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1.1 Auxinas: Efecto y Herbicidas Auxinicos
El crecimiento es una de las principales funciones llevadas a cabo por la auxina,

una de las primeras hormonas descubiertas en plantas, su nombre proviene del Griego
auxein, que significa incrementar. En la actualidad se sabe que la auxina descubierta por
Fritz Went en 1926 es el acido indolacético (IAA) que es la forma predominante en plantas
y junto a otros tres compuestos estructuralmente similares, el acido 4-cloroindolacético (4-
clorolAA), el acido fenilacético (PAA) y el acido indolbutirico (IBA), regulan aspectos del
desarrollo vegetal como el crecimiento de tallos, hojas y raices, y el desarrollo de ramas
laterales y del fruto (Salisbury y Ross, 1992). Hoy en dia, la auxina es quizas la hormona de
la que menos se conoce de las hormonas encontradas en plantas y es una de las mas
parecidas al concepto que se tiene de mensajero, sintetizada en una parte de la planta y
actuando en otra.

La regulacion del crecimiento en plantas es un fenédmeno interactivo en el cual las
fitohormonas pueden actuar ya sea sinérgicamente o antagonicamente entre si, a nivel de
sefalizacion hormonal, concentracion y respuesta fisiolégica, promoviendo una respuesta
bifasica y dependiente de la dosis en la planta. Uno de los principales efectos ejercidos por
altas concentraciones de fitohormonas, es la inhibicion fitotdxica del crecimiento
(Grossmann, 2003).

El desarrollo de sustancias quimicas que imitan el comportamiento de las auxinas
naturales ha adquirido gran importancia practica, no solo por su aplicacibn como
biorreguladores sino también por el control que ejercen sobre las denominadas “malas
hierbas” en la agricultura. En los ultimos cincuenta afios las auxinas sintéticas se han
utilizado con éxito en agricultura para el control selectivo de malezas de hoja ancha, siendo
los primeros herbicidas en mostrar alto grado de selectividad. Los herbicidas son
esencialmente inhibidores enzimaticos que afectan a las reacciones metabdlicas basicas en
la vida de la planta, éstos son transportados sistémicamente en la planta y ejercen su
accion selectiva en plantas dicotiledoneas, actuando basicamente como sustancias
sintéticas que imitan la actividad del acido 3- indol acético (Cobb, 1992; Devine y col., 1993;
Sterling y Hall, 1997; Grossmann, 2000a; Grossmann, 2003; Romero-Puertas y col.,
2004a).

1.2 Clasificacion de los herbicidas auxinicos
La clasificacion de herbicidas, propuesta por el “Herbicide Resistence Action

Committee" (HRAC) y desarrollada en cooperacion con la “Weed Herbicide Society of

America”, sitda en el grupo HRAC “O” a los herbicidas cuyo modo de accién es similar al
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del acido indolacetico en este grupo se incluyen todos los herbicidas auxinicos sintéticos. El

grupo HRAC “O” se halla a su vez dividido en cinco subgrupos (Dollinger, 2005):

1) Acidos fenoxi- 2,4-D; 2,4,5-T; 2,4,5-TP, 2,4-DB; Diclorprop
carboxilicos (2,4-DP) MCPA; MCPB y Mecoprop, MCPP.
2) Acido benzoico Dicamba, Cloramben y TBA

3) Acidos Piridin- Clopiralida, Fluroxipir, Picloram y Triclopir
carboxilicos

4) Acidos quinolin- Quinclorac y Quinmerac

carboxilicos

5) Otros Etil-benazolin

Dentro de los herbicidas auxinicos, Grossman (2000a) también incluye a los acidos
inddlicos (derivados del I1AA) y naftalénicos. Por tanto, segun esta clasificacion aun vigente,
el 2,4-D es un herbicida biclorado de actividad auxinica y gran similitud con el IAA (Figura
1.1), perteneciente al grupo O1 segun la HRAC. Atendiendo a su estructura quimica, en el
subgrupo de los acidos fenoxicarboxilicos se distinguen a su vez las siguientes series:
(Loos, 1975).

-Serie fenoxiacética:  2,4-D; 2,4,5-T y MCPA.

-Serie fenoxipropionica: Mecoprop, Diclorprop y Fenoprop.
-Serie fenoxibutirica: MCPB, 2,4-By 2,4,5-TB
-Serie fenoxibenzoica: TCB (no autorizado en Espafia)

-Serie fenoxietilica: MCPES, Sesone; 2,4,5-TES; 2,4-DEP; 2,4-DEB y Erbon



Introduccién

0
V4
j ICHZ--C\/\ &)
24D C N0 0

—Y /0
AR <\:/ —CH,~aC O
3

Figura 1.1: Similitudes estructurales entre la auxina IAA
y el herbicida axunico 2,4-D.

1.3 Empleo del 2,4-D en Sistemas de Experimentacién In vitro
El cultivo de células vegetales in vitro requiere normalmente una fuente exégena de

auxina para el crecimiento normal de la planta, mientras que los cultivos celulares
obtenidos a partir de agallas inducidas por Agrobacterium tumefaciens crecen sin
necesidad de estas. La relacion entre auxinas y citoquininas es lo que en realidad influye en
el tipo de crecimiento y controla la morfogénesis, de manera que se puedan obtener callos,
raices o plantones sdélo con variar la relacion de estas hormonas (Westhoff, 1998;
Bronsema y col., 2001). La correcta eleccién y combinacion de reguladores del crecimiento
resulta ser critica dependiendo de la especie con la que se trabaje; asi, en la induccion de
formacién de callos y subsiguiente regeneracion de plantas de trigo resulta ser mas
efectiva la utilizacion de dicamba que 2,4-D o picloram, aunque el 2,4-D sea mucho mas
efectivo sobre la embriogénesis (Satyavathi y col., 2004).

Las auxinas desempefian un papel clave en el control de la divisioén y la elongacién
de las células vegetales mediante la alteracion del patrén de expresion génica. Asi altas
concentraciones de 2,4-D pueden incluso reiniciar el programa ontogénico completo en
cultivos celulares (Ishida y col., 1992; Tréhin y col., 1998; Kitamiya y col., 2000). En estos
sistemas el 2,4-D es usado como sustituto del IAA a concentraciones de hasta 9 yM para
estimular la mitosis y mantener el crecimiento de las células vegetales no diferenciadas
(Yang y col., 1999). Es por esto que el 2,4-D s6lo o en combinacién con otras hormonas se
usa de rutina en la induccion de embriogénesis somatica (Mordhorst y col., 1998;
Raghavan, 2004) y en el cultivo de embriones zigoticos de Arabidopsis thaliana (Sangwan
y col., 1992; Luo y Koop, 1997; Mordhorst y col., 1998; lkeda-lwai y col., 2003).
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Por otro lado, los herbicidas auxinicos se han empleado en investigacion como
sondas especificas para modificar el metabolismo de la planta y poder esclarecer algunos
procesos bioquimicos (Bogér y Sadmann, 1988). Asi se ha observado que las auxinas
producen alteracion del metabolismo de los acidos nucleicos (Grossmann, 2000a). Wu y col
(1996) observaron que la expresion del gen putativo de la 1,4-B endo-glucanasa (El) EGLA1,
se inducia en hipocotilos de guisante, 5 h después del tratamiento con 2,4-D; la expresion
del gen de la El y la B exoglucanasa (Exoll) se inducia también por el tratamiento con IAA
en hipocotilos de cebada, y en ambos casos tenia lugar una elongacion del tejido muy
probablemente debido a la acidificacion de la pared celular también provocada por la
auxina (Kotake y col., 2000).

La aplicaciéon de 2,4-D en cultivos de células de tabaco BY-2 exentas de auxina,
causa una rapida y transitoria estimulacion de ciertas actividades MAP-quinasas y MAP-
quinasas-quinasas, lo que sugiere que la auxina puede funcionar como activador de
homologos de MAP-quinasa, tal como lo hacen varios mitégenos en sistemas animales
(Hirt, 2000; Nakagami y col., 2005). En este mismo sistema, la eliminacion del 2,4-D del
medio de cultivo estimulaba tanto el acimulo de almidén (Miyazawa y col., 2002b), como la
formacion de amiloplastos (Sakai y col., 1996), sugiriendo que la auxina y la citoquinina
ejercen efectos opuestos sobra la formacion de amiloplastos, al regular de forma diferencial
la expresion de los genes requeridos para la biosintesis del almidon (Miyazawa y col.,
2002a).

Las auxinas también influyen sobre el metabolismo de flavonoides; asi en cultivos
celulares de zanahoria (Daucus carota) y flor de jamica (Hibiscus sabdariffa) el 2,4-D regula
la actividad de la chalcon sintasa (CHS) y la acumulaciéon de antocianina (Ozeki y col.,
1987; Mizukami y col.,, 1989). Ademas, en cultivos celulares de Flaveria bidentis, la
actividad y los niveles de transcrito de la flavonol 3-sulfotransferasa (F3ST), enzima que
cataliza el primer paso en la biosintesis de polisulfatos de flavonol, se induce por el 2,4-D,
lo que sugiere una posible implicacién de los conjugados de flavonoides en la regulacién
del transporte de auxinas (Ananvoranich y col., 1995).

Algunos estudios sobre el efecto de las auxinas en el contenido de acidos grasos
en embriones zigdticos y la composicion lipidica durante la induccién de embriones
somaticos, revelaron que el 2,4-D incrementa la eficiencia de procesos relacionados con la
desaturacién de acidos grasos (Liu y col., 1995). Por otra parte se ha observado la activa
implicacion de auxinas y citoquininas en los cambios que ocurren en lipidos de membrana,
en plantas de Arabidopsis sometidas a déficit de fosfato, ademas del requerimiento de

auxinas para acumulacion de galactolipidos y la activacion de genes del tipo B MGD que
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codifican para unos de los principales lipidos constituyentes de la membrana tilacoidal
(Kobayashi y col., 2006). También se ha observado que las auxinas afectan la actividad
lipoxigenasa (LOX). Asi, en embriones de soja (Glycine max) se observd que el nivel de
proteinas de LOX-1, 2 y 3, asi como sus actividades, disminuyen tras 10 dias de
tratamiento con 2,4-D lo que afectd negativamente a la activacion y desarrollo de los
embriones (Liu y col., 1991), posiblemente como consecuencia del importante papel que
tienen las LOXs en la movilizacion de triacilgliceroles durante germinacion y desarrollo
(Cobb, 1992; Taiz y Zeiger, 2006); por el contrario la expresion de LOX-4 y 5 se inducia por
el tratamiento con IAA y NAA pero no por el 2,4-D (Wang y col., 1999).

1.4 Modo de Accion del 2,4-D

Los herbicidas auxinicos imitan el modo de accion de la principal auxina natural, el
IAA, sin embargo a altas concentraciones y en dicotiledéneas sensibles su efecto es
antagoénico (Grossmann, 2000b; Zheng y Hall, 2001). Su modo de accién depende de la
concentracion, a concentraciones bajas estimulan el crecimiento y procesos de desarrollo
como la division celular y la elongaciéon, mientras que a concentraciones altas afectan el
crecimiento negativamente, llegando a ser letales para la planta. Ademas de la
concentracion, el espectro de accion de los herbicidas auxinicos depende de la sensibilidad
del tejido, que a su vez depende de la especie y del estado fisiologico de la planta (Hansen
y Grossmann, 2000; Zheng y Hall, 2001).

Una vez que el 2,4-D es absorbido por la planta, se transloca a través del simplasto
hacia los puntos de crecimiento de la misma, y a las pocas horas de su aplicacion, este tipo
de herbicidas causan una distorsién en el crecimiento de toda la planta, llegando incluso a
lugares bastante alejados del punto en que tuvo lugar la absorcion local (Grossmann,
2000a; Grossmann y col.,, 2001). Robertson y Kirkwood (1970) demostraron que la
absorcion del 2,4-D se veia fuertemente influenciada por la estructura de la cutilucla en las
plantas, la humedad, la luz, la temperatura, la formulacién del herbicida, el pH y los
surfactantes usados para su aplicacion.

Se ha descrito que el 2,4-D y los herbicidas auxinicos inicialmente detienen el
crecimiento de los brotes y raices, y la apertura de las flores, posteriormente se curvan los
tallos y las hojas, las raices y los tallos se hinchan y deforman por la aparicién de agallas o
proliferacion celular en los tejidos del cortex, la endodermis, el periciclo, el floema primario y
el cambium, causando la desorientacién, desorganizacion y destruccion del floema (Hansen
y Grossmann, 2000). Ademas, las células del sistema vascular en proliferacién contienen

un citoplasma denso, grandes nucleos y turgentes, a diferencia de las células de flores y
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hojas, que estdn muy plasmolizadas y vacuoladas, y parecen tener una menor division
celular (Hallam y Sargent, 1970). Otro efecto es la induccién de la formacion de primordios
de raices laterales (Zimmerman y Hitchcock, 1948; Vuylsteker y col., 1998).

En lo que se refiere al efecto sobre la ultraestructura, se ha observado que las
aplicaciones de los fenoxiacidos, 2,4-D; 2-CPA y 2,6-D sobre hojas de Phaseolus vulgaris
(Anderson y Thomson, 1973), Nicotiana tabacum (Hallam, 1970; Anderson y Thomson,
1973) y Pisum sativum (Romero-Puertas y col., 2004a), causan la rotura aparente de la
membrana plasmatica, el tonoplasto y el reticulo endoplasmético en las células de la
epidermis, el parénquima en empalizada y el parénquima lagunar. Asimismo, estos
compuestos producen un incremento en el numero de ribosomas libres y asociados al
reticulo endoplasmatico, y un aumento en el grado de empaquetamiento del citoplasma
(Anderson y Thomson, 1973).

Los herbicidas auxinicos también afectan a las membranas celulares, causando su
hiperpolarizacion mediante la activacion de la H'ATPasa, con la subsecuente activacion de
canales de K™ (Fuchs y col., 2006; Moyen y col., 2007), ademas de afectarse el transporte
de Ca® (Allender y col., 1997) e iones cloruro (Keller y Volkenburgh, 1996) a través de la
membrana plasmatica. Se ha demostrado la interaccion especifica del 2,4-D con la
membrana plasmatica en distintas especies vegetales (Morré y col., 1999; Barr y col., 2000)
en las que se ha descrito su adsorcion en la interfase apolar/polar de la bicapa lipidica
(Bertagnolli y Nadakavukaren, 1971).

La selectividad de estos herbicidas por especies dicotiledéneas parece estar
relacionada con la estructura de la planta y con la velocidad de translocacién del herbicida.
Estos herbicidas se transportan fundamentalmente por el floema, sin embargo, en
monocotiledéneas el floema es de dificil acceso a estos herbicidas ya que se encuentra
rodeado por células de esclerénquima y carece de cambium y periciclo sensibles a las
auxinas (Hanson y Slife, 1969). La absorcién y translocacion de herbicidas por via foliar

también esta mas restringida en monocotiledéneas (Loos, 1975).

1.4.1 Accion del 2,4-D a Nivel Subcelular

1.4.1.1 Cloroplastos
En diferentes especies vegetales se ha demostrado que el 2,4-D afecta al

desarrollo, estructura y funcionalidad de los cloroplastos, provocando el empaquetamiento
de los grana tilacoidales. Este efecto es dependiente de la concentracion, asi a bajas
concentraciones puede potenciar la actividad asimilatoria de C y la actividad fotoquimica de

los cloroplastos, mientras que a altas concentraciones tiene un efecto inhibidor (Cardenas y
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col.,, 1968; Bertagnolli y Nadakavukaren, 1971; Douschkova y col, 1989). Los
fenoxiherbicidas también alteran el contenido de pigmentos en las plantas, produciendo
inhibicion del contenido de clorofila y carotenoides, disminucion de la relacion clorofila
a/benzoquinonas y un incremento en la relacion xantofila/carotenos; lo que sugiere que
estos herbicidas promueven la inducciéon de la senescencia en el aparato fotosintético
(Kleudgen, 1979; Segura-Aguilar y col., 1995; Wong, 2000). El 2,4,5-T y el 2,4-D también
actian como inhibidores de la reaccion de Hill (McCracken y col., 1981) e inhibiendo el
transporte electrénico en el fotosistema Il (Sargent y Blackman, 1965; Nadakavukaren y
McCracken, 1977).

Es bien sabido que la luz estimula la penetracion del 2,4-D en la superficie de las
hojas potenciando el efecto de estos herbicidas sobre los cloroplastos, ya que el 2,4-D se
acumula y se metaboliza en estos organulos. Es por ello que se ha sugerido que los
cloroplastos podrian ser el punto inicial de la accién del 2,4-D (Mannella y Bonner, 1978;
McCracken y col., 1981; Laurent y col., 2006).

1.4.1.2 Mitocondrias
Uno de los principales efectos del 2,4-D es el incremento de la tasa respiratoria,

que tiene lugar bien por un aumento en la tasa de incorporacién de CO, (Fang y col., 1961;
Grossmann y col., 2001) o bien por el aumento en la produccion de CO, (Kelly y Avery,
1949; Grossmann y col., 1996). Estos efectos podrian deberse a la apertura de los estomas
que afecta el balance de CO; en la hoja. Humphreys y Dugger (1957), observaron que el
2,4-D en raices producia un incremento en la cantidad de glucosa catabolizada por la via
de las pentosas fosfato, sin embargo Fang (1960) observo el efecto contrario en tallos de
Phaseolus vulgaris. Igualmente se ha sugerido que el incremento en la respiracion inducido
por el 2,4-D, IAA y otras sustancias reguladoras, podria ser el resultado del aumento en el
crecimiento inducido por estas (Humphreys y Dugger, 1957).

A concentraciones agronomicas del herbicida, se inducia el crecimiento y la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias de hipocotilos de brotes de soja, mientras que en
la zona apical del hipocotilo se observaba el efecto contrario (Anderson y Thomson, 1973).
Elevadas concentraciones de 2,4-D inhiben sustancialmente la incorporacion de O, y la
fosforilacién oxidativa de mitocondrias vegetales en presencia de malato, citrato, o-
cetoglutarato y succinato (Pireaux y col., 1992; Oakes y Pollak, 1999).

Con respecto a la ultraestructura, las mitocondrias muestran generalmente pocos
cambios estructurales en respuesta al tratamiento con herbicidas (Anderson y Thomson,

1973). Sin embargo, el tratamiento de brotes de soja con 2,4-D 0,5 mM producia
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hinchamiento de las mitocondrias del hipocotilo, si bien este hinchamiento podria deberse
al crecimiento de las mitocondrias, y no de una simple entrada osmética de agua, ya que

estaba acompafiado de un aumento en la actividad mitocondrial (Key y col., 1960).

1.4.1.3 Nucleo

Uno de los cambios bioquimicos mas marcados en las plantas tratadas con 2,4-D y
2,4,5-T, es el incremento en el contenido de acidos nucleicos (West y col., 1960; Basler y
Hansen, 1964; Cardenas y col., 1968; Sen, 1978). Se ha establecido que el 2,4-D en tejidos
sensibles, tales como plantulas de soja, resulta en una masiva acumulacién de ADN y ARN
asociado con la induccion de la division celular (West y col., 1960; Key y Shannon, 1964).
Experimentos llevados a cabo por Chrispeels y Hanson (1962) mostraron que el ARN de
hipocotilos de soja aumentaba un 175 % 48 horas después de la aplicacion del 2,4-D,
siendo este ARN fundamentalmente ribosomal; si bien Verma y colaboradores (1975)
demostraron que también se aumentan los niveles de ARNm especifico y ARN ribosomal,
al igual que el de celulasa. Elevadas concentraciones de 2,4-D o auxinas previenen la
degradacion del ARNr y soluble, que normalmente acompafa al crecimiento expansivo de

las células jovenes (Key y Shannon, 1964).

El 2,4-D acelera la replicacion asi como la sintesis de histonas en tejidos de
nucleos maduros (Holm y col., 1970; Chen y col., 1972; Kahl y col., 1979). Ademas el 2,4-D
también producia un aumento y un cambio en el patrén de fosforilacion de proteinas del
nucleo, el cual esta correlacionado con el incremento de los niveles de actividad protein-

quinasa en el nucleo (Murray y Key, 1978; Schafer y Kahl, 1981).

1.4.1.4 Peroxisomas

En tejidos animales se ha observado que el 2,4-D produce cambios en el
metabolismo oxidativo de peroxisomas e induce a la proliferacion de estos organulos
(Abdellatif y col., 1990). Por otro parte en plantas de guisante el tratamiento con este
herbicida no parece tener efectos sobre la poblaciéon peroxisomal, pero si sobre enzimas
del metabolismo peroxisomal, como la isocitrato liasa, la glutation reductasa, XOD, acil-CoA
oxidasa y la MnSOD, las cuales aumentan en peroxisomas de plantas tratadas con 2,4-D,
con la concomitante reduccion de la actividad y contenido proteico de la catalasa (del Rio y
col., 2002a; McCarthy, 2004; Romero-Puertas y col., 2004a).

El aislamiento y caracterizacibn de mutantes resistentes a concentraciones
inhibitorias de IBA (&cido indolbutirico) y de acido 2,4-fenoxi hidroxi butirico (2,4-DB),

precursores de IAA y 2,4-D respectivamente, han permitido evidenciar el papel de la B-
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oxidacién en el proceso de conversion de IBAy 2,4-DB a IAA 'y 2,4-D (Hayashi y col., 1998;
Nyathi y Baker, 2006).

1.4.2 Accion del 2,4-D Sobre el Balance Hormonal
Se ha sugerido que compuestos como el 2,4-D pueden interferir con las auxinas

endbgenas, bien inhibiendo su transporte (Delbarre y col., 1996) y favoreciendo su
oxidacion por la indolacético oxidasa (Gordon, 1954), o compitiendo con las auxinas por
sus sustratos (Loos, 1975), lo que se traduciria en una reduccion del complejo auxinico
necesario para el crecimiento normal (Morris y col., 2004).

El guisante contiene una cantidad elevada de 4-cloro-indolacético cuya funcién
puede estar relacionada con la regulacién de la senescencia, a través de la induccién de
etileno (ET) e inhibicion del crecimiento de los meristemos. Este podria ser en parte el
mecanismo de accion de los herbicidas auxinicos, simulando o mimetizando los factores
naturales implicados en el inicio y desarrollo de la senescencia (Engvild, 1996; Karcz y
Burdach, 2002).

Los efectos de los herbicidas auxinicos podrian deberse a un desequilibrio ente
auxinas y citoquininas, lo que daria lugar a la formacién de tumores como consecuencia de
la induccién de la division celular, pero no de la diferenciaciéon (Masferrer y col., 2002;
Grossmann, 2003). Sin embargo, la alta especificidad de la mayoria de los herbicidas por la
especie vegetal, y la baja concentracion a la que ejercen su accién sugieren un mecanismo
mas especifico (Grossmann, 2000a).

Una caracteristica de los herbicidas auxinicos es la induccion de la sintesis de ET
(Jones y Kende, 1979; Morris y col., 2004). Las auxinas activan la sintesis de novo de la 1-
aminociclopropano-1-carboxilico sintasa (ACCS), aunque no se conoce si su accion es a
nivel transcripcional o postranscripcional (McKeon y col., 1995; Wei y col., 2000). Esta
enzima cataliza la conversion de S-adenosilmetionina a ACC, que es a su vez precursor del
ET (Grossmann, 2000a), y esta codificada por una serie multigénica que a su vez
pertenece a los genes de respuesta a auxinas (Yoon y col., 1999). Los genes acs se
expresan diferencialmente dependiendo del tejido, pero también en senescencia y en
respuesta a distintas situaciones de estrés. Si bien este incremento de la sintesis de ET no
es responsable del efecto fitotoxico de estos herbicidas, si esta asociado a la
sintomatologia relacionada con el crecimiento aberrante, la epinastia foliar, y la curvatura y
estrechamiento necrético del tallo (Grossmann, 2003). A bajas concentraciones, estos
herbicidas pueden inhibir la sintesis de ACC y por tanto, la formacién de ET (Grossmann y
Retzlaff, 1997).

