plantas) / oxidasas (animales) que producen ascorbato o
eritroascorbato (levaduras) muestran un 26 a un 31% de identidad. Este diagrama fue descrito
por Smirnoff (2001). L-GalL, L-galactono-1,4-lactona; L-GulL, L-gulono.1,4-lactona; D-AralL,

D-arabino-1,4-lactona.

Los pasos previos a la L-galactosa-1P en la sintesis de ascorbato segun la ruta
descrita por Smirboff-Wheeler son comunes para otros procesos celulares como la
sintesis de polisacaridos de la pared celular y la glicosilacion de proteinas (Smirnoff et
al., 2001). Esto nos indica que las reacciones exclusivas de la ruta de sintesis de
ascorbato son las catalizadas por la GalDH y la GalLDH. Por otro lado, se ha observado
que la actividad GalDH es inhibida en presencia de altas concentraciones de ascorbato
por un mecanismo de retroalimentacion (Tabata et al., 2002; Tamaoki et al., 2003;
Pateraki et al., 2004).
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Fig. 1.8. Representacién esquematica de rutas para la biosintesis de &cido
asclrbico: la ruta Smirnoff-Wheeler (Wheeler et al. 1998) la ruta de secuestro de pectina
(Agius et al., 2003) y las rutas biosinteticas de ascorbato en animales y animales-like (Wolucka
and van Montagu 2003; Lorence et al., 2004). GMPase, GDP-manosa pirofosforilasa; MIOX,
mio-inosiyol oxigenasa; ALO, arabinona-1,4-lactona oxidasa; L-GulLDH, L-gulono-1,4-lactona

deshidrogenasa; L-GalLDH, L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa.
3.3.2. Glutation

Lo que comunmente se conoce como glutation es el glutation reducido (GSH o
y—glutamil-L-cisteinglicina). Este tripéptido que existe abundantemente en los
cloroplastos es sintetizado en dos pasos, catalizados por la y-glutamilcisteina sintetasa
(y-ECS) y la glutation sintetasa, siendo el primero de ellos el paso limitante de su
biosintesis en plantas (Ogawa, 2005). El glutation se caracteriza por ser el compuesto
tidlico no-proteico mas abundante distribuido principalmente en células eucaridticas. Se
encuentra en concentraciones milimolares, y presenta una alta capacidad de donar
electrones. EI 90% del glutation se encuentra normalmente en su estado reducido. El
glutation oxidado puede de nuevo ser reducido a GSH por accién de la GR que utiliza
NADPH como poder reductor (Li et al., 2004).
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Se ha encontrado que el glutation esta involucrado en diferentes procesos en las
plantas, entre los que destacan la diferenciacion, la muerte celular programada, la
senescencia, la regulacion del ciclo celular, la floracion, la acumulacion de pigmentos, y
la destoxificacion de xenobidticos y metales pesados. Recientemente se le ha asignado
un papel como regulador del crecimiento y como inductor de genes de defensa (Ogawa,
2005).

En su papel como antioxidante participa junto al ascorbato en el ciclo ascorbato-
glutation que elimina el H,O; intracelular (Creissen et al., 1992; Wingsle & Karpinski,
1996), y ademas de reaccionar directamente con el oxigeno singlete y los radicales
hidroxilos, protege a los grupos tioles de las proteinas (Lascano et al., 1998; Gechev et
al., 2002). Por otro lado, el glutation juega un papel importante en la eliminacién de
xenobioticos cuando se conjugan con moléculas electrofilicas, por la accién de la
enzima glutation S-transferasa. En tercer lugar, el glutation, como componente de las
fitoquelatinas (polimeros de (y-Glu-Cys), Gly) interviene en la quelacion de metales
pesados como el cadmio y arsénico, facilitando asi su secuestro por la vacuola (Steffens
et al., 1986; Foyer et al., 2001; Zhao et al., 2010). EI GSH actta también como cofactor
de la glutation peroxidasa eliminando H,O>; puede eliminar radicales libres por vias no
enzimaticas; y participa en la desintoxicacién de drogas con grupos funcionales que
reducen parcialmente al oxigeno molecular (Smirnoff, 2000). EI GSH esta involucrado
en otros procesos metabdlicos, como el mantenimiento de la comunicacion intercelular,
el transporte intracelular de cobre y es cofactor de enzimas en diversas rutas
metabolicas. Participa en la regulacion del estado redox de los puentes disulfuro en
proteinas con otras moléculas como la tiorredoxina y glutarredoxina entre otros

componentes tiolicos. En animales, el GSH esta sujeto a un control hormonal.

El GSH tiene un papel importante en la desintoxicacion de ROS. Se ha visto que
las células se protegen del estrés oxidativo y nitrosativo aumentando los niveles basales
de glutatién (Chatterjee et al., 2000). Su regeneracion depende del consumo de
NAD(P)H. También actla como compuesto de transporte a larga distancia de azufre
reducido, y esta implicado en los procesos de transduccion de sefiales (Puppo et al.,
2005). La subida o bajada de los niveles normales de GSH puede incrementar la

susceptibilidad al estrés oxidativo y puede facilitar la sefializacion redox en procesos
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importantes como la interaccion incompatible planta-patdgeno o la muerte celular

programada (Foyer & Noctor, 2005).
3.3.3. Carotenoides

Son moléculas liposolubles sintetizadas por plantas y microorganismos. Son los
responsables del color de muchas plantas, frutas y flores. Protegen las plantas y los
animales frente al dafio oxidativo. Los carotenoides de plantas se forman en el
cloroplasto a partir del difosfato isopentil. La funcion natural de los carotenoides es la
de colaborar en la absorcion de la luz del sol durante la fotosintesis y proteger a las
células de la fotosensibilizacion. Ademas pueden actuar protegiendo a la célula frente al
dano oxidativo ya que pueden atrapar (fundamentalmente el [-caroteno) el exceso de
energia de la clorofila en estado triplete o del oxigeno singlete (Collins, 2001). Los
carotenoides, constituidos por carotenos y xantofilas, son los pigmentos que
proporcionan el color rojo y amarillento a las hojas de arboles y plantas durante el
otofio, debido a su acumulacion en los plastidios de dichas células. Este parece ser un
mecanismo de defensa de la planta que responde a las condiciones fotoinhibidoras de la
aclimatacion al invierno. Este mecanismo estad acompafiado de un aumento en la
concentracion de a-tocoferol y una disminucién gradual del contenido de clorofila, asi
como de una transformacion de los plastidios, de cloroplastos a cromoplastos
(Hormaetxe et al., 2004). Estos cromoplastos también estan presentes en algunos tipos
de frutos y pétalos. EI consumo de carotenoides evita el riesgo de ciertos tipos de cancer
y ayudan a regular el sistema inmune (Naik et al., 2003). Ademas, los carotenoides
junto al a-tocoferol y el ascorbato, protegen a las membranas fotosintéticas frente a

condiciones de estrés oxidativo (Hormaetxe et al., 2004).
3.3.4. Flavonoides

Son compuestos fenolicos que se encuentran en muchas plantas y tienen una alta
capacidad para neutralizar los radicales libres. Su sintesis aumenta en plantas frente al
aumento en la radiacion ultravioleta, y podrian proteger a la célula frente a la
peroxidacion lipidica (Torel et al., 1986). Numerosos estudios demuestran la accion
directa de los flavonoides sobre las ROS, inhibiendo las lipoxigenasas y las
ciclooxigenasas, e incluso la xantina oxidasa, aunque también pueden atrapar el H,0,

(Bors y col., 1990; Yamasaki et al., 1997). Se ha descrito que los polifenoles, que estan
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generalmente distribuidos en las plantas contribuyendo en el color y el sabor, son un

buen indicador de la capacidad antioxidante de los pimientos (Namiki et al., 1990).
3.4. Estrés oxidativo

Cada afio el estrés ambiental causa pérdidas considerables en la calidad y productividad
de los cultivos, incluso bajo condiciones de produccién protegida como invernaderos.
Las condiciones ambientales desfavorables pueden ser bidticas, impuestas por otros
organismos como bacterias, hongos, virus, insectos y nematodos, o abioticas,
promovidas por un exceso o déficit en el ambiente fisico o quimico que las rodea. Los
diferentes tipos de estrés disparan una amplia gama de respuestas en la planta que
pueden ocasionar una reduccion en las tasas de crecimiento y productividad como
consecuencia de las alteraciones del metabolismo celular y la expresion genética. La
duracion, severidad y velocidad de un estrés al que se ven sometidas las plantas influyen
directamente en sus respuestas. Independientemente de su naturaleza, un factor comun
en todas las condiciones adversas es la sobreproduccién de especies de oxigeno reactivo
(Inzé and Van Montagu, 1995; Asada, 2006). El estrés oxidativo es un estado alterado
de la homeostasis redox celular, es decir, del balance entre oxidantes y antioxidantes.
Asi, en situaciones de estrés oxidativo se produce un desequilibrio del estado redox que
se caracteriza por una sobreproduccion de especies oxidantes frente a las defensas
antioxidantes (Fig. 1.9). Dada su gran reactividad y en ausencia de mecanismos que las
eliminen, las ROS producen dafios en la estructura y la funcion de las células
(Simontacchi et al., 2001).

A) Condiciones normales: B) Estados patolégicos, estrés,  ©) Desactivacion de rutas de

equilibrio envejecimiento y otros seﬁalliz.ar:iﬁn, incapacidad para el
crecimiento celular y la defensa en

procesos infecciosos
()

o] { s )
Estres oxidativo w
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Fig. 1.9. Balance entre las reacciones de oxidacion y los antioxidantes en diferentes situaciones
fisiologicas. En las condiciones normales de equilibrio los antioxidantes son capaces de contrarrestar las
reacciones de oxidacion que se producen en la célula (A). Sin embargo en ciertos estados patolégicos, de
estrés y por envejecimiento celular se produce un exceso de reacciones oxidativas que superan la
capacidad de los antioxidantes. En dichos casos se produce estrés oxidativo que tiende a evolucionar

hacia los procesos de degeneracion celular (B).

Estrés abibtico

En plantas, las ROS se producen continuamente en el cloroplasto, mitocondria y
peroxisoma. En condiciones normales, la producciéon y descomposicién de las ROS
estan estrictamente controladas. Sin embargo, el equilibrio entre la produccion y la
depuracion de éstas puede ser alterado por diversos factores fisicoquimicos, como son el
déficit hidrico, la salinidad, las temperaturas extremas, la excesiva o insuficiente
radiacion luminosa, la anaerobiosis por encharcamiento o inundacion, los factores
mecanicos como el viento o la compactacion del suelo y las lesiones. Estos factores
pueden afectar determinados aspectos fisiolégicos de las plantas como son la
germinacién, crecimiento, desarrollo y reproduccion (Potters et al.,, 2007).
Frecuentemente, se presentan combinaciones de dos o mas de estas condiciones
(Cabrera, 2006).

Ademas, algunas de estas condiciones medioambientales adversas causan grandes
pérdidas en la agricultura en todo el mundo, y, como consecuencia, grandes pérdidas
econdémicas (Boyer, 1982; Bray et al., 2000; Mittler, 2006) que amenazan la
sostenibilidad de la industria agricola (Mahajan & Tuteja, 2005).

Los diferentes estreses disparan un amplio rango de respuestas en las plantas, desde la
alteracion del metabolismo celular y la expresion génica hasta cambios en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos (Bray et al., 2000). La respuesta al estrés
depende de la especie, de la edad de la planta o del genotipo, asi como de la duracién y

severidad del estrés.

A nivel celular, estas condiciones medioambientales adversas pueden inducir una
produccion anormal de especies de oxigeno reactivo, como el radical superoxido, el
peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo que pueden reaccionar con diferentes
biomoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos provocando un estrés oxidativo

(Mittler, 2002; Apel and Hirt, 2004) (Fig. 1.10).
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Estrés bidtico
Una de las mas rapidas reacciones de defensa frente al ataque por patdgenos es la
llamada “explosion oxidativa™, la cual se caracteriza por una abundante produccion de

ROS, principalmente O, y H,0; en el sitio de invasion. La generacion de O, ha sido
identificada en un amplio rango de interacciones planta-patdgeno que involucran
bacterias, hongos y virus (Low & Merida, 1996). Este tipo de estrés también puede ser

provocado por insectos y nematodos, asi como también por herbivoros.

Ozono Sequia
Senescencia Patégenos
Herbicidas \ / Frio y calor
Heridas \\)‘ LA// Metales pesados

Luz intensa ——> ( Especies de oxigeno ) . _ Raices Noduladas
reactivo

Estrés
oxidativo

Fig. 1.10. Factores ambientales que aumentan la concentracidn de especies de oxigeno reactivo.

La interaccion planta-patdogeno puede ser de tipo compatible, en la cual el
patogeno infecta la planta, provocando una enfermedad, o incompatible, en la que los
mecanismos de defensa de la planta impiden su entrada o el establecimiento del invasor.
En este Gltimo caso, las células que estan en contacto con el patdgeno pueden enviar
sefiales a las células y tejidos vecinos para que se produzcan cambios bioquimicos
destinados a evitar la diseminacion del patdgeno. Este sistema se denomina resistencia

sistémica adquirida (Cabrera, 2006).
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Numerosas enzimas han sido implicadas en la produccion apopléstica de ROS,
después del reconocimiento exitoso del patégeno. La utilizacién de inhibidores ha
permitido involucrar a las NADPH oxidasas de membrana plasmética y a las
peroxidasas de pared celular, como las principales fuentes de ROS en dichos casos
(Torres et al., 2006). Las peroxidasas son un complejo grupo de proteinas que catalizan
la Oxido-reduccion de varios sustratos que utilizan peroxido. En particular, las
peroxidasas dependientes de pH en la pared celular, pueden llegar a ser una fuente
importante de H,O,, si estdn en presencia de algun reductor que la célula libere en

respuesta a algun estimulo (Torres et al., 2006).
4. METABOLISMO DE ESPECIES DE NITROGENO REACTIVO (RNS)

4.1. El 6xido nitrico (NO)

El 6xido nitrico (-NO) es un gas inorganico incoloro y muy labil, de bajo peso
molecular, que tiene un electrén desapareado en su capa exterior y debido a ello pose las
caracteristicas de un radical, lo cual explica su elevada reactividad y su tendencia a
unirse con hemoproteinas reducidas. Es inestable en medio acuoso y en presencia de
oxigeno se oxida a nitritos y nitratos que son sus metabolitos estables. EI -NO es
ligeramente soluble en agua y algo mas soluble en solventes organicos, tiene una vida
media de menos de seis segundos (Thomas et al., 2001), siendo el nitrito el producto

maés abundante de su catabolismo.

El 6xido nitrico o monoxido de nitrogeno puede existir como tres especies
distintas e interconvertibles, ya que puede adoptar una estructura enérgicamente mas
favorable ganando o perdiendo un electron. Estas especies son el propio radical (-NO),
el anion nitroxilo (NO") vy el catién nitrosonio (NO®), las cuales difieren en sus
propiedades fisicas y en su reactividad quimica (Stamler et al., 1992; Hughes, 1999;
Wojtaszek, 2000).

El principal interés del NO consiste en su implicacion en la polucion del aire
porque contribuye a la lluvia &cida, la reduccion de la capa de ozono Yy tiene efectos
nocivos sobre salud humana. Sin embargo, la atencion sobre el NO cambid
significativamente cuando fue identificado, separadamente, por Moncada e Ignarro,
como el factor de relajacion endotelial (EDRF, endothelium-derived relaxing factor)
(Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1987). Mas tarde, se demostro que el NO se genera
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en mamiferos a partir de un aminoacido, la arginina, por una familia de enzimas
denominadas éxido nitrico sintasas (NOSs) (Moncada, 1999; Alderton et al., 2001). De
este modo, en animales el NO participa en un amplio espectro de funciones como el
sistema cardiovascular, inmune y nervioso (Moncada, 1999). Sin embargo, el NO esta
también implicado en una amplia gama de patologias humanas como tumores,
enfermedades cardiacas, asma, enfermedades infecciosas, diabetes, hipertension,
dermatitis, Alzheimer, Parkinson o esclerosis, entre otros. En plantas superiores, el NO
también tiene una funcién importante en el crecimiento y desarrollo, la germinacién de
las semillas, crecimiento de las raices primarias y laterales, floracion, maduracion de
frutos, senescencia y estrés abiotico, ademas de ser una molécula sefial en diferentes
procesos intracelulares (Lamattina et al., 2003; Shapiro, 2005; Corpas et al., 2007,
Besson-Bard et al., 2008; Neill et al., 2008; Zafra et al., 2010).

El 6xido nitrico puede interactuar con diferentes biomoléculas como los lipidos,
los &cidos nucleicos y las proteinas afectando sus funciones. Sin embargo, la interaccién
con las proteinas ha sido la mas estudiada. En este sentido, el NO puede reaccionar
directamente o indirectamente con las proteinas de distintas formas: con transicion de
metales presentes en la proteina dando complejos Ilamados metales nitrosilados; con
grupos sulfidrilos dando un proceso de S-nitrosilacion; y por adicion de un grupo nitro
(-NO>) en un proceso de nitracion. Hasta ahora el andlisis de la union del NO al metal
contenido en las proteinas ha sido estudiado con hemoglobinas (Besson-Bard et al.,
2008); sin embargo hay muchos datos experimentales que muestran que ciertas
actividades enzimaticas como la citocromo c¢ oxidasa, la catalasa o la ascorbato
peroxidasa pueden ser moduladas por este mecanismo (Millar & Day, 1996; Clark et al.,
2000). La S-nitrosilacion de proteinas es una modificacion post-traduccional de los
residuos de cisteina producidos por el NO que puede modificar la funcion de un amplio
espectro de proteinas (Stamler et al., 2001; Lindermayr et al., 2005; Wang et al., 2006;
Lindermayr & Durner, 2009) (Fig. 1.11). Un especial atencion se ha dado al proceso de
S-nitrosilacion del tripeptido glutation (GSH) para formar el S-nitrosoglutation (GSNO)
ya que esta molécula puede funcionar como reserva movil del NO (Durner & Klessig,
1999; Barroso et al., 2006) y puede regular el equilibrio entre GSNO vy las proteinas
nitrosiladas por un proceso de transnitrosilacion. En este sentido, la enzima GSNO

reductasa parece ser un elemento clave porque cataliza la reduccion NADH dependiente
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de GSNO a GSSG y NHs;. Por consiguiente, esta enzima controla el nivel de GSNO
intracelular y como resultado los efectos de NO en las células (Leterrier et al., 2011). La
nitracion de proteinas es otro proceso que introduce un grupo nitro (-NOy) y hay varios
aminoacidos que son preferentemente nitrados, como la tirosina, triptéfano, cisteina y
metionina. Sin embargo, en plantas la mayoria de los estudios estan enfocados en la
nitracion de la tirosina (Corpas et al., 2009; Chaki et al., 2009b).

/ Trioxido de dinitrég(b

2NO + 0, ——> 2NO, NO + NO, —> N,O,

SNO <€ NO* NO,-
Nitrosilacion Cation nitrosonio  Nitrito
Del grupo tiol

\ R-SH /

Fig. 1.11. Mecanismo de S-nitrosilacion de proteinas.

4.2. Sistemas generadores de NO

Las plantas pueden generar -NO por sistemas tanto enzimaticos como no enzimaticos
(Neill et al., 2003; del Rio et al., 2004; Gupta et al., 2011).

Una de las rutas de produccion de NO en plantas es la enzima nitrato reductasa
(NR), la cual esta localizada en el citosol y cataliza la reduccién de nitrato a nitrito
usando NADH como donador de electrones. Esta enzima, puede también catalizar la
reduccion de nitrito a NO (Yamasaki & Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002) segun la

siguiente reaccion:
NAD(P)H + 3 H;0" + 2 NO,” — NAD" + 2 NO + 5 H,0

La NR es una fuente enzimatica importante de produccién de NO en plantas,
como esta indicado por el doble mutante nia, deficiente en NR, que tiene niveles
reducidos de nitrito y NO (Planchet et al., 2005).

40



La sintesis de NO via NR requiere relativamente concentraciones bajas de
nitrato y altas de nitrito porque la afinidad por el nitrito (Ky = 100 uM) es mayor
comparada con la constante de inhibicidn del nitrato (K; =50 uM) (Rockel et al., 2002)
y, por tanto, la produccion de NO depende de la acumulacion de nitrito. Ademas, las
modificaciones post-traduccionales de la enzima NR afectan la produccién de NO in

vitro e in vivo.

La produccién de NO mediada por NR es inducida por varios factores bioticos y
abioticos como son los favorecedores o propiciadores (elicitors) quimicos de algunos
patégenos (Yamamoto-Katou et al., 2006, Shi et al., 2008; Srivastava et al., 2009), el
estrés osmotico (Kolbert et al., 2010), el estrés hidrico (Sang et al., 2008), la transicion
floral (Seligman et al., 2008), por auxinas durante la formacion de raices laterales
(Kolbert et al, 2008) y la hipoxia (Benamar et al., 2008; Blokhina et al., 2010).

Durante los afios 80, se mostré en animales que la oxidacion de la arginina a
citrulina y NO estaba catalizada por la enzima NO sintasa (NOS) (Palmer et al., 1987).
Después de descubrir el papel del NO en plantas en 1998 (Delledonne et al., 1998;
Durner et al., 1998), varios investigadores empezaron a buscar una actividad NOS en
plantas aunque el genoma de Arabidopsis thaliana no mostrd ningun gen con
homologia significativa al del NOS animal. Desde entonces han sido analizadas varias
candidatas de enzimas tipo NOS en plantas, pero no se ha confirmado su
funcionamiento como una via de produccién normal de NO, sino de forma subsidiaria
(Zemojtel et al., 2006; Moreau et al., 2010). Aunque la base enzimética de la
produccion de NO a partir de la arginina sigue siendo algo dificil de alcanzar, existe una
linea de investigacion que proporciona continuamente nuevas evidencias de la
implicacion de una reaccion tipo NOS en la regulacion de varios procesos, como el
desarrollo (Barroso et al., 1999; Corpas et al., 2004, 2006b, 2009a; Wang et al., 2009,
2010), la respuesta a estrés por cadmio (Besson-Bard et al., 2009; De Michele et al.,
2009), y por temperatura (Corpas et al., 2008; Chaki et al., 2011), la respuesta a
patdgenos (Besson-Brad et al., 2008, Chaki et al., 2009a; Asai et al., 2009) y la
proteccion contra la radiacion UV-B (Tossi et al., 2009).

Se ha propuesto una ruta alternativa a través de la cual el NO es producido a

partir de la arginina (Tun et al., 2006). La arginina es un substrato de la ruta biosintética
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que lleva a la produccion de poliaminas, como la espermina y la espermidina. In planta,
la sintesis de poliaminas depende de la disponibilidad de arginina como substrato para
la enzima arginina descarboxilasa. La produccion de NO fue detectada suministrando
espermina a las plantas, lo que sugiere que la sintesis de poliaminas a partir de la
arginina esta implicado en la produccion de NO. No obstante, el mecanismo bioquimico
por el cual el NO es producido a partir de poliaminas aun no se ha descrito (Yamasaki et
al., 2006).

Hasta el momento, han sido descritas varias rutas bioquimicas de la produccion
de NO a partir de hidroxilaminas en bacterias y animales. Las hidroxilaminas pueden
reaccionar directamente con el radical superoxido para formar NO (Vertovsky et al.,
1996), mientras que en la bacteria Nitrosomonas, esta conversion esté catalizada por la
enzima hidroxilamina oxidorreductasa (EC1.7.3.4) (Hooper & Terry, 1979). Ademas, se
planted la hipdtesis de que la L-hidroxiarginina es un intermediario en la reaccion de
conversion de la L-arginina a citrulina (DeMaster et al., 1989). Otra posible ruta de la
formacion de la hidroxilamina es la reaccion de oxidacién del amoniaco bacteriano
(Hooper et al., 1979).

Un suplemento exdgeno de hidroxilamina a cultivos celulares de tabaco
deficiente en NR dio como resultado la produccion de unas cantidades considerables de
NO bajo condiciones aerdbicas, sugiriendo asi la evidencia de la oxidacion de la
hidroxilamina a NO en plantas. La adicion de perdxido de hidrégeno incrementd la
produccion de NO a partir de la hidroxilamina, mientras que la catalasa redujo la
liberacion de NO, lo que indica que la reaccion es dependiente de las ROS (Rumer et
al., 2009) (Fig. 1.12).
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No enzimatica
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Poliaminas + ROS

\ Hidroxilamine/

Fig. 1.12. Distintas formas de produccion de NO en plantas.

4.3. Especies de nitrogeno reactivo (RNS)

Se forman por la interaccién del 6xido nitrico (-NO) con otros radicales y con oxigeno.
Las principales especies de nitrogeno reactivo son el -NO y otras moléculas
relacionadas con él como el peroxinitrito (ONOO-), el tridxido de dinitrdgeno (N,O3),
la 3-nitrotirosina (n-Tyr), el dioxido de nitrégeno (NO,), el cation nitrosonio (NO¥) y el
S-nitrosoglutation (GSNO) (Hausladen & Stamler, 1999; Halliwell & Gutteridge, 2000;
Nathan, 2004; Halliwell & Gutteridge, 2007) (Fig. 1.13).

Las RNS pueden dafiar y matar las células por distintos mecanismos como la
inactivacion de los diferentes complejos de la cadena respiratoria (Brown, 1999), dafio a
proteinas y lipidos (Berlett & Stadtman, 1997; Steinberg, 1997; Tien et al., 1999;
Prescott, 1999) e inhibicion de la sintesis proteica o del DNA (Kim et al., 1998; Bundy
et al., 2000).

Los nitrosotioles (SNOs), y particularmente el S-nitrosoglutation (GSNO),
parece que tienen un papel relevante en la bioguimica del NO porque pueden funcionar
como un almacén de NO intracelular y como un vehiculo de NO hacia la célula (Singh
et al., 1996). En este contexto, se considera que una reaccion de S-transnitrosacion es el
principal mecanismo que regula los efectos bioldgicos de los SNOs (Liu et al., 1998).
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Por consiguiente, pueden estar implicados en los cambios post-traduccionales de
sefializacion celular bajo condiciones fisiologicas y fitopatoldgicas. Sin embargo, en
plantas superiores la informacion disponible sobre el metabolismo de SNOs y RNS es

aun limitada comparada con la de animales.

NO —22 5 NO, «NO s N0, _GSH, Gsno

GS
GS
GS
GSSG-

O,

‘N +
GSSG + O, HO ONOO- H% ONOOH

Fig. 1.13. Formacion de especies de nitrogeno reactivo (RNS). ‘NO, 6xido nitrico; ‘NO,, dioxido
de nitrégeno; N,Os, tridéxido de dinitrégeno; GSNO, S-nitrosoglutation; ONOQ", peroxinitrito;
ONOOH, &cido peroxinitroso.

La alcohol deshidrogenasa 3 (ADH3) es una enzima ubicua y altamente
conservada encontrada desde procariotas a eucariotas. Esta enzima estd implicada en
rutas celulares importantes porque lleva una parte de la destoxificacion del
formaldehido, catalizando la siguiente reaccion (Strittmatter et al., 1955; Staab et al.,
2008):

Formaldehido + GSH + NAD" — S-formilglutation + NADH + H*

Sin embargo, el interés de esta enzima aumenté significativamente cuando se mostro
que también cataliza la reduccién de S-nitrosoglutation (GSNO) a GSSG y NHjs
dependiente de NADH (Jensen et al., 1998; Liu et al., 2001), la cual puede ser
considerada una reaccion de desnitrosilacion. Por tanto, esta actividad puede controlar
el nivel intracelular de GSNO vy, por consiguiente, los efectos del NO en las células.
Asi, esta actividad GSNO reductasa (GSNOR) puede cambiar el equilibrio entre el

GSNO vy las proteinas S-nitrosiladas y, como resultado, participar en la homeostasis del
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NO celular. Ademas, esta reaccion afecta el equilibrio de GSH y NADH, lo que indica

que la GSNOR podria estar indirectamente implicada en el estado redox celular.

En Arabidopsis thaliana se ha visto que la mutacion AtGSNOR1 modula el
nivel de la formacion de SNO celular, el cual parece regular maltiples formas de
resistencia a enfermedades de las plantas (Feechan et al., 2005). La modulacion de la
actividad y expresion de la GSNOR ha sido observada bajo diferentes condiciones de
estrés abidtico. En plantas de guisante crecidas con 50 UM de cadmio, que produce
estrés oxidativo, el analisis de la actividad GSNOR vy la expresion de sus transcritos
mostraron una reduccion del 31% provocada por el metal. Esto fue acompafiado de
bajos contenidos en NO, GSH y GSNO (Barroso et al., 2006). En plantulas de girasol
expuestas a altas temperaturas (38°C durante 4 h), la actividad GSNOR y su expresion a
nivel de proteina y gen disminuian en hipocotilos, lo cual iba acompafiado por una
acumulacién de SNOs (Chaki et al., 2009b). Se ha propuesto, por tanto que la GSNOR
regula el nivel de SNOs, siendo éstas las moléculas que proporcionarian el NO
necesario para mediar el proceso de la nitracion de tirosina (Chaki et al., 2010). Sin
embargo, en plantas de guisante expuestas a las mismas condiciones de estrés, el
comportamiento fue totalmente diferente porque la actividad GSNOR se incremento,
igual que hizo el contenido en SNOs (Corpas et al., 2008). El analisis de la actividad
GSNOR en hojas de guisante expuestas a 8°C durante 48 h mostré un incremento del
67% comparado con las plantas control. Esto fue acompafiado con un aumento del
contenido SNOs de 5 veces (Corpas et al., 2008).

El peroxinitrito (ONOQ") es un potente oxidante que se genera por una reaccion
no enzimatica entre el -NO vy el anion superdxido (O2") (Fig. 1.14) (Squadrito y Pryor,
1998a), y tiene un papel importante en diferentes procesos fisiologicos tanto en células

animales como en plantas (Halliwell y Gutteridge, 2007).

‘NO + O,” — ONOO

Fig. 1.14. Formacidn de peroxinitrito a partir de 6xido nitrico y anion superoxido.
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El peroxinitrito es un agente oxidante fuerte, principalmente dirigido a los tioles
de la cisteina en proteinas (Pacher et al., 2007), inhibiendo por ejemplo las tirosina
fosfatasas que contienen tioles, antioxidantes enzimaticos y cistein- proteasas. Sin
embargo, el peroxinitrito también modifica las proteinas mediante la nitracion de varios
amino acidos (Alvarez & Radi, 2003). Los estudios se han centrado principlamente en
las modificaciones de los residuos de tirosina propiciadas por el peroxinitrito porque la
forma 3-nitrotirosina estd considerada un aspecto clave en la citotoxicidad del
peroxinitrito en animales (Radi, 2004). Las proteinas nitradas en los restos de tirosina
son abundantes en todos los tejidos y células afectadas por alguna enfermedad
(Greenacre & Ischiropoulos, 2001; Pacher et al., 2007). La nitracion de la tirosina de las
proteinas esta asociada a cambios en la actividad catalitica de las enzimas, alteracion de
la organizacion del citoesqueleto y deficiencia en la sefial de transduccion (Schopfer et
al., 2003). El peroxinitrito puede también reaccionar con residuos triptéfano, dando
nitrotriptofano, aunque el papel fisiologico de esta modificacion no esta claro (Alvarez
& Radi, 2003; Yamakura & lkeda, 2006).

El peroxinitrito es altamente reactivo y toxico en animales, y sus funciones
fisiolégicas no han sido aun totalmente determinadas. El peroxinitrito podria jugar un
papel en la sefializacion del NO mediante modificaciones post-traducionales especificas.
Aunque el papel de sefializacion potencial del peroxinitrito no ha sido investigada con
detalle, las proteinas nitradas en tirosina han sido detectadas en varias especies de
plantas incluso el tabaco transgénico deficiente en nitrito reductasa (Morot-Gaudry-
Talarmain et al., 2002), plantas de guisante, Arabidopsis y girasol expuestas a estrés
abiodtico (Corpas et al., 2008, 2009; Chaki et al., 2011) y, plantas de Arabidopsis
thaliana infectadas con un patégeno avirulento (Romero-Puertas et al., 2007; Cecconi et
al., 2009).

4.4. Estrés nitrosativo

Durante los altimos afios el éxido nitrico (NO) surgié como una molécula sefial en
varios procesos fisiol6gicos importantes en plantas (Neill et al., 2003). El término
especies de nitrogeno reactivo (RNS) se acufié para denominar al NO y moléculas
relacionadas con el mismo (RNSs) (Halliwell & Gutteridge, 2007). El estrés nitrosativo

es inducido por niveles patofisioldgicos de NO, nitracion y S-nitrosotioles. Es cada vez
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mas evidente que el NO juega un papel importante en varios aspectos de los procesos de
desarrollo, como la germinacion y la dormancia de semillas, el crecimiento de raices, el
gravitropismo de raices, la expansion de hojas, la fotomorfogenesis, la transicién floral,
el cierre estomatico, la senescencia y la muerte celular programada (Wendehenne et al.,
2004; Neill et al., 2008; Besson-Bard et al., 2008). Es también evidente que el NO y las
moléculas derivadas del NO estadn implicadas en las respuesta de las plantas a una
multitud de estreses abidticos como la salinidad, la alta intensidad luminosa, baja y alta
temperatura, luz continua, oscuridad continua y dafio mecanico (Valderrama et al.,
2007; Corpas et al., 2008; Corpas y al., 2009).

El término estrés oxidativo describe el dafio celular causado por la
sobreproduccion de ROS, y el término estrés nitrosativo se introdujo para describir un
proceso similar causado por RNS en plantas bajo condiciones de estrés. Por
consiguiente, se consideré que bajo una situacion especifica la planta sufre un estrés
nitrosativo cuando hay una sintesis desregulada o sobreproduccion de NO y productos
derivados de NO que pueden tener consecuencias fisiologicas toxicas. En este contexto,
es también importante definir un marcador fiable de este tipo de estrés (Corpas et al.,
2007). Hasta ahora, un conjunto de datos revelaron que una subida de la nitracion de la
tirosina de las proteinas podria ser un buen marcador para evaluar un proceso de estrés
nitrosativo (Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2008; Chaki et al., 2011).

En los dltimos afios ha aumentado considerablemente el interés por los S-
nitrosotioles (SNOs) (Feechan et al., 2005; Gaston et al., 2006; Corpas et al., 2008,
Lindermayr et al., 2008). La principal razén reside en que la vida media del NO es muy
corta mientras que los SNOs son generalmente mas estables en solucion. Los SNOs
pueden participar en el transporte, almacenaje y liberacion del NO, ademas de su
implicacion en las modificaciones post-traduccionales en la sefializacion celular y en

condiciones de estres (Lindermayr & Durner, 2009).
5. ROS Y RNS EN CONDICIONES DE ESTRES AMBIENTAL

Las plantas estan expuestas a una amplia gama de condiciones medioambientes
potencialmente estresantes como la salinidad, temperaturas extremas, sequia,
radiaciones, gases toxicos, metales pesados, etc, las cuales pueden afectar seriamente la

produccién del cultivo y deteriorar el medio ambiente. Asi, se estim6 que el estrés
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abiotico fuera la primera causa de la perdida de los cultivos en el mundo, que supera el
50% (Boyer et al., 1982). La implicacion directa o indirecta del NO en el mecanismo de
respuesta frente a algunos estreses ambientales ha sido descrita en diferentes especies de

plantas.

Las plantas han desarrollado estrategias Unicas para responder al estrés abiotico
mediante adaptacion de sus sistemas metabolicos para mantener la homeostasis celular
(Apel & Hirt, 2004; Bhattachrjee, 2005; Gill & Tuteja, 2010). Como consecuencia,
diversos estreses ambientales activan vias de sefializacion de la célula y respuestas
celulares, como son las ROS (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004; Miller et al., 2008;
Jaspers & Kangasjarvi, 2010). El estrés oxidativo sucede debido a una acumulacién
excesiva de ROS bajo varias condiciones de estrés abiotico y puede provocar dafio
oxidativo (Fotopoulos et al, 2006), lo que conduce a la muerte celular (Tanou et al.,
2009). Asimismo alguna ROS puede actuar de moléculas sefializadoras, las cuales
pueden interaccionar con otras vias de sefializacion afectando varios procesos
fisioldgicos de la planta (Mittler et al., 2004; Lee & Park, 2010). También hay indicios
que sugieren que las plantas usan ROS y RNS como moléculas de transduccion de la
sefial durante procesos fisiologicos y celulares fundamentales (Blokhina & Fagerstedt,
2010).