11
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Grossmann y col, (2001) han propuesto que la formacion de CN°, como
subproducto de la sintesis de ET, podria ser responsable en parte, de la toxicidad de estos
herbicidas. EI ET también induce la sintesis de ABA, a través de la induccién de la
degradacion oxidativa de xantofilas a xantoxina (Grossmann, 2000a). Asi, la administracion
de compuestos auxinicos a altas concentraciones producen acumulos de ABA
fundamentalmente en raices y brotes (Grossmann y col., 2001). La induccién de ET y ABA
por auxinas se detecta en primer lugar en el tallo y desde alli, el ABA es translocado al
resto de la planta (Grossmann, 2000a, b). En paralelo al aumento del ABA, tiene lugar una
reduccion de la apertura estomatica, transpiracion y asimilacién del carbono, y como
consecuencia de ello, las plantas muestran sintomas de senescencia progresiva (Hansen y
Grossmann, 2000; Veselov y col., 2003). Por todo ello, se ha propuesto que el ABA prodria
actuar como segundo mensajero en la sefalizacién auxinica que tiene como resultado la
inhibicién del crecimiento de plantas sensibles, y la inducciéon de senescencia bajo altas
concentraciones de herbicidas auxinicos y &cido indolacético (Liu y Wang, 2006). También
se ha demostrado que los herbicidas auxinicos producen acumulo de H,O, en paralelo a
los niveles de ABA y ET, y coincidiendo con la aparicion de dafios tisulares (Grossmann y
col., 2001; Romero-Puertas y col., 2004a). No obstante, no se conoce con exactitud la
fuente de H,0,, aunque se ha especulado que el cierre de los estomas prodria favorecer su
produccion en cloroplastos como consecuencia del desvio de los electrones hacia el O, en
la membrana tilaciodal (Grossmann y col., 2001). Otros autores han demostrado que el
H,O, podria proceder de la NADPH oxidasa de la membrana plasmatica (Schopfer y col.,
2002). Recientemente, Romero-Puertas y col, (2004a) han sugerido que los peroxisomas
podrian ser otra fuente de H,O,, ya que en estos organulos tiene lugar un incremento de la
actividad XOD, por efecto del tratamiento con 2,4-D.

En la Figura 1.2 se muestra un modelo del mecanismo de accion de los herbicidas
auxinicos propuesto por Grossmann y col, (2001) en el que se concede un papel relevante
al ET, ABA y ROS. Segun estos autores, la reducciéon de la asimilacion de CO,, como
consecuencia del cierre estomatico inducido por ABA, conduciria a un acumulo de ROS

que a su vez estarian implicados en la produccién de dafios y muerte celular.

Recientemente y tras una larga busqueda, se ha identificado a la proteina TIR1 (del
inglés, Transport inhibitor response 1) como receptora de auxinas (Dharmasiri y col., 20053;
Kepinski y Leyser, 2005). Si bien con anterioridad han sido descritas varias proteinas con
actividad de union al IAA, entre ellas las GSTs (Bilang y col., 1993), formaldehido

deshidrogenasas (Sugaya y Sakai, 1996) y otras proteinas asociadas a membrana
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plasmatica, pared celular o nucleo (Leyser, 2001; Zheng y Hall, 2001). Ademas, la ruta de
transduccion de sefiales en respuesta a auxinas y la (s) fuente (s) de ROS en este proceso

no se ha identificado en detalle.

Inhibicion del crecimiento y
sobreproducciéon de ROS

| Inhibicién de la asimilaciéon de CO, l

. \ Cierre
Senescencia \‘\k | Inhibicién de la transpi

! estomatico
ABA /SNAL ABA

Fy \ QL
g 3‘J<, 5 Metionina
| }

ABA
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/1 l*— ACC-sintasa
Xantoxina ACC
o
| AIA, herbicidas
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Epinastia foliar,

=

£ |

Ny senescencia
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. \ horizontal y
-\ necrosis de tallos
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Inhibicién del crecimiento
del apice y la raiz

Figura 1.2: Modelo de accién de los herbicidas auxinicos. Propuesto por
Grossmann y col, (2001), en el que se explica la induccién del dafo tisular y
senescencia en Galium aparine. ABA: &acido abscisico; ACC: 1-
aminociclopropano 2-carboxilico; ROS: especies de oxigeno reactivo; SAM:

S-adenosilmetionina.

1.5 Senalizacion Dependiente de Auxinas
Los herbicidas auxinicos y otros compuestos auxinicos, tienen una gran afinidad

por los receptores de auxinas responsables de la transducciéon de senales en respuesta a
IAA en condiciones fisioldgicas (Grossmann, 2000b; Zheng y Hall, 2001). Estos receptores,
una vez activados, desencadenan una serie de eventos que determinan la respuesta
fisiolégica de la planta, o su muerte en el caso de la aplicacion de herbicidas auxinicos
(Leyser, 2001; Zheng y Hall, 2001).

La proteina de unién a auxina mejor caracterizada es la ABP1 (del inglés, auxin
binding protein) localizada en el reticulo endoplasmatico (Venis y col., 1996; Napier y col.,
2002; Woo y col., 2002). Sin embargo no hay evidencias que relacionen la ABP1 con la

regulaciéon por auxinas de la expresion génica. Segun Zhen y Hall (2001) la resistencia a
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herbicidas auxinicos de un biotipo de mostaza silvestre, puede ser debida a una alteraciéon
de un receptor de auxina como el ABP.

En la ultima década se ha descrito una gran variedad de proteinas de union a la
auxina, mediante el uso de técnicas de cromatografia de afinidad, y de auxinas sintéticas
como el 2,4-D. Asi se ha purificado una formaldehido deshidrogenasa dependiente de
glutation que pertenece a la superfamilia “germinis”, al igual que la ABP1 y una disulfuro
isomerasa (PDI) y todas ellas se localizan en el reticulo endoplasmastico (Napier y col.,
2002).

Existen algunas moléculas y determinadas condiciones celulares que pueden tener
un papel como mensajeros secundarios en la modulacion de la respuesta celular de las
plantas frente a auxinas, como son las protein kinasas, el ca”, el complejo Cca®'-
calmodulina, los fosfoinositidos, el AMPc, cambios de pH, reacciones redox en la superficie
de la célula, acidos grasos de las membranas y la metilacion de proteinas. Asi la
transmision de la sefial al nucleo, puede ocurrir por muchas vias, incluyendo la unién a
GTP, cascadas de protein quinasas y por canales i6nicos de membrana (Mulligan y col.,
1997). Se ha propuesto que la transduccién de sefales mediadas por auxinas actua bajo
una conservada cascada de sefalizacion compuesta por tres protein-quinasas: protein-
quinasa mitégena-activada (MAPK), MAPK quinasa (MAPKK) y MAPKK quinasa (MAPKKK)
(Mizoguchi y col., 1994; Kovtun y col., 1998). El movimiento de iones dentro y fuera de la
célula después de la union de la auxina a receptores transmembrana especificos parece
ser un evento primario. Asi por ejemplo Sterling y Hall (1997) observaron cambios en el
flujo de Ca®* y H', tras la interaccion de la auxina con sus receptores. La adicion de Ca®* a
los medios de cultivo de plantas de mostaza reducia los efectos de herbicidas auxinicos en
las variedades sensibles, por el contrario la adicion de verapamil, un bloqueante de canales
de calcio, incrementaba su sensibilidad (Zheng y Hall, 2001). La implicacion del calcio y la
calmodulina en la accién de las auxinas, se ha evidenciado gracias a la caracterizacion de
los dominios de union a CaM, SAUR (small auxin up RNAs) dependientes de Ca®, las
proteinas SAUR experimentan un rapida induccidon en respuesta a auxinas (Yang y
Poovaiah, 2000).

Una gran variedad de respuestas ocurren rapidamente después del tratamiento con
auxinas y estas parecen demasiado rapidas para ser causadas por cambios
transcripcionales y sintesis de novo de proteinas. El lapso de tiempo entre la induccién
trasncripcional y disponibilidad de proteinas, ha sido evaluado en ensayos basados en la
luciferasa como marcador de uno de los primeros genes inducidos por auxinas, el GH3.2, el

cual se induce en los primeros 30 a 45 minutos de tratamiento con 2,4-D (Calderon-
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Villalobos y col., 2006). Una de las respuestas tempranas consiste en una hiperpolarizacion
de la membrana plasmatica e hinchazéon de protoplastos. También tiene lugar un
incremento de la actividad de la fosfolipasa A, (André y Scherer, 1991; Scherer y col.,

2007), activacion de MAPK y acidificacion de la pared celular (Badescu y Napier, 2006).

La induccidn de respuestas por auxinas en los primeros 30 min es dependiente del
receptor de auxinas TIR1 (Dharmasiri y col.,, 2005a), cuyo papel central en el
funcionamiento inicial de las auxinas fue descrito por Ruegger y colaboradores (1998).
Estos autores, en un experimento disefiado para identificar mutantes resistentes a
inhibidores del transporte polar de auxinas (PAT), identificaron el gen TIR1 a partir de la
seleccion fenotipica del mutante tir 71-1, el cual estaba afectado en la sefalizacion de
auxinas. Experimentos posteriores revelaron la interacciéon sinérgica de TIR1 con la ya
identificada ubiquitina-activada RUB (Related to ubiquitin) y ARX1 (Auxin resistant1)
(Leyser y Berleth, 1999), esto sugiri6 la participacion de TIR1 en la ruta de conjugacion de
la ubiquitina, en la cual se seleccionan proteinas para su degradacién en el proteosoma
(Leyser, 2001; Kepinski y Leyser, 2002; Delker y col., 2008). Actualmente esta bien
establecido en Arabidopsis que TIR1 es un receptor de auxinas y que actia como una
subunidad de F-box, integrada en el complejo proteico SCF de la ubiquitin ligasa encargado
de la ubiquitinacion de proteinas (Skowyra y col., 1997; Gray y col., 1999; Dharmasiri y col.,
2005a; Dharmasiri y col., 2005b; Hayashi y col., 2008). TIR1 se ensambla con la subunidad
de la ubiquitin ligasa CULLIN1 (CUL1) (Hellmann y col., 2003; Kepinski y Leyser, 2004),
RING-BOX1 (RBX1) (Gray y col., 2002) y ARABIDOPSIS SKP1 (Zhao y col., 1999), para
constituir el complejo funcional SCF™' (Kepinski y Leyser, 2005; Quint y Gray, 2006;
Guilfoyle, 2007); este proceso también parece ocurrir en el caso de NAA y el 2,4-D pero
con diferentes grados de afinidad (Dharmasiri y col., 2005a; Kepinski y Leyser, 2005;
Guilfoyle, 2007).

La funcién de TIR1 en la transduccidén de sefales por auxinas, se basa en su
capacidad para reconocer a las proteinas AUX/IAA (Gray y col., 2001; Kepinski y Leyser,
2005; Tan y col., 2007), las cuales bloquean la expresion de genes inducibles por auxinas,
inhibiendo a las proteinas ARF (Auxin Response Factor) (Tiwari y col., 2001). Las proteinas
AUX/IAA parecen no unirse al ADN directamente, pero actian como represores
transcripcionales a través del dominio | de los cuatro que poseen (I-IV), interaccionando asi
con las ARFs (Tiwari y col., 2001; Delker y col., 2008). Finalmente el dominio Il funciona
como una secuencia degradadora que tiene como diana el complejo AUX/IAA-SCF™" para

su ubiquitinizaciéon (Dharmasiri y col., 2003; Kepinski y Leyser, 2004) (Fig. 1.3). La
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regulacion de la expresion por auxinas depende principalmente de la interaccion de ARFs
activas con otras proteinas, tales como AUX/IAA o potencialmente otras ARF (Guilfoyle y
Hagen, 2007). No obstante, muchos aspectos sobre el mecanismo exacto de este proceso

regulatorio, son todavia especulaciones que aguardan futuras investigaciones.

El hallazgo del efecto de las auxinas incrementando la baja afinidad de TIR1 hacia
su sustrato AUX/IAA, estableci6 la funcién de TIR1 como receptor de auxinas (Dharmasiri y
col., 2005a; Kepinski y Leyser, 2005; Guilfoyle, 2007). Ademas Dharmasiri y colaborados
(2005b) han demostrado que los genes del tipo TIR1, que codifican AFB1-3 (AUXIN
SIGNALING F-BOX PROTEIN1-3), tienen las mismas funciones receptoras que TIR1. TIR1,
AFB1, AFB2 y AFB3 se expresan de forma diferente en el tiempo, pero sus funciones
individuales se solapan en gran medida, lo cual ha revelado una parcial redundancia entre

estas proteinas F-box (Dharmasiri y col., 2005b).

A Baja concentracién
de auxina Represor de
e AUX/IAA

represion de genes

e !
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de auxina
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9 o de AUX/IAA
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—
e " s
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Figura 1.3: Ruta de sefalizacion por auxinas. Tomado de Guilfoyle (2007).
Los activadores ARF se unen a elementos de respuesta a auxinas para
promover la respuesta génica. (A): A bajas concentraciones de auxina, los
represores AUX/IAA se asocian con ARF mediante los dominios lll y IV, y
reprimen la expresién génica. (B): A altas concentraciones, la auxina se une

TRI1

al receptor TIR1 en el complejo SCF' ™, permitiendo la uniéon de TIR1 con

AUX/IAA, de esta forma los represores AUX/IAA entran en una ruta que
permite su destruccion y la subsecuente activacion de genes de respuesta

auxinas.

1.6 Expresion Génica Dependiente de Auxinas
El modelo basico de la regulacién génica inducida por auxinas, implica al receptor

TIR1 mediando la degradacion de proteinas AUX/IAA y ARFs, y consecuentemente
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promoviendo cambios en la expresion génica. Estos patrones de expresion tan
diversificados y solapantes ofrecen un vasto potencial regulador; ademas de la regulacion
postrascripcional de la expresién génica mediada por microARNs que ha sido demostrada
por la presencia de ARFs asi como de TIR1/ARFs (Guilfoyle y Hagen, 2007; Delker y col.,
2008). Los factores de trascripcion ARF por si solos, no parecen regular los genes en
respuesta a auxinas, ya que requieren la asociacion con represores Aux/IAA (Hagen y
Guilfoyle, 2002; Tiwari y col., 2003). Existe una gran variedad de genes identificados en la
respuesta temprana a auxinas, entre ellos las familias SAUR y GH3, el GH2/4 que codifican
para la glutation S-transferasa y el gen ACS que codifica para el acido 1-carboxilico 1-
aminociclopropano, enzima clave en la biosintesis de etileno (Wright y col., 1987; Hagen y
col., 1991; Abel y Theologis, 1996).

Una hora después del tratamiento con el 2,4-D ya se observan cambios
importantes en los niveles de expresion del genoma completo de Arabidopsis, como el
incremento de los niveles de transcritos de 148 genes e inhibicién o reducciéon en los
transcritos de 85 genes; muchos de los cuales pertenecen a categorias funcionales de alta
importancia en la planta. Se ha confirmado ademas que el tratamiento con 2,4-D (1 mM),
induce la expresion del gen NCED1, que codifica para la dioxigenasa 9-cis-
epoxycarotenoide, enzima clave en la regulacion de la biosintesis de acido abscisico ABA
(Raghavan y col.,, 2005; Raghavan y col.,, 2006). En estudios de transcriptomica en
Arabidopsis se ha observado que concentraciones de 1 ym a 1 mM de 2,4-D producen la
induccién de la expresion de los genes de respuesta a auxinas (IAA1,IAA13, IAA19) a
niveles iguales de aplicacion de IAA. Sin embargo los genes asociados con la sefalizacion
por auxinas mediada por ubiquitina, el TIR1T y ASK1, mostraron reduccién en la expresion
en respuesta a bajas concentraciones de 2,4-D, asi como una induccion en la biosintesis
de etileno, lo que sugiere la induccién de los genes que codifican para la ACC sintasa
(4cido 1-carboxilico-1-amino ciclopropano) y para ACC oxidasa. Aunque los genes
involucrados en la biosintesis del etileno no se veian modificados en respuesta a las
concentraciones de 2,4-D utilizadas, la senalizacion estaba reducida como lo demuestra el
aumento en la expresion de los genes CTR1 y ERS, ambos implicados en la ruta de

sefalizacion por etileno (Raghavan y col., 2006).

1.7 Componentes del Transporte de Auxinas
Un importante avance en la biologia de las auxinas fue la formulacion del modelo
quimiosmoético, por el que se propuso la existencia de proteinas transportadoras de auxinas

localizadas en la membrana plasmatica facilitando la toma vy flujo (salida) de auxinas. 20
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afos después de su formulacion se han identificado los entonces componentes hipotéticos
de este modelo, gracias a los estudios y aproximaciones genéticas, y moléculares

realizados en Arabidopsis (Geisler y Murphy, 2006; Feraru y Friml, 2008).

La familia de proteinas PIN FORMED (PIN) constituida por 8 miembros, ha sido
caracterizada e identificada como la clave de una gran variedad de procesos del desarrollo
mediados por las auxinas, como son embriogénesis, organogénesis, mantenimiento del
meristemo radicular y diferenciacion y regeneracion del tejido vascular (Luschnig y Fink,
1999; Blilou y col.,, 2005; Paponov y col., 2005). Estas proteinas actian como
transportadores de salida de auxinas y tienen una localizacién principalmente polar que
coincide con el flujo de la auxina, la cual se incorpora por la parte apical y sale por la parte

basal de la célula (Wisniewska y col., 2006).

Junto a los transportadores de salida PIN se ha estudiado el proceso contrario, de
entrada de auxinas en la célula, el cual ocurre principalmente mediante difusion y
minoritariamente mediante el importe activo en el que participa el transportador AUXIN
RESISTANT/LIKE AUX1 1 (AUX1/LAX), localizado en la membrana plasmatica (Bennett y
col., 1996). Sin embargo, debido a la falta de evidencias claras con respecto al transporte
mediado por PIN y AUX1/LAX, recientemente se ha propuesto que las p-glicoproteinas
(PGP), miembros de la superfamilia de transportadores ABC y representados como
MULTIDRUG RESISTANCE (MDR o PGP) pueden actuar como transportadores tanto de
salida como de entrada de auxinas (Luschnig, 2002; Geisler y col., 2003). Se han propuesto
dos modelos de accion de las PGPs: la regulacion de proteinas PIN o el transporte directo
de auxinas. En este ultimo se ha identificado a AtPGP1 como el mediador directo del flujo
de salida (Geisler y Murphy, 2006). Por otra parte, en cuanto al flujo de entrada se ha
identificado al transportador AtPGP4, el cual parece tener una importante funcion en el

desarrollo de la raiz (Santelia y col., 2005).

Recientemente Blakeslee y col., (2007) observaron que el mecanismo de transporte
de las proteinas PINs, PGPs y AUX/LAX es independiente pero funciona coordinadamente
en la planta. Sin embargo todas las proteinas PIN y PGP (excepto PIN2) muestran
localizacion subcelular polar y apolar; al parecer las PINs determinan el movimiento
direccional de las auxinas requerido en el desarrollo embriogénico polar, formacién de
organos y filotaxis. Las PGPs contribuyen en el flujo de salida de las auxinas desde los
tejidos apicales, actuando en el transporte a largas distancias (Titapiwatanakun y Murphy,
2008).
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1.8 Efecto de las auxinas sobre el citoesqueleto de actina
La red macromolecular mas importante en las células eucariotas es el

citoesqueleto, el cual permite llevar a cabo una gran variedad de movimientos coordinados
y dirigidos; se dice que el crecimiento y desarrollo de todas las células en la planta depende
de un citoesqueleto integralmente funcional. El citoesqueleto se compone de microtubulos y
microfilamentos de actina, que juegan un importante papel en diversos aspectos del
crecimiento y desarrollo, incluyendo procesos fundamentales tales como la division celular,
expansion, organizacion intracelular y movilidad (Staiger, 2000; Wasteneys y Galway,
2003). Las células vegetales responden a gran variedad de estimulos internos y externos, y
en la mayoria de los casos el citoesqueleto es el mediador de esta respuesta. De esta
manera, el citoesqueleto no esta confinado al campo de la biologia celular, por lo que
actualmente la investigacion de sus funciones se despliega a estudios que incluyen la
estructura macromolecular, el desarrollo, la accién hormonal y el estrés medioambiental.
Asi, el citoesqueleto de actina transporta cloroplastos en condiciones de alta intensidad
luminica (Takagi, 2003), otros elementos del citoesqueleto facilitan el gravitropismo y
establecimiento de simbiosis con micorrizas (Blancaflor y col., 2001) y dirigen respuestas
celulares frente a heridas (Foissner y col., 1996; Hush y Overall, 1996).

Continuamente las plantas deben perfeccionar sus defensas y desarrollar nuevas
estrategias que les permitan mantener bajo control sus interacciones con microorganismos;
en estos procesos el citoesqueleto pude ser tanto regulador como diana y su
remodelamiento una via para conseguir persuadir o resistir al ataque de patégenos.
Durante la mayoria de interacciones planta-patdégeno, se desarrollan gran variedad de
estructuras asociadas al sitio de interaccion con resultados beneficiosos para la planta, un
ejemplo podrian ser las estructuras radiales de actina que se desarrollan frente a procesos
de invasion por patogenos, asi como las redes de microfilamentos de actina o
microfilamentos que se forman durante la colonizacién por las micorrizas, en las cuales se
cree existe un incremento en la estabilidad de los filamentos de actina frente a su
degradacion proteolitica por monoubiquitinizacion (Dantan-Gonzalez y col., 2001).

Por otra parte en cuanto a la transduccion de sefales existe una creciente
evidencia de la participacion de redes de actina y microtubulos de células vegetales, en las
cascadas de sefalizacion iniciadas en la membrana plasmatica, y que derivan hacia
adaptaciones a factores ambientales (Abdrakhamanova y col., 2003; Nyporko y col., 2003).

Ademas esta bien establecida la influencia de hormonas como el etileno, las
giberelinas, brasinoesterdides, auxinas y auxinas sintéticas, sobre la organizacion del

citoesqueleto. De hecho la aplicacion exdgena de hormonas inicia una serie de eventos que
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culminan en procesos dirigidos por el citoesqueleto, tales como la rapida proliferacién
celular, expansion y diferenciacion. Asi, por ejemplo, las auxinas exdgenas inducen a la
reorganizacion de las redes de microtubulos en epicotilos de judias (Takesue y Shibaoka,
1999). En células neuronales se ha visto que el 2,4-D produce in vitro una significante
reduccion de la polimerizacion de la tubulina (Rosso y col., 2000) y en células vegetales el
2,4-D induce la reorientacion de transversal a longitudinal de los microtibulos, lo cual
promueve la expansién celular permitiendo la hinchazén de tallos y raices (Abeles y col.,
1992). Recientemente se ha observado que el 2,4-D actia mayoritariamente sobre la
divisién celular afectando al citoesqueleto de actina provocando su desorganizacion y
desintegracion, mientras el IAA actua sobre la elongacion sin afectar al citoesqueleto de

actina (Rahman y col., 2007).

1.9 Especies de oxigeno reactivo (ROS)

La atmosfera terrestre actual contiene un 21 % de oxigeno molecular (O;). Las
principales trazas de O, aparecieron hace aproximadamente 2500 millones de afos, debido
a la actividad fotosintética de las algas verde-azuladas (Halliwell y Gutteridge, 2000). El
aumento de la cantidad de oxigeno atmosférico permitidé el desarrollo de una capa
estratosférica de ozono (O;) protectora frente a la accién de rayos ultravioleta y que
favorecio la colonizacién terrestre de los seres vivos que en un principio habitaban en
medios acuaticos. Desde que estos organismos colonizaron la tierra, han tenido que
evolucionar con el incremento del nivel de oxigeno, desarrollando formas mas sofisticadas,
metabdlicamente capaces de obtener energia a través de cadenas de transporte
electrénico, cuyo ultimo aceptor es el O,, asi como ser capaces de protegerse de la propia
toxicidad del oxigeno, mediante el desarrollo de diferentes sistemas antioxidantes (Noctor,
2000).

El oxigeno molecular en estado basal triplete es un radical con sus dos electrones
de valencia externos ubicados en orbitales separados con spines paralelos, razén por la
cual es incapaz de aceptar dos electrones directamente de cualquier molécula organica; es
asi que para oxidar a una molécula o atomo no radical, el oxigeno en este estado
necesitaria reaccionar con una pareja que le provea un par de electrones con spines
paralelos que se ajuste en sus orbitales con electrones libres (Cadenas, 1989; Halliwell y
Gutteridge, 2000). 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 genera el oxigeno singlete, y por tansferencia de electrones el resultado es la
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reduccién secuencial a radicales superéxido, peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo
(Fig. 1.4, Tabla 1.1).

Radicales No radicales

Superoxido (0,7) Peroxido de hidrégeno (H,0,)

Hidroxilo (OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo (RO,) Ozono (0,)
Alcoxilo (RO) Oxigeno singlete ('0,)

Hidroperoxilo (HO,) | Peroxinitrito (ONOG") Tabla 1.1: Especies de oxigeno reactivo (ROS).