5.1. Salinidad

La salinidad afecta la productividad de la plantas debido a sus efectos negativos sobre el
crecimiento de la planta y el balance i6nico. En muchas especies de plantas se mostrd
que el NaCl provoca estrés oxidativo (Hernandez et al., 1993; Hernandez et al., 1995;
Valderrama et al., 2006; Munns & Tester, 2008). La implicacion del NO en el
mecanismo de respuesta a la salinidad es claro, aunque los datos disponibles pueden ser
a veces contradictorios, dependiendo de las especies y de la severidad del tratamiento
con salinidad. En plantas de olivo crecidas in vitro, el estrés salino (200 mM NacCl)
provoca un aumento en la produccion de NO dependiente de L-arginina, de SNOs
totales, y del nimero de proteinas que sufren nitracién de tirosina en el rango de peso
molecular situado entre 44 y 60 kDa. Ademas, el analisis con el microscopio de laser
confocal (CLSM) usando fluor6foros especificos para NO y SNOs o anticuerpos para

GSNO vy 3-nitrotirosina también muestran un incremento general de las RNS,
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principalmente en los tejidos vasculares (Valderrama et al., 2007). Existen también
estudios que usan aproximaciones indirectas mediante la aplicacion exdgena de
donadores de NO y los efectos en plantas expuestas a estrés salino. Asi, en los callos de
cafia (Phragmites communis) bajo un tratamiento con 200 nM NacCl, la adicién de SNP
(nitroprusiato sédico, un donador de NO) estimula la expresion de la H*-ATPasa de la
membrana plasmatica indicando que el NO sirve como una sefial que induce la

resistencia a la sal mediante el incremento de la proporcion K*/Na* (Zhao et al., 2004).

Es conocido que la exposicién de las plantas a la salinidad induce a la formacion
de ROS, que estan implicadas en mecanismos dafiinos pero también en procesos de
crecimiento celular. Hay estudios que indican que la respuesta antioxidante esta bien
correlacionada con el aumento de la sensibilidad y tolerancia de los cultivares a la
salinidad (Vaidyanathan, 2003; Bandeoglu et al., 2004; Menezes-Benavente, 2004a; de
Azevedo Neto et al., 2006; Singh et al., 2007; DaCosta & Huang, 2007; Bernstein et al.,
2010). Sin embargo, se ha demostrado que las ROS estan implicadas en los procesos de
crecimiento (Rodriguez et al., 2002; Foreman et al., 2003, Schopfer & Liszkay, 2006), y
se ha propuesto que las ROS apopléasticas tienen un papel en la expansion celular
mediante efectos sobre la pared celular (Frahry & Schopfer, 2001; Liszkay et al., 2004).

La interaccién entre Ca?* y ROS se ha estudiado durante las respuestas de defensa,
crecimiento y cierre estomatico (Pei et al., 2000; Sagi & Fluhr, 2001; Foreman et al.,
2003; Jiang & Zhang, 2003; Mori & Schroeder, 2004; Hu et al., 2007). Asi se ha
descrito que los canales de calcio se activan por el peroxido de hidrégeno lo que resulta
en un incremento del Ca®* citosélico (Pei et al., 2000). También se ha demostrado que la
NADPH oxidasa produce ROS que activan a los canales de Ca®** y asi controla la
expansion celular (Foreman et al., 2003). La actividad NADPH oxidasa puede ser
sucesivamente modulada por el Ca** citosélico (Sagi & Fluhr, 2001). Se ha descrito que
el descenso de las concentraciones de ROS en la zona de crecimiento de hojas de maiz
contribuye a la inhibicién del crecimiento favorecida por la sal (Rodriguez et al., 2004).
Esto parece ser el resultado de una inhibicion de la NADPH oxidasa inducida por la sal
(Rodriguez et al., 2007). Como un intento de restablecer los niveles normales de ROS
parece que en condiciones de salinidad se proporcionaron ROS a la zona de crecimiento
de la hoja mediante oxidacién de poliaminas por la poliamina oxidasa (Rodriguez et al.,
2009).
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5.2. Estrés hidrico

El estrés hidrico, frecuentemente causado por la sequia, también tiene un serio impacto
sobre el desarrollo y el crecimiento de las plantas. Asi, una baja accesibilidad al agua
provoca limitaciones fisicas, y el mecanismo tipico es el cierre estoméatico para
conservar el agua. Asi, la via de intercambio de agua, CO; y O, esta también cerrada, lo
que resulta en un descenso de la fotosintesis. En este sentido, se sabe que el cierre de
estomas inducido por el NO aumenta la respuesta de las plantas frente el estrés por
sequia (Garcia-Mata & Lamattina, 2001). En maiz, el tratamiento con 10% de polietilén
glicol induce el estrés hidrico, lo que conduce a un incremento rapido del NO en el
mesofilo de las hojas. La actividad NOS fue inducida extraordinariamente en la fraccion
microsomal y citosolica por el estrés hidrico, mostando la fraccion microsomal la
actividad mas alta. Este comportamiento fue acompafiado por un aumento de las
enzimas antioxidantes como la SOD, APX y GR (Sang et al., 2008).

El estrés hidrico provoca una sobreproduccion de ROS, como el anién
superdxido (Oy), el peroxido de hidrogeno (H20,), el oxigeno singlete y el radical
hidroxilo (Smirnoff, 1993; Miller et al., 2010). Una acumulacion excesiva de ROS
aumenta el estrés oxidativo, provocando dafio celular y desorden metabdlico (Jaleel et
al., 2009). Para hacer frente al estrés oxidativo causado por ROS, la planta ha
desarrollado un conjunto de sistemas antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos, para
mantener la homeostasis de ROS bajo condiciones de estrés. Asi, la activacion de los
sistemas antioxidantes tendra efectos beneficiosos sobre el comportamiento de la planta
en condiciones de estrés hidrico, porque una suficiente capacidad de los mismos puede

propiciar la eliminacién del exceso de ROS (Sang et al., 2008).
5.3. Dafio mecénico

El dafio mecénico en plantas puede ser una consecuencia de diversos estreses
ambientales como el viento, la arena, la lluvia o los herbivoros. En general, las plantas
responden con la induccion de varios genes porque la herida abierta podria ser un sitio
de infeccion potencial para los patdgenos. Por tanto, la expresion de los genes de
defensa en el sitio de la herida es una barrera contra los microorganismos oportunistas
(Reymond et al., 2000; Schilmiller & Howe, 2005). En A. thaliana se ha descrito que el

dafio mecanico induce una acumulacién rapida de NO que podria estar implicada en los
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ajustes y respuestas de defensa asociados al acido jasmoénico (Huang et al., 2004). En
hojas de guisante el dafio mecéanico provoca una acumulacion de NO después de 4 h, y
esto fue acompafiado por una induccion general de las actividades NOS y GSNOR, y un
incremento en el contenido de SNOs (Corpas et al., 2008). Sin embargo, el patron de

proteinas que sufren nitracion de tirosina no parecio estar afectado.
5.4. Radiacion UV

La radiacion UV-B (280-320 nm) se ha incrementado como consecuencia de la
destruccion de la capa de 0zono, y esta radiacion afecta claramente el crecimiento de las
plantas reduce la fotosintesis e induce un estrés oxidativo incrementando el dafio al
DNA. En A. thaliana un inhibidor de NOS (L-NAME) y un secuestrador de NO (PTIO)
bloquearon parcialmente la induccion, por radiacién UV-B, del gen de la chalcona
sintasa implicada en la produccion de chalconas, moléculas que participan en los
mecanismos de defensa y en la produccion de pigmentos protectores como son los
flavonoides (Mackerness et al., 2001). En maiz, la radiacion UV-B estimuld
fuertemente la actividad NOS mientras se redujo la biomasa de la hoja y la actividad
exo- y endo-glucanasa (An et al., 2005). Se observé que la apocinina (compuesto
organico natural estructuralmente relacionado con vainilla y usado como un inhibidor
de la NADPH oxidasa) reduce el dafio oxidativo inducido por radiacion UV-B porque
reduce la destruccion de la clorofila causada por H,O,, lo que estaba correlacionado con
la produccion de NO mediante una actividad NOS (Tossi et al., 2009). En el caso de
hojas de maiz, la radiacion UV-B provoco un aumento en la concentracion de ABA,
H,O, y NO en hojas, y este ABA parece ser requerido para la atenuacién mediada por el
NO de los efectos perjudiciales de este estrés. El pre-tratamiento con DPI (inhibidor de
la NADPH oxidasa) y L-NAME (inhibidor de la NOS) bloqued parcialmente la
acumulacion de NO. Por otra parte, la acumulacion de NO endogeno en hojas de maiz
en respuesta a la radiacion UV-B es dependiente de ABA vy esta relacionada con la

tolerancia a grandes dosis de radiacion UV-B (Tossi et al., 2009).
5.5. Ozono

El ozono es un gas contaminante que entra en la hoja por via estomatica, y los efectos
que genera dependen de su concentracion y el tiempo de exposicion. Asi, a bajo nivel de

exposicion el ozono reduce la fotosintesis y el crecimiento, y provoca una senescencia
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prematura de la hoja en las plantas sensibles. Sin embargo, la exposicion a altas
concentraciones de ozono provoca la muerte celular con dafios visibles en las hojas
(Kangasjarvi et al., 2005). En plantas de Arabidopsis, el tratamiento con ozono induce
la actividad NOS, y esta induccion es precedida por una acumulacion de acido salicilico
seguida por la muerte celular. Ademas, el tratamiento con NO exogeno aumenta los
niveles de produccion de etileno inducida por el ozono (Rao & Davis, 2001). Estudios
posteriores han mostrado que la acumulacién de NO en hojas de Arabidopsis después
del tratamiento con ozono puede inducir la muerte celular con una induccion
concomitante de los genes implicados en la biosintesis del acido salicilico, ademas de
otros genes relacionados con la defensa (Ahlfors et al., 2009). Por otra parte, un
tratamiento severo con ozono causa una subida de ROS acompafiado por una
produccién alta de NO y una reduccién del contenido de los antioxidantes solubles
ascorbato y glutation. En esta situacion, se ha visto una expresion reducida de genes
implicados en la utilizacion del carbono y de las rutas energéticas y de sefializacion, lo
que sugiere una ineficaz respuesta de defensa. Ademas, se observo una solapamiento
entre los genes inducidos por el etileno y el 0zono, y un solapamiento significativo entre
los genes reprimidos por el tratamiento con ozono y metil jasmonato (Mahalingam et
al., 2006).

5.6. Metales pesados

En plantas, algunos metales pesados y metaloides pueden ser toxicos incluso a muy
bajas concentraciones, siendo por esa razon elementos fitotoxicos (Corpas et al., 2010;
Xiong et al., 2010; Rascio & Navari-lzzo, 2011). Asi, podemos distinguir dos categorias
de metales pesados: elementos esenciales requeridos para el normal crecimiento y el
metabolismo como son Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni y Zn (micronutrientes); y elementos no
esenciales ya que no cumplen ningun papel fisiolégico conocido como son Cd, Hg, Pb o
As. El cadmio (Cd) es uno de contaminantes méas abundantes en el suelo
(Arasimowicz-Jelonek et al., 2011). Existen varios trabajos que muestran la
participacion de NO en condiciones de estrés por cadmio. Por ejemplo, en raices de
Pisum sativum y Brassica juncea, en presencia de 100 uM de Cd se observé una mayor
produccion de NO enddgeno (Bartha et al., 2005). Estos datos contrastan con los
resultados observados en hojas y raices de Pisum sativum crecidas con 50 uM CdCl,,

donde se observo una inhibicion de crecimiento y dafios oxidativos (Romero-Puertas et
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al., 2002), y una drastica reduccion del contenido de NO (Rodriguez-Serrano et al.,
2006; Barroso et al., 2006). Ademas, el bajo contenido de NO en las hojas iba
acompafado por una reduccion de GSH, GSNO vy la actividad GSNOR (Barroso et al.,
2006).

El arsénico es un metaloide componente de un amplio rango de materiales que se
han convertido en contaminantes ambientales importantes que pueden provocar
problemas de salud a los humanos por su acumulacion en los cultivos destinados a la
alimentacion o en aguas potables (Tripathi et al., 2007; Zhao et al., 2010). Bajo
condiciones de estrés con arsénico las plantas sufren alteraciones a distintos niveles
como el transporte y la absorcion de elementos, el metabolismo y la expresion genética
(Abercrombie et al., 2008; Verbruggen et al., 2009; Zhao et al., 2009). Existen datos
que indican que el metabolismo de ROS puede estar implicado y puede causar un estrés
oxidativo en presencia de As (Dwivedi et al., 2010). En plantas de Arabidopsis
expuestas a 0,5 mM de arsenato se ha observado una reduccion significativa de los
pardmetros de crecimiento. Estos cambios van acompafiados por una alteracion de las
enzimas antioxidantes catalasa y glutation reductasa y el metabolismo del NO, con un
incremento significativo del contenido de NO, de la actividad GSNOR vy la nitracién de
la tirosina de proteinas. En este caso, el arsenato parece provocar un estrés oxidativo y
nitrosativo siendo las actividades glutation reductasa y GSNO reductasa los

componentes clave en el mecanismo de respuesta (Leterrier et al., 2010).
5.7. Alta iluminacion

La exposicion a alta intensidad luminosa lleva a un incremento en los niveles
intracelulares de ROS debido al aumento de la tasa de fotorreduccion de O, en el
cloroplasto y el incremento del flujo de H,O, en el peroxisoma por via de la
fotorrespiracion (Niyogi, 1999; Mittler, 2002). La exposicion a alta intensidad luminosa
estd generalmente asociada con altas actividades de las enzimas antioxidantes
incluyendo la superoxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa y la glutation reductasa, y
los antioxidantes no enzimaticos de bajo peso molecular glutation y ascorbato (Grace &
Logan, 1996; Logan et al., 1998a, 1998b). Recientemente, se ha identificado en plantas
de Arabidopsis un gen implicado en la aclimatacion al estrés por alta intensidad

luminosa (AtTIL), de manera que la sobreexpresion de este gen incrementa la tolerancia
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al estrés (Charron et al., 2008). La alta intensidad luminosa reduce el tamafio de los
cloroplastos (Maxwell et al., 1999) y causa una disminucion de aproximadamente un
60% de las proteinas totales solubles y del contenido de clorofila. La alta intensidad
luminosa es un estrés responsable de la inhibicion directa de la cadena de transporte de
electrones en los cloroplastos, llevando a una generacion de ROS en varios lugares:
oxigeno singlete en el PSII, el radical superoxido en el PSI, y el peroxido de hidrégeno
en el estroma del cloroplasto y también en peroxisomas por la ruta de la fotorespiracion
(Niyogi, 1999; Asada, 2006). Por consiguiente, las plantas estan obligadas a hacer
frente a la generacion de ROS para mantener la homeostasis redox. Junto con la vias de
destoxificacion de ROS en cloroplastos, existen otros sistemas de defensa frente a las
ROS en organulos como las mitocondrias y los peroxisomas, ademas de otros
compartimentos celulares como son el citosol, el apoplasto y la pared celular que
también requieren un control estricto de los niveles de ROS (Apel & Hirt, 2004; Gechev
et al., 2006).

5.8. Alta temperatura

Las temperaturas altas (HT) son consideradas uno de los mayores estreses abidticos que
afectan negativamente el crecimiento vegetativo y reproductor. En general, la HT puede
generar un estrés térmico, que origina seguidamente la sintesis de una familia especifica
de proteinas conocidas como proteinas de choque térmico (HSPs) (Larkindale &
Vierling, 2008).La HT también puede causar una sobreproduccion de ROS que podrian
estar implicadas en la provocacién de respuestas de defensa contra temperaturas
perjudiciales (Suzuki & Mittler, 2006; Volkov et al., 2006; Kotak et al., 2008; Locato et
al., 2008).

El estrés por alta temperatura (HT) puede causar la senescencia de hojas, un
proceso de degeneracién interna programada que conlleva a la muerte del tejido. Un
fenomeno tipico de la senescencia de hojas es la pérdida de clorofila, un dafio de la
membrana y un declive progresivo de la capacidad fotosintética (Djanaguiraman et al.,
2009). El estrés por HT dafia directamente el aparato fotosintético y disminuye el ritmo
fotosintético y la duracién del suministro de asimilados (Prasad et al., 2008, 2009). A
alta temperatura, la sobreexcitacion de moléculas de clorofila conlleva a la formacion de

ROS. Asi, el estrés por HT puede estimular la acumulacion de ROS en cloroplastos,
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particularmente cuando la capacidad antioxidante para detoxificar las ROS es baja. Las
enzimas antioxidantes estan implicadas en la eliminacion de ROS durante el estrés por
HT (Liu & Huang, 2000). Asimismo, se observo una bajada general de la actividad de
las enzimas antioxidantes durante la senescencia de hojas propiciada por HT (Srivalli &
Khanna-Chopra, 2004).

5.9. Baja temperatura

La baja temperatura (LT) es otro de los factores ambientales mas importantes que
afectan el crecimiento de la planta, limitan su distribucion geogréafica y reducen el
rendimiento de algunos cultivos. La exposicion de las plantas a bajas temperaturas
induce cambios a nivel fisioldgico y bioquimico. La LT es un factor ambiental que tiene
una influencia significativa en el crecimiento de plantas afectando la fotosintesis, la
absorcion de agua y de nutrientes. Muchos cultivos econémicamente importantes, como
son el algoddn, el maiz, el pimiento, el arroz, la soja, el tomate, algunas frutas tropicales
y subtropicales son sensibles a la baja temperatura lo que afecta su produccién y calidad
(Sharma et al., 2005). La influencia de este tipo de estrés ha sido estudiada a diferentes
niveles, desde plantas completas hasta niveles moleculares. Sin embargo, dependiendo
del tipo de plantas (anual, bianual, arbusto o arbol), la intensidad y duraciéon de la
exposicion de las plantas a LT, las estrategias pueden cambiar. Asi, se visto que la LT
regula la expresion de muchos genes (Shinozaki et al., 2003) y existen cambios
bioquimicos que afectan el nivel de un nimero de proteinas, lipidos y metabolitos
incluyendo la acumulacién de péptidos crioprotectores , sintesis de crioprotectores de
bajo peso molecular como son la prolina y la rafinosa, proteinas de anticongelacion,
deshidrinas, enzimas secuestradoras de ROS y antioxidantes solubles (Thomashow,
1999; Sharma et al., 2005; Hannah et al., 2005; Renaut et al., 2006; Litz, 2010).
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Las funciones de las especies de oxigeno y nitrogeno reactivo (ROS y RNS) tanto en la
fisiologia como en el mecanismo de respuesta al estrés en las plantas son numerosas.
Sin embargo, no existen datos experimentales que analicen sus implicaciones de forma
global durante el crecimiento y el desarrollo. Nuestro grupo de la Estacion Experimental
del Zaidin viene realizando una investigacion lider en el metabolismo de las ROS y las
RNS desde hace bastantes afos, aportando evidencias de las funciones de estos
metabolitos en la fisiologia de las plantas tanto en situaciones normales de crecimiento
como en condiciones de estrés tanto abiotico como biotico. La presente tesis doctoral,
utilizando plantas de pimiento (Capsicun annuum L.) como modelo experimental que
puedan usarse como referente de otras especies agricolas debido a su gran importancia
agronomica, se ha disefiado con la finalidad de integrar el metabolismo de las ROS y las
RNS en los principales 6rganos (raiz, tallos y hojas) de pimiento, desde los primeros
estadios del desarrollo hasta la produccion de frutos, y en la respuesta a un estrés
medioambiental provocado por la baja temperatura, habida cuenta que ésta afecta de
forma especial en el cuajado y la maduracion de los frutos. Asi, mediante
aproximaciones multidisciplinares (fisioldgicas, bioquimicas, celulares y moleculares)

se han establecido los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion de las principales ROS y RNS, asi como de los sistemas
antioxidantes, tanto de tipo enzimatico como no enzimatico, a lo largo del desarrollo de
las plantas de pimiento a nivel de raices, tallo y hojas, incluyendo los primeros dias de
desarrollo post-germinativo hasta su desarrollo como planta adulta.

2. Analisis de las respuesta de las principales ROS y RNS, asi como de los sistema
antioxidantes, tanto de tipo enziméatico como no enzimatico, en las plantas de pimiento
expuestas a estrés medioambiental provocado por baja temperatura y su posterior

periodo de aclimatacion.

3. Puesta a punto de un meétodo analitico que permita la identificacion y cuantificacion
de S-nitrosoglutation (GSNO) en tejidos vegetales de manera que pueda usarse como

herramienta en el estudio del metabolismo de las RNS en plantas.
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The roles of the reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS) both in the
physiology and the mechanism of response to stress of plants are diverse. Nevertheless,
no experimental data on their overall involvement in growth and development are
available thus far. Our research group is contributing to lead the investigation of the
ROS and RNS metabolism during last decades, providing evidence of the role of these
metabolites in the physiology of plants under normal growth conditions but also under
both abiotic and biotic stress situations. Using pepper (Capsicun annuum L.) plants as
an experimental model which might serve as a reference for other crop species due to its
great agricultural relevance, this Thesis has been designed with the aim of integrating
the ROS and RNS metabolism in the main organs of pepper plants (root, shoot, and
leaves) from the early developmental stages till the fruit setting, and in the response to
environmental stress promoted by low temperature, taking into account that this event
greatly influences the ripening and quality of fruits. Thus, through multidisciplinary
approaches (physiological, biochemical, cellular and molecular) the following

objectives have been issued:

1. Characterization of the main ROS, RNS and both enzymatic and non-enzymatic
antioxidants throughout the development of pepper plants at the root, shoot and
foliar level, including the first post-germination developmental days until the

adult plant.

2. Analysis of the response of the main ROS, RNS and both enzymatic and non-
enzymatic antioxidants in pepper plants exposed to environmental stress

promoted by low temperature and further acclimation period.

3. Setting up of an analytical method which allows the identification and the
quantification of S-nitrosoglutathione (GSNO) in plant tissues in such a way that

it could be used as a tool in the investigation of the RNS metabolism in plants.
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MATERIAL Y METODOS
MATERIALS AND METHODS
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1. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se han utilizado semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) de la empresa Syngenta

Seeds S.A. (El Ejido, Almeria). Las semillas de pimiento fueron desinfectadas por

inmersion en lejia comercial (hipoclorito sédico) al 50% (v/v) durante 5 min. A

continuacion, se hicieron 3 lavados con agua destilada. Las semillas se germinaron en

un medio MS (Murashige and Skoog), sin sacarosa, en placas de petri cuadradas de 12 x

12 cm a 30°C y en oscuridad durante 5 dias. Posteriormente, se trasladaron a una

camara de crecimiento a una temperatura de 22°C/18°C (dia / noche), y un fotoperiodo

de 16h. Se emple0 el siguiente material para los diversos experimentos:

Experimentos de desarrollo post-germinativo (I): raices, tallos y hojas de
plantulas de 7, 10 y 14 dias. Las plantas se cultivaron en un medio MS, sin
sacarosa, a 30°C y en oscuridad durante 5 dias y posteriormente se trasladaron a
la camara de crecimiento durante 2 dias (plantulas de 7 dias), 5 dias (plantulas
de 10 dias) y 9 dias (plantulas de 14 dias).

Experimentos de desarrollo post-germinativo (I1): Asimismo se emplearon
raices, tallos, hojas, flores y frutos de 90 dias de edad. Estas plantas se
cultivaron de la misma manera que las anteriores. En la cdmara de crecimiento
estas plantas se mantuvieron 10 dias mas, posteriormente se trasladaron a un
invernadero en unas macetas que contenian una mezcla de tierra/vermiculita
(2/1) durante 15 dias. Después se extrajeron las plantulas cuidadosamente del
soporte de tierra/vermiculita para no dafar el sistema radicular y se trasplantaron
a botes hidropdnicos de 2,5 litros de capacidad (3 plantulas por bote). Se utiliz6
un sistema de cultivo en medios liquidos con aireacion controlada de la solucion
nutritiva en cada unidad de cultivo. Las plantulas se mantuvieron en estas
condiciones durante 60 dias. Para poder recoger los frutos (verdes) usados en los
ensayos las plantas se mantuvieron en las mismas condiciones 30 dias méas (120

dias en total).

Experimentos del efecto del frio en plantulas de pimiento: en este caso se usaron
hojas de plantulas de pimiento cultivadas en medio MS, sin sacarosa, a 30°C y
oscuridad durante 5 dias, después se trasladaron a la camara de crecimiento

durante 10 dias y posteriormente a un invernadero en macetas que contenian
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tierra/vermiculita (2/1) durante 15 dias. Estas plantulas se incubaron a una

temperatura de 8°C durante distintos periodos de tiempo (1, 2 y 3 dias).

2. PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS PARA ENSAYOS
BIOQUIMICOS

Se procedié a la recogida del material separando la plantula en: raiz, tallo y hojas de 7,
10 y 14 dias, ademas de la raiz, tallo, hoja, flor y fruto de plantas de 90 dias. Cada parte
fue pesada y destinada a realizar estudios bioquimicos segun se describe mas adelante.
También se usaron hojas de plantulas de pimiento de 30 dias control y estresadas con

frio.

En el caso de las raices, tallos y hojas de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias, el
material se extrajo en un tubo eppendorf (1,5 ml) con tampdn en una relacion 1:2 (p/v),
y la homogeneizacion se llevo a cabo con un micro homogeneizador (Heidolph). Los
distintos 6rganos de las plantas de 90 dias y las hojas de las plantulas de 30 dias se
homogeneizaron en mortero con nitrégeno liquido hasta la obtencién de un polvo fino al
que se le afiadio el tampon en la proporcion 1:2 (p/v). La composicion del tampdn de
homogeneizacion fue la siguiente: Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, glicerol 10% (v/v), EDTA
0,1 mM, Triton X-100 0,2% (v/v), DTT 5 mM y PVPP 2% (p/v). Tras la
homogeneizacién, los extractos se filtraron a través de dos capas de nylon y se
centrifugaron a 27.000 g durante 25 min a 4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall.
Con el sobrenadante obtenido se realizaron los correspondientes ensayos.

En la preparacion de extractos destinados a la medida de la actividad ascorbato
peroxidasa, se incluy6 ascorbato 2 mM en el tampdn de homogeneizacion.

Los sobrenadantes destinados a la medida de actividad S-nitrosoglutation reductasa
(GSNOR) se pasaron por una columna de Sephadex ™ G-25 DNA Grade (NAP™ 10
Columns, de GE Healthcare), para eliminar las moléculas de pequefio tamafio que

pudieran interferir en la medida.

Para la medida de ascorbato y glutation, los extractos se obtuvieron pulverizando 0,6
— 0,7 g de tejido con mortero y pistilo en presencia de nitrégeno liquido. Posteriormente

se afiadié 2,5 ml de metafosférico 5% (p/v). EI homogenado se centrifug6 a 19.000 g
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durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se usé para la determinacion de ascorbato y

glutation.

3. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

3.1. Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)

Las isoenzimas se separaron por EGPA en condiciones nativas (ver apartado 5.1 de
Material y Métodos). Una vez finalizada la electroforesis, se reveld la actividad SOD en
los geles segun se describe en Beauchamp y Fridovich (1971). Los geles se incubaron
durante 20 minutos en oscuridad con una solucion de NBT (nitroblue tetrazolium) 2,45
mM, preparada en tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,8. Después se incubaron con una
solucion de riboflavina 28 uM y TEMED 28 mM en el mismo tampon durante 15
minutos, en oscuridad. Finalmente se expusieron los geles a la luz en tampon fosfato-K
50 mM, pH 7,8 durante 10-15 minutos hasta visualizar las bandas acromaticas sobre el
fondo azul del gel. Para identificar el tipo de las isoenzimas de la SOD, una vez
realizada la electroforesis de los extractos crudos, los geles fueron incubados
separadamente a 25°C durante 30 minutos en presencia o ausencia de 2 mM KCN o 5
mM H,0, preparados en 50 mM fosfato-K, pH 7,8. Las isoformas CuzZn-SODs son
inhibidas por el CN" y H,0,; las Fe-SODs son inhibidas por H,O, pero no por CN’, sin
embargo, las Mn-SODs son resistentes a ambos inhibidores (Corpas et al., 1998b).

3.2. NADPH oxidasa (NOX; EC 1.6.3.1. 1)

Las isoenzimas de la NADPH oxidasa fueron reveladas en geles segun describe Lopez-
Huertas et al. (1999), y modificado por Sagi & Fluhr (2001). Los geles fueron
incubados en oscuridad durante 20 minutos en una solucién que contiene 50 mM Tris-
HCI, pH 7,4, 0,2 mM NBT, 0,1 mM MgCl,, y 1 mM CaCl,. A esta mezcla de reaccion
se afladio el NADPH (0,2 mM) y se observo la aparicion de bandas azules sobre un
fondo acromatico. La reaccion se par0 por inmersion de los geles en agua destilada.
Como control se afladié diphenyleneiodonium (DPI) 50uM, un inhibidor especifico de

la generacion del radical superoxido por este sistema enzimatico.

65



3.3. Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)

Se siguio el método espectrofotométrico descrito por Aebi (1984), basado en la medida
de la disminucion de la absorbancia a 240nm debida a la descomposicion del H,O, por
efecto de la catalasa. En una cubeta de cuarzo se afadieron la muestra,
convenientemente diluida, y la mezcla de reaccion, protegida de la luz, y formada por
tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,0 y H,0, 10,6 mM hasta completar un volumen final de
1 ml en la cubeta. La reaccion se registrO durante 2 minutos a 25°C en un
espectrofotometro Beckman Coulter DU 640, frente a un blanco compuesto por agua
destilada. La actividad enzimética, expresada en pmol de H,O, . min™ . mg™ de proteina
se calculo a partir de la velocidad inicial de la reaccion y de un coeficiente de extincion
molar para el H,O, de 39,58 M. cm™ (del Rio et al., 1977).

3.4. Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Para llevar a cabo el analisis de esta actividad se utilizaron muestras preparadas en un
medio de extraccion conteniendo ascorbato 2 mM, para prevenir la inactivacion de la
APX. La actividad se determind segun describe Hossain and Asada (1984b) midiendo a
290 nm la oxidacion del &cido ascorbico durante un minuto. La mezcla de reaccion
contenia tampén Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6, ascorbato 0,2 mM, H,O, 0,3mM vy la
muestra convenientemente diluida. La reaccion en 1 ml de volumen final, se llevo a
cabo a 25°C y se inici6 con la adicion del H,O,, La actividad enzimatica, expresada en
nmoles de &cido ascérbico oxidado. min™® - mg™ proteina, se calculé a partir de la
velocidad inicial de reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el acido
ascorbico de 2,8 mM™ - cm™ (Hossain and Asada, 1984b). Se utilizaron tres controles,
uno sin HyO,, otro sin ascorbato y otro sin muestra. Como control negativo de la

reaccion se utilizé un inhibidor de la APX. El p-cloromercurifenilsulfonico (pCMS).
3.5. Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Se empled el método espectrofotdmetro de Edwards et al. (1990), basado en la medida
de la tasa de oxidacion del NADPH a 340 nm durante 3 minutos, la cual es necesaria
para transformar el glutation oxidado (GSSG) en glutation reducido (GSH). La reaccion
se llevd a cabo a 25°C en un volumen final de 1 ml que contenia tampon Hepes-NaOH
0,1 M, pH 7,8, EDTA 1mM, MgCl, 3 mM, GSSG 0,5 mM, NADPH 0,2 mM y 100 pl

de muestra. Se utilizaron tres controles, uno sin muestra y sin GSSG, otro sin GSSG, y
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otro sin muestra. La actividad enzimatica expresada en nmoles de NADPH oxidado -
min - mg™ proteina, se calculé a partir de la velocidad inicial de reaccion y de un
coeficiente de extincién molar para el NADPH de 6,22 mM™ - cm™ (Jiménez et al.,
1997).

3.6. Monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4)

Este ensayo espectrofotométrico esta basado en la medida de la disminucion de la
absorbancia a 340nm por la desaparicion de NADH. La reaccion se llevd a cabo en un
volumen final de 977ul que contenia tampdn Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, ascorbico 40
mM, ascorbato oxidasa 0,5 U, NADH 8 mM y 25 ul de muestra. Se utilizd un blanco de
reaccion compuesto por el tampdn, la muestra y NADH, asi como una reaccion control
sin muestra. En este Gltimo caso, se comprobd el sistema de generacion del radical
monodeshidroascorbato (MDA") midiendo en la mezcla de acido ascorbico 1 mM y 0,5
U de ascorbato oxidasa, esto debia de dar una medida de DO . min™ = 0.01-0.02. La
actividad enzimatica expresada en nmoles NADH . min™ . mg™ proteina, se calculé a
partir de la velocidad inicial de reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el
NADH de 6,22 mM™ . cm™,

3.7. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH; EC 1.1.1.49)

Se determiné espectrofotométricamente, midiendo la reduccion del NADP™ a 340 nm
segun Corpas et al. (1998a). la reaccidn se llevo a cabo a 25°C en un volumen final de 1
ml que contenia tampon Hepes 50 mM, pH 7,6, MgCIl, 1 mM y NADP+ 0,8 mM,

iniciandose la reaccién por adicién de glucosa-6-fosfato (G6P) 5 mM.

En este ensayo, una miliunidad de actividad se define como la cantidad de enzima
necesaria para reducir un nmol de NADP" min? a 25°C. Dado que en esta
determinacion se mide conjuntamente la G6PDG vy la 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH), al generar la primera el sustrato de la segunda, es necesario corregir los datos
restando al valor medido en este ensayo el obtenido luego de medir la actividad 6PGDH
(ver apartado 3.8.). El coeficiente de extincién molar para el NADPH es de 6,22 mM™-

cm™,
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3.8. 6-Fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44)

Para determinar esta actividad e utilizo un medio de reaccion similar al usado para la
actividad G6PDH, sustituyendo el sustrato anterior por el 6-fosfogluconato (6PG) 5 mM
(Corpas et al., 1998a). Una miliunidad de actividad se define como la cantidad de
enzima necesaria para reducir un nmol de NADP* - min™ a 25°C, siendo el coeficiente

de extincion molar para el NADPH es de 6,22 mM™ cm™.
3.9. Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* (NADP-ICDH; EC 1.1.1.42)

Se medié espectrofotométricamente el incremento de absorbancia a 340 nm debido a la
reduccion del NADP™ segln describen Goldberg & Ellis (1983). La reaccion se llevd a
cabo a 25°C en un medio (1 ml) que contenia tampon Hepes 50 mM, pH 7,6, MgCl, 1
mM y NADP* 0,8 mM, iniciandose la reaccion con la adicion de 2R,3S-isocitrato 2
mM. La actividad enzimatica expresada en nmoles de NADPH . min™ . mg™ proteina,
se calcul6 a partir de la velocidad inicial de reaccion y de un coeficiente de extincién
molar para el NADPH de 6,22 mM™ . cm™ (Vigil, 1983).

3.10. Enzima malico dependiente de NADP (EM; EC 1.1.1.40)

Para determinar esta actividad se utiliz6 un medio de reaccién similar al usado para la
actividad G6PDH, sustituyendo el sustrato por el acido L-malico 5 mM (Barroso et al.,
1998), y siguiendo la tasa de reduccion del NADP™ en presencia de malato. La actividad
enzimética, expresada en nmoles de NADPH . min™ . mg™ proteina, se calculé a partir
de la velocidad inicial de reaccion y de un coeficiente de extincion molar para el
NADPH de 6,22 mM™ . cm™ (Vigil, 1983).

3.11. Nitrosoglutation reductasa (GSNOR; EC 1.2.1.1)

La determinacion de la actividad GSNOR se realizd mediante la monitorizacién de la
oxidacion del NADH a 340 nm (Sakamoto et al., 2002; Barroso et el., 2006). Para llevar
a cabo el anélisis de esta actividad, los homogenados obtenidos anteriormente se
pasaron a través de columnas NAD-10 para eliminar el posible GSNO enddgeno. Las
columnas fueron equilibradas con 15 ml de tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,8;
posteriormente, se cargd 1 ml de muestra y se recogieron 1,5 ml eluyendo con el mismo

tampon anterior.

68



Para el andlisis cinético, se incubaron 50-150 pl de muestra con 650 pl de tampon
Tris-HCI 20 mM, pH 8, 0,5 mM EDTA y NADH 0,2 mM. La reaccion se inicié
afiadiendo 100 pl de S-nitrosoglutation (GSNO) a la mezcla, obteniéndose una
concentracion final de 400 pM. la solucidbn de GSNO se preparé de forma
extemporanea manteniéndose en frio y protegida de la luz. La actividad se determiné a
25°C, y se expresa en nmol de NADH consumido por min por mg de proteinas, siendo
el coeficiente de extincion molar para el NADH es de 6,22 mM™.cm™,

4. OTRAS DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

4.1. Contenido de ascorbato

Se empled el método del dipyridil descrito por Okamura (1980), con algunas
modificaciones. Para la determinacion de ascorbico total (ascorbato mas
deshidroascorbato; ASC + DHA) se prepard una mezcla de reaccion que contenia 125
pl de muestra anteriormente preparada como se indica en el apartado 2, 25 pl de
trietanolamina 1,5 M, 150 pl de tampon fosfato sddico 150 mM, pH 7,4y 75 pl de DTT
10 mM. Para permitir que todo el acido deshidroascorbico se redujera, la mezcla se
agitod y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el DTT se
afiadio 75 ul de N-etilmaleimida (NEM) 0,5% (p/v) y se incub6 de nuevo a temperatura
ambiente durante al menos 30 segundos. Posteriormente se afiadid6 300 ul de &cido
tricloroacético 10% (p/v), 300 pl acido fosforico 44% (v/v), 300 pl de 2,2 -dipyridyl 4%
(p/v) diluido en etanol 70% (v/v) y FeCls al 3% (p/v). Esta mezcla se incub6 durante 1
hora a 37°C y, posteriormente, se midié la absorbancia a 525 nm. Para la determinacion
de &cido ascérbico reducido se afiadié lo mismo que para la determinacién de ascorbato
total salvo el DTT y la NEM.

Para determinar la concentracion de ascorbico total y reducido se prepardé una curva
patron de acido ascorbico comercial (10-60 uM) disuelto en acido metafosférico 5%
(p/v), y se le dio el mismo tratamiento que a las muestras. Para determinar la
concentracion de dehidroascorbico se le resta a la medida de ascorbico total la de

ascorbato reducido.
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4.2. Contenido de glutation

Esta medida se basa en el ensayo de reciclado de Anderson (1985), el cual es un proceso
enzimaético sensible y especifico. En dicha técnica, el GSH es oxidado por el &cido 5,5 -
dithiobis-(2-nitrobenzol) (DTNB) dando GSSG con la formacion estequiométrica de
TNB. En estas condiciones el GSSG es reducido a GSH por la glutation reductasa en
presencia de NADPH (Fig. 3.1). La formacién de TNB es medida a 412 nm y es
proporcional a la suma de GSH y GSSG presente. El ensayo puede ser también medido
a 3410 nm (desaparicion del NADPH).

2GSH+DTNB —» GSSG+TNB

GSSG + NADPH + HY —————  2GSH + NADP*

Fig. 3.1. Reacciones enzimaticas implicadas en la medida de glutation.

Se prepar6 una curva patrén para el GSH vy otra para el GSSG, en el rango de 0,5-5
pUM, partiendo de soluciones madre con una concentracién de 50 mM disueltas en acido

metafosoforico 5% (p/v) y que llevan el mismo tratamiento que las muestras.

La medida de GSSG requiere una previa derivatizacion de las muestras lo cual
consiste en afadir 2 pl de 2-vinilpiridina en su forma monomérica (Fluka) y 6 pl de
trietanolamina 1,5 M a 100 pl de muestra y posterior incubacién durante una hora a
temperatura ambiente. EI mismo tratamiento se le da al blanco de muestra que, en lugar

de muestra, lleva acido metafosforico 5% (p/v).

El siguiente tratamiento era comin en las muestras destinadas a la medida de
glutation total y glutation oxidado (derivatizadas). Para ello, se preparé una mezcla de
reaccion que contenia tampén fosfato sodico 143 mM, pH 7,5, Na,-EDTA 6,3 mM,
NADPH (0,248 mg/ml); a ello se afiadid DTNB 6 mM y glutation reductasa (266 U/ml),

ambos diluidos en el tampdn anterior; finalmente se incorpord la muestra.
4.3. Peroxido de hidrogeno

Se siguio6 el método de Frew et al. (1983), que se basa en la cuantificacion del H,O, a

través de la oxidacion de la 4-aminoantipirina catalizada por una peroxidasa. El ensayo
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se llevd a cabo en un volumen de reaccion de 1 ml que estaba compuesto por 400 pl de
solucidn reactiva, 5 pl de muestra y 595 pl de agua Milli Q. Asimismo, el ensayo se
llevo a cabo sobre una curva patrén de H,O, para poder interpolar en ella los resultados

de absorbancia de las muestras.

La solucion reactiva estaba compuesta por fenol al 0,234% (p/v), 4-aminoantipirina al
0,1% (p/v), peroxidasa de rabano 20 nM, H,0O, 2,5 uM y tampén fosfato-K 0,1 M, pH
6,9. Esta solucion se incub6 con las muestras (0 con las distintas concentraciones de
H,O, de la curva patrén) a temperatura ambiente durante 5 minutos, y a continuacion se
midié la absorbancia a 505 nm frente a un blanco formado por solucion reactiva y agua
Milli Q.

4.4. Deteccion de 6xido nitrico (NO) por espectrofluorimetria

Se usaron extractos crudos de raiz, tallo y hojas de plantulas de pimiento de 7,10 y 14
dias, ademas de hojas de plantulas de pimiento incubadas en frio (8°). A estos extractos
se afadi6 el 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) en una concentracion final de 10 uM. Las
mezclas fueron incubadas a 37°C en oscuridad durante 2 h y la fluorescencia fue medida

en un “QuantaMasterTM

QM-4 fluorescent spectrophotometer (PTI® Photon
Technology International, Lawrenceville, NJ, USA) utilizando como longitudes de
onda de excitacion y emision 485 y 515 nm, respectivamente (Nakatsubo et al., 1998).
Como controles de reaccion las muestras fueron preincubadas durante 30 min con los
siguientes compuestos: 1) cPTIO [2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-
oxil-3-oxido] 1 mM, como secuestrador de NO; 2) L-NAME (N®-nitro-L-Arg metil
ester) 1mM, un analogo de la arginina que inhibe la actividad 6xido nitrico sintasa
(NOS) de mamiferos; 3) AG (aminoguanidina) 2 mM, otro inhibidor de la actividad
NOS de mamiferos (Corpas et al., 2009); 4) Na-tungsteno 2 mM, inhibidor de la nitrato
reductasa (Cantrel et al., 2011); 5) rotenona 1 UM, inhibidor de la cadena de transporte
electronica de la mitocondria (Mgller, 2001); y 6) DFMO (DL-a-cloruro de
difluorometilornitina hidratado) 2 mM, inhibidor de la biosintesis de poliaminas
mediante una inhibicién selectiva e irreversible de la ornitina descarboxilasa (Yoda et
al., 2006).
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4.5. Peroxidacion lipidica

Este parametro se determind midiendo la tasa de formacion de sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbitdrico (TBARS), empleando el malondialdehido (MDA)
como compuesto de referencia (Buege & Aust, 1978). Todos los reactivos de este
ensayo se prepararon en agua Milli-Q. Para el ensayo se afiadieron 200 pl de muestra,
convenientemente diluida, a 1 ml de la siguiente mezcla de reaccién: acido
tricloroacético al 15% (p/v), &cido tiobarbiturico al 0,375% (p/v) y &cido clorhidrico
0,25 N. Posteriormente, la mezcla se calentd durante 15 minutos a 95°C con agitacion,
se dejo enfriar y se centrifugd a 2.000 g durante 5 minutos. En el sobrenadante se
efectud la lectura de la densidad Optica a 535 nm. Los valores obtenidos se enfrentaron a
una recta de calibracion con distintas concentraciones de MDA (0,1-10 pM), para
determinar la tasa de peroxidacion lipidica de las muestras.

La deteccion de la peroxidacion lipidica a nivel de tejidos se realizéd usando el
reactivo de Schiff que detecta los aldehidos originados a partir de los peroxidos
lipidicos (Yamamoto et al., 2001). Se incubaron las hojas en el reactivo de Schiff
durante una hora y posteriormente se descoloraron por inmersion en etanol hervido
hasta la aparicion de una coloracién violeta indicando la presencia de peroxidacion

lipidica.
4.6. Concentracion de proteinas

Se emple6 el método de Bradford (1976), que permite determinar
espectrofotométricamente el contenido de proteinas mediante la medida del complejo
que éstas forman con el azul Coomassie. Se empled el reactivo comercial de Bio-Rad
“Protein Assay Dye Reagent”, y albiimina de suero bovino (BSA), fraccion V; como
proteina estandar para preparar la curva patron de proteinas (0, 3, 6, 12 y 18 ug BSA).
Se adicionaron 200 pl de reactivo Bio-Rad a 800 pl de un volumen compuesto por la
muestra 0 BSA, convenientemente diluidas, y agua destilada, y se midio6 la absorbancia
a 595 nm, de 5 a 15 minutos tras la adicion del reactivo (periodo de estabilidad del
complejo). Conocidos los valores de absorbancia, se elabor6 una recta de regresion
lineal con los datos de la curva patron de albumina y se calculd la concentracion de

proteinas interpolando los valores de absorbancia de las muestras.
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5. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (EGPA)

5.1. EGPA en condiciones nativas

En la electroforesis nativa las proteinas se someten a migracion sin desnaturalizacion.
En esta situacion, las proteinas migran en funcion de su carga, de su tamafio y de su
forma. Ademas, en ciertos casos de mantienen las interacciones entre subunidades y
entre proteinas, separandose los complejos. Se utilizd un equipo Mini-Protean 111, de
Bio Rad, donde se prepararon geles de 6,5 x 8 cm y 1,5 mm de grosor. Los geles se
prepararon con una concentracion de poliacrilamida del 10% (p/v) en tampdn Tris-HCI
377 mM, pH 8,9. Estos geles se destinaron a la separacion de las distintas isoformas de
SODs y NADPH oxidasa. Los homogenados, preparados en glicerol al 10% (v/v), se
cargaron directamente en el gel, afladiendo azul de bromofenol al 0,006% (p/v) a cada
muestra. Se utilizdé una intensidad de 15 mA por gel durante 30 minutos, y después de
25 mA hasta que el azul de bromofenol alcanzé practicamente el final del gel. El
tampon de electrodos utilizado fue glicina 38 mM, ajustado a pH 8,2 con el tampon de

geles.
5.2. EGPA en condiciones desnaturalizantes (EGPA-SDS)

El método seguido fue el descrito por Laemmli (1970), utilizando un equipo Mini-
Protean Ill de Bio-Rad. El método se basa en someter el extracto que contiene las
proteinas a electroforesis sobre geles discontinuos de poliacrilamida constituidos por
dos zonas distintas: el gel concentrador y el gel separador, el gel se dispone como una
lamina delgada situada verticalmente, al aplicarse un campo eléctrico, el complejo SDS-
proteina debido a su carga negativa migra hacia el anodo. Los geles de poliacrilamida
son soportes quimicamente inertes formados mediante la polimerizacion de acrilamida y
N,N"metilén-bis-acrilamida, con la participacién de persulfato aménico y TEMED. La
polimerizacion se inicia por TEMED que cataliza la formacion de radicales libres a

partir de persulfato amonico.

La electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes minimiza la
agregacion molecular y asegura la completa disociacion de las proteinas en sus
subunidades polipeptidicas, para este propoésito se utiliza el SDS en combinacion con un

agente reductor DTT vy calor.
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La gran carga negativa que impone el SDS a pH basico enmascara la carga de la
proteina de manera que las proteinas tratadas con SDS tienden a exhibir idénticas
relaciones carga-masa y formas semejantes. Esta técnica separa las proteinas de acuerdo
con sus masas moleculares debido a la seleccion de tamafios impuestos por los poros del
gel. La movilidad de las proteinas en este tipo de geles varia linealmente con el
logaritmo de su masa molecular y no estan afectadas por su carga original. La masa
molecular de la proteina se determina sometiendo a una misma electroforesis junto a la

proteina problema varios patrones de proteinas de masas moleculares conocidas.

Se prepararon geles de poliacrilamida a distintas concentraciones (10-15%, p/v), con
un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Las muestras para electroforesis se
prepararon en un tampon da carga Tris-HCI 125 mM, pH 6,8, SDS 4% (p/v), glicerol
20% (v/v), azul de bromofenol 0,006% (p/v) y DTT 10 mM vy se calentaron a 95°C
durante 10 minutos para desnaturalizar las muestras. Después se cargaron en los geles, a
los cuales se les aplico un voltaje de 100 V durante 15-20 minutos, y después un voltaje
de 200 V durante unos 45 minutos. El tampon de electrodos usado para el catodo fue
Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 My SDS 0.1% (p/v), y el tampén del &nodo de

igual composicién pero sin SDS.
5.3. Tincidn de geles con azul Coomassie

Los geles se tifieron con “Coomassie Brillant Blue” R-250 al 0,1% (p/v), preparado en
metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% durante 30 minutos. Después se destifieron
con metanol al 40% (v/v) y acido acético al 10% (v/v), hasta que quedaron bandas

azules sobre un fondo transparente.
5.4. Tincion con plata

Se utiliz6 la técnica descrita por Heukeshoven & Dernick (1985). Después de la
electroforesis los geles se incubaron con etanol al 30% (v/v) y &cido acetico al 10%
(v/v) durante 3 horas para fijar las proteinas, A continuacion, los geles se lavaron con
agua desionizada 3 veces durante 5 minutos cada vez, y se incubaron con una solucién
reductora de ferricianuro potasico 1% (p/v) y tiosulfato de sodio al 1,6% (p/v) durante
15 minutos. Posteriormente, los geles se lavaron abundantemente hasta que
desapareciese el color amarillento de los mismos y se incubaron en una solucion de

nitrato de plata 0,1% (p/v), en oscuridad, durante 30 minutos. El revelado se efectu6 en
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una solucion de carbonato sédico 0,3 M y formaldehido 0,02% (v/v), hasta que
aparecieron las bandas de proteinas. La reaccién se detuvo afiadiendo acido acético al
3% (V/Iv).

6. TRANSFERENCIA E INMUNODETECCION DE PROTEINAS
(TECNICA DE WESTERN)

6.1 Transferencia de proteinas

Las proteinas separadas por EGPA-SDS se transfirieron a una membrana de difluoruro
de polivinilo (PVDF) de Millipore de 0,45 um, utilizando un sistema de transferencia
semiseco Trans-Blot SD de Bio-Rad. El tampon utilizado en la transferencia fue CAPS
10 mM, pH 11,0, con metanol al 10% (v/v). Debido a su naturaleza hidrofébica,
primero se activaron las membranas durante 15 segundos con metanol 100% (v/v), se
lavaron 2 minutos con agua miliQ y posteriormente, se equilibraron con el tampon de
transferencia. Se prepararon papeles Whatman cortados con las mismas medidas del gel,
y estos papeles y los geles se equilibraron en el mismo tampon. La transferencia se llevo
a cabo utilizando una intensidad de 1,5 mA/cm? de membrana durante 2 horas, segn
Corpas et al. (1998a).

6.2 Inmunodeteccién de proteinas por quimioluminiscencia

Para la deteccion de las proteinas transferidas a la membrana de PVDF se utiliz6 un
método de quimioluminiscencia (Bunkelmann & Trelease, 1996), que se basa en la
oxidacion del luminol por el complejo peroxidasa de rabano-anti-lIgG en presencia de
H.0,, dando lugar a un compuesto intermediario que se estabiliza por la emision de luz
(Thorpe et al., 1985). La emision de luz se potencia con 4-yodofenol, que actia como

transmisor de radicales de oxigeno al luminol.

Una vez concluida la transferencia de las proteinas, las membranas se lavaron con agua
destilada. Para bloquear los sitios inespecificos de unién de las inmunoglobulinas, las
membranas se incubaron con leche en polvo desnatada al 1,5% (p/v), preparada en
tampon TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, NaCl 0,18 M) durante 1,5-2 horas a
temperatura ambiente. Después de lavar las membranas, se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente, en una dilucion éptima, durante toda la noche a 4°C, o bien

durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron con
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TBS durante 40 minutos, cambiando el tampon cada 10 minutos, tras lo cual se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo segundario, anti-1gG
unida a peroxidasa de rébano. Las membranas se lavaron finalmente con TBS y se
procedio a la deteccion de las proteinas por quimioluminiscencia. Para el revelado, las
membranas se incubaron durante 2-4 minutos en oscuridad en 20 ml de un tampon Tris-
HCI 50 mM, pH 8,6, NaCl 150 mM al que se le afiadieron 8 mg de luminol, 200 ul de
4-yodofenol al 0,01% (solucién de 10 mg/ml en DMSO) y 3,2 pl de H,O, 30% (v/v).
Las membranas se expusieron a una pelicula autorradiografica “Hyperfilm”, de
Amersham Biosciences, en un accesorio para autorradiografia (Kodak). El tiempo de
exposicién variaba desde unos segundos hasta 20 minutos, segun la intensidad luminosa

obtenida en cada caso.
7. Microscopia laser confocal (CLSM)

En todos los ensayos que se describen a continuacion sobre la deteccion de RNS y ROS
en las muestras mediante el uso de CLSM, se realizaron cortes transversales entre 0,25 y
0,5 cm de longitud de raices, tallos y hojas de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias,
asi como de las hojas de las plantulas sometidas a estrés por baja temperatura (30-33
dias de edad).

7.1. Deteccidn histoquimica de éxido nitrico

Se siguié el método descrito por Corpas et al. (2008) utilizando el fluoréforo 4-
aminometil-2 ,7 -difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA, Calbiochem), un
fluorocromo especifico y sensible para NO. Este compuesto es permeable a la
membrana plasmética y, una vez dentro de la célula, es hidrolizado por las esterasas
citosolicas para dar DAF-FM, que no es permeable y queda “atrapado” en el interior de
la célula. En presencia de NO y oxigeno, el DAF-FM, que es relativamente poco
fluorescente, se convierte en su forma triazolica, que es foto-estable y muy fluorescente.
De este modo, la fluorescencia emitida resulta ser directamente proporcional a la

concentracion de NO (Fig. 3.2).

76



Membranaplasmatica

Esterasa ‘NO
F——>

Derivado Benzotriazolico
(Fluorescente)

DAF-FM Diacetato DAF-FM
(no fluorescente y permeable) (poco fluorescente)

Fig. 3.2. Formacién de derivados triazolicos a partir de DAF-FM en presencia de -NO y O..

Se realizaron cortes de 0,5 cm de las tres partes (raiz, tallo y hoja) de plantulas de
pimiento de 7, 10 y 14 dias y también de las hojas de las plantulas sometidas a estrés
por baja temperatura. Los cortes se incubaron durante una hora a temperatura ambiente
y oscuridad en la solucion de DAF-2 DA. A continuacion, se realizaron tres lavados de
15 minutos cada uno con el tampdén Tris-HCI y seguidamente se incubaron en la

solucidn de infiltracién durante toda la noche a 4°C en oscuridad.

A continuacion se procedio a polimerizar la solucion de infiltracion en moldes de 1,5
x 0,9 x 0,5 mm (Sorvall) en cuyo interior se introducian los cortes, la polimerizacion se
conseguia adicionando 50 pl de persulfato aménico al 2% (p/v), obteniéndose de esta
manera bloques de poliacrilamida que posteriormente serian cortados con el vibratomo
(Leica UT 1000 ST). Se hicieron cortes de 80 6 100 um que se montaron sobre portas
con la solucién de tampdn fosfato salino (PBS): glicerol (v/v) y se observaron
directamente en el microscopio laser confocal (Leica TCS SL, Leica Microsystems,
Heidelberg GmbH, Wetzlar, Germany) utilizando como % de excitacion y emision 495 y

515nm, respectivamente.
7.2. Deteccidn Histoquimica de peroxinitrito

Se siguid el método descrito por Chaki et al. (2009b) usando el 3"-(p-aminofenil)-
fluoresceina (APF, Invitrogen). Este compuesto no es fluorescente hasta que reacciona

con el anién peroxinitrito.

Se realizaron cortes de 0,5 cm de las tres partes (raiz, tallo y hoja) de plantulas de
pimiento de 7, 10 y 14 dias y también de las hojas de las plantulas sometidas a estrés
por baja temperatura. Los cortes se incubaron con el APF durante una hora a
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temperatura ambiente y oscuridad. A continuacion se realizaron 3 lavados de 15
minutos cada uno con el tampon Tris-HCI y se incubaron toda la noche con la solucion

de infiltracion a 4°C y en oscuridad.

Se siguid el mismo proceso descrito en el apartado anterior utilizando como A de

excitacion y emision 495 y 515 nm, respectivamente.
7.3. Deteccidn histoquimica de S-nitrosotioles totales (RSNOs)

Se siguio el método descrito por Valderrama et al. (2007) usando el fluoréforo Alexa
fldor 488 Hg-link (Molecular probes). Alexa fluor 488 Hg-link es un compuesto de
fenilmercurio que reacciona con el grupo tiol para formar uniones tiol estables (Fig.
3.3). Se usa para una deteccion directa de RSNOs en tejidos después de bloquear los
grupos sulfidrilo preincubando con N-etilmaleimida para evitar la formacién de S-

nitrosotioles durante el procesamiento.

Se realizaron cortes de 0,5 cm de las tres partes (raiz, tallo y hoja) de plantulas de
pimiento de 7, 10 y 14 dias y también de las hojas de las plantulas sometidas a estrés
por baja temperatura. Los cortes se incubaron con N-etilmaleimida durante dos horas a
temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron tres lavados de 15 minutos cada
uno con el tampdn Tris-HCI, posteriormente se incubaron con f-mercaptoetanol durante
30 minutos, pasando ese tiempo se realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con
el tampdn Tris-HCI, y seguidamente se incubaron con el fluoréforo Alexa fluor 488 Hg-
link durante una hora a temperatura ambiente en agitacion y oscuridad. Por ultimo, se
realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno con el tampén Tris-HCI y se incubaron

toda la noche con la solucion de infiltracion a 4°C y oscuridad.

Se siguid el mismo proceso descrito en el apartado anterior utilizando como A de

excitacion y emision 495 y 519 nm, respectivamente.

R‘@Hg* +RSNO —» R'@HQSR

Fluoréforo de fenilmercurio Tiolato

Fig. 3.3. Reaccion de Alexa fltor 488 Hg-link con S-nitrosotioles.
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7.4. Deteccidn histoquimica del anion superoxido (O;)

Se siguio el método descrito por Valderrama et al. (2007) utilizando el fluoréforo
dihidroetidio (DHE), es un compuesto no fluorescente que puede atravesar la membrana
de las células vivas, ya en el interior se oxida por el anion superdxido produciendo
etidio, y este compuesto se intercala entre el DNA, donde emite fluorescencia (Costa-
Pereira & Cotter, 1999).

Se realizaron cortes de 0,5 cm de las tres partes (raiz, tallo y hoja) de plantulas de
pimiento de 7, 10 y 14 dias y también de las hojas de las plantulas sometidas a estrés
por baja temperatura. Los cortes se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y
oscuridad en la solucién de DHE A continuacion, se realiz6 un lavado de 20 minutos
con el tampdn Tris-HCI, y se incubaron con la solucion de infiltracion durante toda la

noche a 4°C y oscuridad.

Se siguid el mismo proceso descrito en el apartado anterior utilizando como A de

excitacion y emision 488 y 520 nm, respectivamente.

8. EXTRACCION Y ANALISIS ELECTROFORETICO DEL RNA

8.1. Extraccion de RNA total

El aislamiento de RNA total de las muestras se llevo a cabo utilizando el reactivo
comercial Trizol (GIBCOBRL, life Technologies), compuesto de una solucion
monoféasica de fenol y de isotiocianato de guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987).
Las plantulas se homogeneizaron en un mortero con nitrogeno liquido, pesandose el
polvo obtenido y afiadiendo inmediatamente el Trizol (1 ml por cada 100 mg de tejido).
Después de incubarse durante 5 minutos a temperatura ambiente, se le afiadid
cloroformo (0,2 ml por ml de Trizol utilizado) y se agité vigorosamente durante 15
segundos, volviéndose a incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 11.000 g durante 15 minutos a 4°C y se obtuvieron dos fases, una inferior,
de fenol-cloroformo, y otra acuosa, superior, donde quedo el RNA. Esta fase acuosa se
recuperd y se le afiadié isopropanol puro (0,5 ml por cada ml de Trizol), incubandose
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se obtuvo el precipitado de
RNA centrifugando a 11.000 g durante 10 minutos a 4°C. El precipitado se lavo con 1
ml de etanol 75% (v/v), y se centrifugo a 7.500 g durante 5 minutos. Finalmente, se dejo
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secar el precipitado durante unos minutos a temperatura ambiente, y se re suspendié en

agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1 % (v/v).
8.2 Electroforesis en geles de agarosa

Para comprobar el estado del RNA y los productos de PCR, se realizaron de forma
rutinaria electroforesis en geles de agarosa. En el primer caso se prepararon geles de
agarosa (Serva) al 0,8% (p/v) en tampdn TBE (Tris-HCI 45 mM pH 8.0, acido borico 45
mM y EDTA 1 mM). La agarosa se disolvid en tampon TBE con ayuda de un
microondas y se dejo polimerizar, durante 30-45 min, antes de aplicar las muestras.
Alicuotas de 1 pg de RNA de cada muestra se mezclaron con 2 ul de tampon de carga
(glicerol 25% (v/v), EDTA-Na; 1 mM, pH 8, xileno-cianol 0,25% (p/v) y azul de
bromofenol 0,25% (p/v)). El volumen final de carga se ajusté a 10 pl con agua Mili-Q
tratada con DEPC. Las muestras se cargaron en el gel y se desarrollé la electroforesis en
tampén TBE, a 100 V durante 30 minutos. Posteriormente y para el marcaje de las
muestras en el gel, se incubd éste en un bafio con bromuro de etidio (0,5 ug ml™ de

agua) durante aproximadamente 15 minutos.

Para evitar la contaminacion por RNAasas, todo el material necesario para la
electroforesis (peine, soporte del gel y cubeta) se traté previamente con NaOH 50 mM

durante 2 h'y, posteriormente, se lavé con abundante agua Mili-Q tratada con DEPC.

El anélisis de los productos de PCR se realizé en geles de agarosa del 0,8-2% (p/v) en
tampén TBE. Un volumen de 15ul de cada muestra se mezcl6 con 3 ul de tampon de
carga y se cargoé en el gel. El desarrollo electroforético se efectud en tampén TBE, a 100
V durante 30-120 minutos dependiendo de los casos. Como marcador de tamafio
molecular, se empleé el “EZ Load” 100bp PCR Molecular Ruler”, de BioRad. Como se
explico anteriormente, el gel fue incubado tras la electroforesis en un bafio con bromuro

de etidio (0,5 pg ml™ de agua) durante aproximadamente 15 minutos.
9. SINTESIS DE cDNA y PCR SEMICUANTITATIVA

9.1. Obtencidn de cDNA por transcripcién inversa (RT)

La obtencidén del cDNA se realizé a partir del RNA total de plantulas de pimiento

obtenido segun se explica en el apartado (extraccion de RNA total). Se parti6 de 2 ug de
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RNA total, a los que se les afiadié 1,6 pg de oligo-dT (de 23 pb). Se incubd a 70°C
durante 10 minutos, y posteriormente se adicionaron los siguientes reactivos: dNTPs 1,5
mM, 0,03 U/ul de RNasin™ (inhibidor de Rnasas, Finnzymes), tampon de la enzima
(Tris-HCI 25 mM, pH 8,3, MgCl, 5 mM, KCI 50 mM y DTT 2 mM) y 0,65 U/ul de
transcriptasa inversa (AMV Reverse Transcriptase, Finnzymes), en un volumen final de
30 pl. La reaccion de llevo a cabo incubando sucesivamente durante 40 minutos a 42°C,

5 minutos a 98°C, y otros 10 minutos a 4°C.
9.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Px2, de Thermo.
Se realizd a partir de los cDNAs obtenidos por transcripcion inversa, asi como de los
plasmidos para confirmar la clonacién de los distintos fragmentos. La mezcla de
reaccion fue la siguiente: 25-20 ng de cDNA o de plasmido, dNTPs 0,25 mM, tampon
de la enzima, a la concentracion indicada por el fabricante, con MgCl, 1,5 mM, 0,125
U/pl de enzima DNA polimerasa (Ampli Tag Gold®, Roche), y 0,25-0,5 uM de cada

cebador, en un volumen final de 20 pl.
9.3. PCR semicuantitativa

Para el estudio de la expresion de los genes de las enzimas catalasa, APX, GR, MDAR,
G6PDH, 6PGDH, NADP-ICDH, Fe-SOD, Mn-SOD, CuZn-SOD y GSNOR se utiliz6 la
técnica de PCR semicuantitativa (Marone et al., 2001). Esta técnica permite comparar la
cantidad de un mRNA determinado entre muestras distintas, ya que si la reaccion de
PCR se detiene en aquella zona en la que la cantidad de DNA amplificado aun se
encuentra en zona exponencial, la intensidad de las bandas amplificadas es proporcional
a la cantidad inicial del cDNA en la muestra. Ademas es imprescindible el uso de un
gen control (en nuestro caso hemos utilizado la actina), cuya expresion sea constitutiva
y, por lo tanto, no varie entre las distintas situaciones. Esto permite normalizar la
intensidad de las bandas con respecto a este control interno, y minimizar, de esta forma,

el error experimental.

Una vez obtenidos los cDNA de las distintas muestras, se midio su concentracion y se
hicieron diluciones de los mismos de forma que en todos ellos se dispusiera de la misma
concentracion inicial de cDNA total. Se puso a punto el niamero de ciclos en los cuales

la cantidad de DNA amplificado por la polimerasa se encontrase en fase exponencial.
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Para asegurarnos que todos los tubos de reaccion contenian la misma cantidad de
reactivos, y asi partir de las mismas condiciones en cada uno de ellos, el procedimiento
experimental fue el siguiente: a) se realiz6 una mezcla que contenia todos los reactivos
menos los cDNA vy los cebadores. De esta forma nos aseguramos de que en todos los
tubos se partia de la misma cantidad de enzima; b) seguidamente, esta mezcla se
repartio en los volimenes necesarios para dos reacciones de PCR, y a cada tubo se le
afiadieron 60 ng del correspondiente cDNA, distribuyéndose este volumen, a su vez, en
otros dos tubos. Asi se aseguraba que en cada tubo tuviésemos la misma cantidad de
cDNA; y ¢) una vez repartidos, a cada tubo se le afadieron sus cebadores

correspondientes, bien los del gen control (actina) o bien los del gen problema.

Las reacciones se llevan a cabo de la siguiente forma: 30 ng de cDNA, dNTPs 0,25
mM, tampodn de la enzima con MgCl;, 2,5 mM, 0,5 U de enzima polimerasa (HotMaster
Taq"™ DNA Ploymerase, Eppendorf) y 0,5 M de cada cebador, en un volumen final de

reaccion de 20 pl. El programa de PCR utilizado es el siguiente:

1) 94°C, 2 min

2) 94°C, 20 seg
55°C, 20 seg | x 28 ciclos
65°C, 30 seg

3) 65°C, 10 min

El nimero de ciclos y la temperatura de hibridacion es variable segun la pareja de
cebadores utilizados. Los fragmentos obtenidos de cada PCR se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) en tampon TBE. En la Tabla 3.1 se

muestran los cebadores empleados para esta tesis.
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10. DISENO Y SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA
OBTENCION DEL c¢DNA PARCIAL DE LA S-
NITROSOGLUTATION REDUCTASA

En el transcurso de esta tesis se ha abordado la clonacion del cDNA parcial de GSNOR
de pimiento. Para el aislamiento del cDNA de GSNOR en pimiento se identificaron
secuencias de plantas con cierto grado de identidad utilizando el programa BLAST del

NCBI (www.ncbhi.nlm.nih.gov). Posteriormente se realizé un alineamiento entre dichas

secuencias, utilizando el programa OMIGA 2 (Oxford Molecular), para localizar zonas
conservadas interespecificas, y disefiar oligonucleétidos a partir de esas zonas. Las
secuencias alineadas fueron generalmente las de tomate, tabaco y patata. De las zonas

conservadas encontradas de disefiaron los oligonucle6tidos siguientes:
F-GSNOR-PP;: 5-CTTGACAAAGTATGTGTCC-3
F-GSNOR-PP3: 5-AAGTCATTCGTTGCAAAGC-3’
R-GSNOR-PP;: 5-GTGAGTGTAGAACTTCTCC-3

Una vez realizada las amplificaciones especificas de los fragmentos, el anélisis por
electroforesis de cada uno de los productos de la PCR mostr6 una Unica banda a partir
del cDNA de plantula de pimiento de 10 dias, la cual se purificé de los geles de agarosa,

se clond y se secuencio.

Los cebadores especificos de GSNOR en pimiento fueron los utilizados para los
posteriores analisis de expresion mediante PCR semicuantitativa, segun se indicé en el

apartado 9.3.
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Tabla. 3.1. Cebadores especificos utilizados en la PCR semicuantitativa, F, forward; R, reverse

Cebadores Secuencias (5'-3") Tamario (bp) NuUmero de acceso
F-CAT GATTTCTTCTCTTTCCTCC
R-CAT CGATGTTCCTATTCAATACC 418 AF227952
F-APX TGTGCTCCTCTTATGCTCC
R-APX CTCAAAACCAGAACGCTCC 485 X81376
F-MnSOD CATGCAGCTTCATCACCAGA
R-MnSOD ATAACAAGGCGCTTCAGCTC 314 AF036936
F-FeSOD CATCACAGGACCTATGTCG
R-FeSOD GGTGTTTTCACAACTACAAGC 352 AY173123
F-CuzZnSOD TGTTAGTGGCACCATCCTCT
R-CuzZnSOD GGCCGATAATACCACAAGCA 459 AF009734
F-GR TTTGGTTTATGGAGCTGCC
R-GR CAGTGGGAGTTGCTTTCTG 509 AY547351
F-MDAR ATGGAGAGGGTGAAGTCCG
R-MDAR GCCTTGACAGCCTGCTCAG 279 AY652702
F-G6PDH ATTTGTTGGTGCTGCGTT
R-G6PDH CATTGATTGAAGGACCT 255 AY652703
F-6PGDH TGTAGTTATGCTCAGGGGATG
R-6PGDH CTCTCATATGTGTGAGCCCC 374 AY532646
F-ICDH TTGTGCCAGAAGGTACAGAC
R-ICDH CAGATTCCAGCCTCCTCGTA 418 AY572426
F-ACT ACTCTTAATCAATCCCTCC
R-ACT GCACTGTATGACTGACACC 573 AY572427

Para el aislamiento del cDNA completo de la GSNOR de plantulas de pimiento se

disefiaron cebadores degenerados a partir de la secuencia de cDNA en Solanum

tuberosum, Lycopersicum esculentum y Nicotiana tabacum (Fig. 3.4). Mediante PCR se

amplificaron, clonaron y secuenciaron los distintos fragmentos. Los fragmentos
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obtenidos se superponian entre si dando lugar a la secuencia incompleta de la GSNOR

de pimiento.

F-GSNOR-PP, F-GSNOR-PP,
—> — >

‘ [ | [ | [ | .
> | ATG 19 pb]| I87pbl A | 3

D e—
R-GSNOR-PP,

Fig. 3.4. Cebadores disefiados para el aislamiento de GSNOR a partir del alineamiento entre secuencias
de cDNA de Solanum tuberosum, Lycopersicum esculentum y Nicotiana tabacum. ATG: codén de

iniciacién, TAA: coddn stop, pb: pares de bases.

11. TRANSFORMACION Y AISLAMIENTO DE PLASMIDOS
RECOMBINANTES

11.1. Purificacion de fragmentos de cDNA y ligacidn en vectores de clonacién

Los fragmentos de cDNA se purificaron a partir de geles de agarosa. Para recuperar los
fragmentos de cDNA de los geles se utilizé el método comercial “GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit” de Amersham Biosciences, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Las bandas del gel extraidas se solubilizaron a 60°C durante 10 minutos con un
agente caotropico que desnaturaliza las proteinas, disuelve la agarosa y provoca la unién
del DNA a una matriz de fibra de vidrio. Esta mezcla se cargd en una columna
proporcionada por el kit y, tras una breve centrifugacion se afiadié una solucion de
lavado que contenia tampén Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM vy etanol 80% (v/v)
para arrastrar las proteinas y las sales contaminantes mediante otra breve centrifugacion.
El proceso se completaba con un ultimo paso de elucion del correspondiente DNA con

agua.