Una de las causas de la toxicidad biolégica 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 (Dat y col., 2000). En presencia
de radicales O, y de metales de transicion como Fe? o Cu™ el H,O, puede dar lugar a la
formacion de los radicales OH, mediante las reacciones de Haber-Weiss (Halliwell y
Gutteridge, 2000).

30, = 0,” == 0; —*= 0F » 00 > 07
l lH* lZH‘” 2H* lH* lzl-l+
0, HO, H,0, H,0 "'OH H,0

Figura 1.4: Generacion de especies de oxigeno reactivo por transferencia de electrones o

reduccion secuencial univalente del oxigeno en estado basal triplete. (Apel y Hirt, 2004).

En condiciones fisioldgicas normales las ROS producidas por las plantas son
eliminadas eficientemente por los diferentes sistemas antioxidantes localizados en
diferentes compartimentos celulares (Alscher y col., 1997). Sin embargo el equilibrio entre
produccioén y eliminacion de las ROS puede ser obstaculizado por diferentes situaciones
ambientales, estreses abidticos tales como sequia, bajas temperaturas, salinidad, metales
pesados, contaminantes o herbicidas entre otros; como resultado de éstas los niveles de
ROS pueden elevarse rapidamente (Prasad y col., 1994; Dat y col., 2000; Sandalio y col.,
2001; Romero-Puertas y col.,, 2004a). Las situaciones externas adversas pueden ser
abidticas o bidticas. Existen algunas caracteristicas en comun en la respuesta de la planta
frente a estos dos tipos de estrés, sin embargo el incremento en la concentracion de las

ROS parece ser dirigido por diferentes mecanismos.
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Una de las defensas de la planta frente al ataque por patdégenos, es la rapida
produccién de ROS (O," y H,0,), en el sitio primario de invasion (Apostol y col., 1989;
Lamb y Dixon, 1997). Doke (1985) fue el primero en establecer esta rapida produccion de
ROS, demostrando la rapida transformaciéon del O,™ a H,O,, en los tubérculos de patata

inoculados con Phytopthera infestans.

Una gran variedad de enzimas estan implicadas en la produccién de las ROS en el
estrés biotico. El sistema NADPH oxidasa, es uno de los que més ha captado atencion. Se
identificé en fagocitos y linfocitos B, catalizando la produccion de O,", a través de la
reduccién del oxigeno usando el NADPH como donador de electrones. El O," generado por
esta enzima interviene en la produccién de una gran variedad de oxidantes como alégenos
oxidados, radicales libres de oxigeno y oxigeno singlete, los cuales son usados por los
fagocitos para combatir a los microorganismos invasores. La NADPH oxidasa esta
compuesta por cinco componentes de los cuales tres forman un complejo citosélico, y los
dos restantes se localizan en las vesiculas secretoras. Cuando las células que permanecen

en reposo son estimuladas, el componente citosdlico p47°"~

se fosforila y es movilizado a
la membrana, donde se asocia con componentes de la membrana para dar la oxidasa
activa (Babior, 2004). Estudios posteriores sugieren la posibilidad de un origen comun para
las NADPH oxidasas, de plantas y de fagocitos, existiendo reaccién cruzada entre los

PHOX  pa7P"%% y p677"°X humanas, con diferentes proteinas de peso

anticuerpos contra p22
molécular similar (Tenhaken y col., 1995; Desikan y col.,, 2001) y varios genes de los
llamados rboh (Respiratory burst oxidase homologs) en plantas, homdlogos de p91™"%* Ia
subunidad catalitica de la NADPH en fagocitos (Keller y col., 1998; Torres y col., 1998).
Mutantes knock-out de Arabidopsis en dos de los genes rboh, AtrbohD y AtrbohF
demuestran que ambos son requeridos para la normal produccién de intermediarios de
ROS durante la interaccién planta-patdgeno, siendo la mutacion en AtrbohD la que elimina

mayoritariamente la produccion de ROS (Torres y col., 2002).

Se sabe que existe un mecanismo comun para la producciéon de H,O, durante la
interaccion planta-patégeno y las heridas producidas por el ataque de insectos herbivoros;
dicho mecanismo se ha podido desvelar gracias a la inhibicion de la NADPH oxidasa
producida por la incubacion con cloruro de difenil iodonio (DPI). El peréxido de hidrogeno
actia como mensajero secundario en la induccion de genes de defensa en respuesta a
heridas (Orozco-Cardenas y col., 2001), sin embargo, estos genes son diferentes de los
inducidos en respuesta a patdgenos, por lo que se piensa que la especificidad observada

en cada respuesta no tiene que ver con H,O, (Apel y Hirt, 2004), ya que algunos autores
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han cuestionado la selectividad del DPI como inhibidor de NADPH, observando su accion

sobre otras oxidasas (Allan y Fluhr, 1997; Frahry y Schopfer, 1998).

La produccion y eliminacién de ROS ocurre de una forma controlada, sin embargo
el equilibrio entre produccion y supresion puede verse afectado por diferentes factores
abidticos como la alta intensidad luminica, xenobiéticos, metales pesados, bajas y altas
temperaturas y estrés mecanico entre otros (Bowler y col., 1992; Prasad y col., 1994;
Tsugane y col., 1999; Romero-Puertas y col., 2004a; Rodriguez-Serrano y col., 2006). El
estudio de ROS durante situaciones de estrés abidtico se ha centrado principalmente en su
papel en procesos de aclimataciéon (Prasad y col., 1994; Foyer y col., 1997; Dat y col.,
1998; de Azevedo Neto y col., 2005). Sin embargo, altas concentraciones de ROS inducen
fitotoxicidad y por el contrario bajas concentraciones pueden ser usadas como sefiales que
permiten la aclimataciéon de la planta, por lo cual las ROS no son simplemente productos
téxicos del metabolismo, sino que también funcionan como moléculas sefial (Mittler y col.,
2004; Van Breusegem y col., 2008).

El metabolismo celular de las plantas debe estar altamente regulado con el objeto
de permitir una integracion efectiva de las diferentes rutas biosintéticas de reductores para
mantener el equilibrio redox (Dietz y Scheibe, 2004; Scheibe y col., 2005), no obstante esto
no parece ser suficiente para evitar la activacion del oxigeno molecular y la consecuente
generacion de ROS, particularmente de H,O, (Geigenberger y col., 2005). Sin embargo, en
muchos casos, la produccion de ROS esta genéticamente programada, es inducida durante
su desarrollo y por cambios medioambientales, ademas induce una completa cascada de
sefiales durante el metabolismo primario y secundario (Millar y col., 2003; Buchanan vy
Luan, 2005). El O,y el H,0, actian como mensajeros secundarios en una gran variedad
de procesos asociados con el crecimiento y desarrollo de la planta (Foyer y Noctor, 2005a;
Foyer y Noctor, 2005b). Ademas, una de las mayores vias usadas por las plantas para la
transmision de senales concernientes con los cambios medioambientales, es la produccion
de superoxido en la membrana plasmatica (Barnes y Mayfield, 2003; Terman y Brunk,
2006).

La exposicion a altas intensidades de luz es una de las causas mas comunes de
estés oxidativo en las plantas. Altas intensidades luminicas provocan una fuerte generaciéon
de ROS principalmente cuando este factor se combina con una limitada tasa de fijacion de
CO, (Willekens y col., 1997). Bajo condiciones normales, los cloroplastos generan
aproximadamente 150-250 umol de H,O, por mg de clorofila por h (Asada, 1994a). En

condiciones de excesiva luz, los procesos enzimaticos para la fijacion de CO, se vuelven
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limitantes, y como resultado durante la fotosintesis se produce mas NADPH y ATP del
necesario. Esta acumulacién de equivalentes redox y energia reduciria el contenido de
plastoquinona, generando procesos de fotoinhibicion (Dat y col., 2000).

La fotoinhibicion también es inducida por la aplicacion de xenobidticos, proceso que
a la vez produce un incremento en la produccion de ROS en cloroplastos (Smirnoff, 1993,
1998). En estas situaciones se ha observado un incremento en la peroxidacion lipidica,
comunmente usado como un indicador de estrés oxidativo (Gogorcena y col.,, 1995;
Sandalio y col., 2001; Romero-Puertas y col., 2004a; Sunohara y Matsumoto, 2008).

La presencia de metales pesados como cobre y cadmio, causa un desequilibrio en
las reacciones redox celulares, el cual permite la formacién de ROS y subsecuente
peroxidacion lipidica (Halliwell y Gutteridge, 2000; Rodriguez-Serrano y col., 2006). La
activacion diferencial de las diferentes isoformas de SOD durante el tratamiento con Cu,
sugiere la acumulacién de ROS como consecuencia del tratamiento con Cu, que ademas
promueve la expresion de proteinas de defensa (Utriainen y col., 1998). Por otra parte el
exceso de hierro promueve el estrés oxidativo, en gran parte debido a su potencial para
reaccionar con H,O, y O," y dar lugar a una especie de oxigeno reactiva mas toxica el
radical OH. Asi mismo en presencia de este metal se incrementa la actividad APX
(Kampfenkel y col., 1995; Halliwell y Gutteridge, 2000)

Recientemente se ha observado que el ozono (O3) induce la respuesta
hipersensible en plantas, encontrandose similitudes en las respuestas producidas por el
ataque de patégenos, por lo que el Oz podria actuar como un elicitor abidtico de la
respuesta antioxidante (Ranieri y col., 2003). El O3 que penetra en el espacio apoplastico
de hojas en convertido rapidamente en ROS y permite la acumulacién de H,0, a través de
la NAD(P)H de membrana plasmastica, la acumulacion de perdxido de hidrégeno continua
en otros compartimentos celulares como citoplasma, mitocondrias y peroxisomas cuando la

exposicion al O3 ha terminado (Pellinen y col., 1999; Overmyer y col., 2003).

1.9.1  Produccion de ROS en Sistemas Bioldgicos
Cloroplastos (Fig. 1.5): El oxigeno se produce continuamente durante el transporte

electronico fotosintético en las reacciones luminicas y se elimina de manera simultanea de
los cloroplastos en los procesos de reduccion y asimilacion. Existen tres tipos de procesos
que consumen oxigeno relacionados con la fotosintesis: (a) la reaccion de la ribulosa 1,5
bifosfato carboxilasa (Rubisco), (b) la reduccion directa del oxigeno molécular por el
transporte electronico en el fotosistema | (FSI) y (c) la clororrespiracion (Keller y col., 1998;
Apel y Hirt, 2004).
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El proceso de clororrespiraciéon describe la reduccién del oxigeno que resulta en la
cadena respiratoria constituida por una NAD(P)H deshidogenasa y una oxidasa terminal en
cloroplastos, que compite por el transporte fotosintético de electrones. Este proceso ha sido
ampliamente estudiado en micro algas (Bennoun, 1982) y sélo recientemente se han
encontrado componentes en la cadena respiratoria de plantas superiores (Nixon, 2000). Se
sabe que este proceso contribuye a la formacion de ROS en cloroplastos, aunque la
capacidad de transporte electrénico en la clororrespiracion es menos del 1% que en la
fotosintesis. Por otra parte se ha observado que la clororrespiracion esta involucrada en
procesos de adaptacion a estreses abidticos (Diaz y col., 2007).

Los dos procesos primarios encargados de la formacion de ROS durante la
fotosintesis son la fotorreduccién del O, a radical superdxido que ocurre por la reduccion de
los componentes asociados al FSI durante el transporte electrénico y las reacciones ligadas
al ciclo fotorrespiratorio, incluyendo las reacciones de la Rubisco y el ciclo glicolato-oxidasa
en los cloroplastos, y la catalasa y peroxidasas en peroxisomas. Cuando se expone a una
planta a intensidades de luz que exceden su capacidad de asimilacion de CO,, ocurre una
reduccion en la cadena de transporte electronico que ocasiona la inactivacion del
fotosistema Il (FSII) y la inhibiciéon de la fotosintesis. Las plantas disponen de dos
estrategias para proteger su aparato fotosintético de la fotoinhibicion: el exceso de energia
de excitacién en el FSIl puede disiparse térmicamente (proceso que se conoce como
“quenching” no fotoquimico), y la habilidad del FSII para transferir electrones a diferentes
aceptores en el cloroplasto (“quenching” fotoquimico) (Rutherford y col., 1984; Ort y Baker,
2002). Cuando las plantas estan expuestas a factores de estrés medioambiental como la
presencia de xenobidticos o temperaturas no adecuadas, y la disponibilidad de CO, en la
hoja esta limitada, ocurre la reduccion del oxigeno por el FSI (reaccién de Mehler) (Mehler,
1951) y la fotorrespiracion juega un papel fotoprotectivo crucial para la planta (Apel y Hirt,
2004).

De esta manera el FSI es el principal sitio de generacion de radicales O, , a nivel
de la ferredoxina-NADP+-reductasa y la forma reducida de la monodeshidroascorbato
reductasa (MDHAR) (Asada, 2006). Asi mismo se ha descrito la generacion de O, en el
FSIl, por el Pggo, la feofitina y la proteina Qs (Navari-1zzo y col., 1999). El H,O, en los
cloroplastos, se origina por dismutacion espontanea del O, y por accion de las superdxido
dismutasas (Asada, 1994b; Choi y col., 2002).
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Estroma I Ciclo Ascorbato/Glutation H,0

\

Lumen
Figura 1.5: Produccion y degradacion de ROS en cloroplastos. (modificado de Navari-Izzo y col., 1999).
CuZn-SOD, Fe-SOD, CuZn y Fe superoxido dismutasas; Fd, ferresoxina; Feo, feofitina; FSI'y FSII,

fotosistemas | y II; PC, plastocianina; PQ, plastoquinona; psa A-F, polipéptidos del FSI con funcién
estructural; tAPX, ascorbato peroxidasa tilacoidal.

Durante la fotosintesis es producido el oxigeno singlete por el FSIl, especialmente
en condiciones de exceso de luz. El centro de reaccién del complejo del FSIl consta del
citocromo bssg ¥ €l heterodimero de las proteinas D1y D2, lo cuales se unen al centro de
reaccion funcional, el grupo prostético que incluye el P680, la feofitina y los receptores de
electrones, la quinona A y B (QA y QB). La excitacion del centro de reaccién produce la
separacion en cargas entre el P680 y la feofitina, y la secuencial reduccién de las QA y QB
(Barber, 1998). Cuando el estado redox del contenido de plastoquinona y las QA y QB, se
reducen a causa de un exceso de energia luminica, no se completa la separacion de las
cargas y el P680 oxidado se recombina con la feofitina reducida. Bajo estas condiciones se
favorece a la formacién del triple estado del P680, permitiendo la generacion del oxigeno
singlete. La formacién de '0, ha sido observada durante el estrés por exceso luminico que
provoca la fotoinhibicion del FSII (Fryer y col., 2002; Hideg y col., 2002).

Mitocondrias (Fig 1.6): En los mamiferos las mitocondrias constituyen la mayor
fuente de ROS, sin embargo en plantas la contribucién de las mitocondrias es mas limitada
(Purvis, 1997). En estos organulos la producciéon de O, ocurre por autooxidacion de los
componentes reducidos de la cadena de transporte electrénico respiratoria (Miwa y col.,

2003) concretamente a nivel de la NAD(P)H deshidrogenasa del complejo |, de la
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ubiquinona-citocromo b del complejo Il y de los centros o del complejo Il (Dat y col., 2000).

La presencia de la oxidasa alternativa (AOX) es una de las razones para la reducida
producciéon de ROS en mitocondrias vegetales, ya que ésta cataliza la reduccion trivalente
del O, por la ubiquinona, compitiendo por los electrones con el complejo del citocromo c.
Ademas, se ha visto que el H,O, induce a la expresion de AOX (Wagner, 1995; Maxwell y

col., 1999).
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Figura 1.6: Produccion de ROS en la cadena de transporte electrénico mitrocondrial. H,O,, peréxido de hidrégeno;
0,", superoxido; UQ, ubiquinona, G3P, gliceraldehido 3-Fosfato; G3PDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa;

Matriz

Otras reacciones

SOD, superoxido dismutasa.

En la mayoria de los organismos eucariotas, los

Peroxisomas (Fig 1.10):
peroxisomas son probablemente el principal sitio de produccién intracelular de H,O,. Mas

recientemente se ha demostrado la produccién de O, y NO en estos organulos. Los

principales procesos metabdlicos responsables de la produccién de H,O, en peroxisomas
son: la reaccion de la glicolato oxidasa en la fotorrespiracion, la B-oxidacion, la reaccion de

las flavin oxidasas y la dismutacién del O," (Baker y Graham, 2002; del Rio y col., 2002b;

Foyer y Noctor, 2003). La produccion de O,  en estos organulos ocurre como una

consecuencia de su metabolismo, asi por ejemplo se ha identificado en la matiz de

peroxisomas a la xantina oxidasa y en la membrana peroxisomal a la NADPH oxidasa,

como responsables de la generacion del radical O,” (del Rio y col., 2002b). Ademas la
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cadena de transporte electronico de la membrana peroxisomal, parece estar relacionada
con la produccion de O," (del Rio y col., 2006), en la que se han identificado a proteinas
integrales de membrana peroxisomal (PMPs), como los principales responsables en la

generacion de O," (Lopez-Huertas y col., 1999).

Membrana plasmética y pared celular: Las peroxidasas de pared celular
producen O," a expensas de NADH, en una reaccion dependiente de Mn (Bolwell y col.,
1995), y las NAD(P)H oxidorreductasas de la membrana plasmatica asociadas a cadenas
de transporte electronico, producen O,” y H,O,. Ademas, en la pared celular se ha
demostrado la produccion de OH catalizada por la accion de una peroxidasa apoplastica
(Liszkay y col., 2003) La produccién de ROS asociada a la membrana plasméatica, mas
conocida, es la que se induce en procesos de infeccion por patégenos, actuando
directamente como defensa frente a la infeccion, e indirectamente reforzando la pared
celular o bien como molécula sefal en la induccion de la respuesta de defensa (Apel y Hirt,
2004; Van Breusegem y col., 2008).

1.10 Eliminacién de Especies de Oxigeno Reactivo

Las ROS pueden ser toxicas cuando se acumulan en exceso, es por eso que los
organismos aerobios han desarrollados sistemas de proteccion, que permiten el equilibrio
entre su formacion y eliminacién. Estos sistemas reciben el nombre de antioxidantes. Entre
las distintas ROS, los radicales OH son los mas reactivos y se forman en el curso de las
reacciones tipo Fenton o Haber Weiss, en las que interviene H,O, y O,", y son catalizadas
por metales, fundamentalmente Fe y Cu. No se conocen sistemas enzimaticos de
eliminacion de los OH, por lo que su control se ejerce a través de la regulaciéon de la
acumulacion de H,O, y O,7, y la disponibilidad de metales (Halliwell y Gutteridge, 2000).

1.10.1 Antioxidantes no Enzimaticos

También se denominan antioxidantes estequiométricos por su capacidad de
neutralizar un radical libre por molécula. Los mas importantes son el ascorbato y el glutation
(GSH), asi como el tocoferol, flavonoides, alcaloides y carotenoides. Normalmente actian a
concentraciones relativamente elevadas (Halliwell y Gutteridge, 2000). Se pueden distinguir
tres grupos:
1) Reductores hidrosolubles. Este grupo incluye compuestos como cisteina (N-
acetilcisteina), glutation (GSH), acido ascdrbico (vitamina C), acido urico, glucosa, manitol y
albumina (Aruoma y col., 1989; Halliwell y Gutteridge, 2000). In vivo, los de mayor

relevancia son el GSH y el acido ascérbico (Halliwell y Gutteridge, 2000; Foyer, 2001).
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El ascorbato es de especial relevancia debido a su elevada capacidad reductora,
siendo quizas el antioxidante mas abundante (Smirnoff, 2000). Esta implicado en la
eliminacion del H,O, con la intervencion de la ascorbato peroxidasa (APX) (Foyer, 1993).
También puede actuar reduciendo directamente al radical superéxido, dando lugar al H,O,
y al acido deshidroascorbato (DHA) (Takahama, 1988), y puede reaccionar con el oxigeno
singlete y con los radicales OH.

El glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina) es un tripéptido tidlico que funciona como
reductor intracelular, generando el ambiente necesario para que algunas enzimas actuen.
Es el principal compuesto tiélico de bajo peso molecular en plantas que contribuye también
a la desintoxicacion de xenobidticos, bien de forma espontanea, o a través de la actividad
glutation S-transferasa (GST), asi como a la defensa frente a algunos metales pesados,
siendo el precursor de las fitoquelatinas (Noctor y Foyer, 1998).

El glutation (GSH) es oxidado dando lugar a glutation oxidado (GSSH), por otro
lado el ascorbato es oxidado produciendo monodeshidroascorbato (MDHA) vy
deshidroascorbato (DHA), formando parte del ciclo ascorbato-glutation (Fig.1.7), a través
del cual GSSH, MDHA y DHA pueden ser reducidos formando nuevamente GSH vy
ascorbato. Como respuesta a varios tipos de estrés abidtico y biotico, se ha descrito en
plantas un importante incremento del GSH y de sus enzimas biosintéticas (Vanacker y col.,
2000; Noctor y col., 2002; Vernoux y col., 2002).

Una alta proporcion de ascorbato y GSH en su estado reducido es esencial para
mantener el balance de ROS en las células. Los estados reducidos de ASC y GSH son
mantenidos por la glutation reductasa (GR), la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR)
y la deshidroascorbato reductasa (DHAR), las cuales usan como poder reductor el NADPH
(Asada y Takahashi, 1987; Tsugane y col., 1999). El balance general entre los distintos
antioxidantes debe mantenerse, ya que por ejemplo un aumento descontrolado en la
biosintesis del glutation provoca estrés oxidativo y dafos en cloroplastos (Creissen y col.,
1999).

2) Reductores liposolubles. En este grupo esta incluida la vitamina E (a-tocoferol). Los
tocoferoles tienen dos mecanismos principales de reaccion (Neely y col.,, 1988),
inicialmente pueden interrumpir la cadena de reacciones en cascada de la formacién de
radicales lipidicos y pueden reaccionar con el oxigeno singlete produciendo hidroperoxido.
El radical resultante, el a-tocoferilo se regenera por reaccién con el ascorbato. La vitamina
E es el antioxidante mas importante en las membranas lipidicas (Halliwell y Gutteridge,
2000), se encuentra principalmente en las hojas y en semillas (Falka y col., 2003; Sattler y

col.,, 2004). Recientemente, se ha demostrado que los tocotrienoles son eficientes
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antioxidantes que protegen las membranas lipidicas de la peroxidacion in vivo (Matringe y
col., 2008), también muy probablemente tienen una funcion importante en la aclimatacion
de las plantas a condiciones de elevada intensidad luminica, ademas de su implicacion en
el sistema de modulacién de las ROS en procesos de sefalizacion por estrés (Liszkay y
Trebst, 2006).

Los flavonoides también estan incluidos en el grupo de reductores liposolubles y
son una familia de polifenoles de origen vegetal (denominados vitamina P) que pueden ser
regenerados por ascorbato y son, entre los metabolitos secundarios, de los mas comunes
en plantas vasculares (Stafford, 1994). Numerosos estudios demuestran la accién directa
de los flavonoides sobre las ROS, asi actuan inhibiendo las lipoxigenasas y las
ciclooxigenasas, incluso la xantina oxidasa y también pueden atrapar al H,O, (Bors y col.,
1990; Yamasaki y col., 1997). Otro miembro de este grupo es el a-caroteno que actua, de
forma no estequiométrica, como atrapador fisico del oxigeno singlete utilizando su energia
para interconvertir la forma cis del B-caroteno en la forma trans y viceversa (Halliwell y
Gutteridge, 2000).

3) Quelantes de metales. Otro mecanismo antioxidante es el constituido por determinados
componentes celulares que actuan atrapando a los iones metalicos, impidiendo de esta
forma su participacion en reacciones de tipo Fenton que generan radicales OH". A este
grupo pertenecen proteinas como la transferrina y la ceruloplasmina. Esta ultima, almacena
cobre y cataliza la oxidacion del Fe®* a Fe** con formacion de agua, evitando asi la
produccién de radicales OH (Gutteridge y col., 1980). Otros quelantes de metales son las

fitoquelatinas (Leshem y Kuiper, 1996).

1.10.2 Antioxidantes Enzimaticos
Su funcioén es prevenir la iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las

especies de oxigeno parcialmente reducidas (O," y H,0,) (Halliwell y Gutteridge, 2000).

1.10.2.1  Superodxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1)
La actividad superoxido dismutasa (SOD) fue descubierta por primera vez por

McCord y Fridovich en 1969. Lleva a cabo la dismutacion o desproporcionamiento catalitico

de los radicales libres O, con formacién de agua y peroxido de hidrégeno:

sSoD
0,-+0, +2H* ——— > H,0,+0,

Las SODs son una familia de enzimas que se agrupan segun el grupo prostético

metalico ligado a la enzima, en CuZn-SODs, Mn-SODs, Fe-SODs y una cuarta Ni-SOD. Las
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CuZn-SODs se encuentran generalmente en el citosol y cloroplastos de las células
eucariotas y en algunos procariotas; la Mn-SODs se encuentran en procariotas y en las
mitocondrias y peroxisomas de eucariotas; las Fe-SODs se encuentran generalmente en
procariotas, algas y en los cloroplastos y peroxisomas de algunas plantas superiores y la

Ni-SODs se han encontrado en Streptomyces (Hassan, 1989; Scandalios, 2005).

1.10.2.2  Catalasa (CAT; EC 1.11.1.6)
Es una enzima heminica que cataliza la descomposicién del H,O, con un

mecanismo similar al de la SOD, una molécula de H,O, es reducida a agua, mientras que la

otra es oxidada a Oy:

CAT
H,0,+H,0, —> 2H,0+0,

Esta reaccion se encuentra favorecida por concentracines elevadas de H,O,
(Chance y col., 1997). Sin embargo, la catalasa también es capaz de llevar a cabo ciertas
reacciones peroxidasicas a pH basico, en presencia de H,O,, actuando sobre algunos
alcoholes, aldehidos y acidos organicos como sustratos (AH,) (Halliwell y Gutteridge,
2000). La mayoria de los organismos anaerobios no contienen catalasa, salvo algunos
como Propionibacterium shermanii (Halliwell y Gutteridge, 2000).

La catalasa esta localizada en peroxisomas, y 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 defensa frente a distintos tipos de
estrés (Willekens y col., 1997), y se han descrito diferentes isoformas de catalasa en
plantas (Eising y col., 1990; Havir y col., 1996; Corpas y col., 1999). La actividad catalasa
se encuentra localizada de forma exclusiva en peroxisomas/glioxisomas, por lo que se

utiliza habitualmente como marcador de estos organulos celulares (del Rio y col., 2006).

1.10.2.3  Enzimas del Ciclo Ascorbato-Glutation
También denominado ciclo de Foyer-Halliwell-Asada, es un mecanismo eficiente de

las células vegetales que opera en cloroplastos con el objetivo de remover el H,O,
generado durante las reacciones de la fase luminosa de la fotosintesis a través de la
cadena de transporte electrénico (Asada y Takahashi, 1987), también es funcional en
mitocondrias y peroxisomas (Jiménez y col., 1997). En este ciclo participan cuatro enzimas:
ascorbato peroxidasa (APX), la cual utiliza al ascorbato como donador de electrones para
reducir el HO, a H,0O, con la generacién de monodeshidroascorbato, posteriormente éste
es directamente reducido a ascorbato por la ferredoxina reducida o monodeshidroascorbato
reductasa (MDHAR) con el poder reductor del NAD(P)H. Por otro lado el MDHA puede
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directamente transformarse en ascorbato y DHA por dismutacién espontanea; el DHA es
entonces reducido a ascorbato por accién de la deshidroascorbato reductasa (DHAR) que
utiliza GSH. ElI GSSG resultante es regenerado finalmente por la glutation reductasa (GR)
con la ayuda de NAD(P)H (Asada, 2006) (Fig. 1.7).

Deshldro
NADPH NADP ascorbato
Ascorbato :_
NAD[P)
& [MDHAR |
sSoD | T
NAD(P)H
2@
@ 2 H Oz % 2 H,0 Monodeshldroascorbato‘

e

205

Figura 1.7: Ciclo ascorbato-glutation (Buchanan y col., 2000).

Existe un alto grado de complejidad en términos de compartimentacion subcelular
de los componentes de este ciclo, del tamafo de sus familias de genes y de la regulacion
de la expresion de los mismos. Esta complejidad, asociada al papel del glutation en
procesos de sefalizacion en respuesta a distintos tipos de estrés, sugiere que el ciclo
ascorbato-glutation es soélo una parte de la funcién de las enzimas que lo forman dentro de
la célula (Creissen y Mullineaux, 2002).

Ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Es una enzima con un mecanismo de funcionamiento tipico de una peroxidasa
heminica, esta clasificada como peroxidasa del tipo | y lleva a cabo la primera reaccién del
ciclo, reduciendo el perdxido de hidrégeno a agua usando ascorbato como fuente de poder
reductor. El papel de esta enzima en la eliminacion del peréxido de hidrégeno es esencial,

al menos en cloroplastos (Asada y Takahashi, 1987). Se ha localizado tanto en el estroma
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de cloroplastos (sAPX) como en tilacoides (tAPX), en el citosol, mitocondrias y peroxisomas
(Chen y Asada, 1989; Miyake y Asada, 1992; Foyer y col., 1997; Jiménez y col., 1997;
Lépez-Huertas y col., 1999); siendo la APX peroxisomal mas labil que la cloroplastidica y la
mitocondrial (Kavitha y col., 2008).

La base de datos de Arabidopsis muestra la existencia de 4 genes de APXs (que incluyen a
62 cDNAs con homologia al centro activo de APX): APX1, APX3 y los que codifican las
isoformas tAPX y sAPX (Yoshimura y col., 2002). Todos ellos se expresan en los tejidos de
la planta en condiciones fisiolégicas. Ademas, se ha detectado un gen que sélo se expresa

en condiciones de estrés (APX2) (Creissen y Mullineaux, 2002).

Monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR; EC 1.6.5.4)

Ademas de reducir el MDHA (Asada y Takahashi, 1987) esta enzima es capaz de
reducir fenoxi radicales, como los radicales de la quercetina a sus fenoles (Sakihama y col.,
2000). Es una enzima ampliamente distribuida en plantas, algas y animales, y esta
presente en el citosol, cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas generalmente unida a la
membrana (Hossain y Asada, 1984b; Jiménez y col., 1997; Asada, 2006).

Se han clonado los cDNAs de la MDHAR en tres especies vegetales diferentes
(pepino, tomate y guisante) que codifican un péptido similar de unos 47 kDa (Murthy y
Zilinskas, 1994; Sano y Asada, 1994; Grantz y col., 1995; Leterrier y col., 2005). La forma
citosdlica de la MDHAR parece tener una sola copia del gen. Sin embargo, la deteccién de
otras isoformas en otras especies y en compartimentos celulares diferentes sugiere la

existencia de otros genes (Creissen y Mullineaux, 2002).

Deshidroascorbato reductasa (DHAR; EC 1.8.5.1)

La actividad deshidroascorbato reductasa (DHAR) cataliza la reduccion divalente
del deshidroascorbato (DHA) a ascorbato (ASC) a expensas del GSH (Hossain y Asada,
1984b; Villalba y col., 1995). Es una enzima poco caracterizada debido a su baja
estabilidad (Foyer y Halliwell, 1977; Trumper y col., 1994), lo que unido a su escasa
afinidad por el sustrato (Minetti y col., 1992) ha llevado a sugerir que in vivo la DHAR no
parece ser fundamental en el mantenimiento del ascorbato en su forma reducida e incluso
se ha dudado de su existencia como enzima especifica (Morell y col., 1997). Sin embargo,
la DHAR se ha purificado casi a homogeneidad en hojas de espinaca y se sabe que es un

monoémero de unos 23 kDa (Foyer y Halliwell, 1977; Hossain y Asada, 1984b).
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Glutation reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Es una flavoproteina que cataliza la reducciéon 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. Los dos grupos —SH formados
interaccionan con el GSSG reduciéndolo hasta obtener 2 moléculas de GSH (Halliwell y
Gutteridge, 2000). Esta actividad enzimatica se encuentra ampliamente distribuida entre
procariotas y eucariotas, estando implicada en procesos metabdlicos de vital importancia
para la célula, considerandose crucial en el mantenimiento de la capacidad antioxidante
celular (Meister y Anderson, 1983; Creissen y col., 1994). Es una enzima importante en la
proteccion de la planta frente a diferentes tipos de estrés, como los producidos por
herbicidas, contaminantes ambientales, bajas temperaturas, alta intensidad luminica y
estrés hidrico (Foyer y col., 1991; Osswald y col., 1992; Mullineaux y col., 1994; Navari-1zzo
y Izzo, 1994; Romero-Puertas y col., 2006).

Se clond por primera vez en plantas a partir de hojas de guisante por Creissen y
col. (1992). EI DNAc codificaba un polipéptido con una alta homologia con las GRs
secuenciadas hasta entonces (GOR1), y se observo que presentaba un péptido sefial de
direccion simultanea a cloroplastos y mitocondrias. También se han clonado GRs de hojas
de Arabidopsis, nédulos de soja y hojas de tabaco, presuntamente plastidicas (Creissen y
Mullineaux, 2002). Por otro lado, se ha clonado un gen que codifica la GR sin péptido sefial
y todo parece indicar que puede tratarse de la enzima citosdlica (GOR2). Sin embargo,
estos genes no explican la cantidad de isoformas encontradas en determinadas especies
vegetales, y parece légico pensar que probablemente exista una familia multigénica similar
a la de la APX, y que quizas las distintas isoformas s6lo se expresan en determinadas

condiciones de estrés (Creissen y Mullineaux, 2002).

1.10.2.4  NADP-Deshidrogenasas
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,
una de ellas pertenece 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), seguida de la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH; EC 1.1.1.44). La
G6PDH se ha localizado en el citosol, cloroplastos y peroxisomas (Corpas y col., 1998), y
ha sido purificada, caracterizada y clonada en tubérculos de patata (Graeve y col., 1994).
La velocidad a la que esta ruta trabaja depende del suministro de NADP" a la primera

enzima, proporcionado por la GR, que oxida el NADPH y disminuye la relacion
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NADPH/NADP+ (Halliwell y Gutteridge, 2000). Ademas, el enzima malico (EM) y la
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) también aportan poder reductor, y en cloroplastos existe

una fuente adicional de NADPH que es la ferredoxin-NADP+ reductasa del fotosistema I.

1.10.2.5 Otras Peroxidasas
Las peroxidasas (EC 1.11.1.7; donador:H,O, oxidoreductasas) constituyen un

grupo de enzimas cuya funcion primaria es oxidar sustratos a expensas del H,O,
encontrandose en plantas, mamiferos, hongos y organismos procariotas (Asada, 1992). Las
peroxidasas utilizan una gran variedad de donadores de electrones y reciben distintos
nombres en funcién de la naturaleza del sustrato. En general, se utiliza el término guayacol
peroxidasas por ser el guayacol el donador mas utilizado en los ensayos de laboratorio.
Estan implicadas en un gran numero de procesos fisioldgicos como la biosintesis de
ligninas (Hahlbrock y Grisebach, 1979), el desarrollo y organogénesis por degradacion del
acido indolacético o la biosintesis del etileno (Schneider y Wightman, 1974; O'Neill y Scott,
1987). Se han encontrado muchas isoenzimas de peroxidasas en plantas, y la expresion de
algunas de ellas varia de forma especifica en respuesta al desarrollo o al estrés, tanto
biético como abidtico (Butt, 1980). En bacterias y organismos animales se han identificado
y caracterizado diferentes enzimas dependientes de selenio, entre las que se incluyen la
actividad glutation peroxidasa (GPX) (Stadman, 1990; Lauchli, 1993).

En animales se han llegado a determinar hasta cuatro grupos de GPXs caracterizadas por
su estructura, especificidad de sustrato y distribucion en el tejido (Eshdat y col., 1997). Esta
actividad se ha detectado también en cultivos celulares de espinaca y maiz, asi como en

plantas de Lemna (Drotar y col., 1985) y en semillas de guisante etioladas (Edwards, 1996).

1.10.2.6  Glutation-S-Transferasas
Catalizan la reaccion de compuestos de bajo peso molecular con grupos tioles y

glutation con una gran variedad de sustratos tanto hidrofébicos como electrofilicos v,
normalmente citotoxicos, formando tioésteres denominados S-conjugados (Marrs, 1996).
Las GSTs se identificaron por primera vez por su capacidad de desintoxicacién de
herbicidas y se han caracterizado en numerosos cultivos (Cummins y col., 1997; Fujita y
col., 1998; Hatton y col., 1998; Hatton y col., 1999). Sin embargo, hay otra subclase de GST
que se ha implicado en numerosos casos de respuesta al estrés, incluido el producido por
el ataque de patégenos, el estrés oxidativo, y la toxicidad por metales pesados. Ademas, en
plantas las GSTs juegan un papel importante en la respuesta celular frente a auxinas y
durante el metabolismo normal de la planta relacionado con productos secundarios como

antocianinas y acido cinamico (Marrs, 1996; Alfenito y col., 1998).
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Todos los eucariotas tienen multiples isoenzimas de GST, citosdlicas o unidas a
membranas. Se sabe que, al menos, seis familias de genes codifican las GSTs, lo que da

una idea de su alto grado de complejidad (Halliwell y Gutteridge, 2000).

1.11 Peroxisomas
Los peroxisomas son organulos, de aproximadamente 1 ym de diametro rodeados

por una membrana simple. Tienen principalmente un metabolismo oxidativo y se
encuentran en todas las células eucariotas.

Los peroxisomas de plantas, tienen la caracteristica de desempefar diferentes
funciones dependiendo del tipo celular en el que se encuentren, asi como del estado
metabdlico y de desarrollo de la planta. Por lo tanto se pueden clasificar en 4 tipos segun
su funcién metabdlica especifica y el tejido en el que se encuentren (Huang y col., 1983):
1) Glioxisomas, presentes en semillas oleaginosas y en los que se encuentran las enzimas
necesarias para llevar a cabo la B-oxidacion de acidos grasos y dos enzimas del ciclo del
glioxilato, la malato sintasa y la isocitrato liasa, lo que permite la transformacion de los
lipidos de reserva de la semilla en azicares que seran utilizados durante la germinacién y
el crecimiento de la plantula (Graham, 2008). Por otra parte este tipo de peroxisomas se
pueden formar a partir de peroxisomas de hojas durante procesos de senescenia, (Hayashi
y Nishimura, 2003).

2) Peroxisomas de hojas, presentes en los tejidos fotosintéticos, y que llevan a cabo las
reacciones mas importantes de la fotorrespiracion (Huang vy col., 1983; Douce y Heldt,
2000). Estos peroxisomas se hallan en estrecho contacto con mitocondrias y cloroplastos
con los que cooperan para realizar la fotorrespiracion (Reumann, 2002; Reumann y Weber,
2006).

3) Peroxisomas de ndédulos de raiz, presentes en los nédulos de ciertas leguminosas,
contienen enzimas que incluyen uricasa y alantoinasa, las cuales participan en el
metabolismo del nitrégeno (Vaughn y Stegink, 1987; Johnson y Olsen, 2001).

4) Peroxisomas no especializados. Se encuentran en una gran variedad de tejidos y
contienen las enzimas basicas peroxisomales pero no desempefan un papel fisiolégico

conocido (Huang y col., 1983).

1.11.1 Principales Funciones Metabdlicas
En plantas superiores, los peroxisomas juegan un papel importante en tres rutas

metabdlicas: fotorrespiracion, B-oxidacién y detoxificacion de H,O,. Sin embargo, en los
ultimos afios se ha demostrado la participacion de los peroxisomas en nuevas funciones

celulares. Muchos de los procesos metabdlicos en los que intervienen los peroxisomas se
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encuentran compartimentados, lo que implica un flujo de sustratos entre distintos organulos
celulares y un posible papel regulador indirecto de los peroxisomas sobre otras rutas
metabdlicas, a través de la disponibilidad de sustratos o productos del metabolismo

peroxisomal.

11.1.1.1 Degradacién de acidos grasos
La B-oxidacion es el principal proceso de degradacion de acidos grasos, en

semillas oleaginosas (glioxisomas), pero también tiene lugar en peroxisomas de hojas
(Baker y Graham, 2002). Este processo consiste en cuatro reacciones enzimaticas, que
involucran la actividad de la acil-CoA sintetasa, acil-CoA oxidasa, la proteina multifuncional
(con actividad enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenasa) y la ketoacil-CoA
tiolasa (Fig.1.8). El producto final de la B-oxidacién es un mol de acetil-CoA, cuyo destino
varia segun la fisiologia del organulo, y un acido graso con dos atomos de carbono menos,
que comienza de nuevo el ciclo. A su vez, el acetil-CoA es procesado en el ciclo del
glioxilato a succinato, a través de las actividades de las enzimas peroxisomales citrato
sintetasa, isocitrato liasa, malato sintetasa y malato dehidrogenasa, suplementado con la
accion de la aconitasa citosodlica. En plantas, este ciclo es exclusivo de tejidos de reserva
(Huang vy col., 1983) y se encuentra en estrecha relacién con la -oxidacion, actuando

ambos para suministrar glucidos a la plantula durante su desarrollo.
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Figura 1.8: B-oxidacion de acidos grasos y ciclo del glioxilato en peroxisomas (Buchanan y col., 2000).

1.11.1.2 Fotorrespiracion
En las hojas, los peroxisomas estan principalmente involucrados en el reciclaje del

2-fosfoglicolato producido por la actividad de la RubisCO durante la fotorrespiracion. En
este proceso ocurre un constante flujo de metabolitos, el cual implica la funcién coordinada
de dieciseis enzimas y al menos seis canales de membrana distribuidos entre cloroplastos,
peroxisomas y mitocondria, que comunican directamente estos organulos (Douce y Heldt,
2000; Reumann y Weber, 2006). Las enzimas peroxisomales involucradas en la
fotorrespiracion, incluyen la glicolato oxidasa dependiente de flavina, la serin glicolato
aminotransferasa, glutamato-glicolato aminotransferasa, hidroxipiruvato reductasa, la

malato deshidrogenasa y la aspartato aminotransferasa (Fig. 1.9).
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Figura 1.9: Esquema de la fotorrespiracién que implica a los cloroplastos, las mitocondrias y los peroxisomas
(Buchanan y col., 2000). Enzimas: 1. Rubisco; 2. Fosfoglicolato fosfatasa; 3. Glicolato oxidasa; 4. Glutamato:
glioxilato aminotransferasa; 5. Glicina descarboxilasa y serina hidroximetil transferasa; 6. Serin glioxilato
aminotransferasa; 7. Hidroxipiruvato reductasa; 8. Glicerato quinasa; 9. Catalasa.

La fotorrespiracién permite la liberacién del 25% del CO, fijado durante las
reacciones luminosas de la fotosintesis (Sharkey, 1988) por lo que podria ser
contraproducente para la planta. Sin embargo, se piensa que la fotorrespiracion es un
mecanismo de defensa que protege a la planta de procesos de fotoinhibicion en ambientes
de bajo CO,. Adicionalmente podria tener otra funcion, la eliminacion del glicolato, ya que a
altas concentraciones es toxico para la célula, aunque también podria utilizarse como

fuente de aminoacidos (Huang vy col., 1983; Reumann, 2002).

11.1.1.2 Metabolismo de los Ureidos

Los ureidos alantoina y &acido alantoico son metabolitos importantes para el
transporte del nitrégeno en el xilema de ciertas leguminosas tropicales (Schubert, 1986).
Aunque los noédulos de las raices son considerados el lugar principal de la sintesis de
ureidos (Schubert, 1986), este proceso también tiene lugar en las hojas (del Rio y col.,
1992). La biogénesis de ureidos en raices noduladas de leguminosas presenta
compartimentacién a nivel celular y subcelular. Parece ser que la asimilacién de amonio y
la sintesis de purinas se da en células infectadas, mientras que la subsiguiente conversion
de xantina en alantoina y acido alantoico tiene lugar en células no infectadas (Schubert,
1986).
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La localizacién de actividad xantina oxidasa y xantina deshidrogenasa en
peroxisomas de hojas de guisante (del Rio y col., 1989) y la presencia de urato oxidasa en
estos organulos, apunta a la implicacion de los peroxisomas en la biogénesis de ureidos y
el catabolismo de purinas en hojas (del Rio y col., 1992; del Rio y col., 2006; Corpas y col.,
2008).

11.1.2 Metabolismo del Oxigeno y Nitrogeno Reactivo y Sistemas Antioxidantes

En plantas la produccién de ROS ha sido demostrada en varios compartimentos
celulares como cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, membrana plasmatica, apoplasto
y nucleo (Foyer y Noctor, 2003; Apel y Hirt, 2004; Palma y col., 2006). EI metabolismo
oxidativo, es una caracteristica importante de los peroxisomas, en estos organulos tiene
lugar la produccion de H,O, en la reaccion de la glicolato oxidasa, durante la
fotorrespiracién y la reaccion de la acil-CoA oxidasa durante la B-oxidacion (Fig. 1.8 y 1.9).
La XOD es otra fuente adicional de H,O,, en la matriz peroxisomal durante el catabolismo
de ureidos (Huang vy col., 1983; del Rio y col., 1992; Jiménez y col., 1997). En la figura
1.10, se esquematiza la produccion de ROS y RNS, y la defensa antioxidante en

peroxisomas.
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Figura 1.10: Esquema de la produccién de ROS/RNS y sistemas antioxidantes en peroxisomas de hojas de
guisante. Modificado de del Rio y col., (2006). GR: glutation reductasa; DHAR: deshidroascorbato reductasa; CAT:
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catalasa; SOD: superoxido dismutasa; XOD y XDH: xantina oxidasa y deshidrogenasa; GSNOR: S-nitrosoglutation

reductasa; APX: ascorbato peroxidasa: MDAR: monodeshidroascorbato reductasa.

Recientemente se ha identificado y caracterizado en A. thaliana la enzima
peroxisomal sulfito oxidasa (SO), la cual es dependiente de molibdeno. Los datos
experimentales indican que esta enzima esta localizada en peroxisomas y que cataliza la
oxidacién de sulfito con el oxigeno como ultimo aceptor de electrones, con la concomitante
produccion de H,O, (Hansch y col., 2006). Dicho hallazgo provee una via adicional para la
produccion de peroxido en peroxisomas de plantas. Ademas, los autores proponen que la
reaccion es seguida por un paso no enzimatico, donde el H,O, puede oxidar a una
segunda molécula de sulfito. De esta manera, la enzima parece tener un papel dual, la
detoxificacion de sulfito y la regulacion de los niveles de H,0O,, especialmente en
peroxisomas de Arabidopsis (Hansch y col., 2006; Hansch y col., 2007).

Ademas, se ha identificado en plantas la enzima sarcosina oxidasa (SOX) que
cataliza la dimetilacion de sarcosina, con la subsecuente producciéon de glicina y H,0,
(Hanson y Roje, 2001). Su principal funcion en plantas parece ser la oxidacion de
pipecolato proveniente del catabolismo de la lisina, ya que la sarcosina no es un metabolito
comun en plantas. De este modo la SOX utiliza oportunisticamente este sustrato exdégeno,
y parece tener una funcion detoxificadora en suelos (Goyer y col., 2004).

Por otro lado, la produccién del radical superéxido (O,") en peroxisomas fue
primero demostrada usando fraciones subglioxisomales de sandia (Citrullus vulgaris
Schrad) donde se identificaron dos puntos de produccién de O, (Sandalio y col., 1988), la
XOD, en la matriz, y una cadena de transporte electrénico presente en la membrana
peroxisomal compuesta por el citocromo b5, una NAD(P)H oxidasa, citocromo ¢ reductasa
y el citocromo ¢ (Loépez-Huertas y col., 1996).

Asimismo, se ha demostrado la existencia de actividad oxido nitrico sintasa (NOS)
en peroxisomas de hojas de guisante (Corpas y col., 2001), lo que parece implicar a las
especies de nitrogeno reactivo en el metabolismo peroxisomal, sugiriendo que estos
organulos pueden desempefar un importante papel en el mecanismo de transduccién de
sefales por NO (Corpas y col., 2004a).

Los peroxisomas disponen de una bateria de antioxidantes que regulan los niveles
de H,O, y O,". Entre ellos, la catalasa y los componentes del ciclo ascorbato-glutation, son
los principales sistemas implicados en la eliminacion del H,O, (del Rio y col., 2006). La
actividad SOD es la encargada de eliminar los radicales superoxido y también esta

presente en peroxisomas. La existencia de esta actividad en estos organulos celulares fue
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demostrada por primera vez en tejidos vegetales (Sandalio y col., 1987), y desde entonces,
la presencia de SODs en peroxisomas aislados se ha demostrado en, al menos, nueve
especies diferentes de plantas, y también en células animales y humanas (del Rio y col.,
2002b).

11.1.3 Movimiento de Peroxisomas
Gracias a los recientes avances en el uso de proteinas fluorescentes como

marcadores in vivo, en los ultimos afos se ha explorado una nueva area de investigacion,
el posicionamiento o distribucién de organulos celulares y su papel en el metabolismo
celular.