Después de la purificacién de los fragmentos de DNA, éstos se clonaron en el vector
pGEM®-T Easy, de Promega, usando el siguiente protocolo: 50 ng del plasmido, 3 U de
la enzima T4 DNA ligasa y la cantidad que indica el protocolo de la enzima, en un
volumen de 10 pl de mezcla de reaccidn, e incubandose a temperatura ambiente durante
1h.
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11.2. Preparacion de células competentes de Escherichia coli

El método utilizado fue el descrito por Hanahan (1983). Se cultivaron bacterias E. coli
DH5a en 5 ml de medio LB [Luria-Bertani: Triptona 1% (p/v), extracto de levadura
0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,0] a 37°C durante 12-15h. Se adicionaron 4 ml de este
cultivo a 100 ml de medio LB suplementado con MgSO, 10 mM. Se incubo a 37°C
hasta que el cultivo alcanz6 una DOgy de 0,4-0,6 (fase logaritmica), y entonces se
detuvo el crecimiento del cultivo colocandose en hielo durante 15 minutos. Las
bacterias se recuperaron por centrifugacion a 4.300 g durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendié en 32 ml de una solucion
compuesta por RbCIl 100 mM, MnCl, 50 mM, CaCl, 10,2 mM, acetato potasico 30 mM
y glicerol 12% (v/v), pH 5,8, preenfriada a 4°C, incubandose en hielo durante 15
minutos. Se volvié a centrifugar a 4.300g durante 10 minutos a 4°C, y el precipitado se
resuspendio en otra solucion compuesta por CAPS 100 mM, RbCI 10 mM, CaCl, 5y
glicerol 12%(v/v), 6,8, preenfriada también a 4°C. Se hicieron alicuotas de las bacterias

y se guardaron a -80°C.
11.3. Transformacion de bacterias competentes

Se us6 el método descrito por Lucotte & Baneyx (1993). Las bacterias de E. coli DH5a,
mantenidas a -80°C, se descongelaron en hielo, tras lo cual se afiadieron 50-100 ng de
los plasmidos de interés, y se mantuvieron durante 30 minutos en hielo. Posteriormente,
se calentaron a 42°C durante 90 s, colocandose de nuevo en hielo durante 5 minutos. A
esta mezcla se le adicionaron 1 ml de medio LB (dil. 1:5) y se incub6 a 37°C durante 1h,
con agitacion. La suspension de bacterias se sembro en placas de Petri conteniendo un
medio comercial (S-GAL"/LB Agar Blend, Sigma) compuesto por LB (dil. 1:5), agar
1,2% (p/v), S-Gal " (3,4-ciclohexenoesculetina-p-D-galactopirandsido) 0,03% (p/v),
citrato de amonio férrico 0,05% (p/v) e IPTG (1-isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido)
0,003% (p/v), suplementando con 50 pg/ml de ampicilina, y se incubaron durante toda

la noche a 37°C.
11.4. Aislamiento de plasmidos recombinantes

Se seleccionaron las colonias individuales crecidas en las placas a partir de las cuales se
iniciaron cultivos en 3 ml de LB (dil. 1:5) con ampicilina (100 pg/ml), que se incubaron

a 37°C en un agitador orbital a 190 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron una DOggo de
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0,6 (12-16 h), se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos para precipitar las
bacterias, y se procedidé a la extraccion del DNA plasmidico utilizando el método

comercial “Wizard Plus SV Miniprep” de promega

Todas las operaciones fueron realizadas a temperatura ambiente. Las bacterias se
resuspendieron en 250 ul de tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, Rnasa A
100 pg/ml. Después, se les anadio 250 pl de solucion de lisis [NaOH 0,2M y SDS 1%
(p/v)] y se incubaron durante 1-5 minutos. Seguidamente, se le afadié 10 ul de una
solucion de proteasas, incubandose durante 5 minutos, tras los cuales, se le afiadio 350
ul de solucion de neutralizacion (acetato potasico 0,759 M, guanidina-HCI 4,09 M y
acido aceético glacial 2,12 M, pH 4,2). Esta mezcla se centrifug6 a 14.000 g durante 10
minutos, y el sobrenadante se pasé por la columna especificada en el método comercial,
de forma que el DNA quedo fijado a la resina de la misma. Se centrifug6 a 14.000 g
durante 1 minuto, y posteriormente se le afiadieron 750 pl de una solucion de lavado
[acetato potasico 60 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, etanol 60% (v/v)], volviéndose de
nuevo a centrifugar a 14.000 g durante 1 minuto. Se volvié a lavar de nuevo la columna
con 250 ul de solucién de lavado, y se centrifugd durante 2 minutos en las mismas
condiciones anteriores. Finalmente, el DNA se eluyo de la columna afiadiendo 100 pl de

agua a la misma y centrifugando a 14.000 g durante 1 minuto.
12. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis comparativo de los diferentes valores obtenidos en los experimentos

realizados en esta Tesis Doctoral se empleé la t-Student.
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1. METABOLISMO DE ROS Y RNS DURANTE EL DESARROLLO POST-
GERMINATIVO DE PLANTULAS DE PIMINETO

La germinacion y el desarrollo post-germinativo son etapas clave para el
establecimiento de una planta en los que estdn implicados diversos procesos
morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares. Por otro lado, se ha demostrado
que ciertas especies de oxigeno y nitrégeno reactivo (ROS y RNS) participan como
moléculas sefial en procesos fisiologicos y fitopatoldgicos. Para llevar a cabo este
trabajo se emplearon plantulas de pimiento en distintos estados de desarrollo (7, 10, 14

y 90 dias) y se analizaron los principales 6rganos (raiz, tallo y hoja) (Fig. 4.1).

Fig. 4.1. Plantulas de pimiento de 7, 10, 14 dias crecidas in vitro en medio MS vy plantas adultas de 90

dias (en floracion) cultivadas en medios hidroponico.

1.1.  Metabolismo de Especies de Oxigeno Reactivo (ROS)
1.1.1 Antioxidantes no enzimaticos

Se estudi6 el contenido de GSH y ascorbato en los distintos érganos de plantas de
pimiento de 90 dias (Tabla 4.1). Se observo en la tabla que los mayores valores se
obtuvieron en hoja y fruto. Por lo general se observo también que, excepto en tallo, en
el resto de drganos, el ascorbato se encontraba fundamentalmente en la forma reducida
(ASC).
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Tabla 4.1. Contenido en ascorbato y glutation en extractos de diferentes 6rganos de plantas de pimiento
de 90 dias. Los valores son la media de al menos 3 experimentos diferentes + el error estdndar de la media
(SEM). PF: peso fresco.

Ascorbato Deshidroascorbato Glutationtotal ASC/DHA

(ug/g PF) (Mg/g PF) (g/g PF)
Raiz 15,74 3,39 9,69 3,95 0,34 0,01 1,624
Tallo 24,12 1,92 36,69 5,68 0,65 0,04 0,657
Hoja 490,7 107,0 47,82 7,36 2,30 0,21 10,26
Flor 38,71 3,28 17,09 8,89 0,79 0,03 2,264
Fruto 2453 154 58,31 25,31 1,38 0,16 4,205

1.1.2. Antioxidantes enzimaticos
1.1.2.1. Superoxido dismutasa (SOD):

Se comenzo estudiando el patrén isoenzimatico de la SOD en los distintos 6rganos de
las plantas de pimiento. Para ello, se llevé a cabo el andlisis de la actividad SOD por
PAGE nativa en raiz, tallo y hoja de plantulas de pimiento de 14 dias. Dicho estudio
mostrd la presencia de 4 isoenzimas de la SOD que, en base el uso de inhibidores,
fueron identificadas como una Mn-SOD, una Fe-SOD y dos CuZn-SODs, que se
denominaron CuzZn-SOD | y CuzZn-SOD Il segun su creciente movilidad en el gel (Fig.
4.2). En las muestras analizadas se observo, sobre todo, una mayor intensidad en el
patron de las CuZn-SODs en tallos y hojas en relacion con la actividad detectada en

raices.
1.1.2.2 Catalasa

Se midié la actividad catalasa tanto en plantulas de 7, 10 y 14 dias (Fig. 4.3A) asi como
en plantas adultas de 90 dias (Fig. 4.3B). Se observé una mayor actividad catalasa en
tallos y hojas en los primeros dias de desarrollo. Sin embargo, en las plantas adultas se

observo mayor actividad catalasa en raiz, tallo y frutos verdes.
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Fig. 4.3. Actividad catalasa en extractos de distintos 6rganos de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias

(A) y de plantas adultas (B) de pimiento. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos
diferentes + el error estandar de la media (SEM).

93



1.1.2.3 Enzimas del ciclo ascorbato-glutation:

Las actividades de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation, que incluyen la APX, la
MDAR y la GR fueron analizadas en los distintos 6rganos de plantulas de pimiento de
7,10y 14 dias (Fig. 4.4) y en plantas adultas (Fig. 4.5).

A diferencia de la catalasa, en las plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias se
detectd una mayor actividad APX en la raiz de, aproximadamente, dos o mas veces
superior a la actividad observada en los otros érganos (tallos y hojas) (Fig. 4.4A). La
raiz de plantulas de 10 dias fue el 6rgano donde mas actividad MDAR se observ,
siendo en las hojas de plantulas de 10 dias donde menor actividad se determind (Fig.
4.4B). También fue la raiz el 6rgano donde més actividad GR se obtuvo, seguido por el
tallo y la hoja (Fig. 4.4C).

En plantas adultas la mayor actividad APX se detectd igualmente en la raiz,
representando dos o mas veces lo observado en los otros 6rganos. Los Organos que
menos actividad mostraron fueron, en orden decreciente, flor, fruto, hoja y tallo, no
observandose diferencias notables entres los tres altimos 6rganos (Fig. 4.5A). Por otro
lado, el tallo fue el 6rgano donde mayor actividad MDAR se encontré en las plantas
adultas de pimiento, seguido de raiz, flor y fruto, siendo la hoja el 6rgano que mostro
menor actividad (Fig. 5.5B). Por ultimo, con respecto a la actividad GR, fue también el
tallo donde se oLTuvo el mayor valor, seguido de flores, frutos, raices y, por Gltimo,
hojas (Fig. 4.5C).

1.1.2.4 Deshidrogenasas dependientes de NADP

La actividad de las principales deshidrogenasas dependientes de NADP se midi6 en los
distintos 6rganos de plantulas de 7, 10 y 14 dias (Fig. 4.6) y de plantas adultas de
pimiento (Fig. 4.7).

En plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias, la mayor actividad G6PDH se
observo en raiz y tallo y la menor actividad en la hoja (Fig. 4.6A). Con respecto a la
6PGDH, el 6rgano con mayor actividad fue la raiz, seguido del tallo, siendo las hojas
las que menor actividad mostraban (Fig. 4.6B). En el caso de la actividad NADP-
ICDH, la mayor actividad se detect6 en las raices de plantulas de 7 dias, comprobandose

que era dos veces mayor que la de la raiz de 10 dias y 5 veces mas mayor que la raiz de
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14 dias. Por lo contrario en las hojas se observd muy baja actividad (Fig. 4.6C). La
actividad NADP-ME més alta fue la medida en raiz de plantulas de 7 dias que fue dos
veces mayor que la actividad observada en raiz de 10 y 14 dias. La hoja fue el érgano
con menos actividad NADP-EM observada (Fig. 4.6D).

En plantas adultas la mayor actividad G6PDH se detectd en el tallo. Los 6rganos
que menor actividad mostraron fueron raiz, hoja y flor, si bien estos ultimos 6rganos no
mostraron diferencias significativas (Fig. 4.7A). Por otro lado, raiz y tallo fueron los
6rganos donde se encontrd una actividad 6PGDH mas alta seguidos del fruto y la hoja,
siendo la flor el 6rgano con menor actividad detectada (Fig 4.7B). La NADP-ICDH
mostré un patrén similar a la 6PGDH. Asi, en la raiz y el tallo es donde este sistema
enzimatico mostré6 mayores valores de actividad, seguido de la hoja y del fruto (Fig.
4.7C). Por ultimo la actividad NADP-EM, fue en la hoja donde mayores valores se
oL Tuvieron, seguido de la raiz, el tallo y, por ultimo, la flor y el fruto con valores
similares (Fig. 4.7D).

1.1.3. Expresién de mRNA de genes antioxidantes

Mediante el empleo de oligonucledtidos especificos de las enzimas antioxidantes
catalasa, SOD (Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SODs), APX, MDAR y GR de pimiento, se
analizd la expresion de los respectivos genes en plantulas de 7, 10 y 14 dias ademas de
los distintos 6rganos de plantas adultas (Fig. 4.8). En las muestras analizadas no se
observaron cambios significativos en la expresion de la catalasa, excepto en la raiz de
plantas adultas donde la expresion de la catalasa fue muy baja. Tampoco se observaron
cambios significativos en la expresion de las distintas isoformas de la SOD, tanto la
Mn-SOD como la Fe-SOD y la Cuzn-SOD. Con respeto a la APX, igualmente no se
detectaron cambios significativos en la expresion del gen analizado. En el caso de la
MDAR, se detect6 una induccion del gen estudiado en las hojas, la flor y los frutos. La
expresion del gen de la GR, también parece practicamente la misma para todos los
organos, excepto en las raices y en las plantulas de 14 dias, que mostraron bajos niveles

de expresion.
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Fig. 4.4. Actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation en extractos de raiz, tallo y hoja de
plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias. (A) APX, ascorbato peroxidasa; (B) MDAR,
monodeshidroascorbato reductasa; (C) GR, glutation reductasa. Los valores son la media de, al menos, 3

experimentos diferentes + el error estdndar de la media (SEM).
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Fig. 4.5. Actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation en extractos de raiz, tallo, hoja, flor y
fruto de plantas de pimiento de 90 dias. (A) APX, ascorbato peroxidasa; (B) MDAR,
monodeshidroascorbato reductasa; (C) GR, glutatién reductasa. Los valores son la media de, al menos, 3

experimentos diferentes + el error estdndar de la media (SEM).
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Fig. 4.6. Actividad de las deshidrogenasas dependientes de NADP en extractos de raiz, tallo y hoja de
plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias. (A) G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; (B) 6PGDH, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa; (C) NADP-ICDH, isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP; (D)
EM, enzima maélico dependiente de NADP. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos

diferentes + el error estandar de la media.
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Fig. 4.7. Actividad de las deshidrogenasas dependientes de NADP en extractos de raiz, tallo, hoja, flor y
fruto de plantas de pimiento de 90 dias. (A) G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; (B) 6PGDH, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa; (C) NADP-ICDH, isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP; (D)
EM, enzima malico dependiente de NADP. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos

diferentes + el error estandar de la media (SEM).
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Fig. 4.8. Andlisis de la expresion de mRNA de las enzimas antioxidantes catalasa, superdxido dismutasa
(Mn-SOD, Fe-SOD, CuZzZn-SOD), ascorbato peroxidasa (APX), monodeshidroascorbato reductasa
(MDAR) y glutation reductasa (GR) en plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias y en distintos 6rganos de
plantas adultas. La RT-PCR semicuantitativa se realizd sobre el RNA total aislado de plantulas de
pimiento y de distintos 6rganos de plantas adultas. Los resultados mostrados son representativos de, al

menos, tres experimentos independientes.

1.2. Metabolismo de Especies de Nitrogeno Reactivo (RNS)
1.2.1. Contenido en NO

Se determin6 el contenido de NO enddgeno en extractos de distintos 6rganos de
plantulas de pimiento usando el compuesto DAF-2. En los primeros dias de desarrollo
de las plantulas de pimiento se observé un mayor contenido de NO en los tallos de 14 y
de 10 dias, que fue casi dos veces superior a los valores determinados en las raices de 7
y 14 dias. Las hojas de 10 y 14 y el tallo de 7 dias fueron los 6rganos donde se observé

menor contenido en NO (Fig. 4.9).

En plantas adultas, el mayor contenido en NO se observé en las hojas, y valores
que fueron alrededor de un 33% menos en la flor y un 50% en raiz. Sin embargo los
organos con menos contenido en NO fueron el tallo y el fruto, este Gltimo 6rgano donde

se obtuvieron valores casi indetectables (Fig. 4.10).
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1.2.2. S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR)

Se determind la actividad GSNOR en los distintos 6rganos de plantulas de pimiento en
los primeros dias de desarrollo y de plantas adultas (Fig. 4.11). En los primeros dias de
desarrollo se observd una mayor actividad GSNOR en la raiz de 7 dias, seguida por la
raiz de 10 dias y la hoja de 14 dias, que registraron casi la mitad de actividad (Fig.
4.11A). Sin embargo, en plantas adultas, una mayor actividad GSNOR se observo en los
frutos seguido, con un 40% menos de actividad, por las hojas, siendo los drganos que

menos actividad GSNOR registraron las flor y las raiz (Fig. 4.11B).

Mediante el empleo de oligonucleétidos especificos de la enzima GSNOR de
pimiento, se analiz6 la expresion del respectivo gen en plantulas de 7, 10 y 14 (Fig.
4.12). Como se puede apreciar, no se observaron cambios significativos en la expresion

de la GSNOR comparado con el patron de actina.
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Fig. 4.9. Deteccion espectrofluometrica de NO con DAF-2 en raiz, tallo y hoja de plantulas de pimiento
de 7, 10 y 14 dias. La fluorescencia producida se expres6 en unidades arbitrarias por microgramo de

proteina. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el error estandar de la media

(SEM).

100



-ug! proteina

NO (Unidades Arbitrarias)

0 1 . =

Raiz Tallo Hoja Flor Fruto

Fig. 4.10. Deteccion espectrofluometrica de NO con DAF-2 en raiz, tallo, hoja, flor y fruto de plantas de
pimiento de 90 dias. La fluorescencia producida se expresé en unidades arbitrarias por microgramo de
proteina. Los valores son la media de al menos 3 experimentos diferentes * el error estdndar de la media
(SEM).
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Fig. 4.11. Ensayo espectrofotométrico de la actividad S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR) en raiz, tallo
y hoja de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias (A) y de raiz, tallo, hoja, flor y fruto de plantas de
pimiento de 90 dias. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el error estandar
de la media (SEM).
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GSNOR Fig. 4.12. Analisis de la expresioén de mRNA
de la enzima GSNOR en plantulas de
pimiento de 7, 10 y 14 dias. La RT-PCR
semicuantitativa se realizd sobre el RNA total
aislado de plantulas de pimiento. Los
resultados mostrados son representativos de,

al menos, tres experimentos independientes.
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1.2.3. Nitracién de proteinas

El andlisis por transferencia de western del patron de proteinas nitradas en raices de
pimiento de 7, 10, 14 y 90 dias, usando un anticuerpo frente a la nitrotirosina (NO,-
Tyr), se muestra en la Fig. 4.13. Durante los primeros estadios de desarrollo (7, 10 y 14
dias) se detectaron 5 bandas immunoreactivas, con pesos moleculares de
aproximadamente 38, 45, 56, 62 y 91 kDa. Estas bandas son maés intensas a los 7 y 10
dias. La intensidad de las bandas disminuy6 durante el dia 14 y tiende a desaparecer en
las raices de plantas adultas (90 dias), como es el cado de las bandas 91 y 62 kDa.

En el caso de los tallos, se detectaron 5 bandas inmunoreactivas, con pesos
moleculares de aproximadamente 34, 42, 59, 64 y 91 kDa (Fig. 4.14), siendo las bandas
maés abundantes las de 59, 64 y 91 kDa. La intensidad de estas bandas aumenté en el
caso de los tallos de las plantas adultas, sobre todo, la banda de 59 kDa. Mientras que
las bandas de 34 y 42 kDa son maés intensas en el tallo de plantulas de 7 dias, estas

desaparecieron en el tallo de plantas adultas (90 dias).

En las hojas de 10, 14 y 90 dias, se detectaron 6 bandas inmunoreactivas, con
pesos moleculares de aproximadamente 34, 41, 52, 66, 71 y 91 kDa (Fig. 4.15). Se
observo el aumento de la intensificacion de algunas bandas cuando se pasa de hojas de
10 y 14 dias a hojas de plantas adultas (90 dias), como es el caso de las bandas de 34 y
71 kDa.
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Fig. 4.13. Immunodeteccion de nitroproteinas en raices de plantas de 7, 10, 14 y 90 dias. La
inmunodeteccion se realizé usando un anticuerpo frente a la 3-nitrotirosina (NO,-Tyr) (dilucion 1:8000).
Se usd BSA nitrada comercial (NO,-BSA, 2 mg de proteinas) como control positivo. Los nimeros que
estan a la izquierda del immunoblot indican los pesos moleculares relativos de los marcadores y los de la

derecha los correspondientes a las bandas de nitroproteinas mas abundantes.
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Fig. 4.14. Immunodeteccion de nitroproteinas en tallos de plantas de 7, 10, 14 y 90 dias. La
inmunodeteccion se realizé usando un anticuerpo frente a la 3-nitrotirosina (NO,-Tyr) (dilucion 1:8000).
Se usé BSA nitrada comercial (NO,-BSA, 2 mg de proteinas) como control positivo. Los nimeros que
estan a la izquierda del immunoblot indican los pesos moleculares relativos de los marcadores y los de la

derecha los correspondientes a las bandas de nitroproteinas mas abundantes.
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Fig. 4.15. Immunodeteccién de nitroproteinas en hojas de plantas de 7, 10, 14 y 90 dias. La
inmunodeteccion se realizé usando un anticuerpo frente a la 3-nitrotirosina (NO,-Tyr) (dilucion 1:8000).
Se usé BSA nitrada comercial (NO,-BSA, 2 mg de proteinas) como control positivo. Los nimeros que
estan a la izquierda del immunoblot indican los pesos moleculares relativos de los marcadores y los de la
derecha los correspondientes a las bandas de nitroproteinas mas abundantes.

1.2.4 Deteccion y localizacion de NO, O,” y ONOO™ mediante microscopia de laser

confocal en los distintos drganos de pimiento durante el desarrollo
1.2.4.1. Raiz

Se analizé el contenido de NO en los distintos 6rganos de la planta usando el fluoréforo
DAF-FM DA que genera una fluorescencia verde, atribuible a la presencia de NO (Fig.
4.16A, By C). La localizacion de NO enddgeno mostrd una fluorescencia verde intensa
en la epidermis en la raiz de 7 y 10 dias, mientras que en la raiz de 14 dias dicha
fluorescencia se redujo ligeramente. La presencia del radical superéxido (O;7) se
detecto mediante el fluoroforo dihidroetidio (DHE) (Fig. 4.16D, E y F). Esta se hizo en
el apice de raices de pimiento de 7, 10 y 14 dias. Una fluorescencia verde intensa, que
indicaba la presencia de O,", fue observada solamente en raiz de 14 dias. Por otra parte,
se analizd la produccion celular de ONOO™ usando el fluoroforo 3'-(p-aminofenil)
fluoresceina (APF). La fluorescencia verde atribuible al ONOO™ se observd en los
tejidos vasculares y en la epidermis y no hubo diferencias significativas entre las raices
de las distintas edades (Fig. 4.16G, H, I).
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1.2.4.2. Tallo

En tallos de 7 dias se observé una intensa fluorescencia verde, atribuible a la presencia
de NO, en la epidermis y tejidos vasculares. Sin embargo, apenas se pudo detectar dicha
fluorescencia en tallos de 10 y 14 dias (Fig. 4.17A, B y C). Por otro lado, la presencia
de radicales superoxido en el tallo fue apenas detectable, pudiendo apreciarse solamente
una débil fluorescencia verde a nivel de la epidermis, mas detectable en los tallos de 10
dias (Fig. 4.17D, E y F). Finalmente, se observé una intensa fluorescencia verde
atribuible a la presencia de ONOO" en los tallos de 7 dias, siendo esta fluorescencia més
fuerte a nivel de la epidermis y tejidos vasculares. Dicha fluorescencia disminuyo

considerablemente en el caso de los tallos de 10 y 14 dias (Fig. 4.17G, Hy I).
1.2.4.3. Hoja

La localizacion de NO enddgeno mostré una fluorescencia verde intensa en las células
de la epidermis superiores y inferiores y tejidos vasculares (xilema y floema), y una
intensidad baja en el parénquima en empalizada en hojas de 10 dias. Esta fluorescencia
fue ligeramente menor en hojas de 14 dias (Fig. 4.18A y B). La localizacion de O," se
observo a nivel de los tejidos vasculares, si bien los mismos mostraban una
fluorescencia baja (Fig. 4.18C y D). Por otra parte, se analiz6 la produccion celular de
ONOQO'. Tanto en hojas de 10 y de 14 dias, la fluorescencia verde atribuible al ONOO"
apenas se observd en estos érganos (Fig. 4.18E y F).
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Fig. 4.16. Imagenes representativas ilustrando la deteccion y localizacion celular mediante microscopia
de laser confocal (CLSM) de NO (A, By C), O,” (D, Ey F) y ONOO™ (G, H y I) en secciones
transversales de raices de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias. La fluorescencia verde corresponde a
la deteccion de NO, O,” y ONOO" con sus correspondientes fluor6foros, DAF-FM DA, DHE y APF,

respectivamente. En, endodermis. Ep,epidermis. Xy, xilema. Rh, pelos absorbentes.
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Fig. 4.17. Imégenes representativas ilustrando la deteccion y localizacion celular mediante microscopia
de laser confocal (CLSM) de NO (A, By C), O,” (D, Ey F) y ONOO™ (G, H y I) en secciones
transversales de tallos de plantulas de pimiento de 7, 10 y 14 dias. La fluorescencia verde corresponde a
la deteccion de NO, O,” y ONOO' gracias al uso de sus respectivos flour6foros, DAF-FM DA, DHE y

APF, respectivamente. En, endodermis. Ep, epidermis. Xy, xilema.
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Fig. 4.18. Imagenes representativas ilustrando la deteccion y localizacion celular mediante microscopia
laser confocal (CLSM) de NO (A y B), O,” (Cy D) y ONOO' (E y F) en secciones transversales de hojas
de plantulas de pimiento de 10 y 14 dias. La fluorescencia verde corresponde a la deteccion de NO, O,” y
ONOO' gracias al uso de sus respectivos flourdforos, DAF-FM DA, DHE y APF, respectivamente. Ej,
epidermis adaxial. E,, epidermis abaxial. Pm, parénquima en empalizada. Sm, parénquima esponjoso. V,

haces vasculares.
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2. EFECTO DE LA BAJA TEMPERATURA SOBRE LAS PLANTAS DE
PIMIENTO

2.1. Efecto de la baja temperatura sobre el fenotipo

El fenotipo de las plantas de pimiento de 30 dias expuestas a baja temperatura (LT)
durante 1, 2 y 3 dias consecutivos se muestra en la Fig. 4.19. La LT caus6 un
incremento en la flacidez de los tallos y hojas desde el primer hasta el tercer dia, aunque
los sintomas maés fuertes se observaron durante el primer dia. Después del primer dia,
estos Organos empezaron a recuperar su aspecto original, el cual fue casi completo

durante el tercer dia.

Dias de exposicion a 82C

Fig. 4.19. Fenotipo de plantas de pimiento de 30 dias expuestas a baja temperatura (8°C) durante varios
dias (1 a 3 dias).

2.2. Efecto de la baja temperatura sobre el metabolismo de ROS
2.2.1. Antioxidantes no enzimaticos

Para saber como afecta la baja temperatura (LT) a los antioxidantes no enzimaticos, se
estudio el contenido de GSH y ascorbato en hojas de plantulas de pimiento Control y
estresadas por LT (tabla 4.2). El ascorbato total (reducido y oxidado) y el GSH
incrementaron 35 y 88%, respectivamente, en las hojas expuestas a LT durante 24 horas
comparadas con las plantas control. Estos niveles se mantuvieron durante el segundo y

el tercer dia de tratamiento a 8°C. El contenido de glutatién oxidado (GSSG) se redujo
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un 50% después de 24 horas de tratamiento con LT no observandose después cambios
significativos en comparacion con las plantas control. La razon GSH/GSSG
experimentd un incremento de 3,7 veces después de 24 horas de tratamiento con LT,

bajando dicho indice a partir del primer dia de tratamiento.

Tabla 4.2. Contenido en ascorbato total y glutation (reducido y oxidado) en extractos de hojas de
plantulas de pimiento expuestas a baja temperatura (8°C) durante 1, 2 y 3 dias. Los valores son la media
de, al menos, 3 experimentos diferentes + el error estandar de la media (SEM). PF: peso fresco. *Las

diferencias respecto al control son significativas con P > 0,05.

Ascorbato Glutation (GSH) GSSG

Dias GSH/GSSG
(Mg - g PF) (Mg - g PF) (Mg - g PF)

0 77,28 £4,13 91,90 £ 0,56 7,20 £ 0,56 12,76

1 104,04 £ 1,43* 172,50 £ 0,76* 3,59+0,34* 48,05

2 112,30 £ 1,45* 141,90 £ 0,65* 8,09 £ 0,26 17,54

3 101,26 + 2,45* 142,90 £ 0,18* 6,53 £ 0,55 21,88

2.2.2. Antioxidantes enzimaticos
2.2.2.1. Superoxido dismutasa (SOD)

El analisis de la actividad SOD por PAGE nativa mostro en todos los tratamientos la
presencia de 4 isoenzimas de la SOD que fueron identificadas como una Mn-SOD, una
Fe-SOD y dos CuzZn-SODs (Cuzn-SOD 1y Cuzn-SOD 1) (Fig. 4.20). En los distintos
experimentos llevados a cabo, no se observaron cambios significativos en el patrén de

las isoenzimas de SOD después de 3 dias de tratamiento con LT.
2.2.2.2. Catalasa

La actividad Catalasa, una enzima antioxidante caracteristica, incremento un 34 a 36%
durante el primer y el segundo dia, y no estuvo significativamente afectada durante el
tercer dia (Fig. 4.21).
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Fig. 4.21. Actividad catalasa en extractos de hojas de pimiento de 30 dias expuestas a baja temperatura
(8°C) durante 0 a 3 dias. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el error

estandar de la media (SEM). *Las diferencias respecto al control son significativas con P > 0,05.

2.2.2.3. Enzimas del ciclo ascorbato-Glutation

Las actividades de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation, que incluyen la APX, la
MDAR y la GR fueron analizadas en las muestras sometidas a estrés por baja
temperatura (Fig. 4.22). Las actividades APX y MDAR fueron inducidas un 40% y un
31%, respectivamente, después de 24 horas de tratamiento con LT (Fig. 4.22A y B,
respectivamente). Mientras que la APX se mantuvo significativamente mayor que en

plantas control a lo largo del experimento, durante los dias 2 y 3 no se observaron
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diferencias significativas en la actividad MDAR con respecto al control. Por otra parte,
la actividad GR se redujo un 49% y un 73% durante el segundo y el tercer dia de estrés
con LT, respectivamente, mientras que el tratamiento a 8°C no afectd esta actividad en

las primeras 24 horas (Fig. 4.22C).
2.2.2.4. Deshidrogenasas dependientes de NADP

El efecto de la LT sobre la actividad de las principales deshidrogenasas dependientes de
NADP se muestra en la Fig. 4.23. La actividad G6PDH incrementd de forma
significativa de 32% a 44% durante los 3 dias de exposicion a LT (Fig. 4.23A). La
actividad 6PGDH también aumento significativamente entre 30-33% después del primer
dia, y este incremento se mantuvo hasta el final del tratamiento (Fig. 4.23B). La
actividad NADP-ICDH igualmente aumenté un 26% en el primer y segundo dia de
tratamiento, pero no se observaron cambios significativos en el tercer dia comparado
con las plantas control (Fig. 4.23C). La actividad NADP-ME se increment6 de forma
significativa un 23% durante el primer dia, y un 40% y un 31% durante el segundo y el

tercer dia de tratamiento a LT, respectivamente (Fig. 4.23D).
2.2.3. Expresion de mRNA

El analisis de la expresion de mRNA por RT-PCR semicuantitativa de las 7 enzimas
antioxidantes: catalasa, Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SOD, APX, MDAR y GR de
plantulas de pimiento expuestas a LT durante 1 a 3 dias se muestra en la Fig. 4.24. En
general, ninguno de los genes analizados muestra cambios de expresion significativos

durante los dias de exposicion a LT.
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Fig. 4.22. Actividad de las enzimas del ciclo ascorbato-glutation en extractos de hojas de plantulas de
pimiento de 30 dias expuestas a LT (8°C) durante 0 a 3 dias. (A) APX, ascorbato peroxidasa (B) MDAR,
monodeshidroascorbato reductasa (C) GR, glutation reductasa. Los valores son la media de, al menos, 3
experimentos diferentes + el error estandar de la media (SEM). *Las diferencias respecto al control son

significativas con P > 0,05.
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Fig. 4.23. Actividad de las deshidrogenasas dependientes de NADP en extractos de hojas de plantulas de
pimiento de 30 dias expuestas a LT (8°C) de 0 a 3 dias. (A) G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa;
(B) 6PGDH, 6-fosfogluconato deshidrogenasa; (C) NADP-ICDH, isocitrato deshidrogenasa dependiente
de NADP; (D) EM, enzima malico dependiente de NADP. Los valores son la media de al menos 3

experimentos diferentes * el error estandar de la media (SEM). *Las diferencias respecto al control son

significativas con P > 0,05.
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Fig. 4.24. Andlisis de la expresion de mRNA de las enzimas antioxidantes catalasa, Mn-SOD, Fe-SOD,

CuzZn-SOD, APX, MDAR y GR en hojas de pimiento expuestas a LT (8°C) durante 3 dias. La RT-PCR

semicuantitativa se realizd sobre el RNA total aislado de hojas de pimiento. Los resultados mostrados son

representativos de, al menos, tres experimentos independientes.
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2.2.4. NADPH oxidasa

La actividad NADPH oxidasa (NOX) es considerada una fuente importante de los
radicales superoxido en plantas (Sagi & Fluhr 2001; Fluhr 2009; Miller et al. 2009). El
analisis de la actividad NOX en hojas de pimiento en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes, mostré la presencia de 3 isoenzimas, designadas | a
I11 segun su creciente movilidad en los geles (Fig. 4.25). Se observo que la isoenzima
NOX Il fue inducida en las hojas de pimiento despues de 24 horas de exposicion de las
plantas a LT; sin embargo, la actividad NOX | disminuyd después de 24 horas de
tratamiento a LT.

2.2.5. Perdxido de hidrogeno

Se determind, mediante espectrofotometria, el contenido en peréxido de hidrégeno en
extractos crudos de hojas de plantulas de pimiento control y expuestas a baja
temperatura. Como se muestra en la Fig. 4.26, no se mostraron cambios significativos
en la concentraciéon de H,O, en los extractos crudos de hojas expuestas a baja
temperatura comparados con las hojas de las plantas control.

Actividad NOX
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Fig. 4.25. Deteccion de las isoenzimas de NADPH oxidasa (NOX) de hojas de plantulas de pimiento

expuestas a baja temperatura (8°C) de 0 a 3 dias. Las muestras de proteinas (20 pg) fueron separadas por
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PAGE nativa (acrilamida al 6%), los geles se incubaron con NLT y NADPH hasta que se observé la

aparicion de las bandas especificas de actividad.
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Fig. 4.26. Contenido del H,O, en extractos de hojas de plantulas de pimiento expuestas a baja
temperatura (8°C) de 0 a 3 dias. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el

error estandar de la media (SEM).
2.2.6. Peroxidacion lipidica

La peroxidacion de los lipidos insaturados en las membranas es reconocida como un
marcador de los dafios oxidativos causados por ROS. Para verificar el potencial de los
dafos provocados por ROS en plantas de pimiento durante el tratamiento por LT, se usé
un método histoquimico mediante el reactivo de Schiff que permite la deteccion de
aldehidos originados a partir de los peroxidos lipidicos (Yamamoto et al. 2001). Las
hojas de plantulas de pimiento expuestas varios dias a LT y tefiidas para la peroxidacion
lipidica se muestran en la Fig. 4.27. La coloracion rosacea corresponde a la presencia de
oxidacion lipidica. Se observé una clara intensificacion de esta coloracion en los nervios
principal y segundarios de las hojas de las plantas expuestas durante 1 y 2 dias a LT. Sin
embargo, no se observaron diferencias en las hojas de las plantas expuestas durante 3

dias a LT comparadas con las hojas de las plantas control.
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Fig. 4.27. Deteccion histoquimica de la peroxidacion lipidica en hojas de plantulas de pimiento de 30 dias
expuestas a baja temperatura (8°C) de 0 a 3 dias. La coloracion rosécea indicada mediante la flecha

muestra la presencia de peroxidacion lipidica detectada con el reactivo de Schiff.

2.3. Efecto de la baja temperatura sobre el metabolismo de RNS

2.3.1. Contenido en NO

Como se puede observar, cuando las plantulas de pimiento fueron expuestas a 8°C
durante 3 dias, el contenido de NO se redujo entre un 52% y un 64% respecto a las

plantas control. (Fig. 4.28).
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Fig. 4.28. Deteccion espectrofluometrica del NO con DAF-2 en hojas de pimiento de plantas expuestas a
baja temperatura (8°C) durante 3 dias. La fluorescencia producida se expresé en unidades arbitrarias por
miligramo de peso fresco (PF). Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el

error estandar de la media (SEM). *Las diferencias respecto al control son significativas con P > 0,05.
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2.3.2. Fuentes del 6xido nitrico

Teniendo en cuenta estos resultados y los obtenidos sobre produccion de NO en las
hojas en los experimentos de desarrollo post-germinativo de plantas de pimiento, se
decidi6 caracterizar la fuente productora de este radical en dicho 6rgano. En plantas, la
biosintesis de NO puede llevarse a cabo a través de distintas vias, de las cuales
podriamos citar la actividad NO sintasa dependiente de L-arginina, la actividad nitrato
reductasa (NR), la cadena de transporte electrénica mitocondrial o bien propiciada por
poliaminas. Para examinar las contribuciones relativas de estas fuentes potenciales en
hojas de pimiento se usaron aproximaciones farmacoldgicas. Por consiguiente, en los
ensayos de la medida de produccion de NO se estudiaron los efectos de los inhibidores
especificos de cada ruta (Fig. 4.29). Como resultado, los extractos de hojas fueron
preincubados con 1 mM L-NAME (un anélogo de la L-arginina que inhibe la actividad
NOS en mamiferos), 1 mM aminoguanidina (un inhibidor de NOS en animales), 1 mM
tungsteno (inhibidor de NR), 1 mM rotenona (inhibidor de la cadena de transporte de
electrones mitocondriales) y 2 mM DFMO (inhibidor de la biosintesis de poliaminas).
Ademas, el cPTIO (secuestrador de NO) como control negativo y, de hecho, afectd
eficientemente la fluorescencia detectada con DAF-2, reduciéndola en un 68% en
comparacion con las muestras control. De este modo, la produccion de NO fue
fuertemente reducida con el tungsteno (70%), seguida por los inhibidores de NOS, la
aminoguanidina (53%) y L-NAME (49%). La rotenona redujo la producciéon de NO un
19% y el DFMO en un 9%. Por lo tanto, los resultados sugieren que las actividades
dependientes de L-arginina son las que mas contribuyen a la produccion de NO en hojas

de pimiento.