Una importante caracteristica de los organulos de células vegetales como
mitocondrias y peroxisomas, es su rapido e incesante movimiento que es atribuido a la
movilidad del citoesqueleto de actina-miosina (Vale, 2003; Boldogh y Pon, 2006).

Ademas de los aspectos funcionales del metabolismo de los peroxisomas, estos
organulos se ven afectados por cuestiones concernientes a su biogénesis, como son el
mantenimiento de su forma y tamafo, la formacion de nuevos peroxisomas y el
mantenimiento de su distribucién citoplasmatica. En organulos analogos, algunos de estos
aspectos parecen estar relacionados con las funciones del citoesqueleto. Asi, por ejemplo
se ha visto el papel de los microtibulos en la organizacion del reticulo endoplasmatico
(Allan y Vale, 1994) y en hojas de tabaco, se ha observado que el movimiento de
mitocondrias, peroxisomas y de membranas a través del aparto de Golgi, es mediado en
gran medida por las miosina K de la clase Xl y otros genes paralogos como la XI-1, XI-2 y
XI-B (Avisar y col., 2008; Prokhnevsky y col., 2008). Gracias a estos avances, se ha
permitido un replanteamiento del concepto de corriente citoplasmatica en plantas
superiores, revelando que el trafico en Golgi, el movimiento de peroxisomas y mitocondrias,
exhibe movimientos aleatorios y mutidireccionales con un gran rango de velocidades. La
expresion de proteinas de fusiéon GFP::cDNA en Arabidopsis, ha permitido la obtencién de
al menos 29 lineas marcadas, donde los peroxisomas han sido la diana de la GFP; la
mayoria de estas lineas poseen una proteina carboxi terminal PTS-1 (del término en inglés:
peroxisomal targeting signals) y el tripeptido SKL (Cutler y col., 2000).

El porcentaje de peroxisomas en movimiento y estacionados depende del estado y
el tipo de célula. La velocidad de movimiento de los peroxisomas se ha estudiado en
distintos tipos celulares asi por ejemplo en células de epidermis de puerro la maxima
velocidad observada es de 6,5 um/s (Collings y col., 2002), mientras que en otros tipos

celulares examinados, como tricomas, células corticales de raiz y pelos radicales de
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Arabidopsis, la maxima velocidad se encontraba entre 2-5 ym/s (Jedd y Chua, 2002; Mano
y col., 2002; Mathur y col., 2002). Algunos estudios llevados a cabo con mutantes
deficientes en genes de miosina, sugieren que las altas velocidades en el transporte de
organulos, son requeridas para un optimo crecimiento de la planta. Esta hipdtesis es
apoyada por la correlacion entre los efectos negativos sobre el crecimiento y la fertilidad, en
mutantes deficientes en miosina XI-K/1 (Prokhnevsky y col., 2008)

El movimiento de los peroxisomas a través de los filamentos de actina, depende de
importantes procesos celulares, como la distribuciéon de los organulos durante la division
celular y el intercambio de metabolitos y proteinas a lo largo de la célula, y ademas la
velocidad difiere de acuerdo al tipo celular analizado. La despolimerizacién de los
filamentos de actina, en presencia de farmacos como latrunculina-B, inhibe el movimiento
de peroxisomas y sin embargo el uso de despolimerizantes de microtubulos no afecta su
movimiento, lo que demuestra la dependencia de los filamentos de actina para el
desplazamiento de estos organulos (Collings y col., 2002; Mathur y col., 2002). Ademas,
estudios de colocalizacion, han revelado la cercana asociacién de los peroxisomas con los
filamentos de actina (Jedd y Chua, 2002).

Hasta el momento se han descrito las proteinas miosina XI-2 o MYA2, XI-F
(Hashimoto y col., 2005; Avisar y col., 2008; Prokhnevsky y col., 2008) como responsables
del trafico de peroxisomas. Ademas, se han identificado a las proteinas Rab (AtRabD1 y
AtRabC2a) como factores que interactian con la regién C terminal de la miosina XI-2, de
forma dependiente de GTPasas, y especificamente la AtRabC2a fue localizada en

peroxisomas de protoplastos de hojas de Arabidopsis (Hashimoto y col., 2008).

Normalmente los peroxisomas de hojas se localizan en las proximidades de los
cloroplastos, probablemente para maximizar el proceso de fotorrespiracion (Mano y col.,
2002). Asimismo, cabe resaltar que esta proximidad, demuestra una dependencia entre la
distribucion de los peroxisomas y el movimiento de cloroplastos, en las células de hojas
(Oikawa y col.,, 2003; Wada y Suetsugu, 2004). Otra de las posibles funciones del
movimiento de los peroxisomas, seria el acercamiento del organulo a las zonas del
citoplasma donde se sintetizan las proteinas destinadas al peroxisoma (Muench y Mullen,
2003). El importe de proteinas a los peroxisomas parece estar mediado por microtubulos, a
los que se unen la proteina multifuncional de peroxisomas (MFP) PTS1 (peroxisomal
targeting signal) que interviene en la p-oxidaciéon (Mullen, 2002; Chuong y col., 2004).

Por otro lado los peroxisomas reaccionan en procesos de respuesta celular frente a

situaciones de estrés, como se ha demostrado la infeccidon por el patégeno Erysiphe
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cichoraccearum en Arabidopsis cuya respuesta involucra el movimiento de peroxisomas

hacia el sitio de penetracion del patégeno (Koh y col., 2005).
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Objetivos

El estudio de la funcion de las diferentes especies de oxigeno y nitrégeno reactivo
(ROS y RNS) en la transduccion de sefiales celulares y en la regulacion de la expresion de
sistemas antioxidantes en respuesta a diferentes tipos de estrés, constituye una de las
lineas de investigacion de nuestro grupo de trabajo dentro del Departamento de
Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas, de la Estacion Experimental del Zaidin
(CSIC) de Granada.

Nuestro grupo ha sido pionero en el estudio de la producciéon de ROS y RNS en
distintas situaciones de estrés y en la identificacién de las fuentes de produccién de ROS y
RNS en peroxisomas. Como consecuencia de ello, hoy dia sabemos que los peroxisomas
son una fuente de ROS y NO, y ademas contienen una amplia bateria de antioxidantes de
defensa frente a estas ROS. Las especies de oxigeno reactivo cuando se producen en
exceso son toxicas, pero a bajas concentraciones desempefian un papel muy importante
como moléculas sefial regulando multitud de procesos, entre ellos el desarrollo y la
respuesta al estrés. Es por ello, que los peroxisomas son unos organulos muy atractivos
desde un punto de vista cientifico dada su dualidad como fuente de estrés oxidativo, pero
también como emisores de sefiales celulares.

Recientemente, se ha demostrado la implicacion de especies de oxigeno reactivo
(ROS) en el mecanismo de accién del herbicida 2,4-D (Grossmann y col., 2001; Romero-
Puertas y col.,, 2004a). Sin embargo la fuente de ROS y los mecanismos moleculares

implicados en la regulacion de la respuesta celular, no estan bien establecidos.

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se ha pretendido profundizar en este
tema mediante la identificacién de las fuentes de ROS implicadas en los mecanismos de
toxicidad de este herbicida y la secuencia de eventos que intervienen en la transduccién de
sefales en respuesta al estrés por 2,4-D y para ello, se han utilizado plantas de guisante y
Arabidopsis. Especial interés se ha dedicado al estudio del papel de las ROS y el NO, tanto
en la toxicidad del 2,4-D, como en la sefalizacion celular, y el papel de los peroxisomas de

hojas en la respuesta al 2,4-D. Para ello se han establecido los siguientes objetivos:

1.- Estudio del efecto del 2,4-D sobre el metabolismo de especies de oxigeno reactivo.
Para ello, se analizara la actividad de distintas fuentes de ROS y los niveles de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, y se determinara la acumulacion de ROS y NO

mediante aproximaciones bioquimicas y celulares.
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2.- Andlisis de danos oxidativos a macromoléculas. Se estudiara la modificacién de
proteinas por oxidacién y S-nitrosilacion, y la relevancia de estos procesos en la toxicidad
del herbicida 2,4-D.

3.- Determinar la secuencia de eventos implicados en la induccion de la respuesta de
la planta frente al 2,4-D. Se analizara la produccion de etileno, induccion de proteinas de
defensa y la participacién de canales de ca® y procesos de fosforilacién/desfosforilacion
de proteinas, en la respuesta frente al 2,4-D.

4.- Establecer el papel de los peroxisomas en la respuesta frente al 2,4-D. Para ello se
analizard la dinamica de estos organulos y su regulacién, asi como el papel del
citoesqueleto de actina.

5.- Determinar el perfil de proteinas fosforiladas de peroxisomas y analizar los cambios
dependientes de 2,4-D en la fosforilacidon de las proteinas peroxisomales para profundizar

en la respuesta de estos organulos al estrés por 2,4-D.
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Material y Métodos

3.1 Material Vegetal y Condiciones de Cultivo

3.1.1 Plantas de Pisum sativum L., cv Lincoln
En este estudio se emplearon plantas de guisante (Pisum sativum L., cv Lincoln)

crecidas en medio de cultivo hidropdnico en invernadero (del Rio y col., 1985). Las semillas
(Royal Sluis, Enkhuisen, Holanda) fueron tratadas con NaHCI; al 2% y a continuacion, se
germinaron en vermiculita previamente humedecida con agua, en camara de cultivo a 25 °C
en oscuridad durante 4 dias. Posteriormente, se trasladaron al invernadero, donde se
mantuvieron durante quince dias. Una vez obtenido el estadio de crecimiento adecuado, las
plantulas se trasplantaron a recipientes de PVC (2,5 litros de capacidad; 4 plantulas por
bote) que se distribuyeron siguiendo un disefio de bloques de parcelas al azar hasta la
finalizacién del ensayo. Se utilizé un sistema de cultivo en medios liquidos (Hewitt, 1966)
con aireacion controlada de la solucién nutritiva en cada uno de los recipientes de cultivo, la
cual fue renovada cada 7 dias.

La soluciéon nutritiva se basd en la composicion descrita por Hewitt (1966)
modificada para un pH inicial de 5,5 + 0.1 y una concentracion i6nica de 30 mg ion I,
siguiendo la técnica propuesta por Steiner (1961) Las concentraciones de macro y micro
nutrientes utilizadas fueron las siguientes segun del Rio (del Rio y col., 1985):

e Macronutrientes (mM): NO3',12; H,PO,, 4,0; SO.%, 1,5; K', 5,0; Ca?*, 4,5;
Mg, 1,5.
e Micronutrientes (uM): Fe, 91,3; B, 46; Cu, 1,1; Zn, 2,3; Mn, 9,3.

Las condiciones para el cultivo en invernadero fueron las siguientes: 26 + 2 °C
durante el diay 18 + 1 °C durante la noche, 70% + 5 de humedad relativa y fotoperiodo de
16 h.

3.1.2 Plantas de Arabidopsis thaliana
Paralelamente se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana, silvestres (wt) del ecotipo

Columbia 0 (Col-0) y los mutantes: GFP-Fimbrina y GFP-SKL A-5 (cedidas por el Prof.
Hawes de la Universidad Oxford Brookes, Reino Unido) y acx7 deficiente en la actividad de
la acil-CoA Oxidasa (cedida por el Dr. Ledn del CSIC-UVP Valencia, Espafia), todas ellas
Col-0.

Previamente a la siembra de las semillas en vermiculita/turba, éstas se sometieron
a un proceso de estratificacion con el objetivo de favorecer su germinacién, el cual consistio
en mantenerlas a 4°C y en oscuridad durante dos dia, embebidas en agua destilada estéril,

seguidamente fueron sembradas directamente sobre vermiculita/turba a una relacién 1:4 y
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crecidas en camara de cultivo hasta el momento de la aplicacién de los diferentes
tratamientos, los cuales se aplicaron durante la fase vegetativa de las plantas. Las
condiciones de cultivo de las plantas fueron las siguientes: temperatura 22°C/18°C,
humedad relativa 60%/50%, y un fotoperiodo de 16 horas (dia largo) y 8 horas (dia corto)
con un PAR (Photosynthetically Active Radiation) de 130 pE.

3.1.3 Tratamientos con el Acido 2,4-diclorofenoxiacético

3.1.3.1 Via Foliar
Pasados 21-36 dias de crecimiento de las plantas de guisante en el cultivo

hidropdnico, se procedid a la aplicacion foliar del 2,4-D mediante el uso de un
micropulverizador de vidrio de control manual.

Debido a su baja solubilidad en agua, el 2,4-D (forma acida) se disolvié en etanol
(50%; v/v) y, a continuacion se anadié un mojante-adherente (Bayer) al 1% (v/v). La
concentracion aplicada, de 2,4-D fue de 22,6 mM. La aplicacién via foliar del herbicida, en
plantas de Arabidopsis se realiz6 durante la fase vegetativa de la planta, a las tres semanas
de edad para las plantas cultivadas en dia largo y a las cinco semanas para las plantas de
dia corto. El 2,4-D 22,6 mM en DMSO 1% fue aplicado por pulverizacion fina a una
distancia de 20 cm de las plantas con ayuda de un micropulverizador.

Tanto en guisante como en Arabidopsis el periodo de tratamiento fue de 72 horas,
finalizado el tratamiento se procedié a la recoleccién de muestras y procesamiento. No
obstante en plantas de Arabidopsis también se tomaron muestras a 1, 5y 24 h tras el

tratamiento.

3.1.3.2 Tratamiento con Inhibidores y Moduladores en Brotes de Plantas de
Guisante

Para el analisis del efecto de inhibidores y moduladores se utilizaron brotes de las
plantas anteriormente descritas, para lo cual se cortaron de la parte superior de cada planta
3 internudos a los que denominamos brotes. Cada brote se incubd durante 3 horas con la
solucion del inhibidor o modulador, pasado este tiempo se cambid la solucién por una con
inhibidor y 2,4-D 20 uM manteniendo las concentraciones de cada inhibidor. Los efectos de
cada tratamiento se registraron pasadas 18 horas del tratamiento, cuando los efectos del
2,4-D eran visibles.

La concentracion de inhibidores o moduladores utilizados se describe en la Tabla
3.1. difenil iodonium (DPI), inhibidor de NADPH oxidasa; Alopurinol, inhibidor de XOD;
hidroxianisol butilado (BHA) andlogo de la vitamina E que actia antioxidante; EDTA,

quelante de metales; Amino-etoxi-vinil glicina (AVG), inhibidor de la sintesis de etileno;
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NO3;Ag, como bloqueante de receptores de etileno ;Wortmannin, inhibidor de MAP

quinasas, y LasCl, inhibidor de canales de Ca’.

Tratamiento Concentracion
2,4-D 20 uM
DPI 10 M
Alopurinol 2mM
BHA 500 uM
EDTA 200 uM
AVG 50uM
NO;Ag 10 mM
Wortmannin 8 nM Tabla 3.1: Concentraciones de 24-D vy de los diferentes
La,Cl 1 mM inhibidores/moduladores, usadas para la incubacion de brotes de guisante.

3.1.3.3 Tratamiento con Inhibidores y Moduladores en Tiras de Hojas de
Plantas de Guisante

Para el andlisis de inhibidores y/o moduladores en tiras de hojas de guisante, se
utilizaron hojas de la parte apical de plantas de 21-28 dias de edad. Las tiras de 10 mm de
largo por 1,5 mm de ancho fueron cortadas de la regiéon central de las hojas, como se
describe en la figura 3.1. Se utilizaron 15-20 tiras de hojas por tratamiento, las cuales se
incubaron durante 20h en placas petri de 5 cm de diametro, con 5 ml de un medio de
incubacion compuesto por Tris-HCI 0,5 mM, pH 6,0, KCI 10 mM y sacarosa 10 mM,
suplementado con 2,4-D 120 yM y/o inhibidores (Tabla 3.2). Las placas fueron incubadas
en oscuridad.

Una vez terminado el tiempo de incubacion, las tiras se dispusieron en una superficie
plastica de modo que en la parte inferior quedara la zona abaxial o envés de la hojay en la
parte superior la zona adaxial o haz, de esta forma se fotografiaron para su posterior
analisis. La curvatura epinastica (curvatura hacia el haz) fue determinada como el grado de
curvatura (8), el cual se calculé geométricamente como se ilustra en la figura 3.1 C y segun
Kawano y col. (2003).

Tratamiento | Concentracion
2,4-D 120 uM
EDTA 200 IJM Tabla 3.2: Concentraciones de 2,4-D y de los diferentes inhibidores /
Cantaridina 10 uM moduladores, usadas para la incubacién de tiras de hojas de guisante.
DPI 10 uM Cantaridina, inhibidor de fosfatasas; DPI, cloruro de difenilen iodonio, inhibidor
BHA 500 uM de NADPH oxidasas; BHA, hidroxianisol butilado, antioxidante; Wortmannin,
Wortmannin 8 nM inhibidor de MAP quinasas y AVG, amino etoxi vinil glicina, inhibidor de sintesis
AVG 100 uM de etileno.
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Parte superior Curvatura epinastica

Ao O

6=0

Figura 3.1 Preparacion de brotes y tiras de hojas de guisante, para el andlisis de la
curvatura epinastica. (A): ejemplo de brotes cortado en el cuarto internudo. (B): Hoja de
guisante, vista de la parte abaxial, las tiras fueron cortadas de la zona central de la hoja
evitando las nerviaciones. (C): Ejemplo de la induccién de la epinastia en tiras de hojas,
con una ilustraciéon del método usado para medir el grado de curvatura.
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3.1.4 Diseiio Estadistico y Analisis de Resultados
El analisis de los resultados experimentales se llevé a cabo mediante la aplicacion

de la prueba t de student para muestras independientes, con el que se compara las medias
de dos grupos de casos. Para cada variable se tuvo en cuenta: tamafio muestral, media,
desviacion tipica y error de la media. Para la diferencia entre las medias: media del error
tipico e intervalo de confianza. Ademas se analizo la distribuciéon normal de los datos y la
homogeneidad de la varianza, mediante el test de Levene y estadisticos descriptivos como

Shapiro-Wilk. El analisis matematico se realizd con el software estadistico SPSS 15.0.

3.2 Elaboracion de Extractos Crudos

3.21 Homogenados de Hojas
El proceso de obtencidon de homogenados de hojas de guisante se realizé6 mediante

la maceracion del material vegetal, con tampén de homogeneizacién Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0
conteniendo: DTT 1 mM, PMSF 1 mM, Tritén X-100 al 0,2% (v/v), EDTA 0,1 mM y Glicerol
al 20 % (v/v); a 4 °C con una relacion 1:4 (p/v). Los extractos se filtraron a través de dos
capas de nylon y posteriormente se centrifugaron a 27.000 g durante 25 min., a 4 °C, en
una centrifuga refrigerada Sorvall. Finalmente se recuperé el sobrenadante, que se repartié

en diferentes alicuotas para la posterior determinacion de actividades enzimaticas.

3.3 Aislamiento y purificaciéon de peroxisomas

3.3.1  Gradientes de Sacarosa
El aislamiento de peroxisomas de hojas de guisante, se realizé segun el método de

Lopez-Huertas y col. (1995). Todos los pasos del protocolo fueron efectuados a 4° C, de
esta forma se ayuda a preservar la integridad de los organulos. El método consistia en
realizar varias centrifugaciones diferenciales seguidas finalmente de una centrifugacién en
gradientes de densidad de sacarosa (Fig. 3.2). Se parti6 de 40 g de hojas de guisante,
previamente lavadas con agua destilada las cuales se homogeneizaron en 160 ml de medio
de extraccion semi-congelado, utilizando un Sorvall Omnimixer a velocidad maxima en tres
golpes de tres segundos cada uno. La composicién del medio de extraccién fue la
siguiente: tampoén Tricina-KOH 170 mM, pH 7,5, con sacarosa 1 M, EDTA-Na, 1 mM, KCI
10 mM, MgCl, 1 mM, ASB al 0,3% (p/v) y DTT 5mM. EI homogenado obtenido, se filtré a
través de dos capas de entretela y se centrifugdé a 5.400 g durante 20 min para eliminar la
mayor parte de los cloroplastos, nucleos y residuos celulares. El primer sobrenadante se
centrifugd de nuevo a 12.000 g durante 15 min y el precipitado obtenido se resuspendié en

3 ml de un medio similar al de extraccién, con pH 7,0 y sin DTT, y la suspensién de
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organulos se depositdé con ayuda de una jeringa, en la parte superior de un gradiente
discontinuo de sacarosa compuesto por: 3ml del 60%, 6 ml del 57%, 9 ml del 51%, 9 ml del
47 %, 6 ml del 42% y 3 ml del 35% de sacarosa (p/p). Las soluciones de sacarosa se
prepararon a partir de una solucion madre de sacarosa del 66% (p/p) preparada en EDTA-
Naz 1 mM, pH 7,5. Los tubos (Quick seals de Beckman) una vez sellados, se centrifugaron
a 83.000 g durante 1 hora y 30 min en una ultracentrifuga Beckman usando un rotor vertical
VTi50. Finalizada la centrifugacion, los peroxisomas se situaban en la parte inferior del
gradiente, en la interfase entre las capas de 57 y 51% de sacarosa (Lopez- Huertas y col.,
1995). La banda correspondiente a la fraccion de peroxisomas se extrajo mediante
perforacién de los tubos y absorcién con una jeringa.

Para diluir la concentracion de sacarosa de los peroxisomas, las muestras se diluyeron 10
veces con medio EDTA-Na, pH 7,5 y posteriormente se centrifugaron a 12.000 g durante
30 min, finalmente se recogieron los peroxisomas que se depositaron en fondo del tubo y el
sobrenadante que aun contenia peroxisomas se concentrd por ultrafiltracion usando una
membrana PM-10 de Amicon. Finalmente los peroxisomas fueron almacenados a -20°C,

hasta su posterior uso.
Pdo.l

5.400 g Sobrenadante Il

12.000 g

Sobrenadante | =) {5, i

Pdo.ll
Enrriquecido en
mitocondrias y

Gradientes de peroxisomas

. densidad de

l_sacarosa
Figura 3.2: Purificacion de peroxisomas en 83.000 g
gradientes de sacarosa. Mediante 35 % 90 min
centrifugacion diferencial seguida de una 42 % Rotor Vti 50
centrifugacién en gradiente discontinuo de E>47% @
sacarosa. 51 %

57 % peroxisomas |:>

60 %

3.4 Desarrollos Electroforéticos

3.41 Geles de Poliacrilamida en Condiciones Nativas (EGPA)

Se empled un equipo “Mini-Protean II” de Bio-Rad con geles de 7,5 x 8 cmy 1,5
mm de grosor. Dependiendo de las proteinas a analizar los geles se prepararon usando
acrilamida del 7 o del 12% (p/v) en tampon Tris-HCI 377 mM, pH 8,9, la gelificacion se
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realizé con TEMED al 0,48 % (v/v) y persulfato amoénico al 0,45% (p/v). Las muestras se
prepararon en tampoén de carga que contenia: sacarosa al 10 % preparada en tampon de
geles y azul de bromofenol al 0,006%, p/v. El desarrollo electroforetico se realizé con una
intensidad de 10 mA por gel, durante 15-20 min y posteriormente, de 20 mA por gel, hasta
que el frente de azul de bromofenol alcanzd practicamente el final del mismo. Como

tampdn de electrodos se utilizé Tris 5 mM, pH 8,3, y glicina 38 mM.

3.4.2 Geles de Poliacrilamida en Condiciones Desnaturalizantes (EGPA-
SDS)

Se siguié basicamente la técnica descrita por Laemmli (1970), utilizando un equipo
“Mini-Proteanll” de Bio-Rad. Se prepararon geles de poliacrilamida al 10 6 12% (p/v) de 7,5
x 8 cm, con un gel concentrador de poliacrilamida al 4% (p/v). Las muestras para la
electroforesis se prepararon en tampon Tris-HCI 63 mM, pH 6,8, conteniendo SDS al 2%
(p/v), glicerol al 10% (v/v), azul de bromofenol al 0,006% (p/v), y DTT 10 mM, y se
calentaron a 95°C durante 5 min. Seguidamente, las muestras se cargaron en los geles y
se aplicéd un voltaje de 100 V durante 15 min y después 200 V durante 45 min utilizando
como tampoén de electrodos Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, con glicina 0,192 M y SDS al 0,1%
(p/v). Se utilizaron marcadores de masas moleculares entre 14,4 y 97,4 kDa (Bio-Rad) que

se prepararon igual que las muestras.

3.4.3 Tincion de Proteinas en EGPA-SDS

3.4.3.1 Tincion con Azul Coomassie
Una vez terminada la electroforesis, los geles se tifieron con “Coomassie Brilliant
Blue” R-250 al 0,1% (p/v) preparado en metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% (v/v)
durante 30 min, tras lo cual se destifieron con metanol al 40% (v/v) y acido acético al

10%(v/v) hasta obtener bandas azules sobre un fondo transparente.

3.4.3.2 Tincién con Plata
Se utilizé la técnica descrita por Jiang y col. (1994). Los geles se incubaron con
etanol al 30% (v/v) y acido acético al 10% (v/v) durante 3 h, se lavaron en repetidas
ocasiones y se incubaron con una solucién reductora de ferricianuro potasico (KsFe(CN)g)
al 1% (p/v) y tiosulfato de sodio al 1,6% (p/v) durante 15 min. Posteriormente, los geles se
lavaron y se incubaron en una solucién con nitrato de plata (AgNO3) al 0,1% (p/v), en
oscuridad, durante 30 min. El revelado se efectué por inmersién en una solucién

conteniendo carbonato sodico (Na,COs;) 0,3 M y formaldehido al 0,02% (v/v) hasta
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apariciéon de las bandas de proteinas. La reaccidén se pard por adicion de acido acético al
3% (viv).

3.5 Transferencia de Proteinas e Inmunodeteccion (técnica de Western-blot)

3.5.1 Transferencia de Proteinas

Los geles obtenidos mediante EGPA-SDS se transfirieron a una membrana de
difluoruro de polivinilo (PVDF) de Millipore, utilizando un sistema de transferencia semi-
seco de Bio-Rad. Para la transferencia se utilizé un tampén Caps 10 mM, pH 11,0,
conteniendo metanol al 10 % (v/v) y se llevé a cabo con una intensidad de 1,5 mA por cm?

durante 1 h.

3.5.2 Inmunodeteccion

Para la deteccion de la reaccién antigeno-anticuerpo en las membranas se emple6
el método de la quimiolumiscencia, que se basa en la oxidacion del luminol por el complejo
peroxidasa de rabano-anti-IgG en presencia de H,O,, formandose un intermediario que se
estabiliza mediante la emision de luz (Thorpe y col., 1985). Esta emision de luz se potencia
con la presencia de 4-yodofenol, que actia como transmisor de radicales de oxigeno al
luminol (Rosell y White, 1978).

Tras la transferencia de las proteinas, las membranas se permeabilizaron con
metanol 100% (v/v) durante unos segundos, y se lavaron con agua destilada. Con objeto de
bloguear los lugares inespecificos de unién de las inmunoglobulinas, las membranas se
incubaron de 1 a 3 h a temperatura ambiente, o durante toda la noche a 4°C en tampén
TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, y NaCl 0,18 M), al que se le adicioné leche en polvo
desnatada (Sveltesse, Nestlé) al 1,5% (p/v). Tras lavar las membranas con TBS, se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente, convenientemente diluido, de 1a 3 h
a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron las
membranas con TBS y se incubaron durante 1 h con anti-IgG ligada a peroxidasa de
rabano. Para el revelado con la peroxidasa de rabano, las membranas se incubaron en una
solucion que contenia 8 mg de luminol en 20 ml de tampén Tris-HCI 50 mM, pH 8,6, NaCl
150 mM, con 3,2 yl de H,0O, al 30% (v/v) y 200 ul de una solucion de 4-yodofenol (10 mg/ml
en DMSO), durante unos minutos. Alternativamente se utilizo el kit ECL Plus Western
Blotting (GE, Healthcare Amersham). Posteriormente, las membranas se expusieron en una
pelicula para autoradiografia tipo “Hyperfilm” (Amersham), con ayuda de un “cassette” para

autorradiografia (Kodak) o se obtuvieron las imagenes de fluorescencia con el Chemidoc
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(Bio-Rad). El tiempo de exposicion variaba desde segundos hasta 30 min, dependiendo de
la intensidad de la sefal obtenida.

Se han utilizado anticuerpos policlonales frente a las siguientes proteinas: actina (dilucion
1/1000) Ambion, DNP (dilucién 1/80000) Sigma, biotina (dilucién 1/10000) e IgG anti-conejo
unido a la HRP (dilucién 1/10000) Bio-Rad.

3.6 Determinacion de Actividades Enzimaticas

3.6.1 Xantina Oxidorreductasa

Xantina Oxidasa (XOD; EC 1.1.3.22)

La medida se realizé siguiendo el método de Rajagopalan (1985), basado en la
medida del incremento de absorbancia a 293 nm debida a la formacion de acido urico a
partir de xantina. La reaccion se siguid durante 10 min a 25 °C en un espectofotdmetro
Beckman mod. DU-7, en un volumen final de reaccién de 1,06 ml, con la siguiente
composicién: CNK 0,1 mM, 50ul de muestra; tampdn fosfato-K 50 mM, pH 7,8 saturado con
oxigeno mediante borboteo de aire, y xantina 50 pM. La muestra se incubé con CNK
durante 3 min en oscuridad.

La actividad enzimatica, expresada en nmoles de acido urico x min” x mg prot'1, se
calculé a partir de la maxima pendiente obtenida en el intervalo de medida y aplicando un
coeficiente de extincion (ez93) para el acido trico de 1,22 x 10*M™" x cm™ (Hong y Schopfer,
1981).

Para visualizar la actividad isoenzimatica XOD en geles, se utilizaron homogenados
de hojas de guisante, los cuales se sometieron a electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes o nativas. Terminada la separacion de las proteinas por electroforesis, se
efectud el revelado de la actividad XOD de acuerdo con el método de Lopez-Huertas y col.
(1999), basado en la reducciéon del NBT a azul de formazano por los radicales Oy"
generados en la oxidacién enzimatica de la xantina. Para el revelado se incubaron los geles
en oscuridad, a 30 °C y durante 15 min, en una solucién consistente en tampén fosfato-K
100 mM, pH 7,8, saturado con O,, conteniendo xantina 1 mM, EDTA 0,1 mM y NBT 1 mM.
Finalizada la incubacion, se realizé un lavado rapido con tampon fosfato-K 100 mM, pH 7,8
y se expuso el gel a la luz sobre un transiluminador de luz blanca, apareciendo la actividad

XOD como una banda de color azul-morado sobre un fondo transparente.
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Xantina Deshidrogenasa (XDH; EC 1.1.1.204)

Se siguid el método espectrofotomeétrico descrito por Rajagopalan (1985), el cual se
basa en la medida de &cido urico dependiente de NADH, a 293 nm. La reacci6n se siguio
como se ha descrito anteriormente para la actividad XOD, con la incorporacion de xantina
50 yM y NAD 0,5 mM como aceptor de electrones. Finalmente la actividad enzimatica,
expresada en nmoles de acido urico x min™ x mg prot'1, se calculd a partir de la maxima
pendiente obtenida en el intervalo de medida y aplicando un coeficiente de extincion (gx93)

para el acido Urico de 1,22 x 10°M™ x cm™ (Hong y Schopfer, 1981).

3.6.2 Superoxido Dismutasa (SOD;EC 1.15.1.1)
Se empled el método espectrofotométrico de McCord y Fridovich (1969), con una

ligera modificacion en la concentraciéon de citocromo c y la xantina en mezcla de reaccioén
(13,5 UM y 96,7 uM, respectivamente). El ensayo se basa en la medida de la tasa de
inhibicion, debida a la actividad SOD, de la reduccion del citocromo ¢ por los radicales O;"
generados por el sistema xantina-xantina oxidasa. La reaccién se llevé a cabo a 25 °C
durante 2-3 min y la medida de la densidad O6ptica se efectu6 a 550 nm en un
espectofotometro Beckman mod. DU-7. Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Comprobacion del estado de oxidacion del citocromo ¢ en la mezcla de reaccion.
A un volumen de 1 ml de mezcla de reaccion (tampon fosfato-K 50 mM, pH 7,8, citocromo ¢
13,5 uM , Na2-EDTA 0,1 mM y xantina 96,7 uM saturado de O, y a 25 °C) se le afiadié una
pequefa cantidad de ditionito sédico y se midi6 la absorbancia de la solucion a 550 nm. La
lectura debia estar comprendida entre 0,20 y 0,24.

2. Reaccion control, en la cual se estimé el volumen de xantina oxidasa (XOD)
necesario para lograr un incremento de la densidad 6ptica de 0,025 unidades min™. Para
ello se calibro el espectrofotémetro con la mezcla de reaccidon y se midié durante 3 min el
cambio de absorbancia producido por la adicion de 4-15 ul de XOD convenientemente
diluida. Esta reaccion se repitid 3- 4 veces para calcular un valor medio. Se utiliz6 XOD
bovina de la casa comercial Roche.

3. Reacciéon problema. Se realiz6 un blanco de muestra, calibrando el
espectrofotometro con 1 ml de mezcla de reaccion y 10-50 ul de muestra. Después de la
calibracion se anadio el volumen de XOD, previamente determinado en la reaccion control,
y se siguid el curso de la reduccién del citocromo ¢ durante 3 min. Adicionalmente, se
realiz6 una medida de la reduccion del citocromo c utilizando tan solo la muestra y la
mezcla de reaccion (blanco de muestra) sin XOD, para valorar la contribucion de la muestra

en la pendiente obtenida en el ensayo de actividad.
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Finalmente para calcular la actividad SOD total de la muestra en unidades x ml”, se
aplico la siguiente expresion, donde 1 unidad de actividad SOD es la cantidad de enzima
necesaria para producir una inhibicion el 50% en la tasa de reduccion del citocromo ¢
(McCord & Fridovich, 1969).

| Aoy smin (cONMrO]) = Aoy e (Problema)
% Inhibicion = Ao 7ma. (contro) x100

- — % Inhibicion 1 x factor de dilucion
Unidades SOD/ml 50% . vol de muestra (mi)

Para la separacion e identificacion de las isoformas de SOD se aplicé el método
fotoquimico de Beauchamp & Fridovich (1971), basado en la inhibiciéon que la SOD produce
en la reduccion del NBT a azul de formazano por los radicales O,". Se prepararon geles al
12% (p/v) de acrilamida y se sometieron a  electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes (Davies, 1964). La solucion de gelificacion, compuesta por arcrilamida y
bisacrilamida (19:1), se prepard en tampoén Tris-HCI 377 mM, pH 8,9. Las muestras se
prepararon con tampén de muestra para EGPA nativa y la electroforesis se efectué como
se describe el en apartado 3.4.1.

El revelado de la actividad SOD en geles de poliacrilamida, se efectué mediante el
siguiente procedimiento:

1. Los geles se incubaron en oscuridad, durante 20 min, con una solucién de NBT
2,45 mM preparada en tampén fosfato-K 50 mM, pH 7,8.

2. Se elimind la soluciéon anterior y se incubaron los geles en oscuridad, durante 15
min, con una solucién de riboflavina 28 uM y TEMED 28 mM en tampon fosfato-K 50 mM,
pH 7,8.

3. Los geles se lavaron rapidamente con tampén fosfato.

4. Se renovo la soluciéon de tampon y se reveld la actividad en los geles mediante
exposicion a luz blanca en un transiluminador, hasta la aparicion de bandas acromaticas

sobre un fondo azul.

3.6.3 Catalasa (CAT;EC 1.11.1.6)
Se siguid el método espectrofotomeétrico descrito por Aebi (1984), basado en la

medida de la disminucion de la absorbancia del H,O, a 240 nm debida a su
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descomposicion por efecto de la catalasa. En una cubeta de cuarzo se anadieron de 5 a
100ul de muestra a 2,9 ml de mezcla de reaccién formada por tampén fosfato potasico
50mM, pH 7,0 y H,O, 10,6 mM, convenientemente protegida de la luz. La reaccion se
registré durante 2 min a 25 °C en un espectrofotdometro Beckman mod. DU-7. La actividad
enzimatica, expresada en umoles de H,O, x min™ x mg prot'1 se calculé a partir de la
velocidad inicial de la reaccién y de un coeficiente de extincién molar para el H,O, de
39,58 M"'x cm™ (del Rio y col., 1977).

3.6.4 Acil-CoA Oxidasa (ACX; EC 1.3.3.6)

Se midié mediante el método espectofotométrico de Gerhardt (1983), basado en la
medida indirecta del H,O, producido en la oxidacién del palmitoil-CoA, a través de la
oxidacién de la 4-aminoantipirina. Esta actividad se registré6 a 500 nm durante 10 min a 25°
C. La mezcla de reaccion (1 ml) contenia: tampén Tris-HCI 175 mM, pH 8,5, saturado con
oxigeno; FAD 50 uM; PHMB (p-hidroximercuribenzoato) 12 mM; 4-aminoantipirina 1 mM;
NaH3 1 mM; peroxidasa de rabano (5,3 unidades); 100 yl de muestra y palmitoil-CoA 50
MM. La reaccion se inicié al afiadir el palmitoil-CoA. Adicionalmente para cada muestra se
midié un blanco con todos los componentes mencionados anteriormente excepto el
palmitoil-CoA y el FAD. La actividad fue expresada en umoles de antipirina oxidada x min™
X mg prot'1, y se calculd aplicando un coeficiente de extincion molar (g 5q0) de 64 x 107" x M

em™.

3.6.5 Glutation S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18)

Se empled el método de Habig y co. (1974), que esta basado en la medida a 340
nm, de la tasa de formacion del complejo entre GSH y el compuesto 1-cloro-2,4
dinitrobenceno (DCNB). La reaccion fue registrada en un espectrofotémetro Beckman mod.
DU-7 durante 3 min, a 30 °C en un volumen de mezcla de reaccion de 1 ml con la siguiente
composicién: tampén fosfato potasico 0,1 M, pH 7,8; glutation reducido (GSH) 1 mM;
muestra (5-75 ul); y DCNB 1 mM, preparado en etanol puro.

La actividad enzimatica, expresada en nmoles de complejo GSH-CDNB x min™" x
mg prot'1, se calcul6 a partir de la maxima pendiente obtenida en el intervalo de medida y
aplicando un coeficiente de extincion molar (g349) para el complejo, de 9,6 mM” x cm”
(Habig y col., 1974).
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3.6.6 Lipoxigenasa (LOXs; 1.13.11.12)

Fue medida de acuerdo con Suurmeijer y col. (1998). Previo al ensayo los extractos
se pasaron por columnas PD 10 sephadex G-25 M de Amersham Biosciences. El método
se basa en el incremento de absorbancia a 243 nm a 25 °C, debido a la formacién de un
dieno conjugado por la hidroperoxidacion catalizada por la LOX. La reaccion se inicié por la
adicion de 10 — 50 ul de muestra, a una mezcla de reaccion compuesta por 5 ul de acido
linoléico 30 mM, con 945-985 ul de tampédn fosfato potasico 100 mM pH 6,8. La reaccién
fue registrada en un espectrofotémetro Beckman mod. DU-7 durante 2-3 min. La actividad
enzimatica, expresada en nmoles de dieno conjugado x min™ x mg prot', se calculd a partir
de la parte lineal de la curva y aplicando un coeficiente de extincion molar (g ,34), de 25 mM’

Txem™.

3.6.7 Guayacol Peroxidasa (GPX)

Se aplico el método de Quessada y Macheix (1984), consistente en registrar el
incremento de la absorbancia a 470 nm debido a la oxidacion del guayacol en presencia de
H,O, por la accion de peroxidasas celulares. La reaccion se llevd a cabo a 25 °C y se midio
por la adicién de H,O, a una mezcla de reaccién constituida por tampoén fosfato potasico
50 mM, pH 6,1; guayacol 6,25 mM; muestra (25-50ul convenientemente diluida); y H,O,
25uM. La reaccion se registro durante 3 min y la actividad enzimatica, expresada en
nmoles de guayacol oxidado x min™ x mg prot'1, se calculé aplicando un coeficiente de

extincion (e 470) para el guayacol oxidado de 26,6 mM™” x cm™.

3.6.8 Glutation Reductasa (GR; EC 1.6.4.2)

Para su determinacién se empleé el método de Edwards y col. (2000), basado en la
medida del descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la oxidacién del NADPH. La
mezcla de reaccion contenia tampon Hepes-NaOH 100 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM, Mg Cl, 3
mM, y glutation oxidado 0,5 mM, en un volumen final de 1 ml. La reaccion se inicié por
adicion del NADPH 0,2 mM, registrandose su oxidacion durante 2 min a 25°C. Se utilizé un
blanco de reactivos (sin la muestra correspondiente) y un blanco para cada muestra en
tampodn de reaccion sin glutation oxidado. La actividad enzimatica expresada en nmoles de
NADPH oxidado x min™ x mg prot”, se calculd a partir de la velocidad inicial de reaccion y
de un coeficiente de extincién molar para el NADPH de 6,22 mM™”" x cm™ (Jiménez y col.,
1997).
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3.6.9 Ascorbato Peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11)

Para llevar a cabo el anadlisis 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 determiné segun describe Jiménez y col. (1997), midiendo a 290 nm
la oxidacion del acido ascérbico, durante 1 min.

La mezcla de reacciéon (1 ml) contenia tampén Hepes-NaOH 50 mM, pH 7,6,
ascorbato 0,2 mM, H,O, 0,3 mM, y la muestra convenientemente diluida. El ensayo se
realizé a 25°C y se inici6 con la adicion del H,O,. La actividad enzimatica, expresada en
nmoles de &cido ascorbico oxidado x min™ x mg prot'1, se calculod a partir de la velocidad
inicial de reaccion y de un coeficiente de extincién molar para el acido ascérbico de 2,8 mM"
' x cm™ (Hossain y Asada, 1984a). Se utilizaron tres controles, uno sin H,O,, otro sin
ascorbato y otro sin muestra. Ademas como control negativo de la reaccion se utilizé un

inhibidor de la APX, el p-cloromercurifenilsulfénico (pCMS).

3.6.10 Gicolato Oxidasa (GOX; EC 1.1.3.1)
En su determinacion se empled el método descrito por Kerr y Groves (1975). En la

mezcla de reaccion (1 ml) compuesta por tampén fosfato-K 50 mM pH 8,3, fenilhidracina 10
mM vy glicolato 5 mM, la medida se inici6é con la adicion de la muestra, midiéndose a 324 nm
durante 3 min la formacion del complejo glioxilato-fenilhidrazona. La actividad enzimatica
expresada en nmol de glioxilato-fenilhidracina x min™ x mg prot'1, se calculd a partir de la
velocidad inicial de reaccion y de un ¢ 34 para el complejo de 17,0 mM” x cm” (Kerr y
Groves, 1975).

3.6.11 S-Nitrosoglutation Reductasa
La actividad enzimatica de la S-Nitrosoglutation reductasa se determind segun el

método de Sakamoto y col. (2002), basado en la medida de la oxidacion del NADH a 340
nm y a 25°C. La mezcla de reaccion (1 ml) contenia tampén Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NADH
0,2 mM y EDTA 0,5 mM, y la reaccién se inicié por adicién del GSNO (Calbiochem) a una
concentracion final de 400 pM. La actividad enzimatica, expresada en nmol de NADH
consumido x min™" x mg prot'1, se calculo a partir de la velocidad inicial de reaccion y de un

€ 340 de 6,22 mM~ xcm™

3.7 Peroxidacion Lipidica
La tasa de peroxidacion lipidica se determind segun el método de Buege y Aust

(1978) midiendo la concentracién de malondialdehido (MDA) en la muestra con acido

tiobarbitdrico. Todos los reactivos se prepararon en agua Milli-Q. Para el ensayo se
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afiadieron 200 pyl de muestra a 1 ml de mezcla de reaccidn conteniendo: acido
tricloroacético al 15% (p/v), acido tiobarbiturico al 0,375% (p/v) y butilhidroxitolueno al
0,01% (p/v) preparado en HCI 0,25 N. Seguidamente, la mezcla se incub6 a 95°C durante
15 min con agitacion constante, se dejé enfriar y se centrifugd a 2.000 g durante 5 min.
Finalmente se efectud la lectura de la densidad o6ptica a 535 nm. La concentraciéon de MDA
en las muestras problema se calcul6 a partir de una curva de calibracién con distintas

concentraciones de MDA conocidas (0,1-10 uM).

3.8 Determinacion de Glutation Reducido y Oxidado
La determinacion de GSH y GSSG se realizd en extractos acidos de hojas de

guisante. El material (0,2 g) fue homogenizado con nitrégeno liquido, seguidamente se
afiadié acido metafosférico al 5 % (p/v). El extracto se centrifugé a 19.000 g durante 30 min
y a 4 °C. El contenido de glutation total se determin6 segun el método de Griffith (1980)
basado en la oxidacion del GSH en presencia de DTNB con la formacién de TNB y GSSG.
El GSSG es reducido de nuevo por la glutation reductasa con consumo de NADPH. En el
caso de la medida de GSSG las muestras se derivatizaron con la adiciéon de 2 ul de 2-
vinilpiridina y 6 pl de trietanolamina 1,5 M a 100 yl de muestra e incubacién durante 1 h a
temperatura ambiente. Paralelamente se prepard un blanco sin muestra conteniendo acido
metafosforico al 5%. Las muestras derivatizadas (GSSG) y sin derivatizar (GSH) se
utilizaron para las determinaciones. La mezcla de reaccion contenia tampén fosfato sodico
143 mM, Na,-EDTA 6,3 mM (pH 7,5), NADPH (0,248 mg /ml), DTNB 6 mM y 25 ul de
muestra, la reaccion se inicié con la adicion de GR 266 U / ml. La formacion de TNB se
midié a 412 nm. Se prepararon dos curvas patrén para GSH y GSSG en el rango de 5 - 50
MM. El contenido de GSH se determiné por la diferencia del glutation total y el GSSG

(muestras derivatizadas).

3.9 Determinacion de Ascorbato (ASC)
El contenido de acido ascoérbico se determiné segun el método de Okamura (1980),

empleando extractos acidos obtenidos en acido metafosférico al 6% (p/v). EI método se
basa en la reduccién del Fe*" por el ASC ascorbato a Fe?, que en presencia de bipiridil,
forma un complejo de color rojo. Asi el deshidroascorbato (DHA, forma oxidada) fue medido
en el paso de reduccion de DHA a ascorbato por la adicién de DTT. El exceso de DTT fue
eliminado por la reaccion con N- etilmalemida (NEM). De esta forma, el ensayo permitio la
determinacion del ascorbato total (ascorbato+ DHA), ASC y el contenido de DHA fue

estimado a partir de la diferencia entre ascorbato total y reducido (con y sin NEM).
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3.10 Determinacién de Proteinas
La determinacion del contenido de proteinas en extractos crudos de hojas, se realizo

espetrofotométricamente mediante el método de Bradford (1976). Se empled el reactivo
comercial de la casa Bio-Rad (“Protein Assay Dye Reagent”) y albumina de suero bovino
(ASB) como estandar para preparar la curva patron. La medida se realizé en un volumen
final de 1 ml, contenido en 200 pl de reactivo de Bradford y 800 pl de la muestra o ASB,
convenientemente diluida en agua destilada. La absorbancia se midié a 595 nm pasados 10

min de incubacién con el reactivo de Bradford.

3.1 Determinacion de Peréxido de Hidrogeno

3.11.1 Anadlisis en Solucién
La determinacion de H,O, en hojas de guisante y de Arabidopsis se realiz6 mediante

el método fluorimétrico descrito por Creissen y col. (1999) con algunas modificaciones.
Todos los pasos del proceso se llevaron a cabo a 4°C. Los extractos acidos de hojas se
prepararon usando un mortero, en HCIO, 1 mM (1/3, p/v) en presencia de PVPP (5%) con
el objetivo de eliminar fenoles, posteriormente se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min.
El sobrenadante resultante se filtré a través de un filtro Millipore de 0.45 ym y se ajust6 a
pH 7,0 con K,CO3; y seguidamente se centrifugd a 12.000 g por 2 min, para remover el
KCIO, en el precipitado. El sobrenadante se utilizé para medir la concentracion de H,0,.
La mezcla de reaccion, en un volumen final de 3 ml, contenia tampén Hepes 50 mM, pH
7,6, acido homovanilinico (HVA) 5 mM y 20 ul de muestra. La reaccion comenzaba con la
adicion de peroxidasa de rabano 40 uM. La concentracion de H,O, se determind midiendo
la fluorescencia, en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-540 (Shimadzu, Columbia, MD),
con una longitud de onda de excitacién de 315 nm y de emision 425 nm, frente a una curva

patron de peroxido de hidrégeno (1-20 uM).