2.3.3. S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR)

La actividad GSNOR mostro un incremente del 32% durante el primer y tercer dia de
tratamiento, pero no se observaron efectos significativos después de someter las plantas
a LT durante el segundo dia (Fig. 4.30).
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Fig. 4.29. Caracterizacién farmacoldgica de los sistemas de produccién de NO en hojas de pimiento por
espectrofluoremetria usando el compuesto DAF-2. En todos los casos las muestras de hojas fueron
preincubadas durante 30 minutos con los diferentes inhibidores: 1 mM L-NAME (un analogo de la L-
arginina que inhibe la actividad NOS en mamiferos), 1 mM aminoguanidina (AG, un inhibidor de la NOS
animal), 1 mM tungsteno (un inhibidor de la nitrato reductasa NR), 1 mM rotenona (inhibidor de la
cadena de transporte de electrones mitocondriales) y 2 mM difluorometilomitina (DFMO, inhibidor de la
biosintesis de poliaminas). Como control, las muestras de hojas fueron preincubadas con cPTIO, un
secuestrador de NO. Los valores son la media de, al menos, 3 experimentos diferentes + el error estandar

de la media (SEM). *Las diferencias respecto al control son significativas con P > 0,05.
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Fig. 4.30. Ensayo espectrofotométrico de la actividad S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR) en hojas de
pimiento de plantas expuestas a baja temperatura (8°C) durante 3 dias. Los valores son la media de, al
menos, 3 experimentos diferentes + el error estandar de la media (SEM). *Las diferencias respecto al
control son significativas con P > 0,05.
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2.3.4. Nitracion de proteinas

El andlisis por transferencia de western del patron de proteinas nitradas en hojas de
pimiento durante los 3 dias de exposicion a LT, usando un anticuerpo frente a la
nitrotirosina (NO,-Tyr), se muestra en la Fig. 4.31. En las hojas control se detectaron 4
bandas immunoreactivas, con pesos moleculares de aproximadamente 45, 71, 91 y 97
kDa, Siendo las bandas méas abundantes las de 71 y 91 kDa. Despuées de un dia de
exposicion a LT tuvo lugar una intensificacion de estas bandas de proteinas nitradas,
pero después de 2 dias de tratamiento disminuyd la intensidad de las mismas, siendo

casi indetectable el tercer dia.
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Fig. 4.31. Immunodeteccion de nitroproteinas en hojas de plantas expuestas a baja
temperatura (8°C) durante 3 dias. Las muestras de hojas (50 pg de proteinas por pocillo)
fueron sometidas a una electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y un analisis con Western. La inmunodeteccion se
realizd usando un anticuerpo frente a la 3-nitrotirosina (NO,-Tyr) (dilucién 1:8000). Se
usé BSA nitrada comercial (NO,-BSA, 2 mg de proteinas) como control positivo. Los
nameros que estdn a la izquierda del immunoblot indican los pesos moleculares
relativos de los marcadores y los de la derecha los correspondientes a las bandas de

nitroproteinas méas abundantes.
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2.3.5. Deteccion de NO, ONOO™ y SNOs mediante microscopia de laser confocal

Teniendo en cuenta que muchos de los parametros analizados parecen sufrir cambios
significativos después del primer dia de la exposicién de las plantas a LT, se seleccion6
este tiempo para el analisis in vivo del metabolismo de RNS de hojas de pimiento
mediante CLSM, usando fluoréforos especificos para el NO, el ONOO™ y los SNOs
(Fig. 4.32).

El NO fue analizado usando el fluoréforo DAF-FM DA que origina una
fluorescencia verde atribuible al NO. En las hojas control, la localizacién del NO
end6geno mostrdé una fluorescencia verde intensa en el parénquima en empalizada, en
tejidos vasculares (xilema y floema), y una intensidad baja en las células epidérmicas
tanto superiores como inferiores (Fig. 4.32A). En plantas expuestas a LT durante 24
horas la fluorescencia verde se redujo ligeramente en todos los tipos de tejidos (Fig.
4.32B).

Por otra parte, se analiz la produccién celular de ONOO™ usando el fluoréforo 3 -
(p-aminofenil) fluoresceina (APF). En hojas control, solo se observo fluorescencia en
los tejidos vasculares, si bien no fue tan intensa como en la deteccion de NO (Fig.
4.32C). Sin embargo, en plantas expuestas durante 24 horas a LT, la fluorescencia verde
se incremento en los tejidos vasculares asi como en el paréngquima en empalizada (Fig.
4.32D).

Con respecto a los nitrosotioles, estos se detectaron usando el fluor6foro Alexa
Fluor 488 Hg-link (AF) que reacciona con los tioles S-nitrosilados (SNOs) mediante la
reaccion de Saville (Chaki et al. 2009b). En hojas control, la fluorescencia verde
atribuible a los SNOs se presentd principalmente en el tejido vascular, y en los
parénquimas espenjoso y en empalizada (Fig. 4.32E). Tras 24 horas a 8°C se observo
una intensificacion de la fluorescencia en los mismos tipos de tejidos (Fig. 4.32F).
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Fig. 4.32. Iméagenes representativas ilustrando la deteccion y la visualizacion mediante CLSM de NO (A
y B), ONOO™ (C y D) y nitrosotioles (SNOs) (E y F) en secciones transversales de hojas de plantulas de
pimiento control (0) y expuestas a baja temperatura (8°C) durante 24 horas. La intensa fluorescencia
verde corresponde a la deteccién de NO, ONOO™ y SNOs mediante el uso de los respectivos fluoréfors
DAF-DM DA, APF y AF, respectivamente. E;, epidermis adaxial. E,, epidermis abaxial. Pm, parénquima

en empalizada. Sm, parénguima esponjoso. V, nervio principal.
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2.4.  Aclimatacion al frio
Considerando que las plantas de pimiento parecen sufrir un proceso de aclimatacion al
frio puesto que algunos de los parametros analizados recuperaron su nivel normal al
cabo de los tres dias, se analiz6 el comportamiento de algunos de los indices anteriores
incluyendo las actividades catalasa y NADP-ICDH, contenido en NO, y la peroxidacion
lipidica, en hojas de plantas de pimiento expuestas a varias situaciones:
0] Plantas de pimiento control crecidas a temperatura optima.
(1) Plantas de pimiento expuestas a 8°C (LT) durante 24 horas.
(1) Plantas de pimiento expuestas a 8°C durante 24 h y después a temperatura
Optima durante 24 h.
(IV) Plantas de pimiento expuestas a 8°C durante 24 h, luego a temperatura
Optima durante 24 h 'y, de nuevo expuestas a 8°C durante otras 24 h.
En estas condiciones, las actividades catalasa y NADP-ICDH se incrementaron en los
tres tratamientos con respecto a las plantas control (Fig. 33A y B, respectivamente). Por
lo contrario, el contenido en NO parecia estar significativamente afectado de forma
negativa en los tres tratamientos, aunque se detectd una pequefia recuperacion en el
tratamiento 111 (Fig. 33C). Por otro lado, la peroxidacion lipidica, que aumentd por el
tratamiento a 8°C, se redujo notoriamente durante el tratamiento 111, manteniéndose los

dafios observados tras el tratamiento 1V (Fig. 33D).
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Fig. 4.33. (A) Deteccion histoquimica de la peroxidacién lipidica, (B) actividad catalasa, (C) actividad
NADP-ICDH, y (D) contenido en NO en hojas de plantas de pimiento incubadas en distintas condiciones.
() Plantas control expuestas a temperatura éptima. (11) plantas expuestas a 8°C durante 24 h. (111) plantas
expuestas a 8°C durante 24 h y posteriormente trasladadas a temperatura éptima durante otras 24 h. (I1V)
Plantas expuestas a 8°C durante 24 h, trasladadas a temperatura dptima durante 24 h vy, finalmente
expuestas otra vez a 8°C durante 24 h.
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Paralelamente a los estudios del metabolismo de ROS y RNS durante el desarrollo y en
condiciones de estrés por frio en plantas de pimiento, se llevé a cabo la puesta a punto
de una nueva técnica mas precisa que puede ser utilizada en futuras investigaciones
sobre ROS y RNS en plantas superiores. Para ello, se desarrollé un nuevo método de

deteccion y cuantificacion de S-nitrosoglutation.

3. DETECCION Y CUANTIFICACION DE S-NITROSOGLUTATION (GSNO)
EN ORGANOS DE PLANTAS DE PIMIENTO (Capsicum annuum L.)
MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A LA
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE IONIZACION POR ELECTROSPRAY
(LC-ES/MS)

3.1. Analisis y validacion del método LC-ES/MS

Con el proposito de identificar y cuantificar S-nitrosoglutation (GSNO) y desarrollar un
método para distinguir entre este RNS y el glutation reducido y oxidado (GSH y GSSG,
respectivamente) en plantas, se ha puesto a punto un método basado en una
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas de ionizacién por
electrospray (LC-ES/MS) partiendo inicialmente de estdndares comerciales para cada
uno de los compuestos a identificar (GSNO, GSH y GSSG). La Fig. 3.34 muestra el
cromatograma de LC-ES/MS tipico de los principales iones obtenidos de la
fragmentacion molecular de los estandares. Para la cuantificacion, los estandares de
cada compuesto fueron preparados por separado. La linealidad de este procedimiento
fue comprobada analizando las curvas de calibracién. Se usaron cinco concentraciones
en el rango de 1-10 ppm para GSH y GSSG, y de 0,1-10 ppm para GSNO. Las curvas
de calibracién indicaron un comportamiento linear en las concentraciones seleccionadas
con valores de R? alrededor de 0,999 y siempre superiores a 0,986 (Tabla 4.3). Por otra
parte, basandose en los andlisis estadisticos en la regresion lineal de las curvas de
calibracion de cada compuesto (Cuadros et al., 1993), se estimd la sensibilidad, el limite
de cuantificacién (LOQ) y el limite de deteccién (LOD) (Tabla 4.3). En consecuencia,
LOD y LOQ fueron calculados como 3 y 10 veces, respectivamente de la relacién
sefial/ruido, dando valores més bajos (10 veces) que la deteccion real. Por tanto, los
datos fueron presentados usando los valores calculados del analisis de las curvas de
calibracion. Se inyectd cada estandar (30 pl) a 5°C para prevenir una posible
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degradacion. La estabilidad de los estandares durante el analisis fue evaluada
comparando sus concentraciones al inicio y al final de cada tanda durante los analisis
(6-7 horas al dia). Se investigaron los parametros criticos que afectan la LC-ES/MS, a
saber, el voltaje de cono y la energia de colision. Para establecer el voltaje de cono y la
energia de colision optimos para la deteccion de GSH, GSSG y GSNO, las sefiales de
m/z 307,76, 337,00 y 612,90 de los iones precursores contra el voltaje de cono fueron
evaluados, respectivamente. La Tabla 4.4 muestra la reaccion multiple de supervision
(MRM) optimizada para cada compuesto incluso el voltaje de cono, la energia de
colisién, el ion precursor Yy la transicion. Bajo estas condiciones, los tiempos de
retencion fueron de 3,36 min para el GSH, 7,30 min para el GSSG y 9,05 min para el
GSNO. La Fig. 4.35 muestra los patrones de fragmentacion de cada compuesto donde
se muestran los iones precursores y productores de GSH (Fig. 4.35A), GSSG (Fig.
4.35B) y GSNO (Fig. 4.35C). ElI método de LC-ES/MS fue validado preparando
soluciones de los tres estandares disponibles en la solucion de extraccion que fueron
afiadidos a muestras vegetales para comprobar el grado de recuperacion de los mismos.
La Tabla 4.5 muestra el porcentaje de recuperacion de los estandares de GSH, GSSG, y
GSNO afadidos a extractos de hojas de pimiento y analizados el mismo dia (intra-dia) y
durante 3 dias consecutivos (inter-dia). La precision del método fue evaluada por la
desviacion estandar relativa (RSD) de la inyeccion de cuatro réplicas. De este modo, la
exactitud y precision del intra-dia y del inter-dia proporcionaron valores aceptables, con
recuperaciones de hasta un 70% de GSH y GSSG, y un RSD del <10%, con la
excepcion de GSSG, pinchado con 10 ug. Sin embargo, el porcentaje de recuperacion
del GSNO fue del 100%.

3.2. Analisis por LC-ES/MS del contenido de GSH, GSSG y GSNO en los distintos
organos de plantas de pimiento (raiz, tallo y hoja)

Una vez optimizado el método de espectrometria de masa, fue posible analizar estos
compuestos en los diferentes 6rganos de plantas de pimiento.

El cultivo de las plantas se realizd como se indico en el apartado correspondiente
de material y métodos, y se mantuvo su crecimiento hasta los 30 dias, momento en que
se recogio el material vegetal para los ensayos correspondientes. Para los analisis
cromatograficos, los drganos (raices, tallos y hojas) de plantas de pimiento (300 mg)
fueron homogenizados con mortero y pistilo afiadiendo 1 ml de HCI 0,1 M. los
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extractos se filtraron y centrifugaron a 21.000 g durante 20 min y a 4°C. Los
sobrenadantes recuperados se filtraron a través de filtros de nylon de 0,45 pum, y se
analizaron inmediatamente por LC-ES/MS. Todas las etapas de esta extraccion se
hicieron a 4°C y en oscuridad para evitar la degradacion potencial de las muestras.

La Fig. 4.36 muestra distintos cromatogramas LC-ES/MS representativos de los
principales iones productores obtenidos después de una fragmentacion molecular de
GSH (Fig. 4.36A), GSSG (Fig. 4.36B) y GSNO (Fig. 4.36C) en hojas de pimiento de 30
dias. Aungue el tiempo de retencion obtenido de cada compuesto en hojas de pimiento
fue un poco mas corto comparado con los tiempos de retencion de los estandares
correspondientes, la transicion (m/z) de cada molécula fue idéntica lo que corrobora la
identidad de estos compuestos en hojas. En raices y hojas se obtuvieron cromatogramas
y tiempos de retencion similares a los de hojas (datos no demostrados).

La Tabla 4.6 muestra la cuantificacion de GSH, GSSG y GSNO en hojas, tallos y
raices de plantas de pimiento de 30 dias. En hojas, el contenido de GSH fue de
aproximadamente 1,5 y 1,9 veces mas alto que en raices y tallos, respectivamente; sin
embargo, el contenido de GSSG y GSNO fue de 1,4 a 1,8 veces mas alto en raices que
en tallos y hojas, respectivamente. De este modo, los datos de las hojas de pimiento
hicieron que las razones GSH/GSSG y GSH/GSNO sean mas altas.

3.3. Metabolismo de GSNO en los distintos 6rganos de plantas de pimiento

Para profundizar mas en el metabolismo de GSNO, en el material seleccionado (raiz,
tallo y hoja), ademas de determinar la concentracion de GSNO, se analiz6 el contenido
de NO vy la actividad GSNO reductasa (GSNOR) la cual metaboliza el GSNO hasta
GSSG y NHgs. La deteccion del oxido nitrico (NO) por espectrofluorometria y por
microscopio de laser confocal (CLSM) y el ensayo de la actividad GSNO reductasa por
espectrofotometria estan descritos en el apartado Material y Métodos.

Las hojas y los tallos mostraron una actividad GSNOR similar, que fue 2,5 veces
mas alta que la de las raices (Fig 4.37A). Comparando los datos del contenido de GSNO
con los de la actividad GSNOR, se podria observar que estos resultados fueron opuestos
a los encontrados para el GSNO presentados en la Tabla 4.6 (y representados asimismo
en la Fig. 4.37B). Por otra parte, el contenido de NO en los diferentes 6rganos de
plantas de pimiento mostro que las hojas y tallos tenian niveles similares pero en raices
dicho contenido fue de 2,7 veces superior (Fig. 4.37C).
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La Fig. 4.38 muestra la localizacion celular de NO por CLSM en secciones
transversales de los diferentes érganos de plantas de pimiento de 30 dias de edad. En
raices, el NO se encontro principalmente en el xilema, células epidérmicas y las raices
laterales formadas de estas células. En el tallo, el NO esta distribuido en todas las
células, mientras que en hojas, el NO fue mas destacable en las células epidérmicas y en

los tejidos vasculares.

Tabla 4.3. Parametros de la linea de regresion (y = b + mx) obtenida de las curvas de calibracién de los
estandares de GSH, GSSG y GSNO donde b es la interseccion de y, m es la pendiente, r es el coeficiente
de correlacion, y r es el cuadrado del coeficiente de correlacion. La linealidad, la sensibilidad, el limite
de cuantificacion (LOQ) y el limite de deteccién (LOD) fueron determinados por analisis de las curvas de
calibracion (Cuadros et al., 1993).

2 - . Sensibilida LOD LOQ

r r b m Linealidad dmg-1)  (mg-1) (mg- 1)
GSH 0.994964 0.989954 51227 16351  0.94414 0.44 1.17 3.90
GSSG 0.993242 0.986529 2127.2 16044  0.88314 0.75 1.58 5.27
GSNO 0.999685 0.999371 1838.6  246.1 0.98225 0.13 0.31 1.03

Tabla 4.4. Condiciones de MRM optimizadas para el analisis del glutation reducido (GSH), glutatién
oxidado (GSSG) y S-nitrosoglutation (GSNO).

Voltaje de cono Energia de 16n Precursor Transicién
(V) colision (eV) (m/z) (m/z)
GSH 20 15 307.76 307.76—178.81
GSSG 25 20 612.90 612.90—354.61
GSNO 15 15 337.00 337.00—231.94

Tabla 4.5. Porcentaje de recuperaciones obtenidas de diferentes cantidades de estandares (GSH, GSSG y
GSNO) después de ser afiadidos a extractos de hojas y analizados por el método LC-ES/MS optimizado.
Se analizaron cuatro réplicas a 2 niveles de concentraciones diferentes y las muestras fueron extraidas en

el mismo dia (intra-dia) y en 3 dias consecutivos (inter-dia). RDS, deviacidn estandar relativa.
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Variacion intra-dia Variacion inter-dia

Ug n=4 n=4 per 3 dias
Recuperacion (%) RSD Recuperacion (%) RSD
SSH 09 i % o o4
66— T 144 23 106
oo 3w

Tabla 4.6. Contenido de glutation reducido (GSH), glutatién oxidado (GSSG) y S-nitrosoglutation
(GSNO) en 6rganos de plantas de pimiento identificado y cuantificado por LC-ES/MS. PF, peso fresco.

- GSH GSSG GSNO

Organos (nmol - g PF) (nmol - g~ PF) (nmol - g PF) GSH/GSSG GSH/GSNO
Raiz 5835+7.6 6.2+0.3 79+19 73 74
Tallo 437.3 +65.6 58+05 42+04 75 104
Hoja 867.8+14.6 35105 55+1.0 248 158
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Fig. 4.34. LC-ES/MS cromatogramas de la mezcla de los tres estandares: GSH, GSSG y GSNO
preparados en agua (3 ppm). Los cromatogramas muestran las transiciones de (A) GSH (307,76 —
178,81), (B) GSSG (612,90 — 354,61) y (C) GSNO (337,00 — 231,94).
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Fig. 4.35. Patrones de fragmentacion de los compuestos analizados GSH, GSSG y GSNO. A, iones
precursores (m/z 307,76, parte alta) y productores (m/z 178,81, parte baja) de GSH estandar analizado en
modo positivo. B, iones precursores (m/z 612,90, parte alta) y productores (m/z 354,61, parte baja) de
GSSG estandar analizado en modo positivo. C, iones precursores (m/z 337,00, parte alta) y productores
(m/z 231,94, parte baja) de GSNO estandar analizado en modo positivo. *, indica los iones

correspondientes a cada uno de los compuestos.

131



2: MRM of 6 Channels ES+

3.28 307.76 > 17881
A oo 3.16¢6
2 GSH
%)
c
s
o
o ¥
>
IS
T
) K\
O T T T T T T T L) T L T L T 1 Tlme
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
2: MRM of 6 Channels ES+
B o 6.86 612.9 > 354.61
2.10e4
>
3
S GSSG
E o
- 57
(0]
>
&
T
) |
0 L] 1 L] 1 L] T L] L] L] L L] U L] 1
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
2: MRM of 6 Chanrels ES+
C 100r 8.68 337 > 231.94
3.07e3
>
g GSNO
1= c'
£
(0]
2
IS
T
[
; 3.36
0-
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
t (min)

Fig. 4.36. LC-ES/MS Cromatograma de hojas de pimiento. Los cromatogramas muestran las transiciones
de (A) GSH (307,76 — 178.,81), (B) GSSG (612,90 — 354,61) y (C) GSNO (337,00 — 231,94).
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Fig. 4.37. Actividad S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR), GSNO vy contenido de NO en distintos
organos de plantas de pimiento. A, Actividad GSNOR. B, Contenido de GSNO detectado y cuantificado
por LC-ES/MS (datos de la Tabla 1.4). C, Deteccion espectrofluorométrica de NO con DAF-2 en raices,
tallos y hojas de plantas de pimiento. La fluorescencia producida fue expresada como unidades arbitrarias
por mg de peso fresco (PF). Los resultados son la media de 3 experimentos diferentes. * Las diferencias

en comparacién con los valores de raices fueron significativas a P<0,05.
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Fig. 4.38. Imagenes representativas ilustrando la deteccion y localizacion del NO endogeno por CLSM
6rganos de plantas de pimiento usando como fluoréforo DAF-FM DA 10 uM. A, Secciones transversales
de raices. B, Secciones transversales de tallos. C, Secciones transversales de hojas. El color naranja-
amarillo corresponde a la autofluorescencia de los tejidos. Cada foto fue preparada a partir de 35-40
secciones transversales que fueron analizadas por CLSM. Xy, xilema; Ep, epidermis; Rh, pelos radicales;
E,, epidermis adaxial; E,, epidermis abaxial; Pm, mosofilo en empalizada; Sm, meséfilo esponjoso; V,
vena principal.
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El objetivo principal del trabajo que se presenta en esta Memoria Doctoral ha consistido
en el estudio de la posible implicacion de las especies de oxigeno y de nitrogeno
reactivo (ROS y RNS respectivamente) en procesos de transduccion de sefiales, durante
la germinacion y en las primeras etapas del desarrollo, ademéas de en plantas adultas
portadoras de frutos. Paralelamente, se ha estudiado la implicacion de las ROS y RNS,
como componentes relevantes de los fendmenos de estrés oxidativo y nitrosativo, en el
mecanismo de dafio celular producido por situaciones de estrés abidtico, como es la baja
temperatura. El andlisis de esta situacion permitira definir y caracterizar patrones de
comportamiento de las principales especies de oxigeno y nitrégeno reactivo frente a

procesos de estrés abidtico.

Las plantas de pimiento son uno de los cultivos horticolas més importantes a
escala mundial, debido a que su fruto tiene una gran repercusion agronémica,
nutricional y comercial. En Espafia, el cultivo de pimiento ha crecido espectacularmente
y ha tenido como consecuencia el desarrollo del cultivo en invernaderos en todo el

litoral mediterraneo espafiol (Namesny, 1996; 2006).

Los frutos de pimiento son, ademaés, importantes fuentes naturales de
antioxidantes como carotenoides, vitamina C o ascorbato y vitamina E o a-tocoferol,
entre otros (Howard et al., 2000; Navarro, et al., 2006). En frutos frescos el contenido
en vitamina C puede incluso mas del doble del que se encuentra en frutas como las

naranjas Y las fresas (Davey et al., 2000; Proteggente et al., 2002; Mateos et al., 2005).

Las plantas poseen sistemas enzimaticos encargados de regular los niveles
celulares de ROS. Entre estos sistemas, el ciclo ascorbato-glutation desempefia un papel
fundamental por implicar enzimas y compuestos antioxidantes solubles como el
ascorbato y glutation que regulan el estado redox de la célula. Por tanto, es de gran
interés el estudio de los diversos sistemas antioxidantes en frutos de pimiento, habida
cuenta del vinculo establecido entre estos sistemas y las cualidades nutricionales de los

productos naturales.

1. Funcion de las ROS y sistemas antioxidantes en el desarrollo de las plantas de

pimiento

Las ROS son producidas durante el metabolismo celular normal. Estas especies estan

implicadas en varios aspectos de la fisiologia de la semilla; asi, la generacion de ROS
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puede provocar estres oxidativo y dafio de los componentes celulares (proteinas, lipidos,
DNA y polisacaridos) que conduce al deterioro de la semilla. Por otra parte, las ROS
tienen un papel en la interrupcion de la dormancia de la semilla (Bailly 2004, Oracz et
al. 2007, Miiller et al. 2009, Oracz et al. 2009), sin duda alguna debido a que las ROS
sirven como moléculas mensajeras que juegan un papel en el crecimiento de la planta 'y

los procesos de desarrollo (Rodriguez et al., 2002; Foreman et al., 2003).

Los resultados obtenidos de la actividad catalasa y SOD en los primeros dias de
desarrollo de las plantulas de pimiento mostraron una mayor actividad de estas enzimas
antioxidantes en tallos y hojas, lo que podria sugerir la implicacion de sus respectivas
ROS (O," y H20,) en los procesos de germinacion y desarrollo en esta especie vegetal,.
En Ipomoea triloba, la actividad de estas dos enzimas fue mayor durante la germinacion
y los primeros estadios de desarrollo de la raiz (Pergo & Ishii-lwamoto, 2011). En
plantas de guisante (Pisum sativum L.) se observé igualmente un aumento de las
actividades catalasa y SOD debido probablemente al aumento de la disponibilidad del
oxigeno en raiz (Woijtyla et al., 2006). Estas enzimas son probablemente las principales
enzimas antioxidantes implicadas en el secuestro de las ROS en la parte aérea de las
plantas durante le germinacion. Por el contrario, se observé en raices de 14 dias menos
intensidad en las isoformas de SOD (Fig. 4.2), lo que se corresponde con las imagenes
de CLSM de localizacion del radical superoxido, donde se observd una fluorescencia

intensa solamente en raiz de 14 dias (Fig. 4.16F).

Las enzimas del ciclo ascorbato-glutation protegen a las células vegetales frente
al estrés oxidativo usando una serie de reacciones redox, principalmente en los tejidos
fotosintéticos (Foyer & Halliwell, 1976). Las enzimas de este ciclo se localizan
principalmente en cloroplastos, mitocondrias, citosol y peroxisomas (Jiménez et al.,
1997; Foyer et al., 1997; Mittova et al., 2002). La APX tiene un papel importante en la
eliminaciéon de H,O, usando el ascorbato como donador de electrones. Esta proteina
estd implicada en la respuesta de defensa frente al estrés oxidativo. En nuestro caso se
observo un aumento de la actividad APX en raices de plantas senescentes (90 dias; Fig.
4.5) y un bajo contenido en ascorbato (Tabla 4.1). Este incremento de la actividad APX
puede ser una respuesta al estres oxidativo generado durante la senescencia de las

plantas de pimiento, favorecida por un incremento de la produccion de H,O, en
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peroxisomas, segun se ha descrito anteriormente (Pastori & del Rio, 1997; Jiménez et
al, 1998).

Las actividades G6PDH y 6PGDH son altas en raices de plantulas de pimiento
en los primeros dias de desarrollo; este aumento de la actividad de las dos enzimas
proporcionaria NADPH para proveer a estos érganos de poder reductor para sus
reacciones de oxidacidn-reduccion. La presencia de las deshidrogenasas del tramo
oxidativo de la ruta de las pentosas fosfato representa un apoyo a los sistemas
antioxidantes por su eficiente reciclaje de NADPH para su posterior utilizacion en el
ciclo ascorbato-glutation. Ello contribuiria a disminuir un exceso en la concentracion

de perdxido de hidrogeno en la célula (Mateos et al., 2003).

El NADPH podria ser empleado por las NADPH oxidasas de la membrana
plasmatica de las células vegetales. Estas NADPH oxidasas controlan el desarrollo de la
planta produciendo ROS, las cuales participan en la expansion de las células de la planta
a través de la activacién de canales de Ca®* (Foreman et al., 2003). En ciertas
situaciones de estrés, principalmente ataque por patdgenos, se ha observado una
activacion de dicha actividad NADPH oxidasa. Ello genera un aumento en la
generacion del radical superoxido al medio que rapidamente es desproporcionado a
H,0,, siendo éste liberado para intervenir en la transduccion de sefiales (Mori &
Schroeder, 2004). En nuestro caso, se podria pensar que la NADPH oxidasa podria ser
una de las enzimas implicadas en la produccion de ROS controlando asi el desarrollo de
la planta. Las ROS vy los niveles de NADPH pueden tomar parte en los procesos de
sefializacion que tienen lugar en el proceso de desarrollo de la planta. De hecho, el
desarrollo y el crecimiento de las plantas estan dirigidos por reacciones de transferencia
electronica en las que el NAD(P)H es un compuesto clave para interaccionar con las
ROS. ElI NADPH actua, junto con el glutation vy el ascorbato, para modular el estado
redox de la célula y para transmitir la informacion necesaria que regula las rutas de

sefializacion (Noctor, 2006).

En este trabajo las hojas y los frutos son los érganos que muestran un mayor
contenido de ascorbato y glutatién. Los niveles detectados son del mismo orden que los
descritos en otros trabajos anteriores (Proteggente et al., 2002, Palma et al., 2007). El

mayor contenido en ascorbato en estos organos se debe, sin duda, a que la mayor parte

139



se acumula en cloroplastos de tejidos verdes, segun se ha descrito anteriormente (Palma
et al., 2007). En frutos amarillos y rojos, el ascorbato se mantiene en altos niveles
localizados fundamentalmente en los cromoplastos (Mateos et al., 2003). A pesar de los
importantes cambios metabolicos que sufren los frutos durante la maduracion
(transformacion de los cloroplastos en cromoplastos; degradacion de clorofila, mayor
sintesis de carotenoides, alteraciones metabdlicas en los peroxisomas, etc.) (Mateos et
al., 2003; Palma et al., 2011), éstos mantienen los niveles de ascorbato. No en vano el
ascorbato se sintetiza en las mitocondrias, que mantienen su funcionalidad, al menos en
este tipo de metabolismo. La galactono-(J-lactona deshidrogenasa (GalLDH) es una de
las principales enzimas implicadas en la sintesis de ascorbato. En trabajos realizados en
nuestro laboratorio (Mateos Bernal, 2006) se ha observado que la mayor actividad de
esta enzima se da en los frutos, lo que coincide con la cantidad de ascorbato en los
mismos. Dado que los niveles de ascorbato no sufren modificaciones en la maduracion
de los frutos de pimiento, a pesar de los importantes cambios metabdlicos sufridos en
estos organos, se ha sugerido que la vitamina C podria actuar como un tampdn redox
que amortiguaria los desequilibrios oxidativos que pudieran ocurrir durante el proceso,
pudiendo abortarlo (Palma et al., 2007, 2011).

Es notorio destacar la correspondencia existente entre el cociente ASC/DHA y
las actividades enzimaticas de cada dérgano. Asi en todos los 6rganos, exceptuando
tallos, el coeficiente ASC/DHA fue mayor que 1, lo que indica que el ascorbato se
encuentra mayormente en su forma reducida (Tabla 7). Por el contrario, en tallos este
coeficiente es menor que 1y, por tanto, son mayores los niveles de ascorbato oxidado o
deshidroascorbato. Estos datos sustentarian los valores observados en las actividades
MDAR y DAR que son mayores en tallos. Puesto que la forma méas abundante del
ascorbato es la reducida (ASC), en tallos, ambas enzimas serian las encargadas de
regenerar el ASC en los tallos para que pudiera ser utilizado de manera eficiente en la
maquinaria antioxidante de la planta. Por otro lado, el patrén de actividad de la MDAR
y la GR en los distintos 6rganos fue paralelo. Esto sugiere la funcionalidad de esta parte
del ciclo ascorbato en dichos 6rganos, dado que ambas necesitan de poder reductor en

forma de NADPH para el buen funcionamiento de las otras enzimas del ciclo.

Se observ6 una discrepancia entre la expresion de los genes que codifican las

enzimas del ciclo ascorbato-glutation y la actividad de las mismas en los distintos
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organos, lo que indica que el ciclo parece tener una regulacion post-traduccional propia
de cada organo. Este fendbmeno ya ha sido descrito en los sistemas antioxidantes
enzimaticos, lo que hace pensar en una interrelacion compleja entre los distintos
antioxidantes de la célula (Mateos, 2006). No obstante, convendria seguir investigando

este aspecto, dada la multiplicidad génica/isoenzimatica de estos sistemas antioxidantes.
2. Funcion de las RNS en el desarrollo de plantas de pimiento

El NO tiene un papel importante en un amplio rango de respuestas fisiologicas durante
el crecimiento y el desarrollo de las plantas (Lamattina et al., 2003; Neill et al., 2003;
Corpas et al., 2004b; del Rio et al., 2004; Shapiro, 2005; Corpas et al., 2006b; Wilson et
al., 2007; Corpas et al., 2008b; Palavan-Unsal & Arisan 2009). Este gas puede regular el
crecimiento de la planta dependiendo de la dosis, de modo que a bajas concentraciones
estimula el crecimiento y altas concentraciones lo inhibe (Anderson & Mansfield, 1979;
Hufton et al., 1996; Leshem & Haramaty, 1996; Gouvea et al., 1997; Prado et al., 2004;
Lehner et al., 2009; Jin et al., 2009). La molécula NO parece ser que se sintetiza
principalmente en tejidos que se encuentran en fase de crecimiento, como el eje
embrionario y los cotiledones; en cambio, sus niveles bajan en drganos senescentes y
maduros (Beligni & Lamattina, 2001).

En raices, se mostro que los donadores exdgenos de NO inducen la elongacion
de la raiz (Kopyra & Gwdzdz, 2003) y provocan la formacién de raices de forma
espontanea (Pagnussat et al., 2002). En nuestro modelo experimental se observo la
presencia de NO en la epidermis de la raiz de 7 y 10 dias (Fig. 4.16A y B), lo que podria
indicar la implicacion de NO en una cascada de sefiales durante el desarrollo y la
formacion de nuevas raices. Kopyra y Gwézdz (2003) han descrito que los donadores de
NO contrarrestan los efectos inhibidores de metales pesados y salinidad sobre el
crecimiento de la raiz, y esto sugiere que el NO detectado en la raiz podria tener un
papel protector en condiciones de estrés abiotico (Hung et al., 2002; Zhao et al., 2004).
Ademas, la produccion de NO en la raiz podria sevir como molécula que participe en la
interaccidn de la planta con microorganismos del suelo tanto beneficiosos (micorrizas o
rizobacteiras)  (Stohr & Ullrich, 2002; Horchani et al. 2011) como patdgenos
(Murakami et al., 2011).
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Las hojas son los principales 6rganos donde tiene lugar la fotosintesis y su
desarrollo esta altamente regulado (Bharathan & Sinha, 2001). En hojas, el NO ha sido
estudiado principalmente desde el punto de vista de su implicacion en el mecanismo de
respuesta a estrés biotico (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998; Foissner et al.,
2000). La presencia de NO en peroxisomas de hojas fue descrito en la década pasada
(Corpas et al., 2004), y se estudio también el efecto del NO sobre algunos procesos
bioquimicos de mitocondrias y cloroplastos de hojas (Yamasaki et al., 2001; Zottini et
al., 2002; Takahashi & Yamasaki, 2002; Jasid et al., 2006). Una funcion importante de
NO en hojas estéa referida a su participacion en la sefializacion por acido abscisico en las
células guarda estomatales (Neill et al., 2002; Gracia-Mata et al., 2003). Pero también
ha sido descrita la inhibicién de la produccion de NO durante la senescencia (Corpas et
al., 2004) y estrés por cadmio (Barroso et al., 2006; Rodriguez-Serrano et al., 2006) en
hojas de guisante, y por tratamiento con calor en hojas de trigo, orquidea y aloe (Xu &
Zhao, 2003). Sin embargo, en tabaco el nivel de NO en hojas fue mayor en situaciones
de alta temperatura, estrés hiperosmatico, epi-iluminacion y estrés por sal (Gould et al.,
2003). Los resultados obtenidos aqui muestran que las hojas son los 6rganos con menos
contenido de NO (Fig. 4.9), y en las imagenes del CLSM se observd menos intensidad
en las hojas de 14 dias (Fig. 4.18A y B). Esto sugiere que estos niveles de NO generado
en hojas podria ser suficiente para un desarrollo éptimo de estos érganos.