3.11.2 Localizacion in situ de H,0,
Para detectar in situ la produccion de H,O, se utilizé el método descrito por

Romero-Puertas y col. (2004b) que utilizaba DAB. Las hojas control y tratadas con 2,4-D
22,6 mM se incubaron en una solucion del 1% (p/v) de 3,3’-diaminobenzidina-HCL (DAB)
en tampon MES 10 mM, pH 6,5; infiltradas a vacio durante 2 h y posteriormente incubadas
a temperatura ambiente durante 8 h en total oscuridad. Finalizado el tiempo de incubacion
las hojas se iluminaron, hasta la aparicion de precipitados marrones, caracteristicos de la
reaccion del DAB con el H,O,. Finalmente las hojas se blanquearon por inmersién en etanol

hirviendo, para facilitar la visualizacion de los precipitados.

66



Material y Métodos

3.12 Deteccién Espectrofluorimetrica de NO en Solucién

La produccion de NO en extractos crudos de plantas silvestres de Arabidopsis, se
determiné siguiendo el método descrito por Nakatsubo y col. (1998). Se utilizaron extractos
frescos de hojas de plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM, a diferentes tiempos
después de la pulverizacion (1, 5, 24 y 72 h). Los extractos se incubaron a 37°C durante 2 h
en oscuridad, con tampén Hepes 50 mM, pH 7,5 y 10 uM de DAF-2 DA. Finalmente el NO
se midié en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-540, con una longitud de onda de
excitacion de 495 nm y de emisién de 515 nm, frente a un blanco sin muestra. Los valores

fueron referidos a la concentracién de proteinas presentes en la muestra.

3.13 Andlisis de Proteinas S-Nitrosiladas
La determinacion de proteinas S-nitrosiladas se realizé en hojas de Arabidopsis
procedentes de plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. Se siguié el método del
“Biotin Switch” (Jaffrey y col., 2001), basado en la conversion de las cisteinas nitrosiladas
en cisteinas biotiniladas, con el previo bloqueo de los grupos tioles libres con un agente
metilionizante especifico de estos. El patron de proteinas S-nitrosiladas se identifico

mediante Western-blot usando un anticuerpo anti-biotina.

3.13.1 S-Nitrosilacion de la Actina

Las proteinas S-nitrosiladas obtenidas mediante la aplicacion del método del “Biotin-
Switch” segln se describe en Perazzolli y col., (2004) fueron inmunoprecipitadas con el
anticuerpo frente a la biotina unido a la proteina A (UltraLink Immobilized Protein A/G,
Pierce. IPA). Para lo cual las muestras se incubaron toda la noche con agitacién a 4°C con
PBS vy el anti-Biotina unido a la IPA. Posteriormente las muestras se lavaron 3 veces con
PBS para eliminar la muestra que no se haya unido al complejo IPA-Anti-Biotina en el
ultimo lavado se eliminé completamente el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en
20 pl de tampén de muestra SDS 4X y DTT 10 mM. Las proteinas se separaron mediante
EGPA-SDS y se transfirieron a una membrana de PVDF segun se ha descrito con
anterioridad. Este procedimiento se utilizé para determinar la S-nitrosilacién de la actina,

mediante el uso del anticuerpo especifico para esta proteina.

3.14 Determinacién de Grupos Carbonilo
Como marcador de estrés oxidativo se utilizd el contenido de grupos carbonilo en
proteinas. Para ello se utilizaron dos ensayos, en solucién y la deteccion de las proteinas

oxidadas mediante EGPA-SDS e inmunodeteccion.
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3.14.1 Medida en Solucién

La cuantificacion de grupos carbonilo se efectué segun el método de Levine y col.
(1994) basado en la reaccién de los grupos C=0 con la 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH)

con formacién de 2,4- dinitrofenilhidrazona que absorbe a 370 nm.

Se prepararon homogenados de hojas de guisante en tampén fosfato-Na 10 mM,
pH 7,4, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 0.2% (v/v) y PMSF 1mM, usando una relacion p/v de
1/4. Los homogenados se filtraron y centrifugaron a 27.000 g durante 20 min y los

sobrenadantes se utilizaron para las determinaciones.

Para cada tratamiento se usaron tres muestras (con dos réplicas a su vez, cada
una) y su correspondiente blanco. Los extractos, conteniendo 0,5 mg de proteina se
incubaron con sulfato de estreptomicina al 1% (p/v) durante 20 min para eliminar acidos
nucléicos y se centrifugaron a 2.000 g durante 10 min. Posteriormente, los homogenados
se incubaron durante 1 h con DNPH 10 mM preparada en HCI 2 M. Los blancos se
incubaron con HCI sin DNPH. Las proteinas se precipitaron con acido tricloroacético (TCA)
al 10% (p/v) y el exceso de DNPH se elimind lavando con etanol/acetato de etilo (1:1).
Finalmente, el precipitado se resuspendié en guanidina 6 M preparada en KH,PO4, 20 mM a
pH 2,3 y se midi6 la absorbancia a 370 nm. Como control del contenido de proteinas, al
final del ensayo se midié la absorbancia de los blancos a 280 nm utilizando una curva
patrén de ASB preparada en guanidina 6 M. El contenido de carbonilos se calculé usando
un coeficiente de extincién molar para las hidrazonas alifaticas de 22.000 M cm™ (Levine y
col., 1990).

3.14.2 Detecciéon Inmunoquimica

Se llevd a cabo segun se describe en Romero-Puertas y col (2002). Los
homogenados se incubaron con DNPH 10 mM preparada en HCI 2 M durante 1 h. Como
control negativo se utilizaron blancos incubados en HCI sin DNPH. Posteriormente, se
precipitaron las proteinas con TCA al 10% (p/v) y se lavaron con etanol/acetato de etilo
(1:1). Finalmente, las proteinas se resuspendieron en tampon fosfato-Na 10 mM, pH 7,4, y
se cargaron en dos geles de poliacrilamida-SDS, al 12% el gel separador y al 4% el gel
concentrador. Uno de los geles se empledé para la inmunodeteccién, mediante la
transferencia a una membrana de PVDF, y el segundo para tincién de proteinas como
control de carga. Las membranas de PVDF se incubaron con anticuerpos comerciales
frente al DNPH (Sigma) y las proteinas oxidadas se detectaron mediante

quimioluminiscencia.
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3.14.3 Inmunoprecipitacion de Proteinas Oxidadas

Los homogenados derivatizados con DNPH se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo frente al DNPH unido a la proteina A (UltraLink Immobilized Protein A/G, Pierce.
IPA). Las muestras derivatizadas se incubaron toda la noche con agitacion a 4°C en en
PBS y el anti-DNPH (1:1.000 v/v) unido a la IPA, en un volumen final de 800 upl.
Posteriormente las muestras se lavaron 3 veces con PBS para eliminar la muestra que no
se haya unido al complejo IPA-Anti-DNPH y en el ultimo lavado se elimind completamente
el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 20 ul de tampdn de muestra SDS 4X y
DTT 10 mM. Las proteinas se separaron mediante EGPA-SDS y se transfirieron a una
membrana de PVDF segun se ha descrito con anterioridad. Como controles se ensayaron
homogenados normales, homogenados inmunoprecipitados sin derivatizar y homogenados
derivatizados sin inmunoprecipitar. Este procedimiento se utilizd para determinar la

oxidacién de la actina, mediante el uso de anticuerpos especificos frente a esta proteina.

3.15 Anidlisis de Emision de Etileno
La emisién de etileno se determind en hojas frescas mediante cromatografia de
gases segun Rodriguez-Serrano y col. (2006). Para ello las hojas se mantuvieron durante 2
h en frascos de 50 ml sellados con tapones de goma. Pasado este tiempo, se tomaron
muestras de los distintos tratamientos y se inyectaron en un cromatdgrafo de gases (Perkin
Elmer 8600, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA) con un detector de ionizacion de llama y

una columna Poropack-R. Como patrén se utilizé una concentracion conocida de etileno.

3.16 Aislamiento y Manipulacién de Acidos Nucleicos

3.16.1 Extracciéon de ARN

El ARN total se extrajo de las hojas de plantas de guisante, utillizando una solucién
de fenol y de isotiocianato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) disponible
comercialmente como TRIzol (GIBCOBRL, Life Technologies). Las hojas de guisante
(previamente congeladas con nitrdgeno liquido y conservadas en -80 °C) se
homogeneizaron en mortero en presencia de nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Inmediatamente se peso el polvo y se afadid la soluciéon de TRIzol (1 ml por cada 0,1 g de
tejido) evitando la descongelacion de la muestra, que se agité vigorosamente y se incubd a
15-30 °C durante 5 min. A continuacion se afiadio cloroformo (0,2 ml / ml de TRIzol)
agitando por inversion durante 15 s e incubando 2-3 min a 15-30 °C, y se centrifugd durante
15 min a 4 °C a 14.000 rpm. Se obtuvieron dos fases, una organica de fenol-cloroformo, y

otra acuosa donde se quedd el ARN. Esta fase se recuperd y se le afiadié isopropanol
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puro, se incubd durante 10 min a 15-30 °C y posteriormente se centrifugd 10 min, a4 °C y
14.000 rpm. Asi, se obtuvo un precipitado de ARN que se lavo con etanol al 75% (v/v) (al
menos 1 ml / ml de TRIzol) y posteriormente se volvid a precipitar centrifugando 5 min a 4
°C y 11.500 rpm. Finalmente, se dejé secar el precipitado al aire durante unos min y se
resuspendio el ARN en agua tratada previamente con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1%

(v/v) para inactivar posibles ARNasas (20-40ul x 0,1 g’1 de tejido).

3.16.2 Cuantificacién y Analisis Electroforético del ARN
La cuantificaciéon del ARN en solucién se estimé a partir de la absorbancia a 260

nm, asumiendo que una unidad de densidad o6ptica a esta longitud de onda equivale,
aproximadamente a 40 ug/ml de ARN. Para ello, se realizdé una diluciéon del ARN en agua
tratada con DEPC y se midi6é la absorbancia entre 200-300 nm para comprobar posibles
contaminaciones de proteinas. Ademas se determind la relacion A,go/Asgo, indicativo de la
pureza del ARN que debe estar entre 1,8 y 2,0.

El ARN procedente de hojas de guisante se analiz6 en geles de agarosa del 0,8 %, con el

fin de comprobar su integridad.

3.16.3 Andlisis de expresiéon por RT-PCR semicuantitativa
Para analizar los niveles de transcrito mediante RT-PCR semicuantitativa se

realizaron PCRs con oligonucleotidos especificos para cada gen de interés incluyendo en
todos los casos la amplificacién del gen constitutivo de la actina-ll como control de la
reaccion. Se analiz6 la expresion diferencial de enzimas antioxidantes y proteinas de
defensa (Tabla 3.3), utilizando como DNA molde el cDNA obtenido a partir de la RT del
ARN total de muestras de hojas de guisante pertenecientes a las zonas apical y basal de

plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM.
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Secuencia de Oligonucledtidos (5”- 37)

Tamario
amplificado
(pb)

Acceso

Catalasa (CAT)

Material y Métodos

ATCCCTATCTTCTGCTCC
F-CAT GACATACACCGATTTTCC m X60169
R-CAT
MnSOD
GGAGCAAGTTTGGTTCCATT
F-MnSOD AAGGTTATTCGGCCAGATTG 315 X60170
R-MnSOD
CuznSOD
GAACAATGGTGAAGGCTGTG
F- CuzZnSOD 395 X56435
R- CuZnSOD GTGACCACCTTTCCCAAGAT
FeSOD
GCACCACAGAGCTTATGTAG
F-FeSOD GGAGTGGATGATGATGGTTC 436 AY426764
R- FeSOD
GST GGAGCACAATGGCAAGGTAT
F-GST CTCGATCCATGCTGCAAGTT 376 ABOB7837
R-GST
GRI TCGCAGCACTCTCTTCTTCA
;gg 'I CTCCATCCAAAACCATTGCT 3% X60373
GRII ACAGTATTTGGTGGGCAAGC
FGRII AAACTGCGCTTTCGTAGCTC 822 Xo8214
RGRII
PSPrP4A
ATGGAGAGCGTACAGAGAAG
F PsPrP4A AGTCCAGTCCAGGATTAGAG 438 AF137351
R PSPrP4A
Chitinasa
) GCCAAGCTGGTGGAGCTGTA . .
E %T\Ii TOAGGAGCOACATGOOCAATC 472 X63899 Tabla 3.3: Oligonucleotidos usados
para el analisis de expresion por
Heat Schok Protein . L
FHSP 71.2 ACCTCGGCACAACCTACAGC 196 08848 PCR semi-cuantitativa. Se muestra el
R HSP 71'2 GAGATAGCACCGGCGTCCTT o
’ nombre del gen, el codigo de acceso
Actina Il AATGGTGAAGGCTGGATTTG y las parejas de oligonucleotidos
F-Act AGCAAGATCCAAACGAAGGA 4% X68649 ili
R-Act utilizados como cebadores en cada

caso (F, directo; R, reverso).

El andlisis de los productos de PCR, se llevé a cabo en geles de agarosa al 0,8%,
tefiidos con bromuro de etidio. Estos se visualizaron y cuantificaron usando el programa
informatico Gel Doc system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) acoplado a un analizador de
imagenes. La expresion de los diferentes genes se normalizé utilizando la actina-Il como
gen de expresion constitutiva. Los valores representados son de al menos ftres
experimentos independientes. El nivel relativo de amplificacién, se calculo segun Leterrier y

col. (2005).

3.17 Obtencién y Analisis de Proteinas Fosforiladas en Peroxisomas de
Hojas de Guisante

Se estudio el patron de proteinas fosforiladas en peroxisomas de hojas de guisante

control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. Para lo cual los peroxisomas se purificaron en
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gradientes de densidad de sacarosa segun se ha indicado en el aparatado 3.3. La
concentracién de sacarosa se redujo por dilucién y concentracion simultanea en un sistema
de ultrafiltracion de Amicon. La extraccion y purificacion de las proteinas fosforiladas se
efectué por medio del Kit de enriquecimiento de fosfoproteinas (Phosphoprotein enrichment
by phosphate metal affinity chromatography, PMAC de Laboratorios Clontech). Este tipo de
cromatografia por afinidad metalica utiliza resinas cargadas con diferentes iones como Al
(1, Fe(ll), Ga(lll) y Zn (ll). La adsorcion se basa en la formacion irreversible en
condiciones &cidas, de un complejo entre el grupo fosfato y el ion metalico, el cual se
disocia a pH alcalino. Las proteinas no fosforiladas fluyen a través de la resina en pH acido,
mientras que las fosforiladas son retenidas en la misma. A continuacién se describen los
pasos seguidos:

e Las columnas fueron equilibradas segun las instrucciones del fabricante. La
solucién de almacenamiento (etanol) se dejé fluir a través de la resina y
posteriormente se lavaron 2 veces con el tampdn A (extraccion / carga) o hasta que
el pH fuese menor o igual a 6.

e Seguidamente se afiadieron las muestras resuspendidas en tampon A y se
incubaron con agitaciéon suave a 4°C durante 30 min.

e Después de la incubacion, se situé verticalmente la columna para permitir
nuevamente la precipitacién de la resina, en este punto se permitié la salida de las
proteinas no fosforiladas y se lavo la columna 4 veces con 5 ml del tampon A.

e Finalmente se obtuvieron las proteinas fosforiladas, por la adicion de 1 ml x 5
tampoén de elucion B (fosfato-K 20 mM y NaCl 0,5 mM). Se recogieron 5 eluidos,
que se almacenaron a -20°C hasta su posterior utilizacion. La mayor proporcion de

proteinas fosforiladas se encontraba en las fracciones 2 y 3.

Las proteinas fosforiladas contenidas en las fracciones 2 y 3, se precipitaron
siguiendo el método del metanol / cloroformo. Se afiadié a cada una de las muestras 0,1%
de acido deoxicélico y se incubaron durante 10 min en hielo. A continuacion se afadioé un
volumen de metanol 100 % y 1,7 volumenes de cloroformo 100%, seguidamente se agitd
vigorosamente, y se centrifugdé a 13.000 rpm durante 15 min, de esta forma se obtuvieron
tres fases. La fase superior correspondia al cloroformo, la intermedia a proteinas y la final al
metanol. Cuidadosamente se elimind con pipeta la fase superior y se afiadié 175 pl de
metanol (por cada 100 ul de muestra), se agité vigorosamente a intervalos de 1 min durante
5 min y se centrifugé a 13.000 rpm durante 30 min, se eliminé el sobrenadante y el

precipitado se lavd nuevamente en metanol repitiendo el paso anterior. Finalmente el
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precipitado se dejo secar a temperatura ambiente en campana para permitir la evaporacion
del metanol, se solubiliz6 en tampdén de lisis para electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, y se procedié a la individualizacion de las proteinas mediante EGPA-
SDS, al 12 %.

3.17.1 Tincion de Fosfoproteinas Pro-Q ® Diamond
Una vez terminada la separacion de las proteinas mediante EGPA-SDS, se

identificaron las proteinas fosforiladas mediante la tinciéon especifica con Pro-Q ® Diamond
Phosphoprotein Gel Satin (Molecular Probes), para lo cual se siguieron las
recomendaciones del fabricante. Las proteinas se fijaron en el gel mediante la incubacion
durante 30 min en una solucién compuesta de metanol al 50 % y &cido acético al 10 %,
preparada en agua ultra pura, este paso se efectué dos veces para asegurarse el completo
lavado del SDS en el gel. Se continud con tres lavados en agua ultra pura, de 10 min cada
uno. Seguidamente el gel se incubd durante 90 min en un volumen de 60 ml de Pro-Q ®
Diamond, posteriormente se destiiid mediante la incubacion durante 30 min en una solucion
de acetato sddico 50 mM, pH 4,0 y acetonitrilo al 20 % preparada en agua ultra pura, este
paso se repitié dos veces para asegurarse un optimo lavado. Finalmente se realizaron dos
lavados de 5 min con agua ultra pura y se visualizé en el transiluminador con luz
ultravioleta.

Paralelamente, se efectud una tincién de proteinas con Azul Coomassie o nitrato de

plata.

3.17.2 Anadlisis Diferencial de Proteinas Fosforiladas mediante 2D-DIGE e
Identificacion y Caracterizacion por MALDI-TOF

El analisis de las proteinas fosforiladas obtenidas en los eluidos 2 y 3, tras la
cromatografia de enriquecimiento en fosfoproteinas, se realizd mediante 2D-DIGE y
MALDI-TOF en el servicio de protedmica del CNB.

- 2D-DIGE

El analisis diferencial de las muestras control y 2,4-D, se realizé mediante la técnica
de DIGE (Differential gel electrophoresis), que permite el analisis cuantitativo de proteinas
basado en el marcaje por fluorescencia. Las muestras se resuspendieron en tampon de
lisis para DIGE (Tris-HCI 30 mM, pH 8,5, urea 7 M y CHAPS 4%) y se determin6 su
concentracion de proteinas mediante el Kit RC DC (BioRad, Hercules CA, USA) y que es
compatible con la metodologia.

Se marcaron volumenes iguales de muestras (proteinas fosforiladas) con 400pmol

de los fluoréforos Cy2, Cy3 y Cy5 (GE) que se combinaron de acuerdo al disefio
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experimental (Tabla 3.4), se les afadié volumenes iguales de tampén de carga 2X (6 M
urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 1 % ) y anfolitos pH 3-10 L (GE), 10 mM DTT y se incubaron
durante 10 min en frio. Seguidamente se procedid a la separacion de las proteinas en geles
de poliacrilamida en una primera dimension, en funciéon de su punto isoeléctico (IEF,
isoelectroenfoque), mediante la utilizacion de tiras IPG (18 cm; pH 3-10 L. GE) en las que
se cargaron las dos muestras diferentes, marcadas con Cy3 y Cy5, y el control interno
compuesto por proteinas de las dos muestras marcadas con Cy2, Tabla 3.4.

GEL Cy2 Control interno Cy3 Cy5
1 14 ug (7 ug Control/14,5 ug 2,4-D) | 11,4 yg CONTROL =18l 23,7 ug 2,4-D =18 pl
2 14 ug (7 pg Control/14,5 ug 2,4-D) 23,7 pg 2,4-D =18 pl 11,4 ug CONTROL =18 ul

Tabla 3.4: Disefio Experimental para 2-D-DIGE comparando muestras controles y tratadas con 2,4-D. X ug de
cada muestra y ug del control interno se marcé con X pmoles del CyDye indicado, se incubaron en hielo y
oscuridad por 30 min: las reacciones se detuvieron afiadiendo 1 pl de Lisina 10 mM e incubando 10 min en hielo y
oscuridad. Antes de la separacion electroforética se combinaron las muestras marcadas, (Cy3 y Cy5) y el control
interno (Cy2).

El IEF, se llevé a cabo en un IPGphor (GE) aplicando los siguientes incrementos de
voltaje: de 300V/h por 3h, de 300 a 1000V por 6h, de 1000 a 8000V por 3h, 8000V/h por 3h
o hasta que se alcanz6 43000 V totales. Seguidamente se procedié a la separacién en una
segunda dimension SDS-PAGE, en geles del 12.5% acrilamida (1-mm de grosor, 26 x 21
cm), por 30 min a 2 watt/gel y 4 h a 20 watt/gel, a 20°C. Las imagenes Cy2-, Cy3- y Cy5-

se obtuvieron en un scanner Typhoon 9400 (GE).

-Andlisis de Imagen
La deteccion de manchas y su cuantificacion, y comparacion en cada gel se realizé

utilizando Differential In-gel Analysis (DIA) and Biological Variation Analysis (BVA) mddulos
de DeCyder software versiéon 6.5 (GE). Mediante el uso de DIA, las manchas se detectaron
automaticamente en las imagenes Cy2, Cy3, y Cy5, y se calcularon los volumenes
normalizados (abundancia de proteinas). Los mapas de manchas fueron exportados al
BVA, para la comparacion de las proteinas entre los geles. Los criterios de seleccién para
detectar proteinas que cambian significativamente fueron: una variacion de la proporcion
del punto > a 1,5 y un p < 0,05 en la prueba {. Ademas las diferencias indicadas por el

software del DeCyder se confirmaron visualmente.
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- Digestién de proteinas y Espectrometria de Masas
Las diferencias encontradas con el DeCyder se localizaron en un gel tefiido con

Sypro Ruby (Sigma) el cual también fue escaneado en el Typhoon. En esta imagen se
selecciond la lista de proteinas con sus cordenadas X e Y, la cual se exporté al programa
Spot Picker (GE) mediante el cual se cortaron las manchas y se transfirieron a un aplaca de
96 pocillos. Posteriormente esta placa se dispuso en el Digestor Proteineer DP (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany), para la digestion automatica de todas las manchas cortadas
(Schevchenko y col.,, 1996) y su posterior identificacion por espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF.

- Obtencién de la Huella Peptidica mediante MALDI y Busqueda en Bases de Datos

Se depositdé manualmente una alicota de 0,8 ul de la mezcla de péptidos eluidos y
se dejo secar a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 0,8 pl de soluciéon
matriz (acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico 3 g/L en acetonitrilo acuoso al 30%/15%
isopropanol con acido trifluoroacético al 0,1%) en un portamuestras 386-well OptiTOF
(Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) que se dej6 secar de nuevo a temperatura

ambiente.

Las muestras fueron analizadas de manera automatica en un espectréometro de
masas 4800 MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight,
Desorcion e ionizacion mediante laser asistida por matriz con tiempo de vuelo) (Applied
Biosystems, Framingham, MA, USA) en modo reflector positivo de iones (con un voltaje de
aceleracion de iones de 25 kV para la adquisicion de los espectros de MS y de 1 kV para
los de MSMS).

Cada espectro de huella peptidica fue calibrado internamente empleando
determinadas senales provenientes de la autoprotedlisis de la tripsina, también se suavizé y
se corrigio la linea base. De esta forma la precision en la medida de las masas se situo

tipicamente en £30 ppm.

Las masas correspondientes a péptidos tripticos registradas fueron enviadas
automaticamente a través del programa Global Protein Server (GPS, Applied Biosystems)
al programa Mascot (Matrix Science, Londres, Reino Unido) para efectuar la bisqueda en
la base de datos publica NCBInr. Respecto a la busqueda en las bases de datos del
NCBInr, no se establecieron restricciones de taxonomia debidas a la especie de origen, se
permitio la pérdida de un corte triptico y la tolerancia se fijé en 100 ppm. En todos los casos

que se validé la identificacion de una proteina, la puntuacién de probabilidad superé el
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umbral establecido por el motor de busqueda Mascot, siendo el p-valor en todo caso inferior

al fijado como significativo.