En tallos de 7 dias se observo la presencia de NO en la epidermis y tejidos
vasculares (Fig. 4.17A). EI NO presente en estos 6rganos podria tener una importancia
fisioldgica en distintos procesos como son la elongacion del tallo, el desarrollo del
meristemo y la comunicacion entre érganos por el sistema vascular, segln se ha descrito

anteriormente (Corpas et al., 2006).

Actualmente, esta bien establecido que el GSNO es el sustrato fisiologico
preferido de la enzima formaldehido deshidrogenada dependiente de glutation (Leterrier
et al., 2011) porque cataliza la reduccion dependiente de NADH del S-nitrosoglutatién
(GSNO) a GSSG y NHg, siendo por esa razén re-denominada como GSNO reductasa
(GSNOR). La presencia de la actividad GSNOR en plantas ha sido demostrada
fehacientemente (Sakamoto et al., 2002; Diaz et al., 2003, Feechan et al., 2005; Barroso
et al., 2006; Espunya et al., 2006; Leterrier et al.,, 2011). Ha sido descrito que la

actividad GSNOR es necesaria para la aclimatacion de las plantas a la alta temperatura y
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para un desarrollo normal bajo condiciones dptimas de crecimiento (Lee et al., 2008).
En Arabidopsis, el andlisis de la actividad y expresion de la GSNOR mediante métodos
de inmunolocalizacién e histoquimicos mostré que esta proteina esta diferencialmente
expresada, siendo mas alta en raices y hojas desde los primeros estadios de desarrollo
(Espunya et al., 2006). Ademas, la sobreexpresion y la supresion de la GSNOR en
plantas de Arabidopsis transgénicas tuvo un fenotipo de raiz corta que estaba
correlacionado con un bajo nivel de GSH intracelular y una alteracién en su distribucién
espacial en las raices, sugiriendo asi que la GSNOR vy, por consiguiente, el GSNO
podrian estar implicados en la regulacion del estado redox del 6rgano (Espunya et al.,
2006). Por otro lado, la GSNOR esta implicada en el mecanismo de respuesta frente a
distintos estreses bioticos (Feechan et al., 2005; Rustérucci et al., 2007; Chaki et al.,
2009a) y abidticos incluyendo metales pesados (Barroso et al., 2006), herida mecanica y
el &cido salicilico (Diaz et al., 2003; Chaki et al., 2011b), baja y alta temperatura
(Corpas et al., 2008; Lee et al., 2008; Airaki et al., 2011; Chaki et al., 2011a) y su gen se
expresa diferencialmente dependiendo del tipo de célula y de 6rgano (Corpas et al.,
2007). En el presente estudio, hay que sefialar que entre los tres érganos de las plantas
de pimiento analizados, las raices mostraron el mas alto contenido de GSNO, lo que
parece estar relacionado con el mas alto contenido de NO y la mas baja actividad
GSNOR. En este contexto, el analisis de esta actividad en los diferentes 6rganos de la
planta de pimiento con la cuantificacién simultdnea de NO mostré que en plantas de
pimiento no estresadas, hay equilibrio entre estos compuestos. Asi, una alta actividad
GSNOR provocé un bajo contenido de GSNO que dio también un bajo contenido en
NO. Este comportamiento se observé en tallos y hojas. Sin embargo, las raices

mostraron un comportamiento totalmente opuesto.

La nitracion de tirosina es una modificacion covalente de las proteinas por
adicion de un grupo nitro (-NO3) en posicién orto del anillo de un residuo de tirosina
formando 3-nitrotirosina (Ischiropolos, 1998, 2003; Gow et al., 2004; Radi, 2004). En
animales, esta modificacion de las proteinas ha sido usada como marcador de
enfermedades patologicas y de estrés oxidativo (Ischiropolos, 2003), y también es
considerada como un marcador del estrés nitrosativo. Sin embargo, en plantas se
dispone de poca informacidn sobre la nitracién de la tirosina de proteinas (Perazzolli et
al., 2004; Corpas et al., 2007; Hebelstrup et al., 2008). No obstante, diversos trabajos

143



han descrito cambios en el patron de proteinas nitradas bajo condiciones de estrés
abiotico o biotico en distintas especies vegetales (Saito et al., 2006; Valderrama et al.,
2007; Corpeas et al., 2008a; Chaki et al., 2009a, 2010; Airaki et al., 2011), pero sin llegar
a identificar cuéles son las posibles proteinas modificadas. Otros trabajos si realizaron
una identificacion de las proteinas susceptibles de modificacion por nitracion en
situaciones de estrés de la planta (Cecconi et al., 2009; Chaki et al., 2011) o en
condiciones fisiologicas (Chaki et al., 2009b; Lozano-Juste et al., 2011). En este trabajo
se analizd, en condiciones fisioldgicas, el patron de nitracion de proteinas en extractos
crudos de raices, tallos y hojas durante distintos dias de desarrollo (7, 10, 14 y 90 dias),
observandose un cambio del patron de proteinas que sufren nitracion de tirosina en los
organos de las plantas senescentes (90 dias). En este caso se detectaron diferentes
proteinas inmunoreactivas frente al anticuerpo anti-nitrotirosina con un tamafio
molecular aparente entre 34 y 91 kDa. Se ha descrito una disminucion de los niveles de
la nitracidn de tirosina en plantas transgénicas de tabaco que expresan elevados niveles
de citoquininas (Wilhemova et al., 2006) y en cotiledones de soja de 25 dias (Jasid et
al., 2009). Esta disminucion de nitracion de la tirosina durante la senescencia puede
estar relacionada con el descenso de NO que se produce en estas condiciones, lo que a
su vez, llevaria a una menor produccion de peroxinitrito y, por tanto, a una menor
nitracion de los residuos de tirosina de las proteinas. Diversos trabajos que establecen
una relacion entre NO y senescencia se han realizado mediante una aplicacion exdgena
del mismo, mostrando que la fumigacion con NO retrasaba la senescencia, prolongaba
la vida de frutas y vegetales (Leshem et al., 1998) y atenuaba la induccion de la
senescencia en Arabidopsis (Mishina et al., 2007). Por otro lado, los niveles de NO
enddgeno disminuyen conforme avanza el proceso de senescencia en flores (Leshem et
al., 1998), hojas de tabaco (Wilhemova et al., 2006), en haces vasculares de hojas de
guisante senescentes (Corpas et al., 2004), y en cotiledones de soja de 25 dias respecto a
cotiledones de 10 dias (Jasid et al., 2009).

3. La baja temperatura induce los sistemas antioxidantes y perturba la

homeostasis redox en hojas de pimiento

Entre los distintos estreses abioticos que afectan a las plantas, la baja temperatura (LT)
puede considerarse como uno de los mas perjudiciales (Hannah et al., 2005; Sharma et

al., 2005; Janska et al., 2010). Asi, varios estudios mostraron que la LT induce cambios
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en la expresion de centenares de genes seguido por un incremento de los niveles de
varios metabolitos, de los cuales algunos tienen efectos protectores frente a los dafios
provocados por el estrés por frio (Seki et al., 2002; Shinozaki et al., 2003; Sharma et al.,
2005; Chinnusamy, Zhu and Zhu, 2007; Zhu, Dong and Zhu, 2007; Winfield et al.,
2010). Aunque hay varios trabajos enfocados en el andlisis de la respuesta de los
antioxidantes a la LT, hay disponible poca informacion sobre la implicacién del NO y
de las moléculas derivadas del NO en este proceso. Por consiguiente, uno de los
objetivos principales de esta tesis fue el estudio del metabolismo de los antioxidantes y
la homeostasis de ROS y RNS en plantas de pimiento bajo condiciones de LT, puesto

que este estrés ambiental afecta considerablemente el crecimiento de estas plantas.

Durante el periodo de tiempo en el cual las plantas de pimiento fueron expuestas
a LT (3 dias) se observo una induccion total de los sistemas antioxidantes enziméaticos
y no enzimaticos. La catalasa y la APX, implicadas en la eliminacion directa del H,05,
fueron inducidas después de 24 h incluso cuando el contenido de esta molécula
aparentemente no cambiaba. Se observé un incremento similar en la actividad MDAR
ademas del observado en el contenido de ascorbato y GSH. Sin embargo, la actividad
GR se mantenia durante el primer dia, con una reduccion significativa durante el
segundo dia de exposicion a LT. En otras especies de plantas, la respuesta de los
sistemas antioxidantes al estrés por LT depende de como de baja es la temperatura y de
la duracion del tratamiento. Por ejemplo, en plantas de tabaco expuestas a LT bajo
condiciones normales de luz, se indujeron la Fe-SOD cloroplastidica y la CuzZn-SOD
citosélica (Tsang et al., 1991). En arroz, la LT induce un incremento rapido en la
actividad APX y después incrementos graduales de las actividades SOD, MDAR Y GR,
lo que sugiere regulaciones diferenciales de estas enzimas; en cambio, la actividad
catalasa no se afectd significativamente (Oidaira et al., 2000). En plantulas de arroz
expuestas al calor (42°C durante 24 h) antes de LT (5°C durante 7 dias) se observé un
comportamiento interesante de la APX. Asi, las plantas no desarrollaron dafio por frio y
se observo un nivel mas alto de la actividad y expresion de la APX, mientras que la
actividad catalasa disminuyé y no se observaron diferencias significativas en la
actividad SOD (Sato et al., 2001). En plantas de guisante expuestas a LT (8°C) durante
48 h, la actividad MDAR no mostr6é ningn cambio significativo pero los transcritos de

MDAR y APX aumentaron 2,2 y 2,6 veces, respectivamente (Leterrier et al., 2005,
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2007). En hojas de espino (Crataegus azarolus) expuestas a LT (4°C) durante 24 h, las
actividades MDAR y DHAR aumentaron y alcanzaron un maximo después de 16 h de
tratamiento. Esto iba acompafiado por un incremento en la expresion génica de ambas
enzimas (Eltelib et al., 2010). En el género Coffea, se observaron distintos niveles de
tolerancia al frio, siendo el genotipo Icatu el mejor documentado porque tiene
incrementos significativos en las actividades de la CuzZn-SOD cloroplastidica y la APX
(Fortunato et al., 2010). Por dltimo, en los ejes embrionarios de lotus (Nelumbo
nucifera) expuestos a LT (4°C) durante 48 h el gen de la Mn-SOD fue inducido 8 veces
(Naydenov et al., 2010).

El GSH es uno de los principales antioxidantes solubles de bajo peso molecular,
ademas del principal compuesto tidlicol no proteico en plantas (Foyer and Noctor
2005a,b; Noctor 2006; Szalai et al., 2009). El glutation contribuye a mantener la
sefializacion y la homeostasis redox celular (Meyer, 2008). Asi, el glutation ejerce un
papel protector basado en la capacidad reductora del GSH y de la relacion GSH/GSSG.
En hojas de plantas de pimiento expuestas a LT se observo un incremento significativo
de GSH desde el primer al tercer dia de tratamiento con LT y un incremento
significativo en la relacion GSH/GSSG. En plantas de maiz el tratamiento con una
combinacion de dos fitoprotectores (CGA 154 281 [4-dichloroacetyl-3,4-dihydro-3-
methyl-2H-1,4-benzooxazine (benoxacor)] y BAS 145 138 {l-dichloroacetyl-
hexahydro-3,3,8 da-trimethyl-pyrrolo-[1,2-a]-pyrimidine-6-(2H)-one-(dicyclonone)})
provoco un aumento del GSH total, con una proteccion simultanea frente a LT (5°C)
(Kocsy et al., 2001a). Se encontré un resultado similar en plantas de judias, donde el
pretratamiento de las hojas con H,O, provoc6é un aumento del nivel de GSH vy, por

consiguiente, un incremento de la toleranciaa LT (Yu, Murphy and Lin, 2003).

El ascorbato es un secuestrador potente de ROS que reacciona con el H,O, en una
reaccion catalizada por la APX, y no enzimaticamente con el 'O, el O, e
hidroperdxidos lipidicos (Foyer, 2001; Asada, 2006). En hojas de pimiento, la LT
indujo un aumento en el contenido de ascorbato, habiéndose descrito resultados
similares en otras especies de plantas. En hojas de espinacas expuestas a 10°C, el
contenido de ascorbato se incremento y, después de 7 dias, fue de aproximadamente un
41% mas alto que en plantas cultivadas a 25°C (Proietti et al., 2009). En el alga

microscopica Dunaliella salina, durante el crecimiento a LT (13°C durante 24 h) se
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incremento el pool de ascorbato total en un 10-50%. Esto iba acompafiado por un
aumento de GSH y de la actividad SOD (Haghjou, Shariati and Smirnoff, 2009).

Se debe tener en cuenta que la produccion de ROS vy los sistemas antioxidantes
tienen multiples localizaciones subcelulares incluyendo los cloroplastos, el citosol, la
mitocondria y los peroxisomas, entre otros, y en nuestras condiciones experimentales,
estos organulos pueden participar en una buena modulacion de los niveles de ROS que
podrian contribuir también al control del posible dafio o ser usados para la sefializacion
en condiciones de baja temperatura (Corpas et al., 2001; Mittler, 2002; Mgller et al.,
2007; Miller et al., 2010; Mgller and Sweetlove, 2010). En plantas de Arabidopsis
expuestas a LT, se acumuld el H,0; en las células, y se incrementé la actividad de la
enzima APX (O'Kane et al., 1996). En hojas de maiz, la LT indujo cambios en la
distribucion del H,0O, y de los antioxidantes entre las células de la vaina y el mesdfilo
(Pastori, Foyer and Mullineaux, 2000). En nuestro caso, el contenido en H,0, no mostrd
ningun cambio significativo por el tratamiento a LT, lo cual podria sugerir una posible
participacion de este metabolito en los procesos de sefializacion al no provocar dafios

celulares.

4. Las deshidrogenasas generadoras de NADPH estan implicadas en el mecanismo
de respuesta a baja temperatura

El NADPH es esencial para la defensa frente al estrés oxidativo, ya que es la coenzima
necesaria para la reduccion del GSSG por la GR en el ciclo ascorbato-glutation, y
también es necesario para las actividades NADPH oxidasa y tiorredoxina reductasa
(Noctor, Queval and Gakiere, 2006), entre otras. El aumento general de la actividad de
las principales deshidrogenasas generadoras de NADPH incluyendo la G6PDH, la
6PGDH, la NADP-ICDH y la ME, observado en plantas de pimiento expuestas a LT
sugiere que estas enzimas deben jugar un papel importante en el proceso de la
aclimatacion al frio observada durante exposicion a LT. En el caso de LT, un
incremento en la actividad G6PDH ha sido descrito en alfalfa (Krasnuk, Jung and
Witham, 1976), en especies de género Lollium (Bredemeijer and Esselink, 1995), en
soja (van Heerden et al., 2003), en platano (Lin et al., 2001), y en el alamo (Lin et al.,
2005). En las raices de arroz y en hojas de guisante, la actividad y la expresion de la
NADP-ICDH también esta inducida por LT (Saruyama and Tanida, 1995; Lu et al.,
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2005; Leterrier et al., 2007; Lee et al., 2009). Recientemente, ha sido descrito en hojas
de pléntulas de maiz que los transcritos de ME estan sobreexpresados en respuesta al
estrés por frio (Nguyen et al., 2009).

Estos resultados sugieren que bajo condiciones de estrés por LT las plantas de
pimiento parecen responder incrementando la produccion de NADPH ya que el
aumento de todas las actividades de las deshidrogenasas generadoras de NADPH se

mantuvo durante los 3 dias de tratamiento.
5. La baja temperatura afecta la homeostasis de NO

En hojas de pimiento, la LT provoco una disminucién en el contenido de NO y esto
podria estar correlacionado con el aumento de GSH ya que ambas moléculas pueden
reaccionar no enzimaticamente para formar GSNO, que podria ser considerado el S-
nitrosotiol méas abundante en plantas y una molécula transportadora de NO a larga
distancia que puede operar bajo ciertas condiciones de estrés (Lindermayr et al., 2005;
Barroso et al., 2006; Chaki et al., 2009a, 2011). Este comportamiento esta también bien
correlacionado con la actividad GSNOR observada durante las primeras 24 h de
exposicion a LT. Ademas, el analisis por CLSM permitié observar que las hojas de las
plantas de pimiento expuestas a LT mostraron un aumento en los niveles de ONOO",
que se forma por la reaccion entre NO y O, (k = 1,9 x 10 M™* S™) (Kissner et al.,
1998). Esta accion podria explicar el incremento de la nitracion proteica observada
durante el primer y el segundo dia de exposicion al estrés por LT, porque el ONOO" es
una molécula que puede favorecer esta modificacion post-traduccional (Radi, 2004;
Szabd, Ischiropoulos and Radi, 2007). El origen del NO necesario para formar el
ONOO" podria ser el creciente contenido de SNOs. Es conocido que los SNOs, en
presencia de algunos metales y reductores como es el GSH y el ascorbato - que
aumentaron en pimiento por la LT (Tabla 4.2) - pueden ser descompuestos dando lugar
al NO segun se ha descrito anteriormente (Holmes and Williams, 2000; Smith and
Dasgupta, 2000). Por otra parte, en otras especies de plantas ha sido descrito que la LT
puede promover un efecto opuesto sobre el contenido de NO. En hojas de plantas de
guisante expuestas a LT durante 48 h se observé un aumento en el contenido de NO,
que fue acompariado por un incremento de los SNOs, la actividad GSNO reductasa y las

proteinas nitradas en tirosina (Corpas et al., 2008). Un comportamiento similar del NO
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fue descrito en plantas de Arabidopsis thaliana expuestas a 4°C durante 1-4 h (Cantrel
et al., 2011) o durante la aclimatacion al frio (Zhao et al., 2009) donde increment6 el
contenido del NO. Por consiguiente, todos estos resultados sostienen la existencia de

una conexion entre el metabolismo de NO vy el estrés por LT.
6. La baja temperatura provoca estrées oxidativo y nitrosativo

En plantas de pimiento, los sintomas fenotipicos observados durante el primer y el
segundo dia de tratamiento a LT iban acompafiados por un aumento de la peroxidacién
lipidica y de la nitracion de la tirosina de las proteinas (NO,-Tyr), que son considerados
marcadores bioquimicos del estrés oxidativo y nitrosativo, respectivamente (Requena et
al., 1996; Corpas et al., 2007) (Fig. 1.5). Existen varios ejemplos donde el aumento de
los productos oxidados como son los lipidos se considera un parametro fiable para
indicar el dafio de las membranas celulares, siendo las membranas de los cloroplastos
las primeras y donde el dafio es mas aparente (Krarsch and Wise, 2000). En nuestro
caso, se usd un procedimiento histoquimico para detectar la peroxidacion lipidica pues
en comparacion con los métodos bioquimicos, permite detectarla en células individuales
de un tejido compuesto de distintas tipos de células. Asi, en hojas se observé que la LT
produce peroxidacion lipidica en los tejidos vasculares, lo que explicaria la flacidez de
la hoja durante las primeras 48 h de exposicion a LT. De modo parecido, la
recuperacion observada durante el tercer dia estaria correlacionada con la menor
peroxidacion lipidica detectada en las hojas. Ademas, el aumento de la actividad
NADPH oxidasa en la membrana puede también contribuir al dafio producido. EI estrés
oxidativo observado por el tratamiento por LT en hojas de plantas de pimiento durante
el primer y segundo dia estaria de acuerdo con estudios previos descritos en plantas de
maiz (Prasad et al., 1994; Hodges et al., 1997; Pinhero et al., 1997).

Con respecto al aumento de la nitracion de la tirosina de proteinas (NO,-Tyr), hay
poca informacién disponible en plantas (Corpas et al., 2009a). Sin embargo, los datos
existentes parecen indicar que este parametro podria ser también un buen marcador para
establecer si un estrés medioambiental especifico estd acompafiado por un estrés
nitrosativo. Varios trabajos sugieren que esta correlacién tiene lugar porque distintos
estreses ambientales, que provocan estrés oxidativo, también inducen un aumento en la

nitracion de la tirosina de proteinas. Asi, este proceso se ha descrito en distintas
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especies vegetales como en olivo y Arabidopsis bajo condiciones de estreés salino
(Valderrama et al., 2007 Corpas et al., 2009b), en plantulas de guisante y girasol que
han sufrido dafio mecénico (Corpas et al., 2008; Chaki et al., 2011), en suspensiones
celulares BY-2 de tabaco en respuesta a estrés bidtico (Saito et al., 2006), y en plantulas

de girasol después de la infeccion por mildit (Chaki et al., 2009a).

7. El estrés por frio y la aclimatacion al mismo implica la homeostasis del estado

redox

Los resultados obtenidos en esta tesis mostraron que en plantas de pimiento expuestas a
LT durante 24-48 h se produjo un desequilibrio general del metabolismo de ROS y RNS
con el resultado de un estrés oxidativo y nitrosativo. Sin embargo, se observo también
que durante el tercer dia de tratamiento a LT las plantas de pimiento empezaron a
recuperarse y esto debe indicar que esta teniendo lugar un mecanismo de aclimatacion
al frio, con la aportacion de las deshidrogenasas generadoras de NADPH para
restablecer un estado redox éptimo (altos niveles de GSH y ascorbato) que permita a las
plantas dicha aclimatacion. Esto iba acompafiado por una recuperacion en la turgencia
de las hojas hacia un fenotipo normal y por la reduccién de la peroxidacion lipidica y

nitracion de proteinas.

Segun los datos descritos en otras especies de plantas (Kocsy et al., 2001b), el
alto contenido de GSH observado en hojas de pimiento podria ser uno de los factores
que contribuyen a la aclimatacion al frio observada. Asi, esta estrategia garantizaria el
suministro de GSH para el ciclo ascorbato-glutation y otros procesos como son la
reaccion con el NO para formar el S-nitrosoglutation. Desde un punto de vista aplicado,
este proceso de la aclimatacion al frio podria ser usado como una estrategia agronémica
para mejorar la resistencia de las plantas de pimiento a LT y tal vez también a otros

estreses ambientales.
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Fig. 5.1. Modelo del metabolismo de ROS y RNS durante las primeras 24 horas de tratamiento con baja
temperatura (8°C). Las flechas orientadas hacia arriba en cada pardmetro indican un aumento, y hacia
abajo una disminucion. SOD, superéxido dismutasa; CAT, catalasa; APX, ascorbato peroxidasa; MDAR,
monodeshidroascorbato reductasa; GR, glutation reductasa; G6PDH, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa;
6PGDH, 6-fosfogluconato deshidrogenasa; ICDH, isocitrato deshidrogenasa; GSH, glutatién reducido;
GSSG, glutatién oxidado; ONOQ', peroxinitrito; GSNO, S-nitrosoglutation; GSNOR, S-nitrosoglutatién

reductasa.
8. Identificacion y cuantificacion de GSNO en plantas superiores

La importancia fisiologica y fitopatologica de los compuestos tidlicos de bajo peso
molecular incluyendo el glutation reducido (GSH) y su correspondiente forma
disulfdrica, el glutation oxidado (GSSG), esta bien documentada en animales (Ault and
Lawrence, 2003; Biswas and Rahman, 2009; Reynaert, 2011) y en plantas (Rouhier et
al., 2008; Foyer and Noctor, 2011). La importancia fisioldgica de estos compuestos es
aun mayor si se considera su interaccion con el radical libre NO para formar el GSNO

que es metabolizado por la enzima GSNO reductasa (Leterrier et al., 2011). Aunque hay

151



métodos bien establecidos para determinar los niveles de GSH y GSSG, como
indicadores del estado redox celular, para conocimiento nuestro, no hay, hasta el
presente, ningun trabajo que haya cuantificado el contenido de GSNO en plantas. Por
esta razon a lo largo del desarrollo de esta memoria, se inicio la puesta a punto de un
método analitico combinando la cromatografia liquida con la espectrometria de masa
como una de las herramientas mas efectivas en la investigacion bioldgica,
particularmente para el analisis de cantidades muy bajas de compuestos en matrices
bioldgicas complejas. Esta técnica estd generalmente caracterizada por una alta
especificidad, sensibilidad y un alto rendimiento potencial. Por consiguiente, el
principal objetivo de este trabajo fue establecer un método sensible y reproducible
basado en la cromatografia liquida asociada con la espectrometria de masa Yy
espectrometria de masa en tandem (LC/MS) para detectar y cuantificar GSNO en

muestras de plantas.

El GSNO es medianamente estable ya que se descompone con una constante de
segundo orden de 3 x 10* M™* s* a 37°C y pH 7,4 (Park, 1988). Sin embargo, esta
estabilidad es relativa y depende de la presencia de otros compuestos en el medio. Por
ejemplo, el GSNO en la presencia de reductores, como son el glutatién o el ascorbato y
el Cu?* puede ser descompuesto para producir NO y GSSG (Gorren et al., 1996; Holmes
and Williams, 2000; Smith and Dasgupta 2000). En plantas, el GSNO es considerado
como un donador de NO puesto que bajo condiciones fisiologicas libera
espontaneamente NO (Lindermayr et al., 2005; Tada et al., 2008; Palmieri et al., 2010).
En tejidos animales, el GSNO ha sido medido usando diferentes técnicas como son el
HPLC con deteccion UV (Park, 1988; Tsikas et al., 1999; Steffens et al., 2001) o el
HPLC con deteccion electroquimica (Yap et al., 2010). Sin embargo, la evidencia
experimental disponible sobre la presencia de GSNO en plantas es escasa. Se han
descrito algunos trabajos que, por métodos inmunohistoquimicos, usando un anticuerpo
comercial frente al GSNO, demuestran la presencia y el contenido relativo de GSNO en
varias especies de plantas bajo condiciones de estrés abiotico. Asi, en secciones de hojas
de guisante, el andlisis inmunohistoquimico mostro la presencia de GSNO en las células
del colénquima que fue drasticamente reducido cuando las plantas crecian en presencia
de Cd** 50 pM (Barroso et al., 2006). Sin embargo, en hojas de olivo, usando

microscopia laser confocal, se localizo el GSNO en los tejidos vasculares y en las
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células del mesofilo esponjoso, sin bien bajo condiciones de estrés salino su intensidad
disminuia en los tejidos vasculares pero aumentaba en las células del mesofilo
esponjoso (Valderrama et al., 2007). Un comportamiento similar fue observado en
hipocotilos de girasol después de la infeccion con el patdégeno Plasmopora halstedii
(Chaki et al., 2009). Recientemente, ha sido también descrito, usando analisis
inmunohistoquimico, que el contenido de GSNO se increment6 en hipocotilos de
girasol después de un dafio mecanico o de un estrés por calor (Chaki et al., 2011a,b).

Cuando se utilizd el método de espectrometria de masas de ionizacién por
electrospray (LC-ES/MS) en hojas de la planta modelo A. thaliana, también fue posible
detectar y cuantificar estos compuestos, demostrando que esta aproximacion descrita en
esta memoria puede ser Util para otras especies de plantas. Con un objetivo
comparativo, se determinaron de forma alternativa los contenidos de GSH y GSSG por
un método espectrofotométrico (ensayo de reciclaje enzimatico; Griffith, 1980). Asi, se
encontré que el contenido de GSH, medido por ambos métodos (LC-ES/MS vy el
ensayo de reciclaje enzimatico), fue muy similar, y se encontraba en el rango de los
valores observados en trabajos previos descritos en Arabidopsis, que oscilaron entre 50
y 700 nmol g PF, habida cuenta que estos valores suelen variar dependiendo del
estadio de desarrollo de la planta, de los 6rganos analizados y de las técnicas utilizadas
(Meyer et al., 2001). Por ejemplo, en hojas de plantas de Arabidopsis de 5 semanas
crecidas en condiciones de dia corto, el contenido de GSH, cuantificado por HPLC de
fase reversa después de la derivatizacién con el monobromobimano, fue de 345 nmol g™
PF (Ball et al., 2004), y en hojas de Arabidopsis crecidas en tierra bajo condiciones de
dia largo el contenido de GSH fue de 256,7 nmol g PF (Bermudez et al., 2010). Por
otra parte, en semillas de Arabidopsis el contenido de GSH cuantificado por un método
espectrofotométrico fue de 390 nmol g* PF (De Ridder et al., 2002; Lee et al., 2008).
De modo parecido, en raices de plantas de Arabidopsis de 3 semanas el contenido de
GSH fue de 247 nmol g™ PF (Takahashi et al., 2000), pero en brotes de plantas crecidas
en el medio MS este contenido fue de 480 nmol g™ PF. Por otro lado, el contenido de
GSH fue de 50 nmol g* PF en suspensiones celulares de Arabidopsis determinado por
un ensayo espectrofotométrico (May and Leaver, 1993). En el caso del GSSG, que es
menos abundante que el GSH, hay una diferencia significativa para ambos métodos,

siendo mas alto el contenido de GSSG determinado por el ensayo espectrofotométrico,
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lo que podria ser debido a la oxidacion del GSH durante el proceso de extraccion y el
tiempo necesario para su derivatizacion con el 2-vinilpiridina. Sin embargo, estos datos
son dificiles de comparar debido a que muchos de los datos publicados estan referidos a
glutation total (GSH + GSSG).

Considerando estos antecedentes, el método analitico descrito aqui para
identificar y cuantificar simultaneamente GSNO, GSH y GSSG en diferentes 6rganos
de plantas de pimiento proporciona una herramienta de investigacién muy util y potente
para poder profundizar en el metabolismo del NO y sus interacciones con otras
moléculas en plantas. La identificacion de cada analito fue clara e inequivoca basada en
su tiempo de retencién y en su exacta relacion m/z. Los puntos clave del éxito de este
método de deteccion de GSNO en plantas son: (i) un método de extraccion simple y sin
etapas de derivatizacion; (ii) un ensayo realizado bajo condiciones controladas con un
pH &cido, baja temperatura y poca luz; (iii) un periodo de tiempo muy corto entre la
extraccion y la medida por LC-ES/MS; y (iv) el tiempo de analisis requerido para cada
muestra es muy corto. Todos estos factores han permitido desarrollar un método
analitico preciso y fiable de GSNO, GSH y GSSG en las diferentes especies de plantas

y en los érganos de las plantas de pimiento.
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1. En este trabajo se investiga por primera vez el metabolismo de las especies
de oxigeno y nitrégeno reactivo (ROS y RNS, respectivamente) en plantas de
pimiento en dos condiciones, una fisiolégica como es el desarrollo post-

germinativo, y otra de estrés ambiental caracterizada por la baja temperatura.

2. Durante el desarrollo de las plantas de pimiento se produce una modulacion
diferencial del metabolismo de las ROS, del éxido nitrico y de las NADP-
deshidrogenasas que es dependiente tanto del estadio de desarrollo como de
los 6rganos analizados, ya sean raices, tallos, hojas o frutos. Esta circunstancia
parece indicar que en las condiciones fisiolégicas estudiadas el metabolismo de
ROS y RNS tienen una regulacién temporal y espacial. Por otro lado, el perfil
del contenido de NO en los primeros estadios del desarrollo permite proponer
que este radical estda implicado en la cascada de sefales que lleva a la

formacion y elongacion de las raices.

3. El estrés por baja temperatura provoca una alteracion en el metabolismo de
ROS y RNS y, en base al incremento tanto de la peroxidacion lipidica como de
las proteinas nitradas, se puede concluir que este estrés medioambiental
conlleva un estrés nitrosativo. Asimismo, durante el periodo de aclimatacién al
frio de las plantas de pimiento, las deshidrogenasas generadoras de poder
reductor en forma de NADPH, el ascorbato y el glutation son elementos claves

en este proceso de gran importancia en la supervivencia de las plantas.

4. La puesta a punto de un sistema analitico que usa la cromatografia liquida
acoplada a la espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (LC-
ES/MS) para identificar y cuantificar el S-nitrosoglutation (GSNO) en los
distintos 6rganos de plantas de pimiento aporta una herramienta de gran valor
para profundizar en el metabolismo del éxido nitrico asi como en el estado

redox de la célula.
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1. The metabolism of reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS,
respectively) in pepper plants has been studied for the first time under two
conditions, physiological with a temporal and spatial analysis during plant
development, and under environmental stress characterized by low

temperature.

2. During the development of pepper plants, there is a differential regulation in
the metabolism of ROS, nitric oxide and the NADP-dehydrogenases which
depends on the organs analyzed, either roots, stems, leaves or fruits. Under
these circumstances, it can be point out that the metabolism of ROS and RNS
has a temporal and spatial regulation. Additionally, considering the NO profile
during the seedling development, it seems that this radical is involved in the

signaling cascade that allows roots formation and elongation.

3. Low temperature stress provokes an alteration of ROS and RNS metabolism,
as deduced from to the rise observed in both lipid peroxidation and protein
tyrosine nitration; it can be concluded that this environmental stress is
accompanied by a nitro-oxidative stress where the NADPH recycling enzymes,
the ascorbate and the glutathione are key elements in the mechanism of cold

acclimation of pepper plants.

4. A liquid chromatography—electrospray/mass spectrometry (LC-ES/MS)
method was set up to detect and quantify simultaneously S-nitrosoglutathione
(GSNO) as well reduced and oxidized glutathione forms (GSH and GSSG,
respectively) in different pepper plant organs including roots, stems and leaves.
This is a valuable new tool to advance in the research of the NO metabolism in

plants and its interaction with non-enzymatic antioxidants, specifically with GSH.
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ABSTRACT

Low temperature is an environmental stress that affects
crop production and quality and regulates the expression of
many genes, and the level of a number of proteins and
metabolites. Using leaves from pepper (Capsicum annum
L.) plants exposed to low temperature (8 °C) for different
time periods (1 to 3d), several key components of the
metabolism of reactive nitrogen and oxygen species (RNS
and ROS, respectively) were analysed. After 24 h of expo-
sure at 8 °C, pepper plants exhibited visible symptoms
characterized by flaccidity of stems and leaves. This was
accompanied by significant changes in the metabolism of
RNS and ROS with an increase of both protein tyrosine
nitration (NO-Tyr) and lipid peroxidation, indicating that
low temperature induces nitrosative and oxidative stress.
During the second and third days at low temperature,
pepper plants underwent cold acclimation by adjusting
their antioxidant metabolism and reverting the observed
nitrosative and oxidative stress. In this process, the levels of
the soluble non-enzymatic antioxidants ascorbate and glu-
tathione, and the activity of the main NADPH-generating
dehydrogenases were significantly induced. This suggests
that ascorbate, glutathione and the NADPH-generating
dehydrogenases have a role in the process of cold acclima-
tion through their effect on the redox state of the cell.

Key-words: antioxidants; NADP-dehydrogenases; nitric
oxide; nitrotyrosine; RNS; ROS.
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glucose-6-phosphate  dehydrogenase; GR, glutathione
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polyvinylpolypyrrolidone; RNS, reactive nitrogen species;
ROS, reactive oxygen species; SNOs, S-nitrosothiols; SOD,
superoxide dismutase.

INTRODUCTION

The production of ROS, such as hydrogen peroxide (H,O,)
and superoxide radicals (O,"), in different cell compart-
ments in response to environmental stress is well estab-
lished (Apel & Hirt 2004; Foyer & Noctor, 2005a; Gechev
et al. 2006; Suzuki & Mittler, 2006; del Rio ef al 1996, 2009;
Miller et al. 2010; McCarthy et al. 2011). More recently, the
discovery that plant cells can generate the free radical
NO has opened new ways of research since NO and
other related molecules like S-nitrosoglutatione (GSNO)
or ONOO-, collectively designated as RNS, are also
involved in the mechanism of response against environmen-
tal stress (Valderrama et al. 2007; Corpas et al. 2008; Chaki
et al. 2009a, 2011). Additionally, the involvement of enzy-
matic components that regulate the production of essential
antioxidant molecules such as GSH and NADPH indicates
that the redox state of the cell is a cornerstone in the mecha-
nism of regulation (Noctor 2006).

Low temperature (LT) is an environmental factor that
has a significant influence in plant growth affecting photo-
synthesis, uptake of water and nutrients, among others.
Many economically significant crops, such as cotton,
maize, pepper, rice, soybean, tomato, some tropical fruits
(e.g. bananas, papayas and mangoes) and subtropical fruits
(e.g. grapes, oranges) are LT sensitive, which affects their
production and quality (Sharma, Sharma & Deswal 2005).
The influence of this type of stress has been studied at
different levels from whole plants to single molecules.
However, depending either on the type of plants (annual,
biannual, shrubs or trees) or the intensity and duration of
the exposure of plants to LT, the strategies used by
plants can change. Thus, it has been shown that LT
regulates the expression of many genes (Shinozaki,
Yamaguchi-Shinozaki & Seki 2003), and there are bio-
chemical changes that affect the level of a number of
proteins, lipids and metabolites. These include the
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accumulation of cryoprotective peptides, synthesis of low
molecular cryoprotective sugars (praline and raffinose),
antifreeze proteins, dehydrins, ROS scavenging enzymes
and soluble antioxidants (Thomashow 1999; Hannah, Heyer
& Hincha 2005; Sharma et al. 2005; Renaut, Hausman &
Wisniewski 2006; Liitz 2010).

Pepper (Capsicum annuum L.), a member of the Solan-
aceae family, is a very important crop, its fruits being the
second worldwide consumable vegetables and excellent
sources of many essential nutrients for humans, especially
vitamin C, f-carotene and calcium. Additionally, some
pepper cultivars contain significant quantities of capsaici-
noids, a group of pungent phenolic-derived compounds
with strong physiological and pharmacological properties
(Topuz & Ozdemir, 2007). Thus, the growing global
demand of pepper fruits implies several strategies to
increase crop production and fruit quality through specific
agricultural fertilization practices (Pascual ef al. 2010) or
promoting the investigation to improve the plant resis-
tance to environmental stresses. Pepper plants are origi-
nally from tropic regions and require high temperature
conditions for their development. Consequently, the
optimum growth temperature is between 25 and 30 °C,
in such a way that temperature changes affect a variety
of physiological functions and morphological develop-
ment. When temperature decreases below 15 °C, pepper
growth is reduced, and bloom and fruit production stop
(Mercado et al. 1997). LT affects pepper vegetative devel-
opment and reproduction by disturbing the function of the
flower female organs and the number of viable pollen
grains per flower (Polowick & Sawhney 1985; Pressman
etal. 1998, 2006; Shaked, Rosenfeld & Pressman 2004).
Thus, fruits from plants that have been set under low
night temperatures (14 °C or less) usually are deformed
and seedless causing significant economical losses.
Taking into account the important agronomical relevance
of pepper (Mateos 2006), the main goal of this work was
to study the antioxidant metabolism and homeostasis of
ROS and RNS in this plant species under LT conditions,
since this environmental stress considerably affects
pepper growth. The results obtained showed that in
pepper plants LT causes nitrosative and oxidative stress
during the first 24 h but after this period, plants seem to
recover by an acclimation of their metabolism, which
involves important changes in their cellular antioxidant
and redox state.

MATERIALS AND METHODS
Plant materials and growth conditions

Pepper (Capsicun annuum L) seeds, California type, were
obtained from Syngenta Seeds S.A. (El Ejido, Almeria,
Spain). Seeds were germinated in Petri dishes containing
Murashige and Skoog medium for 5 d at 30 °C in the dark.
Then, the healthiest seedlings were transferred individually
into 10-cm-diameter pots containing peat soil and grown in
a growth chamber at 22/18 °C and a 16 h photoperiod for

30 d. Afterwards, plants were subjected to LT treatment
(8°C) for 1 to 3d.

Crude extracts of plant tissues

Pepper leaves were frozen in liquid N, and ground in a
mortar. The powder was suspended in a homogenizing
medium containing 50 mm Tris-HCL, pH 7.8, 0.1 mm ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA), 5 mwm dithiothreitol
(DTT),0.2% (v/v) Triton X-100,10% (v/v) glycerol and 2%
(w/v) PVPP. Homogenates were centrifuged at 27 000 g for
25 min at 4 °C and supernatants were immediately used for
the assays.

Histochemical assay for lipid peroxidation

Histochemical detection of lipid peroxidation was
performed with the Schiff’s reagent, which detects alde-
hydes that originate from lipid peroxides (Yamamoto,
Kobayashi & Matsumoto 2001). Leaves were incubated in
the Schiff’s reagent for 60 min and then were bleached
by immersing in boiling ethanol until appearance of
red/purple colour, which indicates the presence of lipid
peroxidation.

Determination of H,0,, ascorbate and GSH

The concentration of H,O, in pepper leaf extracts
was determined spectrophotometrically by a peroxidase
coupled assay using 4-amininoantipyrine and phenol as
donor substrates (Frew, Jones & Scholes 1983). Soluble
fractions (300-500 uL) were added to a reaction mixture
containing 25 mm phenol, 5 mm 4-aminoantipyrine, 0.1 m
potassium phosphate buffer (pH 6.9), 0.02 um peroxidase
and 2.5 um H,0,. Quinone-imine formation was measured
at 505 nm.

For the determination of ascorbate and GSH contents in
whole leaves, crude extracts were prepared in 5% (W/v)
meta-phosphoric acid and the methods of the bipyridyl
and the reduction of 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzole) acid
(DTNB), were used for ascorbate and GSH, respectively
(Griffith 1980; Okamura 1980).

Enzymatic activity assays

Catalase activity (EC 1.11.1.6) was determined by measur-
ing the disappearance of H,O,, as described by Aebi (1984).
APX (EC 1.11.1.11) was determined by monitoring the
initial ascorbate oxidation by H,O, at 290 nm (Hossain &
Asada, 1984). MDAR (1.6.5.4) was assayed by measuring
the monodehydroascorbate-dependent NADH oxidation,
with monodehydroascorbate being generated by the
ascorbate/ascorbate oxidase system (Hossain, Nakano
& Asada 1984). The rate of monodehydroascorbate-
independent NADH oxidation (without ascorbate
and ascorbate oxidase) was subtracted from the
monodehydroascorbate-dependent reaction. GR (EC
1.6.4.2) was assayed by monitoring the NADPH oxidation

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment
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coupled to the reduction of GSH (Edwards, Rawsthone &
Mullineaux 1990). The reaction rate was corrected for the
small, non-enzymatic oxidation of NADPH by glutathione
disulfide (GSSG). GSNOR activity was assayed spectro-
photometrically at 25 °C by monitoring the oxidation of
NADH at 340 nm (Barroso et al. 2006).

G6PDH (EC 1.1.1.49) activity was determined spectro-
photometrically by recording the reduction of NADP at
340 nm. Assays were performed at 25°C in a reaction
medium (1 mL) containing 50 mm 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), pH 7.6, 2 mm
MgCl, and 0.8 mM NADP, and the reaction was initiated
by the addition of 5mwm glucose-6-phosphate. For the
determination of 6-phosphogluconate dehydrogenase
(6PGDH; EC 1.1.1.44) activity, the reaction mixture was
similar to that described for G6PDH, but the substrate
was Smwm 6-phosphogluconate (Corpas etal. 1998).
NADP-isocitrate  dehydrogenase (NADP-ICDH; EC
1.1.1.42) activity was also measured by following the
NADP reduction according to Corpas et al. (1999). Thus,
the assay was performed at 25 °C in a reaction medium
(1 mL) containing 50 mmM HEPES, pH 7.6, 2 mm MgCl,
and 0.8 mmM NADP, and the reaction was initiated by the
addition of 10mm 2R,3S-isocitrate. NADP-ME (EC
1.1.1.40) activity was also determined spectrophotometri-
cally by recording the reduction of NADP at 340 nm using
the same reaction mixture (1 mL) indicated earlier for
other dehydrogenases, but in this case, the reaction was
initiated by the addition of 1 mm L-malate (Valderrama
et al. 2006).

SOD and NADPH oxidase isozymes

Native polyacrylamide gel electrophoresis was performed
using acrylamide gels as described by Davis (1964).

SOD (EC 1.15.1.1) isozymes were separated by non-
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) on
10% acrylamide gels and visualized by a photochemical
NBT (nitroblue tetrazolium) reduction method (Beau-
champ & Fridovich, 1971). To identify the type of SOD
isozymes, gels were incubated separately at 25°C for
30-45 min in 50 mm K-phosphate, pH 7.8, in the presence or
absence of either 2 mm KCN or 5 mm H,0,. CuZn-SOD is
inhibited by CN~ and H,O,, Fe-SOD is inhibited by H,O,
but not by CN-, whereas Mn-SOD is not inhibited by either
CN- or H,O, (Corpas et al. 1998).

NADPH oxidase (NOX; EC 1.6.3.1. 1) isozyme activity
was assayed in gels by the NBT reduction method of Lépez-
Huertas et al. (1999), as modified by Sagi & Fluhr (2001).
Gels were incubated in the dark for 20 min in a reaction
mixture solution containing 50 mm Tris-HCI buffer (pH
7.4),0.2 mm NBT, 0.1 mm MgCl, and 1 mm CaCl,. NADPH
(0.2 mm) was added and the appearance of blue formazan
bands was monitored. The reaction was stopped by immer-
sion of the gels in distilled water. As control, 50 um diphe-
nyleneiodonium (DPI) was added as specific inhibitor of
superoxide radical generation.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment

Sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
Western blotting

SDS-PAGE was carried out according to the method of
Laemmli (1970) in 10% acrylamide slab gels. For Western
blot analysis, proteins were transferred to PVDF mem-
branes with a semi-dry Trans-Blot cell (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). After transfer, membranes were used for cross-
reactivity assays with a rabbit polyclonal antibody against
3-nitrotyrosine (Corpas et al. 2008) diluted 1:8000. For
immuno-detection, an affinity-purified goat anti-(rabbit
IgG)-horseradish peroxidase conjugate (Bio-Rad) and an
enhanced chemiluminescence kit (ECLPLUS, Amersham,
Piscataway, NJ, USA) were used. As positive control, com-
mercial nitrated BSA (Sigma, St Louis, MO, USA) was
used.

RNA isolation and semi-quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted with Trizol according to Gibco
BRL, Life Technologies (Rockville, MD, USA). Two
micrograms of total RNA were used to produce cDNA
by RT-PCR (Mateos et al. 2009). Semiquantitative reverse
transcription-PCR amplification of actin cDNA from
pepper was chosen as control. Catalase, SOD, GR, MDAR,
APX and actin cDNAs were amplified by the PCR as
follows: 1 uL of each cDNA (30 ng) was added to 250 mm
dNTPs, 1.5 mm MgCl,, 1 x PCR buffer, 0.5 U of Hot Master
TagTM DNA polymerase (Eppendorf, Hauppauge, NY,
USA) and 0.5 mm of each primer (Table 1) in a final volume
of 20 uL. Reactions were carried out in a Hybaid thermocy-
cler. A first step of 2 min at 95 °C was followed by 28-33
cycles (depending on the gene) of 20 s at 94 °C,20 s at 55 °C
and 30 s at 65 °C plus a final step of 10 min at 65 °C. Then,
PCR products were detected by electrophoresis in 1%
(w/v) agarose gels and staining with ethidium bromide.
Quantification of the bands was performed using a Gel
Doc system (Bio-Rad Laboratories) coupled with a high-
sensitive charge-coupled device (CCD) camera.

Spectrofluorometric detection of NO

To freshly prepared crude extracts of pepper leaves 4,5-
diaminofluorescein (DAF-2) was added at a 10 um final
concentration. Then, reaction mixtures were incubated
at 37 °C in the dark for 2 h, and the fluorescence was
measured in a QuantaMaster™ QM-4 fluorescent spectro-
photomer (PTI® Photon Technology International,
Lawrenceville, NJ, USA) at excitation and emission wave-
lengths of 485 and 515 nm, respectively (Nakatsubo et al.,
1998). As control reaction mixtures leaf samples were pre-
incubated for 30 min with: (1) 1 mm 2-(4-carboxyphenyl)-
4,45 5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO), a
NO scavenger; (2) 1mm NC-nitro-L-Arg methyl ester
(L-NAME), an arginine analog that inhibits mammalian
NO synthase activity; (3) 2mMm aminoguanidine (AG)
another inhibitor of mammalian NO synthase activity
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Table 1. Oligonucleotides used for the semiquantitative reverse-transcription PCR (SQ-RT-PCR) analysis of enzymes involved in the

metabolism of ROS

Name Oligonucleotide sequence (5-3") Product size (bp) Accession number
SQ-RT-PCR
F-CAT GATTTCTTCTCTTTCCTCC
R-CAT CGATGTTCCTATTCAATACC 418 AF227952
F-APX TGTGCTCCTCTTATGCTCC
R-APX CTCAAAACCAGAACGCTCC 485 X81376
F-MnSOD CATGCAGCTTCATCACCAGA
R-MnSOD ATAACAAGGCGCTTCAGCTC 314 AF036936
F-FeSOD CATCACAGGACCTATGTCG
R-FeSOD GGTGTTTTCACAACTACAAGC 352 AY173123
F-CuZnSOD TGTTAGTGGCACCATCCTCT
R-CuZnSOD GGCCGATAATACCACAAGCA 459 AF009734
F-GR TTTGGTTTATGGAGCTGCC
R-GR CAGTGGGAGTTGCTTTCTG 509 AY547351
F-MDAR ATGGAGAGGGTGAAGTCCG
R-MDAR GCCTTGACAGCCTGCTCAG 279 AY652702
F-G6PDH ATTTGTTGGTGCTGCGTT
R-G6PDH CATTGATTGAAGGACCT 255 AY652703
F-6PGDH TGTAGTTATGCTCAGGGGATG
R-6PGDH CTCTCATATGTGTGAGCCCC 374 AY532646
F-ICDH TTGTGCCAGAAGGTACAGAC
R-ICDH CAGATTCCAGCCTCCTCGTA 418 AYS572426
F-ACT ACTCTTAATCAATCCCTCC
R-ACT GCACTGTATGACTGACACC 573 AY572427

CAT, catalase; MnSOD, manganese-containing SOD; FeSOD, iron-containing SOD; CuZnSOD, copper/zinc-containing SOD; 6PGDH,
6-phosphogluconate dehydrogenase; ICDH, isocitrate dehydrogenase; ACT, actin.

(Corpas et al.2009c); (4) 2 mm Na-tungstate, a nitrate reduc-
tase (NR) inhibitor (Cantrel et al. 2011); (5) 1 um rotenone,
inhibitor of mitochondrial electron transport since
it prevents reduction of complex I (Mgller 2001); and
(6) 2mMm o-difluoromethylornithine (DFMO; DL-o-
difluoromethylornithine hydrochloride hydrate), inhibits
polyamine biosynthesis by the selective, irreversible inhibi-
tion of ornithine decarboxylase (Yoda, Hiroi & Sano 2006).

Detection of NO, ONOO- and SNOs by confocal
laser scanning microscopy (CLSM)

NO was detected in pepper leaf transversal sections with
10 um  4-aminomethyl-2’,7’-difluorofluorescein  diacetate
(DAF-FM DA, Calbiochem, San Diego, CA, USA) pre-
pared in 10 mm Tris-HCI (pH 7.4) as described elsewhere
(Corpas et al. 2008). ONOO™ was detected with 10 um 3’-(p-
aminophenyl)-fluorescein (APF, Invitrogen) prepared in
10 mm Tris-HCI (pH 7.4) according to Chaki et al. 2009b.
SNOs were detected using the fluorescent reagent Alexa
fluor 488 Hg-link phenylmercury (Valderrama et al. 2007).
In all cases, leaf transversal sections were examined with a
confocal laser scanning microscope (Leica TCS SL, Leica
Microsystems, Heidelberg GmbH, Wetzlar, Germany).

Other assays

Protein concentration was determined with the Bio-Rad
Protein Assay, using bovine serum albumin as standard. To

estimate the statistical significance between means, the data
were analysed by Student’s #-test.

RESULTS

The phenotype of the 30-day-old pepper plants exposed to
LT for several days (1-3 d) is shown in Fig. 1. LT caused an
increase of flaccidity in both stems and leaves from the first
to the third days, the most evident symptoms being
observed at the first day. After 24 h shoots started to
recover their original appearance.

No. of days exposed at 8°C

Figure 1. Phenotype of 30-day-old pepper plants exposed to
low temperature (8 °C) for 0 to 3 d.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment
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Table 2. Total ascorbate and GSH (reduced and oxidized) content in leaf extracts from pepper plants exposed to low temperature
(8°C) for 1 to 3 d. Data are the mean * standard error of the mean (SEM) of at least three different experiments

No. of days Ascorbate (ug- g FW) GSH (ug- g FW) GSSG (ug- g FW) GSH/GSSG ratio
0 77.28 = 4.13 9.19 = 0.56 7.20 = 0.56 1.3
1 104.04 = 1.43* 17.25 = 0.76* 3.59 + 0.34* 4.8
2 112.30 = 1.45* 14.19 = 0.65* 8.09 = 0.26 1.8
3 101.26 = 2.45% 14.29 = 0.18* 6.53 = 0.55 22

*Differences from control values were significant at P < 0.05.

Effect of LT on the metabolism of ROS

To know how LT affects the status of non-enzymatic anti-
oxidants, the content of GSH and ascorbate in pepper
leaves was studied (Table 2). Thus, the total ascorbate
(reduced + oxidized) and GSH increased about 35 and
88%, respectively, in leaves exposed 1d to LT compared
with control plants, and afterwards similar levels were
maintained during the second and third days of LT treat-
ment. The content of oxidized GSH (GSSG) was reduced
about 50% after 1 d exposure to LT and then no significant
changes were observed in comparison with control plants.
The ratio GSH/GSSG underwent an increase of 3.7-fold
after 1 d of LT treatment.

The activity of catalase, a characteristic antioxidant
enzyme, increased 34% to 36% during the first and second
days, and then it was not significantly affected by LT
(Fig. 2a). The analysis of SOD activity by native PAGE
showed in all treatments the presence of four SOD
isozymes that were identified as a Mn—-SOD, a Fe-SOD and
two CuZn-SODs, which were named as isozymes CuZn-
SOD I and CuZn-SOD II according to their increasing
electrophoretic mobility (Fig. 2b). No significant changes
were observed in the SOD isoenzymatic pattern of plants
after 3 d under LT.

On the other hand, the activity of the antioxidative
ascorbate—GSH cycle enzymes, including APX, MDAR and
GR was also analysed (Fig. 3). Thus, APX and MDAR
activities were induced 40 and 31%, respectively, after 1 d
LT treatment (Fig. 3a,b, respectively), but then no signifi-
cant differences were observed in the MDAR activity. On
the contrary, the GR activity was reduced 49 and 73%
during the second and third days of LT stress, respectively
(Fig. 3c).

The semi-quantitative reverse-transcription PCR analy-
sis of the mRNA expression of seven antioxidant enzymes,
including catalase, Mn-SOD, FeSOD, CuZnSOD, APX,
MDAR and GR in pepper plants exposed to LT during
several days is shown in Fig. 4. In general, none of the
analysed genes showed significant changes during this
period of time. Likewise, analysis of the H,O, content in
pepper leaves did not show significant differences during
the period of treatment (Fig. 5)

The effect of LT on the activity of the main NADP-
dehydrogenases is shown in Fig. 6. The activity of G6PDH
increased from 32 to 44% during the three days of exposure
to LT (Fig. 6a). The 6PGDH activity also increased between

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment

30 and 33% after the first day and this increase was main-
tained till the end of the treatment (Fig. 6b). The NADP-
ICDH activity increased 26% in the first and second day of
treatment, but no significant changes were observed in the
third day compared with control plants (Fig. 6¢). The ME
activity increased 23% during the first day, and 40 and 31%
during the second and third days under LT, respectively
(Fig. 6d).

Peroxidation of unsaturated lipids in biological mem-
branes is recognized as a marker of oxidative damage by
ROS. To verify the potential ROS damage in pepper plants
during the LT treatment, a histochemical method with the
Schiff’s reagent was used to detect aldehydes that originate
from lipid peroxides (Yamamoto et al. 2001). Pepper leaves
from plants exposed to LT for several days and stained for

o
L

Catalase activity

T

€518 * *

"9

(e X=X

:|_‘:‘*.:D 0.9

]

gk

1 T T T 1
0 1 2 3

Days exposed at 8°C

(b)

<= MnSOD
<= FeSOD

<= CuZnSOD |
<= CuZnSOD I

o 1 2 3

Days exposed at 8°C

Figure 2. Catalase and SOD activities in leaf extracts of
30-day-old pepper plants exposed to low temperature (8 °C) for
0 to 3 d. (a) Catalase activity. Values are means of at least three
independent experiments. *Differences from control values were
significant at P > 0.05. (b) SOD isozymes were separated by
native-PAGE (10% acrylamide) and stained by a photochemical
method (20 ug protein per lane).
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Figure 3. Activity of the ascorbate-GSH cycle enzymes in leaf
extracts of 30-day-old pepper plants exposed to low temperature
(8 °C) for 0 to 3 d. (a) APX activity. (b) MDAR activity. (c) GR
activity. Values are means of at least three independent
experiments. *Differences from control values were significant
at P> 0.05.

lipid peroxidation are shown in Fig. 7. The red/purple
colour corresponds to the presence of lipid oxidation and a
clear intensification of this colour was observed throughout
the main and secondary veins in leaves of plants exposed
for 1 and 2 d to LT. On the contrary, in leaves from plants
treated for 3 d there were no differences compared with
controls.

NADPH oxidase (NOX) activity is considered an impor-
tant source of superoxide radicals in plants (Sagi & Fluhr
2001; Fluhr 2009; Miller et al. 2009). The detection of NOX
activity in pepper leaves using non-denaturing gels showed
the presence of three isozymes, designated I to III in order
to their increasing mobility in gels (Fig. 8). It was found that
isozyme NOX III was induced in pepper leaves after 1d
of plant exposure to LT, whereas the activity of NOX I
diminished after 24 h at LT.

Days exposed at 8°C

0 1 2 3

Catalase
MnSOD
FeSOD
CuZnSOD
APX
MDAR

GR
Actin

Figure 4. Analysis of the mRNA expression of the
antioxidative enzymes catalase, SOD isozymes (MnSOD, FeSOD,
CuZnSOD), APX, MDAR and GR in pepper leaves of plants
exposed to low temperature (8 °C) for 0 to 3 d. Semiquantitative
reverse transcription-PCR was performed on total RNA isolated
from pepper leaves. Representative agarose electrophoresis gels
of the amplification products visualized by ethidium bromide
staining under UV light.

Effect of LT on the metabolism of RNS

In plants, NO biosynthesis can be mediated by different
pathways including L-arginine-NO synthase activity, NR
activity, mitochondrial electron transport or mediated
by polyamines. To examine the relative contributions of
these potential sources in pepper leaves a pharmacological
approach was used. Accordingly, the effects of specific
inhibitors of each pathway were studied in the NO release
(Fig. 9a). As a result, leaf samples were preincubated with
1 mm L-NAME (an arginine analog that inhibits mamma-
lian NO synthase activity), 1 mM aminoguanidine (an
animal NOS inhibitors), 1 mm Na-tungstate (a NR inhibi-
tor), 1 um rotenone (inhibitors of mitochondrial electron

202
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Days exposed at 8°C

= N W b O

nmol H,0, - mg~" protein

Figure 5. Hydrogen peroxide content in pepper leaves of plants
exposed to low temperature (8 °C) for 0 to 3 d. Values are means
of at least three independent experiments.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment



ROS and RNS in pepper plants under low temperature stress 7

(b)

=

G6PDH activity

6PGDH activity

o 15 1
_E . g 40
< * * : * * *
E £ 10- E <
] -8

= Q
58 s 3
< z
z 5
° £
£ T T T <
< 0 1 2 3 0 1 2 3

Days exposed at 8 °C Days exposed at 8°C
©  NADP-ICDH activity @ g
- . ME activity
g 60- * * 2 4 *
< - * * Figure 6. Activity analysis of
E c 40 E <30 NADP-dehydrogenases in leaves from
2 2 pepper plants exposed to low temperature
as [ (8°C) for 0 to 3 d. (a) G6PDH activity.
< 20 z (b) 6PGDH activity. (c) NADP-ICDH
5 s activity. (d) ME activity. Data are the
E . . . . g mean = SEM of at least three different
0 1 2 3 0 1 2 3 experiments. Asterisks indicate that

Days exposed at 8 °C

transport since prevents reduction of complex I) and 2 mm
DFMO (inhibits polyamine biosynthesis by the selective,
irreversible inhibition of ornithine decarboxylase). Addi-
tionally, the NO scavenger cPTIO was used as negative
control because it efficiently impaired the fluorescence
detected with DAF-2 in comparison with control samples
by 68%.Thus, NO production was strongly reduced with the
tungstate (by 70%) a NR activity inhibitor, followed for the
NOS inhibitors aminoguanidine (by 53%) and L-NAME
(by 49%). The rotenone reduced the NO production by
19% and DFMO (inhibits polyamine biosynthesis) by 9%.
Therefore, the results suggest that NR and L-arginine-
dependent NO synthase activities are the major contribu-
tors of NO production in pepper leaves.

Lipid peroxidation

\

0 1 2

Days exposed at 8°C

Figure 7. Histochemical detection of lipid peroxidation in
leaves of 30-day-old pepper plants exposed to low temperature
(8 °C) for 0 to 3 d. The red/purple colour indicates the presence
of lipid peroxidation detected with the Schiff’s reagent.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment

Days exposed at 8 °C

differences from control values were
statistically significant at P < 0.05.

When pepper plants were exposure at 8 °C, the NO
content in leaves was reduced between 52 and 64% with
respect to control plants during the three days at 8 °C
(Fig. 9b). The GSNO reductase activity showed a rise of
32% during the first and third days of treatment but no
significant effect was observed after 2 d (Fig. 9c). The immu-
noblot analysis of the protein profile of tyrosine nitration in
pepper leaves during the three days of exposure to LT, using
an antibody against nitrotyrosine (NO,-Tyr), is shown in

NOX activity
- |
<« |l
< I
0 1 2 3

Days exposed at 8°C

Figure 8. Detection of NOX isozymes fom leaves of pepper
plants exposed to low temperature (8 °C) for 0 to 3 d. Protein
samples (20 pg) were separated by native PAGE (6%
acrylamide), then gels were incubated with NBT and NADPH
until the appearance of blue formazan bands was observed.
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Figure 9. (a) Pharmacological characterization of NO source(s)
in pepper leaves samples by spectrofluorometric assay using
DAF-2 (see Material and Methods). In all cases pepper leaves
samples were pre-incubated for 30 min with different inhibitors
including 1 mm L-NAME (an arginine analog that inhibits
mammalian NO synthase activity), 1 mm aminoguanidine (AG, an
animal NOS inhibitors), 1 mm Na-tungstate (a NR inhibitor),

1 um rotenone (inhibitor of mitochondrial electron transport
which prevents reduction of complex I) and 2 mm
o-difluoromethylornithine (DFMO; inhibits polyamine
biosynthesis by the selective, irreversible inhibition of ornithine
decarboxylase). As control, leaf samples were preincubated with
cPTIO as NO scavenger. (b) Spectrofluorometric detection of
NO with DAF-2 in pepper leaves of plants exposed to low
temperature (8 °C) for 0 to 3 d. The fluorescence produced was
expressed as arbitrary units per milligram of fresh weight (FW).
(b) Spectrophotometric assay of S-nitrosoglutathione reductase
(GSNOR) activity in pepper leaves of plants exposed to low
temperature (8 °C) for 0 to 3 d. Results are means = SEM of
samples from at least three different experiments. Asterisks
indicate that differences from control values were statistically
significant at P < 0.05.
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Figure 10. Representative immunoblot showing the protein
tyrosine nitration in leaves from pepper plants exposed to low
temperature (8 °C) for 0 to 3 d. Leaf samples (50 ug of protein
per lane) were subjected to sodium dodecyl sulphate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western
blotting analysis using an antibody against 3-nitrotyrosine
(NO,-Tyr) (dilution 1: 8000). Commercial nitrated BSA
(NO,-BSA) (2 ug of protein) was used as positive control. The
numbers on the left side of the immunoblot indicate the relative
molecular masses of the protein markers.

Fig. 10. In control leaves four weak immnunoreactive bands
were observed, with molecular masses of approximately 45,
71,91 and 97 kDa, the most prominent bands being those of
71 and 91 kDa. After 1 d exposure to LT an intensification
of these four nitrated-protein bands took place, but after
2 d the intensity of these bands decayed, being almost
undetectable at the third day.

Considering that many of the analysed parameters seem
to undergo a significant modification after the first day of
plant exposure to LT, this time was selected for the cellular
analysis of the RNS metabolism of pepper leaves by CLSM,
using specific fluorescent probes for NO, ONOO™and SNOs
(Fig. 11). NO was analysed using the fluorescent probe
DAF-FM DA where the green fluorescence is attributable
to NO. In control pepper leaves, the localization of endog-
enous NO showed an intense green fluorescence in palisade
mesophyll, vascular tissues (xylem and phloem), and a
lower intensity in the upper and lower epidermal cells
(Fig. 11a). In plants exposed to LT for 1d the green fluo-
rescence was slightly reduced in all cell types (Fig. 11b). On
the other hand, the cellular production of ONOO™~ was
analysed using the fluorescent probe 3’-(p-aminophenyl)
fluorescein (APF). In control leaves, the green fluorescence
attributable to ONOO~ was scarcely observed in vascular
tissue (Fig. 11c). However, in plants exposed for one day to
LT, green fluorescence was more intense in vascular tissue
and started to be observed in palisade mesophyll (Fig. 11d).
SNOs were detected using the fluorescent probe, Alexa

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment
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Low temperature

Oh

NO

ONOO-

SNOs

Fluor 488 Hg-link (AF) that reacts with S-nitrosylated
thiols (SNOs) via the Saville reaction (Chaki ez al. 2009a).
In control leaves, the green fluorescence attributable to
SNOs was present mainly in vascular tissue, palisade and
spongy mesophyll (Fig. 11e) and after 1 d at 8 °C a general
intensification of fluorescence in the same cell types was
observed (Fig. 11f).

Considering that pepper plants seem to undergo a process
of cold acclimation since some of the analysed parameters
were recovered to normal level, it was analysed the behav-
iour of some of the above parameters including lipid peroxi-
dation, NO content, catalase and NADP-ICDH activities
in leaves of pepper plants exposed to several situations:
(I) control pepper plants grown under optimal temperature;
(IT) pepper plants exposed to LT for 24 h; (III) pepper plants
exposed to 8 °C for 24 h and then moved to optimal tem-
perature for another 24 h;and (IV) pepper plants exposed to
8 °C for 24 h, moved to optimal temperature for 24 h and

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment

Figure 11. Representative images
illustrating the CLSM detection and
visualization of NO (a and b), ONOO~

(c and d) and SNOs (e and f) in
transversal cross-sections of pepper leaves
of plants exposed to low temperature

(8 °C) for 0 (control) and 24 h. The bright
green fluorescence corresponded to the
detection of NO, ONOO™ and SNOs in
the corresponding panels. E,, adaxial
epidermis. E,, abaxial epidermis. Pm,
palisade mesophyll. Sm, spongy
mesophyll. V, main vein.

moved back again to 8 °C for another 24 h (Supporting
Information Fig. 1). Thus, lipid peroxidation was reduced
during the treatment III being the damage less intense after
treatment IV (Supporting Information Fig. Sla). Similar
behaviour was observed with catalase and NADP-ICDH
activities (Supporting Information Fig. S1b,c). However, in
the case of NO content seems to be still significantly affected
even after a period of acclimation for 24 h (treatment IIT)
where the cold stress is alleviated.

DISCUSSION

Among the different abiotic stresses that affect plants, LT
can be considered one of the most harmful (Hannah et al.
2005; Sharma et al. 2005; Janska et al. 2010). Thus, many
studies have shown that LT induces changes in expression
of hundreds of genes followed by an increase in the levels
of many metabolites, some of which are known to have
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protective effects against the damaging effects of cold stress
(Seki et al. 2002; Shinozaki et al. 2003; Sharma et al. 2005;
Chinnusamy, Zhu & Zhu 2007; Zhu, Dong & Zhu 2007;
Winfield eral. 2010). Although there are some reports
focused on the analysis of antioxidant response to LT, less
information is available of the involvement of NO and
NO-derived molecules in this process. Consequently, the
main goal of this work was to study the antioxidant metabo-
lism and homeostasis of ROS and RNS in this plant species
under LT conditions, since this environmental stress con-
siderably affects pepper growth.

LT induces antioxidative systems and disturbs
the redox homeostasis in pepper leaves

During the period of time in which pepper plants were
exposed to LT (3 d) an overall induction of enzymatic and
non-enzymatic antioxidant systems was observed. Catalase
and APX, involved in the direct removal of H,O,, were
induced after 24 h even when the content of this molecule
apparently did not change. A similar increase was observed
for the MDAR activity as well as for the content of ascor-
bate and GSH. However, GR kept its activity during the
first day with a significant reduction during the second and
third days of exposure to LT. In other plant species, the
response of the antioxidative systems to LT stress depends
of how low the temperature and how long the treatment
are. For example, in tobacco plants exposed to LT under
normal light conditions, chloroplastic Fe-SOD and cytosolic
CuZn-SOD are induced (Tsang eral. 1991). In rice, LT
induces a rapid increase in APX activity and then gradual
increases of SOD, MDAR and GR activities what suggests
differential regulations of these enzymes; conversely, cata-
lase activity was not significantly affected (Oidaira et al.
2000). In rice seedling exposed to heat (42 °C for 24 h)
before LT (5 °C for 7 d) an interesting behaviour of APX
was observed. Plants did not develop chilling injury and a
higher level of APX activity and expression was found,
whereas catalase activity was decreased and no significant
difference in SOD activity was observed (Sato et al. 2001).
In pea plants exposed to LT (8 °C) for 48 h, MDAR activity
did not show any significant change but the transcripts of
MDAR and APX increased 2.2- and 2.6-fold, respectively
(Leterrier et al. 2005, 2007). In addition, GR activity was
increased slightly but the transcription level of both chlo-
roplastic and cytosolic GR genes was increased four- and
threefold, respectively (Romero-Puertas et al.2006). In haw
(Crataegus azarolus) leaves exposed to LT (4 °C) for 24 h,
the activities of both MDAR and DHAR increased and
reached a maximum after 16 h of treatment. This was
accompanied by an increase in the gene expression of both
enzymes (Eltelib e al. 2011). In the Coffea genus, different
degrees of cold tolerance have been observed, being the
genotype Icatu the best documented because it has signifi-
cant activity increases of chloroplastic CuZnSOD and
APX (Fortunato eral. 2010). In embryonic axes of lotus
(Nelumbo nucifera) exposed to LT (4°C) for 48h the
MnSOD gene was induced eightfold (Naydenov ef al.2010).

GSH is one of the major soluble low molecular weight
antioxidants, as well as the major non-protein thiol in plant
cells (Foyer & Noctor 2005a,b; Noctor 2006; Szalai et al.
2009). It contributes to keep the cellular redox homeostasis
and signalling (Meyer 2008). Thus GSH exerts a protective
role based on the reducing capacity of GSH and the half-
cell reduction potential of the GSH/GSSG couple. In leaves
of pepper plants exposed to LT a significant increase of
GSH from the first to third day of LT treatment and a
significant increase in the ratio GSH/GSSG were observed.
In maize plants the treatment with a combination of two
herbicide safeners provoked a rise of total GSH, with a
concomitant protection against LT (5°C) (Kocsy et al.
2001a). A similar result has been found in mung bean plants
where the pretreatment of leaves with H>O, provoked a rise
of the GSH level and, consequently, an increase of LT
tolerance (Yu, Murphy & Lin 2003).

Ascorbate is a potent ROS scavenger that reacts
with H,O, in a reaction catalysed by APX, and non-
enzymatically with '0O,, O,~ and lipid hydroperoxides
(Foyer 2001; Asada 2006). In pepper leaves, LT induced a
rise in the content of ascorbate and similar results have
been described in other plant species. In spinach leaves
exposed to 10 °C, the content of ascorbate increased and
after 7d it was about 41% higher than in plants grown
at 25°C (Proietti et al. 2009). In the microscopic algae
Dunaliella salina, growth under LT (13°C for 24h)
increased the total ascorbate pool by 10-50%. This was
accompanied by a rise of GSH and SOD activity (Haghjou,
Shariati & Smirnoff 2009).

It must be kept in mind that both ROS production and
antioxidative systems have multiple subcellular localiza-
tions including chloroplasts, cytosol, nuclei, mitochondria
and peroxisomes, among others, and in our experimental
conditions they might participate in a fine modulation of
the ROS levels that could contribute either to control
potential damage or be used for signalling purposes
(Corpas, Barroso & del Rio 2001; Mittler 2002; Mgller,
Jensen & Hansson 2007; Miller et al. 2010; Mgller & Sweet-
love 2010). In Arabidopsis subjected to LT, H,O, was accu-
mulated in the cells,and the APX enzyme activity increased
(O’Kane et al. 1996). In maize leaves, LT induced changes
in the distribution of H,O, and antioxidants between
the bundle sheath and mesophyll cells (Pastori, Foyer &
Mullineaux 2000). In our case, the H,O, content did not
show any significant change by LT treatment, which could
suggest a participation of this metabolite in signalling
processes without inducing cell damages.

NADPH-generating dehydrogenases are
involved in the mechanism of response to LT

NADPH is essential for defense against oxidative stress,
since it is the coenzyme required for the reduction of oxi-
dized GSH by GR in the ascorbate-GSH cycle, and is also
necessary for the NADPH oxidase and the thioredoxin
reductase activity (Noctor, Queval & Gakiere 2006). The
general rise in the activity of the main NADPH-generating

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment
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dehydrogenases, including G6PDH, 6PGDH, NADP-
ICDH and ME, observed in pepper plants exposed to LT
indicated the involvement of these enzymes in the mecha-
nism of response to this stress. In the case of LT, an increase
in G6PDH activity has been reported in alfalfa (Krasnuk,
Jung & Witham 1976), ryegrass (Bredemeijer & Esselink
1995), soybean (van Heerden efal. 2003), banana and
populus (Lin ef al. 2005). In rice roots and pea leaves, the
activity and protein expression of NADP-ICDH are also
induced by LT (Saruyama & Tanida 1995; Lu et al. 2005;
Leterrier et al. 2007; Lee et al. 2009). More recently, in
leaves of maize seedlings it has been reported that ME
transcripts are up-regulated in response to cold stress
(Nguyen et al. 2009).

Taken together, these results suggest that under LT stress
pepper plants seem to require increasing NADPH produc-
tion since the rise of all the NADP-dehydrogenase activities
is maintained throughout the 3 d treatment. This suggests
that these enzymes must play an important role in the
process of cold acclimation observed during the third day of
LT exposure.

LT affects NO homeostasis

In pepper leaves, LT caused a decrease in the NO content
and this could be correlated with the rise of GSH since
both molecules can react nonenzymatically to form
GSNO, which could be considered the most abundant
S-nitrosothiol in plant cells and a long-distance signal mol-
ecule that can operate under certain stress conditions (Lin-
dermayr, Saalbach & Durner 2005; Barroso et al. 2006;
Chaki et al. 2009a, 2011). This behaviour is also well corre-
lated with the increase of GSNOR activity observed during
the first 24 h of exposure to LT. Additionally, the analysis by
CLSM allowed to observe that the leaves of pepper plants
exposed to LT showed a rise of ONOO™, which is formed by
a very quick reaction between NO and O,~ (k=19 x 101
M s7!) (Kissner ef al. 1998). This action could explain the
increase of protein tyrosine nitration found during the first
and second days of exposition to LT stress, because ONOO-
is a molecule that can mediate this post-translational modi-
fication (Radi 2004; Szabd, Ischiropoulos, Radi 2007). The
origin of the NO necessary to form ONOO~ could be the
increased content of SNOs. It is known that SNOs in the
presence of some metals and reductants, such as GSH and
ascorbate, which are augmented by LT (Table 2), can be
decomposed releasing NO (Holmes & Williams 2000; Smith
& Dasgupta 2000). On the other hand, in other plant species
it has been reported that LT can promote an opposite effect
on the NO content. In leaves of pea plants exposed to LT
for 48 h, a rise of the NO content was observed, which was
accompanied by an increase of SNOs, GSNO reductase
activity and tyrosine-nitrated proteins (Corpas et al. 2008).
A similar behaviour of NO was reported in Arabidopsis
thaliana exposed to 4 °C for 1-4 h (Cantrel et al. 2011) or
during cold acclimation (Zhao et al. 2009) where the NO
content increased. Consequently, all these results support

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Plant, Cell and Environment

the existence of a connection between NO metabolism and
LT stress.

LT causes oxidative and nitrosative stress

In pepper plants, the phenotypic symptoms observed during
the first and second days were accompanied by a rise of
lipid peroxidation and protein tyrosine nitration (NO,-Tyr),
which are considered biochemical markers of both oxida-
tive and nitrosative stress, respectively (Requena et al. 1996;
Corpas, del Rio & Barroso 2007). There are numerous
examples where the rise of oxidized products such as lipids
is a reliable parameter to evidence the damage of the cel-
lular membranes being the chloroplast membranes the first
target and also the most severely injured (Krarsch & Wise
2000). In our case, a histochemical procedure to detect lipid
oxidation was used because it offers an advantage over the
biochemical methods, since it allows detecting lipid peroxi-
dation in single cells of a tissue composed of different cell
populations. Thus, in leaves it was observed that LT pro-
duces lipid oxidation in vascular tissues, what is in good
agreement with the leaf flaccidity observed during the first
48h of exposure to LT. Similarly, the swelling recovery
observed during the third day correlated with the slight
lipid peroxidation detected in the leaves. Additionally, the
rise determined in the membrane NADPH oxidase activity
can also contribute to the damage produced. The oxidative
stress observed by LT treatment in leaves of pepper plants
during the first and second days is in agreement with pre-
vious studies reported in maize plants (Prasad et al. 1994,
Hodges et al. 1997; Pinhero et al. 1997).

With regard to the rise of protein tyrosine nitration (NO,-
Tyr), less information is available in plant systems (Corpas
et al. 2009a). However, an increased number of data start
indicating that this parameter could be also a good marker
to determine if a specific stress is accompanied by nitrosa-
tive stress. Several reports suggest that this correlation
takes place because different environmental stresses, which
provoke oxidative stress, also induce a rise of protein
tyrosine nitration. Thus, this mechanism occurs in olive and
Arabidopsis under salt stress conditions (Valderrama et al.
2007; Corpas et al.2009b), in pea and sunflower seedlings by
mechanical wounding (Corpas et al. 2008; Chaki et al. 2011),
in tobacco BY-2 suspension cells in response to biotic stress
(Saito et al. 2006), and in sunflower seedlings after infection
by mildew (Chaki ez al. 2009a).

Cold stress and cold acclimation involves
redox state homeostasis

The results obtained in this work showed that in pepper
plants exposed to LT during 24-48 h a general imbalance of
the ROS and RNS metabolism was produced with the result
of arise in lipid peroxidation and protein tyrosine nitration,
which strongly suggests the induction of oxidative and nit-
rosative stress. However, it was also observed that during
the third day under LT pepper plants started to recover and
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this might indicate that a mechanism of cold acclimation
was taking place, with the NADPH-generating dehydroge-
nases contributing to obtain the optimum redox state (high
levels of GSH and ascorbate) that allow pepper plants to
acclimate to LT. This is supported by the recovery of the
turgence of leaves of a normal phenotype and the reduction
of lipid oxidation and protein tyrosine nitration. This
process was corroborated when the pepper plants were
exposed to optimal temperature for a period of 24 h where
the cold stress was alleviated and some of the analysed
parameters showed less intense changes.

According with the data reported in other plants species
(Kocsy, Galiba & Brunold 2001b), the observed high
content of GSH in pepper leaves could be one of the factors
contributing to the cold acclimation observed. Thus, this
strategy would guarantee the supply of GSH for the
ascorbate—~GSH cycle and other processes such as the reac-
tion with NO to form S-nitrosoglutathione. From an applied
viewpoint, this process of cold acclimation could be used as
an agronomical strategy to improve the resistance of
pepper plants to LT and perhaps also other environmental
stresses.
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SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Figure S1. (a) Histochemical detection of lipid peroxidation
(b) catalase activity (c) NADP-ICDH activity, and (d) NO
content in leaves of pepper plants maintained for different
periods of times to low temperature (8 °C) and optimal
conditions. (I) Control plants exposed to optimal tempera-
ture. (IT) Plants exposed to LT for 24 h. (III) Plants exposed
to LT for 24 h and then moved to optimal temperature for
another 24 h. (IV) Plants exposed to LT for 24 h, moved to
optimal temperature for 24 h and exposed again to LT for
another 24 h.

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for the
content or functionality of any supporting materials sup-
plied by the authors. Any queries (other than missing mate-
rial) should be directed to the corresponding author for the
article.
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Glutathione (GSH) is one of the major, soluble, low molecu-
lar weight antioxidants, as well as the major non-protein
thiol in plant cells. However, the relevance of this molecule
could be even greater considering that it can react with nitric
oxide (NO) to generate S-nitrosoglutathione (GSNO) which
is considered to function as a mobile reservoir of NO bio-
activity in plants. Although this NO-derived molecule has an
increased physiological and phytopathological relevance in
plants cells, its identification and quantification in plant tissues
have not be reported so far. Using liquid chromatography-
electrospray/mass spectrometry (LC-ES/MS), a method was
set up to detect and quantify simultaneously GSNO as well
reduced and oxidized glutathione (GSH and GSSG, respect-
ively) in different pepper plant organs including roots, stems
and leaves, and in Arabidopsis leaves. The analysis of NO and
GSNO reductase (GSNOR) activity in these pepper organs
showed that the content of GSNO was directly related to the
content of NO in each organ and oppositely related to the
GSNOR activity. This approach opens up new analytical pos-
sibilities to understand the relevance of GSNO in plant cells
under physiological and stress conditions.

Keywords: Glutathione e Nitric oxide e S-nitrosoglutathione.

Abbreviations: CLSM, confocal laser scanning microscopy;
DTNB, 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid); GR, glutathione re-
ductase; GSH, reduced glutathione; GSSG, oxidized glutathione
GSNO, S-nitrosoglutathione; GSNOR, S-nitrosoglutathione re-
ductase; LC-ES/MS; liquid chromatography—electrospray/mass
spectrometry; LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantifi-
cation; MRM, multiple reaction monitoring NO, nitric oxide;
RNS, reactive nitrogen species; RSD, relative standard deviation.

Introduction =

Nitric oxide (NO) is one of the most studied bioactive gas
molecules, due to its involvement in a wide spectrum of

physiological and phytopathological processes in plants
(Lamattina et al. 2003, Besson-Bard et al. 2008, Corpas et al.
2011). This molecule has some derived molecules such as ni-
trogen dioxide (NO,), peroxynitrite (ONOQ™), S-nitrosothiols,
S-nitrosoglutathione (GSNO), among others, which are desig-
nated as reactive nitrogen species (RNS). S-Nitrosoglutathione,
which is formed by the S-nitrosylation reaction of NO with
glutathione (GSH, y-L-glutamyl-L-cysteinylglycine), is thought
to have a significant physiological relevance in animals and
plants since GSNO has been reported to function as a mobile
reservoir of NO bioactivity (Durner et al. 1999, Noble et al.
1999, Stamler et al. 2001, Diaz et al. 2003, Foster et al. 2009)
and can mediate the signaling pathway throughout specific
post-translational modification of redox-sensitive proteins by
a reaction of trans-nitrosylation from GSNO to Cys-NO. This
molecule could have more relevance than would be expected
considering that GSH is one of the major low molecular weight
soluble antioxidants of plants.

Reduced glutathione (GSH) is the most important intracel-
lular non-protein thiol compound, and plays a major role in the
protection of cell and tissue structures from oxidative injury
(Foyer and Noctor 2005, Foyer and Noctor 2009, Foyer and
Noctor 2011). It is involved in the ascorbate-glutathione
cycle (Noctor and Foyer 1998, Romero-Puertas et al. 2006)
and detoxification of xenobiotics (Edwards et al. 2000).
Within cells, free glutathione is present mainly in its reduced
form (GSH) which could be oxidized to glutathione disulfide
(GSSG) in normal conditions but also under oxidative stress.
GSSG can be reduced back to GSH by glutathione reductase
(GR). Thus, the cellular redox status depends on the relative
amounts of the reduced and oxidized forms of glutathione, i.e.
on the GSH:GSSG molar ratio (Noctor 2006). In mammalian
cells under physiological conditions, the GSH redox couple is
known to be present in the concentration range of 1-10 mM
with a GSH:GSSG molar ratio of 100: 1. However, under oxi-
dative stress, this ratio has been shown to decrease to values
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between 10:1 and even 1:1 (Chai et al, 1994). However, the
interaction of GSH with NO opens up new perspectives in
the metabolism of these two relevant molecules in plants
under physiological and stress conditions since both molecules
participate in redox state and signaling processes.

To our knowledge the detection and quantification of
GSNO in plant materials has not been reported so far. In this
work, a very sensitive and simple method by liquid chromatog-
raphy/tandem mass spectrometry is set up which allows the
simultaneous detection and quantification of GSNO, GSH and
GSSG in different pepper plant organs. This provides a powerful
tool to measure the redox status in plant cells and tissues which
are, at the same time, biomarkers of cell functionality under
physiological and stress conditions.

Results

LC-ES/MS analysis and validation of the method

With the purpose of identifying and quantifying GSNO and to
develop a method to discriminate among this RNS and the
reduced and oxidized glutathione forms (GSH and GSSG, re-
spectively) in plants, a liquid chromatography—electrospray/
mass spectrometry (LC-ES/MS) procedure was set up using a
mixture of the three standards which are commercially avail-
able. Fig. 1 shows the LC-ES/MS chromatogram of the main
product ions obtained after molecular fragmentation of the
mixture. For the quantification, standards of each compound
were prepared separately. The linearity of this procedure was
tested by analyzing the calibration curves. Five standards ran-
ging in concentration from 1 to 10 p.p.m. for GSH and GSSG,
and from 0.1 to 10 p.p.m. for GSNO were used. The calibration
curves indicated a linear behavior in the selected concentration
ranges, with R” values usually close to 0.999 and always higher
than 0.986 (Table 1). On the other hand, based on the statis-
tical analysis of linear regression of the calibration curves for
each compounds (Cuadros et al. 1993), the sensibility, the limit
of quantification (LOQ) and the limit of detection (LOD) were
estimated (Table 1). In consequence, LOD and LOQ were cal-
culated as three and 10 times, respectively the signal/noise re-
lationship, giving lower values (10 times) than the real
detection. Therefore, the data were presented using the calcu-
lated values of the analysis of the calibration curves. Each stand-
ard sample (30 ul) was injected at 5°C to prevent potential
degradation. Stability of the standard samples during the ana-
lysis was tested by comparing their concentrations at the
beginning and the end of each batch during the analysis
(6-7hd™"). The critical parameters affecting LC-ES/MS,
namely cone voltage and collision energy, were investigated.
In order to establish the optimum cone voltage and collision
energy for the detection of GSH, GSSG and GSNO, the signals of
m/z 307.76, 612.90 and 337.00 precursor ions vs. cone voltage
were evaluated, respectively. Table 2 shows the optimized mul-
tiple reaction monitoring (MRM) for each compound including
cone voltage, collision energy, precursor ion and transition.
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Under these conditions, the typical standard retention times
were 3.36 min for GSH, 7.30 min for GSSG and 9.05 min for
GSNO. Fig. 2 shows the fragmentation patterns of each com-
pound where the precursor and product ions for GSH (Fig. 2A),
GSSG (Fig. 2B) and GSNO (Fig. 2C) are shown.

The LC-ES/MS method was validated by preparing solutions
of available standards in extraction solution and adding them
to plant samples. Table 3 shows the percentage recovery of
GSH, GSSG and GSNO standards added to pepper leaf extracts
and analyzed on the same day (intra-day) and during three
consecutive days (inter-days). The precision of the method
was evaluated by the relative standard deviation (RSD) of the
injection of four replicates, at two concentrations, and the ac-
curacy was calculated by the mean recovery of the four repli-
cates. Thus, intra-day and inter-day accuracy and precision
provided acceptable values, with recoveries of around 70% of
GSH and GSSG, and an RSD of <10%, with the exception of
GSSG spiked with 10 pig. However, the percentage recovery for
GSNO was 100%.

LC-ES/MS analysis of plant organs

Once the mass spectrometric method was optimized, it was
possible to analyze these compounds in the different organs of
healthy pepper plants. Fig. 3 shows representative LC-ES/MS
chromatograms of the main product ions obtained after mo-
lecular fragmentation of GSH (Fig. 3A), GSSG (Fig. 3B) and
GSNO (Fig. 3C) in pepper leaves. Although the obtained reten-
tion time of each compound in pepper leaves was a bit shorter
compared with the retention times of the corresponding stand-
ards, the transition (m/z) for each molecule was identical,
which corroborates the identity of these compounds in leaf
samples. Similar chromatograms and retention times as in
leaves were obtained for roots and stems (data not shown).

Table 4 shows the quantification of GSH, GSSG and GSNO
in leaves, stems and roots of healthy pepper plants. In leaves,
the GSH content was about 1.5- and 1.9-fold higher that in
roots and stem, respectively; however, the GSSG and GSNO
content was 1.4- to 1.8-fold higher in roots that in stem and
leaves, respectively. Thus, pepper leaves rendered higher GSH/
GSSG and GSH/GSNO ratios.

To corroborate that this method could be applied to other
plant species, the quantification of GSH, GSSG and GSNO was
also performed in leaves of Arabidopsis plants (Table 5).
Additionally, the content of GSH and GSSG was also analyzed
by a spectrophotometric method (Griffith 1980). As a result,
the data showed that the GSH content determined by LC-ES/
MS was 1.6-fold higher that that determined by the spectro-
photometric method; however, the GSSG content was 17-fold
lower.

GSNO metabolism in pepper organs

To obtain more in-depth knowledge of GSNO metabolism in
pepper plants, the activity of GSNO reductase (GSNOR), which
metabolizes GSNO to GSSG and NH;, was analyzed, as well as
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Fig. 1 LC-ES/MS chromatogram of a mixture of the three standards: GSH, GSSG and GSNO prepared in 0.1 M HCI (3 p.p.m.). The chromatograms
show the transitions of (A) GSH (307.76— 178.81), (B) GSSG (612.90—354.61) and (C) GSNO (337.00—231.94).

Table 1 Parameters of the linear regression (y=b+mx) obtained for the calibration curves of the standards of GSH, GSSG and GSNO
where b is the y intercept, m is the slope, r is the correlation coefficient and r* is the squared correlation coefficient

Compound r r b m Linearity Sensitivity (mg 17") LOD (mg 1™ ") LOQ (mg 1)
GSH 0.994964 0.989954 5122.7 1635.1 0.94414 0.44 1.17 3.90
GSSG 0.993242 0.986529 21272 1604.4 0.88314 0.75 1.58 5.27
GSNO 0.999685 0.999371 1838.6 246.1 0.98225 0.13 0.31 1.03

Linearity, sensitivity, limit of quantification (LOQ) and limit of detection (LOD) were assayed by analyzing the calibration curves (Cuadros et al. 1993).

the NO content in these pepper organs (Fig. 4A). Leaves and
stems showed similar GSNOR activity, which was 2.5-fold
higher than in roots. Comparing the data of GSNO content
from Table 2 with those of GSNOR activity, it could be
observed that these results were opposite to those found for

GSNO reported in Table 4 (and represented again in Fig. 4B).
On the other hand, the NO content in the different organs
of pepper plants showed that leaves and shoots had similar
levels but the content of NO in roots was 2.7-fold higher
(Fig. 4C).
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Table 2 Optimized MRM conditions for the analysis of reduced
glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and S-nitrosoglu-
tathione (GSNO)

Compound Cone Collision Precursor Transition
voltage (V) energy (eV) ion (m/z) (m/z)
GSH 20 15 307.76 307.76—178.81
GSSG 25 20 612.90 612.90—354.61
GSNO 15 15 337.00 337.00—231.94
A GSH SCAN 20V , Scan ES+
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Fig. 2 Fragmentations patterns of the analyzed compounds GSH,
GSSG and GSNO. (A) Precursor (m/z 307.76, upper part) and product
(m/z 178.81, lower part) ions for the GSH standard analyzed in posi-
tive mode. (B) Precursor (m/z 612.90, upper part) and product (m/z
354.61, lower part) ions for the GSSG standard analyzed in positive
mode. (C) Precursor (m/z 337.00, upper part) and product (m/z
231.94, lower part) ions for the GSNO standard analyzed in positive
mode. An asterisk indicates the corresponding ions for each
compounds.

Fig. 5 shows the cellular localization of NO in cross-sections
of the different pepper organs. In roots, NO was found mainly in
xylem, epidermal cells and in the root hairs formed from these
cells. In stem, the NO is distributed in all cell types, and, in
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leaves, the NO was most prominent in epidermal cells and in
vascular tissue.

Discussion I

The physiological and phytopathological significance of low
molecular mass thiol compounds including GSH and its corres-
ponding disulfide form, GSSG, is well documented in animal
(Ault and Lawrence 2003, Biswas and Rahman 2009, Reynaert
2011) and plant cells (Rouhier et al. 2008, Foyer and Noctor
2011). The relevance of these compounds increases considering
their interaction with the free radical NO to form GSNO which
is metabolized by the enzyme GSNOR (Leterrier et al. 2011).
Even though there are well established methods to determine
GSH and GSSG, as indicators of the cellular redox state (Gucek
et al. 2002, Maruyama-Nakashita et al. 2006, Rellan-Alvarez et al.
2006, Iwasaki et al. 2009), to our knowledge there is neither any
method nor data reporting the GSNO content in plant cells.
Liquid chromatography combined with mass spectrometry has
been demonstrated to be one of the most effective tools in
biological research, particularly for the analysis of very low
amounts of compounds in complex biological matrices. This
technique is generally characterized by high specificity, sensi-
tivity and high-throughput potential. Consequently, the main
goal of this study was to establish a sensitive and reproducible
method based on liquid chromatography coupled with mass
spectrometry to detect and quantify GSNO in plant samples.
GSNO is moderately stable since it decomposes with a
second order rate constant of 3 x 107 “M~'s™" at 37°C and
pH 7.4 (Park 1988). However, this stability is relative depending
on the presence of other compounds in the medium. For ex-
ample, GSNO in the presence of reductants, such as glutathione
or ascorbate, and Cu* can be decomposed to produce NO and
GSSG (Gorren et al. 1996, Holmes and Williams 2000, Smith
and Dasgupta 2000). In plant research, GSNO is considered as
a NO donor since under physiological conditions it spontan-
eously releases NO (Lindermayr et al. 2005, Tada et al. 2008,
Palmieri et al. 2010). In animal tissues, GSNO has been mea-
sured using different techniques such as HPLC with UV detec-
tion (Park 1988, Tsikas et al. 1999, Steffen et al. 2001) or HPLC
with electrochemical detection (Yap et al. 2010). However, the
experimental evidence available on the presence of GSNO in
plant cells is scarce. To our knowledge, there are few reports
that have studied the presence and relative GSNO content in
several plants species under environmental stress conditions by
immunohistochemical analysis using a commercial antibody
against GSNO. Thus, in pea leaf sections, the immunohisto-
chemical analysis showed the presence of GSNO in collen-
chyma cells which was drastically reduced when plants were
grown in a toxic cadmium concentration (50 UM) (Barroso
et al. 2006). However, in olive leaves, by confocal laser scanning
microscopy (CLSM), GSNO was localized in vascular tissues and
spongy mesophyll cells, and under salt stress its intensity was
diminished in vascular tissues and was stronger in spongy
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Table 3 Percentage recoveries obtained for different amounts of
standards (GSH, GSSG and GSNO) after they were added to
pepper leaf extracts and analyzed by the optimized LC-ES/MS
method

Compound g Intra-day Inter-day variation,

Table 4 Content of reduced glutathione (GSH), oxidized glutathi-
one (GSSG) and S-nitrosoglutathione (GSNO) in pepper plants
organs identified and quantified by LC-ES/MS

Organs  GSH GSSG GSNO GSH/  GSH/

variation, n=4

n=4 per 3 days

Recovery (%) RSD  Recovery (%) RSD

GSH 50 73 89 70 9.3

] 0 & 5w 4
GSSG 10 38 8.0 37 11.6

20 68 14.4 69 10.6

GSNO 1 100 7.3 100 123

2 100 9.8 100 9.0

(nmol g™’ (nmolg™"  (nmolg™’ GSSG  GSNO
FW) FW) FW)
Root 5835+7.6 62+0.3 7919 73 74
Stem 437.3+£65.6 58+05 4204 75 104
Leaf 867.8+14.6 35+05 55+1.0 248 158

Four replicates were spiked at two different levels of concentration and the
samples were extracted on the same day (intra-day) and on three consecutive
days (inter-day). RSD, relative standard deviation.
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Fig. 3 LC-ES/MS chromatograms of pepper leaf samples. The chro-
matograms show the transitions of (A) GSH (307.76—178.81),
(B) GSSG (612.90—354.61) and (C) GSNO (337.00—231.94).

mesophyll cells (Valderrama et al. 2007). Similar behavior was
observed in sunflower hypocotyls after infections with the
pathogen Plasmopara halstedii (Chaki et al. 2009). More
recently, it has been also reported by immunohistochemical
analysis that GSNO content increased in sunflower hypocotyls
after mechanical wounding and heat stress (Chaki et al. 20113,
Chaki et al. 2011b).

Table 5 Comparative analysis of the content of reduced glutathi-
one (GSH), oxidized glutathione (GSSG) and S-nitrosoglutathione
(GSNO) in leaves of 4-week-old Arabidopsis plants quantified by
a spectrophotometric method (Griffith 1980) and by LC-ES/MS

Method GSH GSSG GSNO
(nmolg™’ (nmolg™’ (nmolg™’
FW) FW) FW)

Spectrophotometric 1655+ 4.2 32.8+5.1 ND

LC-ES/MS 2263+ 14.6 1.9+0.04 3702

ND, not determined.

When this LC-ES/MS method was applied to leaves of the
model plant A. thaliana, it was also possible to detect and
quantify these compounds, demonstrating that this approach
may be useful for other plant species. For comparative pur-
poses, GSH and GSSG content were also determined by a spec-
trophotometric method (Griffith 1980). Thus, it was found that
GSH content determined by both methods (LC-ES/MS and en-
zymatic recycling assay) was very similar and in the range of
previous works reported for Arabidopsis, which fluctuated be-
tween 50 and 700 nmolg~' FW depending of the Arabidopsis
developmental stage, the analyzed organs and the techniques
used (Meyer et al. 2001). For example, in leaves of 5-week-old
Arabidopsis plants grown in a short-day regime, the GSH con-
tent, quantified by reverse-phase HPLC after derivatization with
monobromobimane, was 345nmolg™' FW (Ball et al, 2004),
and in leaves of Arabidopsis grown in soil under long-day con-
ditions the GSH content was 256.7 nmolg ™' FW (Bermudez
et al. 2010). On the other hand, in Arabidopsis whole seedlings
the GSH content quantified by a spectrophotometric method
was 390 nmolg~' FW (DeRidder et al. 2002, Lee et al. 2003).
Similarly, in roots of 3-week-old Arabidopsis plants the GSH
content was 247 nmol g™ FW (Takahashi et al. 2000), but in
shoots of plants grown on MS medium it was 480 nmol g~ ' FW.
However, the GSH content was 50 nmol g~ ' FW in Arabidopsis
cell suspension determined by a spectrophotometric assay
(May and Leaver 1993). In the case of GSSG, which is less abun-
dant than GSH, there is a significant difference for both meth-
ods, the GSSG content determined by the spectrophotometric
assay being higher, and this could be due to the GSH oxidation
during the extraction process and the required time to deriva-
tize GSH with 2-vinylpyridine. However, these data are difficult
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Fig. 4 GSNOR activity, and GSNO and NO content in the different
organs of pepper plants. (A) GSNOR activity. (B) GSNO content de-
tected and quantified by LC/MS (data from Table 2). (C)
Spectrofluorometric detection of NO with DAF-2 in roots, stems
and leaves of pepper plants. The fluorescence produced was expressed
as arbitrary units per mg FW. Results are the mean of three different
experiments. *Differences in comparison with roots values were sig-
nificant at P < 0.05.

to compare since many published data are reported as the total
glutathione pool (GSH + GSSG).

Considering this background, the analytical method re-
ported here to detect and quantify GSNO, GSH and GSSG sim-
ultaneously in different pepper organs provides a very useful
and powerful research tool to understand the metabolism of
NO and its interaction with other molecules in plant tissues.
The identification of each compound in each plant sample was
clear and unambiguous based on both its retention time and its
exact m/z ratio. Key points in the success of the detection
procedure of GSNO in plant samples were (i) a simple extrac-
tion method without reduction or derivatization steps; (ii) an
assay performed under controlled conditions (acidic pH,
low temperature and not bright light); (iii) a very short
period of time between extraction and measurement by
LC-ES/MS; and (iv) the short analysis time required for each
sample. All these factors allowed a precise and reliable analysis
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of the GSNO, GSH and GSSH in the different plant species and
pepper organs.

At present, it is well established that GSNO is the preferred
physiological substrate for the enzyme glutathione-dependent
formaldehyde dehydrogenase (for a review, see Leterrier et al.
2011) because it catalyzes the NADH-dependent reduction of
GSNO to GSSG and NHj, for that reason being renamed as
GSNO reductase (GSNOR). This enzyme appears to be neces-
sary for normal development and fertility under optimal
growth conditions of plants (Lee et al. 2008). In Arabidopsis,
the analysis of GSNOR protein expression and activity by
immunolocalization and histochemical methods showed that
this protein is differentially expressed, being highest in roots
and leaves from the first developmental stages (Espunya et al.
2006). Moreover, both overexpressing and knock-down GSNOR
transgenic Arabidopsis plants had a short-root phenotype that
was correlated with a lower intracellular GSH level and an al-
teration in its spatial distribution in the roots (Espunya et al.
2006), thus suggesting that GSNOR and consequently GSNO
might be involved in the regulation of the organ redox state.

In the present study, it must be pointed out that among the
three analysed pepper organs, the roots showed the highest
content of GSNO that seems to be related to the highest NO
content and the lowest GSNOR activity, and this suggests an
opposite correlation between GSNO content and GSNOR
activity. The GSNOR is also involved in the mechanism of
response against different biotic (Feechan et al. 2005,
Rustérucci et al. 2007, Chaki et al. 2009) and abiotic stresses
including heavy metal (Barroso et al. 2006), mechanical wound-
ing (Chaki et al. 2011b), and low and high temperature (Corpas
et al. 2008, Lee et al. 2008, Airaki et al. 2011, Chaki et al. 2011a).
In this context, the analysis of this activity in the different
pepper organs with the concomitant quantification of NO
showed that in unstressed pepper plants, there is equilibrium
between these compounds. Thus, higher GSNOR activity pro-
voked a lower content of GSNO which also rendered a lower
NO content. This behavior was observed in stems and leaves.
However, roots showed a totally opposite behavior.

In summary, this new analytical method allows the direct
and simultaneous identification and quantification of GSNO,
GSH and GSSG in plant samples, and for that reason is a valu-
able new tool to advance the research into NO metabolism in
plants and its interaction with non-enzymatic antioxidants,
specifically with GSH.

Materials and Methods H

Chemical reagents

All solvents were of HPLC-gradient grade (Panreac Quimica).
Water was of 18 MQ2 quality obtained with a Milli-Q Integral
Water Purification System (Millipore). GSH and GSSG were
purchased from Fluka Chemical Corp. GSNO was purchased
from Calbiochem. The rest of the chemicals such as trifluoroa-
cetic acid (TFA) or HCl were of the highest purity available.
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Fig. 5 Representative images illustrating the CLSM detection of en-
dogenous NO in pepper plants using 10 LM DAF-FM DA as fluores-
cent probe. (A) Cross-sections of roots. (B) Cross-sections of stems.
(C) Cross-sections of leaves. The orange—yellow color corresponds to
the autofluorescence. Each picture was prepared from 35-40
cross-sections which were analyzed by CLSM. E,, adaxial epidermis;
E,, abaxial epidermis; En, endodermis; Ep, epidermis; Pm, palisade
mesophyll; Rh, root hair; Sm, spongy mesophyll; V, main vein; Xy,
xylem.

Plant materials and growth conditions

Pepper (Capsicun annuum L) seeds, California type, were ob-
tained from Syngenta Seeds S.A. (El Ejido, Almeria, Spain). Seeds
were germinated in Petri dishes containing Murashige and
Skoog medium for 5d at 30°C in the dark. Then they were
transferred to a growth chamber at 22/18°C and a 16 h photo-
period for 10d. The healthiest pepper seedlings were selected
and grown in aerated optimum nutrient solutions for an add-
itional 15d under the same conditions (Airaki et al. 2011).
Arabidopsis thaliana ecotype Columbia seeds were germinated
and grown on soil plus vermiculite (1:3) in a growth chamber
at 22°C, under a 16 h photoperiod and a light intensity of
100-120 LEm ™~ *s™ ' for a period of 4 weeks.

Tissue extraction

For chromatographic analysis, organs (roots, stems and leaves)
of pepper and leaves of Arabidopsis plants (0.3 g) were ground
with a mortar and pestle in the presence of 1ml of 0.1 M HCI.
Homogenates were filtered and centrifuged at 21,000 x g for
20 min at 4°C and the supernatants were collected, filtered
through 0.45 um nylon filters, and immediately analyzed by
LC-ES/MS. All procedures were done at 4°C and protected
from light to avoid potential degradation of the analytes.

For biochemical assays, pepper organs were frozen in liquid
N, and ground in a mortar. The powder was suspended in a
homogenizing medium containing 50 mM Tris—HCl, pH 7.8,
0.1mM EDTA, 5mM dithiothreitol (DTT), 0.2% (v/v) Triton
X-100, 10% (v/v) glycerol and 2% (w/v) polyvinylpyrrolidone
(PVPP). Homogenates were centrifuged at 27,000 x g for
25min at 4°C and supernatants were immediately used for
the assays.

Liquid chromatography-electrospray/mass
spectrometry (LC-ES/MS)

Samples were assayed by LC-MS using an Allience 2695
Separation module connected to a Quattro Micro triple quad-
rupole mass spectrometer detector (Waters). Instrument con-
trol, data collection, analysis and management were controlled
by the MassLynx 4.1 software package.

Separation was performed using an Atlantis T3 column
(3 x 150 mm, 3 um, Waters). GSH, GSSG and GSNO were
separated using isocratic conditions with a mixture of
acetonitrile: H,O (5:95) with TFA (0.1%) during 14 min at
0.6 mlmin~—". Using an orthogonal Z-spray electrospray inter-
face (Micromass) the effluents from the HPLC were introduced
into the mass spectrometer. The ionization source temperature
was 120°C and the desolvation gas temperature 350°C. The
cone gas and desolvation gas flow rates were 600 and 01h™",
respectively. The capillary voltage was 3.0 kV and the cone volt-
age was 15 V. Argon gas (2.83 x 10> mbar) was in the collision
cell. Mass spectrometric parameters were optimized by con-
tinuous infusion of 10 p.p.m. of GSH, GSSG and GSNO in
0.1 M HCI. Detection of all the compounds was performed in
the positive ionization mode. The quantification of the
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compounds was based on appropriate MRM of ion pairs, using
the following transitions: GSH 307.76 > GSH 178.81, GSNO
337.0 > GSNO 231.94, GSSG 612.90 > GSSG 354.61.

Spectrophotometric determination of glutathione

The concentration of reduced and oxidized glutathione forms
(GSH and GSSG, respectively) was determined by an enzymatic
recycling method (Griffith 1980). The assay is based on sequen-
tial oxidation of glutathione by 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) (DTNB) and reduction by NADPH in the presence of a
known amount of GR. To quantify GSSG content, 2-vinyl-
pyridine is added to the plant samples. Standard curves were
generated with reduced and oxidized glutathione. Briefly,
Arabidopsis leaves (0.5g FW) were ground with a mortar and
pestle in the presence of 1.67 ml of 5% (w/v) meta-phosphoric
acid. Homogenates were centrifuged at 21,000 x g for 20 min at
4°C and the supernatants were collected, filtered through
0.45 um nylon filters and used immediately. Glutathione (as
GSH + GSSG) was measured using 1 ml of assay mixture con-
taining 143 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH 7.5) plus 6.3 mM
EDTA, 200 uM NADPH, 6 mM DTNB, 25 pl of plant sample
and 266Uml™" GR. The change in absorbance at 412nm
was recorded for 3 min. Glutathione concentrations were cal-
culated from a standard curve constructed using commercial
GSH over the range 0-0.1TmM. To determine the content of
GSSG, 100 pl of the samples were incubated with 2 pl of pure
2-vinylpyridine and 6 pl of 1.5M triethanolamine for 1h at
25°C. GSSG concentrations were calculated from a standard
curve constructed using commercial GSSG over the range
0-0.01 mM.

Spectrofluorometric detection of nitric oxide

NO was assayed using a spectrofluoremetric method (Airaki
et al. 2011). Briefly, to freshly crude extracts of pepper
organs 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2) was added
at 10 M final concentration. Then, the reaction mixtures
were incubated at 37°C in the dark for 2 h, and the fluores-
cence was measured in QuantaMaster'™ QM-4 fluorescent
spectrophotomer (PTI® Photon Technology International) at
excitation and emission wavelengths of 485 and 515nm,
respectively.

Enzymatic activity assays

GSNOR activity was assayed spectrophotometrically at 25°C by
monitoring the oxidation of NADH at 340 nm (Corpas et al.
2008).

Detection of NO by confocal laser scanning
microscopy

NO was detected in pepper organ (root, stem and leaf) trans-
versal sections with 10 UM 4-aminomethyl-2',7'-difluorofluore-
scein diacetate (DAF-FM DA, Calbiochem) prepared in
10mM Tris—HCI (pH 7.4) as described elsewhere (Corpas
et al. 2006).
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