3.18 Microscopia Optica y Confocal

3.18.1 Estudios Estructurales
Con el propésito de analizar los cambios estructurales a nivel subcelular se

utilizaron hojas y tallos de plantas de guisante control y tratadas con 2,4-D. Los tejidos se
cortaron en segmentos de 2 mm? y se fijaron en una solucién de gutaraldehido al 2,5% (v/v)
preparado en tampoén fosfato potasico 50 mM, pH 6,8, durante 2,5 h a temperatura
ambiente (Romero-Puertas y col., 2004b). Las muestras fueron post fijadas durante 30 min
en 1% OsO, en tampdn cacodilato 50 mM, pH 7,2, deshidratadas en series de etanol (30 —
100%; v/v) y embebidas en resina Spurr. Finalmente se obtuvieron secciones semifinas que
fueron contrastadas con citrato de plomo y acetato de uranilo para se observadas en un

microscopio optico.

3.18.2 Deteccion de Oxido Nitrico (NO), peréxido de hidrégeno (H,0,) y
Superoéxido (0,7), por Microscopia Confocal

Cortes transversales de aproximadamente 25 mm?, procedentes de hojas de
guisante y Arabidopsis, y tallos de guisante, control y tratados con 2,4-D, fueron incubados
a temperatura ambiente y total oscuridad, durante 1 h con fluorocromos especificos;
paralelamente se llevé a cabo una reaccion control incubando los cortes con una solucion
de secuestradores de ROS y NO (Sandalio y col., 2008).

Para la localizacion de O," se utilizé el fluorocromo dihidroetidio (DHE), el cual
atraviesa pasivamente las membranas celulares y reacciona con el O, generado en las
células, y da lugar a oxietidio (Oxy-E), un compuesto fluorescente que se caracteriza por su
estabilidad debido a la oxidacion irreversible que sufre el DHE generando el radical etidio
(E'). La especificidad de este fluorocromo por el radical superoxido se ha comprobado por
la inhibicion que ejercen las SODs, y que no se observa con la adicion de la catalasa.
Ademas, se ha demostrado que no se forma oxietidio en presencia de H,O, ni peroxinitrito
(Fink y col., 2004). Los cortes de tejido se incubaron con DHE 10 uM preparado en Tris-
HCL 10 mM pH 7,4, durante 1h a 37 °C (Sandalio y col., 2008).

Con el objeto de comprobar la eficacia del fluorocromo y como control negativo,
algunos cortes se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente, con el secuestrador de
O, tetrametilpiperidina (TMP) 1 mM. Posteriormente se incubaron en la solucién de DHE y
TMP 1 mM, segun se ha indicado anteriormente. Para eliminar el exceso de fluorocromo los

cortes se lavaron varias veces en el tampon anteriormente descrito.
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Para detectar peroxido de hidrogeno, se utilizé la carboxidiclorofuoresceina
diacetato (DCF-DA), (Brul y col., 1997). Este compuesto no fluorescente es capaz de
atravesar las membranas biolégicas, y una vez dentro de la célula los grupos acetato son
hidrolizados por esterasas intracelulares, convirtiéndose asi en un compuesto fluorescente
capaz de reaccionar con el H,O,. Como control de la especificidad del fluorocromo (control
negativo) las muestras se incubaron con ASC, secuestrador de H,0,. Los cortes se
incubaron con y sin ASC 1 mM durante 1 h a temperatura ambiente, y posteriormente se
incubaron en una solucion con DCF-DA 25 uM preparada en tampén Tris-HCI 10 mM (pH
7,4), durante 30 min a 37 °C y en oscuridad. Finalmente las muestras se lavaron durante 30
min con el mismo tampodn.

En cuanto a la deteccion del NO, se siguié el método descrito por Kojima y col.
(1998a; 1998b), en que se describe la conveniencia del uso de diaminofluoresceinas como
marcadores de oxido nitrico. Asi, el 4,5-diacetato de diaminofluoresceina (DAF-2 DA) es
permeable, no reacciona con ROS y al reaccionar con el NO intracelular produce su forma
tetrazdlica (DAF-2T), altamente fluorescente, con un limite de deteccion para el NO de 5
nM (Kojima y col., 1998a). De igual forma que para la determinacién de O,", se incubaron
los cortes en una solucion 10 uM del fluorocromo y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente y en total oscuridad.

Como control negativo se utilizé el 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidacolina-1-oxil-3-
6xido (PTIO) 300 uM, secuestrador de NO.

Una vez finalizada la incubacién con los fluorocromos y lavados los cortes, se
continué con la inclusion de estos en acrilamida para poder realizar cortes del tejido. Para
ello, se incubaron los cortes durante 4 h en una solucién de acrilamida/bisacrilamida al 15%
(p/v), preparada en PBS (fosfato-K10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM) y TEMED 1 % (v/v). Los
cortes en la solucion de acrilamida se dispusieron en posicion vertical en moldes de 0,7
mm?® (Sorvall), donde se llevé a cabo la polimerizaciéon de la acrilamida con persulfato
amonico (S,05(NH,).) al 2% (p/v), para la obtenciéon de bloques (Sandalio y col., 2008). A
partir de estos bloques se cortaron secciones de aproximadamente 100 um de grosor, con
un vibratomo Leica VT 1000 ST. Los cortes fueron montados en portaobjetos con una
solucion de glicerol al 50 % en PBS y se observaron en un microscopio confocal, Leica TSC
SL, con las longitudes de excitacion y emisiéon correspondientes para cada fluorocromo
(Tabla 3.5).
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Fluorocromo A Ecxitacion A Emisién
DHE 488 520
DAF-2 DA 495 520
DCF-DA 485 530 Tabla 3.5: Longitudes de onda de excitacion y
emision de los fluorocromos utilizados.
3.19 Visualizacién del Citoesqueleto

El efecto del 2,4-D sobre el citoesqueleto se observé mediante microscopia laser
confocal, utilizando plantas transformadas de Arabidopsis thaliana, que expresan fimbrina
unida a una proteina GFP. Para ello, secciones de hoja de 3 mm? se dispusieron en un
portaobjetos y se visualizé la fluorescencia verde de la fimbrina-GFP (exitaciéon 488nm y
emision 508nm) en las células epidérmicas. Con el fin de obtener una imagen
tridimensional, se obtuvieron fotos en diferentes planos X,Y y Z. De esta forma, se analiz6
el efecto del 2,4-D, EDTA, AVG, alopurinol, cantaridina y piruvato, sobre el citoesqueleto de
actina (Tabla 3.6). Las plantas fueron pulverizadas con 2,4-D 22,6 mM, segun se indicd en
el apartado 3.1.3.1.

Tratamiento Concentracion

2,4-D 22.6 mM
EDTA 10 mM
AVG 100 pM
Alopurinol 10 mM
Cantaridina 10 mM
Piruvato 5mM

Tabla 3.6: Concentraciones de 2,4-D, e inhibidores/secuestradores, usadas

en plantas de los estudios realizados con plantas de Arabidopsis fimbrina-
GFP.

Las plantas se pulverizaron con los innhibidores 3 h antes de la pulverizacién con el
2,4-D y se mantuvieron en camara botanica, segun se ha descrito en el apartado 3.2,
durante 72 h, durante este periodo se repitio la dosis de los inhibidores cada 12 h, con el fin

de prolongar el periodo de accion de estos compuestos durante el tratamiento.

Finalizado el tratamiento, se analizé el entramado de fibras del citoesqueleto bajo
un microscopio confocal Leica TCS SL. La GFP fue visualizada a 488 nm longitud de onda
de excitacién y 510 nm de emision. Para estimar la fluorescencia de los tratamientos, se
utilizaron los parametros establecidos para el control sin tratamiento, y estos mismos

parametros se utilizaron para capturar las secciones en Z a intervalos de 1 um.
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3.20 Analisis del Movimiento de Peroxisomas

Con el objetivo de analizar las modificaciones en el movimiento de peroxisomas
bajo el tratamiento con 2,4-D, se utilizaron mutantes de Arabidopsis que contenian una
proteina de fusion GFP-SKL (obtenidas en nuestro laboratorio) y A-5 cedidas por el Prof.
Chips Hawes (Universidad de Oxford Brookes, Oxford Reino Unido). Se pulverizaron con
2,4-D 22,6 mM plantas de un mes de edad, y pasadas 72 h se obtuvieron las imagenes de
movimiento mediante la visualizacién de secciones de hoja en un microscopio confocal
Leica TCS SL. Todas la imagenes fueron tomadas en los planos X, Y, Z y en el tiempo, de
esta forma se siguid el desplazamiento de estos organulos en el espacio-tiempo. Una vez
obtenidas las imagenes, éstas se analizaron el software de analisis de imagenes Volocity
(Improvision, Image Processing and Vision Company;

http://www.improvision.com/products/volocity/). Se calculé el valor medio de la velocidad

(micrometros por segundo) de al menos 10 fragmentos de pelicula en cada caso.

Adicionalmente, se analiz6é el efecto del EDTA 10 mM sobre el movimiento de
peroxisomas de plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. La aplicaciéon de dicho

tratamiento se realizé como se indica en el apartado anterior.
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4.1 Efecto del 2,4-D sobre el Fenotipo de Plantas de Guisante y Arabidopsis

Atendiendo a estudios realizados anteriormente en nuestro laboratorio, en los que
se evaluod el efecto de la concentracion y diferentes tiempos de tratamiento (McCarthy,
2004; Romero-Puertas y col., 2004a), en el presente estudio se analizé el efecto de la
aplicacion via foliar de 2,4-D 22,6 mM durante un periodo de 72 h, en plantas de guisante
de 21-28 dias de edad. Pocas horas a partir de la aplicacién del herbicida 2,4-D algunos
sintomas morfolégicos como la curvatura de tallos y epinastia de las hojas de los brotes
mas jévenes se hicieron evidentes. Después de 72 horas de la aplicacion via foliar del
herbicida, las plantas presentaron una reduccién del crecimiento con respecto al de las
plantas control, ademas de la aparicién de sintomas avanzados de epinastia en las hojas
apicales, mientras que las hojas basales no mostraban epinastia pero si una aceleracion de
la senescencia (Fig. 4.1 A). Estos sintomas se manifiestan ya en las primeras 24 h de
tratamiento y pertenecen a la segunda fase de eventos descrita por Grossmann 2003,

provocados por estos herbicidas sobre dicotiledoneas sensibles.

La zona apical de la planta se caracteriza por ser la zona de crecimiento y
elongacion, y en esta zona las plantas tratadas presentaron curvatura y engrosamiento de
tallos, ademas de epinastia de hojas (Fig. 4.1 B). El tejido de esta zona se mostré
quebradizo y sensible a rotura, mientras que en la zona basal se evidencié una avanzada
senescencia foliar, pardeamiento irregular de hojas, pérdida de turgencia y algunas zonas

necroticas (Fig. 4.1 C).

Control 2,4-D 22,6 mM

Figura 4.1: Efecto del 2,4-D sobre el fenotipo de la parte aérea de plantas de
guisante. Las plantas (21-28 dias) fueron tratadas durante 72 h con 2,4-D 22,6 mM
aplicado por via foliar. (A): efecto sobre la planta completa; (B): hojas apicales y

(C): hojas basales.
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Los cambios provocados por el 2,4-D sobre la estructura de las hojas estaban
directamente relacionados con la epinastia. El tratamiento afecté directamente al
parénquima en empalizada, en el cual se observé desorganizacion, aumento del tamafio de
las células del mesdfilo, plegamiento de la pared celular, entre otros, y a los haces
vasculares que mostraron proliferacion y condensacion del citosol de las células del
parénquima asociado a estos. Adicionalmente, los haces vasculares secundarios

experimentaron un desarrollo considerable (Fig. 4.2).

C—

200 ym

Figura 4.2: Efecto del 2,4-D (22,6 mM) sobre la estructura de hojas y tallos apicales de plantas de guisante. (A):
hojas control, (B): hojas tratadas con 2,4-D, (C): tallos de plantas control y (D): tallos de plantas tratadas con 2,4-
D. En los recuadros se resalta las zonas de condensacion y deformacion celular, y el desarrollo de haces

vasculares secundarios, las flechas sefialan las zonas de deformacion de tallos de plantas tratadas con 2,4-D.

Como complementacion de los estudios realizados en guisante también se

utilizaron plantas de Arabidopsis, ya que ésta presenta ciertas ventajas como son un ciclo
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de vida mas corto y la disponibilidad de mutantes que nos han permitido profundizar en la
regulacién de la respuesta de la planta frente al herbicida 2,4-D.

Las plantas de Arabidopsis se trataron como las de guisante, utilizando una
concentracién de 2,4-D de 22,6 mM, aplicado mediante pulverizacion y el tiempo del
tratamiento también fue de 72 h. El 2,4-D producia un efecto similar al descrito en guisante,

con desarrollo de epinastia y pérdida de turgencia (Fig. 4.3).

Control

Figura 4.3: Efecto de la aplicacién de 2,4-D 22,6 mM, en plantas de Arabidopsis

thaliana. Los efectos fueron registrados 72 h después de la pulverizacion.

4.2 Efecto del 2,4-D Sobre el Metabolismo de ROS en Plantas de Guisante

4.21 Analisis de Enzimas Generadoras de ROS

Dado que uno de los mecanismos de toxicidad que se ha propuesto para el
herbicida 2,4-D, consiste en la induccidon de un estrés oxidativo (Romero-Puertas y col.,
2004a), en este estudio se abordo tanto el analisis de enzimas clave en la produccion de
ROS, como los antioxidantes implicados en su eliminacion.

Las determinaciones se realizaron en extractos crudos de hojas de guisante
apicales y basales, provenientes de plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM.

El analisis de la actividad xantina oxidorreductasa mostrd un patrén opuesto en las
dos zonas analizadas de la planta, observandose un aumento significativo de la actividad
xantina oxidasa en las hojas apicales, mientras que en las hojas basales se observé un
descenso de la misma (Fig. 4.4 A). Con respecto a la actividad xantina deshidrogenasa,
que no esta implicada en la produccion de ROS, se observo un leve descenso en las hojas

apicales y por el contrario en las hojas basales se observo un ligero incremento (Fig. 4.4 B).
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A ] control 24-D
< 9. 9 XOD Figura 4.4: Efecto del 2,4-D sobre la actividad
E_ xantina oxidoreductasa de plantas de
g8 15 1,5
] f- ES guisante. Las plantas de 21-28 dias de edad
o 1 1
§ E se trataron con 2,4-D 22,6 mM por via foliar
0,5 0,5 - . .
E durante 72 h. (A): actividad xantina oxidasa
0 0- (XOD), en hojas apicales y basales; (B):
B actividad xantina deshidrogenasa (XDH), en
XDH XDH
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£
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Otras fuentes de ROS analizadas son, la acil-CoA oxidasa de la p-oxidaciéon de
acidos grasos y la enzima glicolato oxidasa de la fotorrespiracion. La actividad acil-CoA
oxidasa mostré un aumento significativo tras el tratamiento con 2,4-D en las dos zonas de
la planta analizadas, siendo este aumento del doble en hojas apicales y tres veces mayor

en hojas basales con respecto al control (Fig 4.5).

|:| Control 2,4-D Figura 4.5: Efecto del 2,4-D sobre la actividad Acil-
CoA oxidasa (ACX) en plantas de guisante. La
ACX ACX
= 5 51 o actividad se determind en extractos crudos de
5 - 4 4 ol 4 4 _._;'_f_.h_._ hojas de guisante de las zonas apical y basal de
5 TeraiE

E 83 34 4 plantas control y tratadas con 2,4-D. Cada valor

% 5 . .
= ?2 B 2 | z representa la media de tres diferentes
g 1] : 1] % determinaciones + SEM Las diferencias eran
§ 0 ____.__:_: 0 ;_______.:- significativas con p<0,01 (**) y p<0,005 (***) de

Hojas Apicales Hojas Basales acuerdo con el test t de Student.

Estos resultados sefialan a la enzima ACX como una importante fuente de H,O, en
la respuesta de la planta al tratamiento con el herbicida 2,4-D. Por lo cual se decidi6
evaluar el efecto del herbicida sobre el fenotipo de plantas mutantes de Arabidopsis acx1.

El gen ACX1, codifica una de las isoformas de la Acil-CoA oxidasa enzima clave de
la B-oxidacion, que lleva a cabo la conversién del acil-CoA en 2-trans-enoil-CoA. El enzima
requiere como cofactor FAD y como aceptor de electrones usa el oxigeno molecular que se
reduce a H,O,. Asi, se caracterizd el efecto producido por el 2,4-D sobre el fenotipo de

plantas de Arabidopsis wt y acx1, tratadas con el herbicida a una concentracion de 22,6
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mM durante 72 h. En la figura 4.6 A-B, se observa como los sintomas de epinastia foliar en
el mutante son menos drasticos que en el wt, por lo cual resulta evidente la importancia del

H.O, en el desarrollo de la epinastia. En la figura 4.6 C, se observa con mas detalle el

efecto sobre la epinastia de las hojas.

A. thaliana wt

Control

A. thaliana wrt

Figura 4.6: Efecto del la aplicacién de 2,4-D 22,6 mM sobre plantas de A.thaliana
wt y mutante acx? de 27 dias de edad. (A): efecto sobre A.thalina. wt 72 h después
de la aplicacién de 2,4-D por pulverizacion. (B): efecto sobre el mutante acx?. (C):

Detalle de las hojas roseta de plantas wt y acx1 pulverizadas con 2,4-D.

Con respecto a la actividad GOX, el 2,4-D provocaba una reduccion significativa,
tanto en las hojas apicales como basales (Fig. 4.7), lo que sugiere que en las condiciones
estudiadas la fotorrespiracion puede estar reducida, y por tanto la GOX no parece ser

relevante como fuente de ROS, en estas condiciones.
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|:| Control 2,4-D

GOX GOX
- 120 - okde 120 - ok
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Hojas Apicales

Hojas Basales

Figura 4.7: Efecto de la aplicacién de 2,4-D
(22,6 mM) sobre la actividad glicolato oxidasa
(GOX), de plantas de guisante. Los ensayos
se realizaron en extractos crudos de hojas
apicales y basales de plantas de guisante
control y tratadas con 2,4-D. Cada valor
representa la media de tres determinaciones
diferentes + SEM. Las diferencias eran
significativas con p<0,005 (***) de acuerdo

con el test t de Student.

La enzima lipoxigenasa cataliza la peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados y

puede ser una fuente de peréxidos lipidicos en determinadas situaciones de estrés. El

tratamiento con 2,4-D producia un aumento de la actividad en ambas zonas de la planta,

siendo mas evidente en la zona apical (Fig. 4.8). La alta actividad lipoxigenasa esta

asociada con tejidos y 6rganos
necesaria para la estabilidad de
LOX también esta involucrada

jasmonico (Casey, 1999).
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Figura 4.8: Efecto del 2,4-D (22,6 mM) sobre
la actividad lipoxigenasa (LOX), de plantas de
guisante. La determinacion se llevé a cabo en
extractos crudos obtenidos a partir de hojas
apicales y basales de plantas de guisante
control y tratadas con 2,4-D. Cada valor
representa la media de cuatro diferentes
determinaciones + SEM. Las diferencias eran
significativas con p<0,01 (**) y p<0,005 (***)

de acuerdo con el test t de Student.

4.2.2 Efecto del 2,4-D Sobre Sistemas Antioxidantes
En condiciones en las que se encuentra incrementada la produccion de ROS,

puede tener lugar una induccidon de los sistemas antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos con objeto de eliminar el exceso de ROS y de esta forma prevenir dafios

oxidativos a macromoléculas. No obstante, cuando la producciéon de ROS supera la

capacidad antioxidante, se detectan dafios oxidativos. En este trabajo se ha analizado la
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actividad y expresion de algunos de los antioxidante enzimaticos mas importantes en
respuesta al herbicida 2,4-D, tanto en hojas basales como apicales. Para completar este
estudio también se ha examinado su efecto sobre antioxidantes no enzimaticos, ASC vy
GSH.

4.2.2.1 Antioxidantes Enzimaticos
La actividad total superdxido dismutasa se estudié en extractos crudos de hojas de

guisante procedentes de las zonas apical y basal de plantas control y tratadas con el
herbicida durante 72 h. La actividad SOD aumentaba ligeramente en hojas apicales, sin
embargo en las hojas basales no se observé ningliin cambio debido al tratamiento con el
herbicida (Fig. 4.9 A y B). El analisis de las diferentes isoformas mediante EGPA, permitid
observar que el incremento de la actividad SOD total en hojas apicales se debia
fundamentalmente a la Mn-SOD, mientras que en las basales la Unica isoforma que se
incrementaba por el tratamiento con 2,4-D era la CuZn-SOD | de localizacion citosdlica,

mientras que el resto de isoformas se reducia.
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A Hojas Apicales B Hojas Basales
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Figura 4.9: Efecto del 2,4-D sobre la actividad superoxido dismutasa (SOD). La determinacion de la actividad
SOD se realiz6 en extractos crudos de hojas de guisante apicales y basales, tratadas con 2,4-D 22,6 mM. (A):
actividad SOD total y actividad isoenzimatica de las hojas apicales; (B): actividad SOD total y actividad
isoenzimatica de las hojas basales. En cada recuadro se muestra un gel representativo de la actividad
isoenzimatica y el area expresada en unidades arbitrarias (u.a.) correspondendiente a cada isoforma de SOD.
Las proteinas (40ug) se separaron mediante electroforesis nativa en geles de poliacrilamida (10%, p/v) y las
isoenzimas se visualizaron mediante tincion fotoquimica con NBT. Los datos expresan la media + SEM de 5

repeticiones. Las diferencias eran significativas con p<0,05 (*) de acuerdo con el test f de Student.
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El analisis de la actividad catalasa demostré que el herbicida 2,4-D no producia

cambios apreciables de esta actividad en ninguna de las zonas estudiadas (Fig. 4.10).

] control 2,4-D

B igura 4.10: ecto de A4- sobre la
150 CAT 150 CAT Fi 4.10: Ef del 2,4-D sobre |
‘7=' T actividad catalasa (CAT) de extractos crudos
8&2100 | T 100 - T de hojas apicales y basales de plantas de
O, - guisante control y tratadas con 2,4-D. Cada
o

S £ 50 50 - valor representa la media de cinco
§ determinaciones diferentes + SEM.

0
Hojas Apicales Hojas Basales

La enzima glutation-S- transferasa (GST) se induce en respuesta a compuestos
xenobidticos y su principal funcidn es llevar a cabo la conjugacion de estos compuestos con
grupos SH para prevenir su toxicidad (Reade y col., 2004). No obstante la GST también
puede utilizar el H,O, como sustrato, llegando a tener un papel importante en la proteccion
frente a las especies de oxigeno reactivo y los hidroperdxidos organicos (Cummins y col.,
1999). El tratamiento con el herbicida producia un aumento significativo de la actividad en
las hojas apicales, mientras que en las hojas basales no se percibié ninguna modificacion
significativa (Fig 4.11).

2,4-D Figura 4.11: Efecto del 2,4-D sobre la actividad
FE GST glutation-S-transferasa (GST). La actividad se
€ 150 - analizd en extractos crudos de hojas apicales y
g § T basales de plantas de guisante control y tratadas
8 3100 il con 2,4-D. Cada valor representa la media de
3'5 E’ cuatro determinaciones diferentes + SEM, las
% 50 - diferencias eran significativas con p<0,005 (***)
E 0 ‘ ‘ de acuerdo con el test t de Student.

Hojas Apicales Hojas Basales

La actividad de la enzima ascorbato peroxidasa, presenté un aumento significativo
en las hojas de la zona basal de plantas tratadas con 2,4-D, sin embargo en la zona apical
no se observaron cambios con respecto al control (Fig. 4.12).
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] control 2,4-D

Figura 4.12: Efecto del 2,4-D sobre la actividad

APX ascorbato peroxidasa (APX). Las
. determinaciones se realizaron en extractos
.‘TE 600 - 600 crudos de hojas apicales y basales de plantas de
ED i ]
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= E
2 200 200 diferentes + SEM, las diferencias eran
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La actividad glutation reductasa, responsable de la reduccion ciclica del GSSG, era
levemente estimulada en las dos zonas analizadas de la planta por el tratamiento con 2,4-
D, sin embargo este aumento no fue significativo (Fig. 4.13).

[ ] control 2,4-D

GR
< 200 - 200 -
E 150 Figura 4.13: Efecto del 2,4-D sobre la actividad
g g 150 - | glutation reductasa (GR) de extractos crudos de
S > 100 - 100 - hojas apicales y basales de plantas de guisante
° E 50 | 50 | control y tratadas con 2,4-D. Cada valor
E representa la media de tres determinaciones

0 .
Hojas Apicales Hojas Basales  diferentes + SEM.

La medida de la actividad peroxidasa total se analizé6 mediante la determinacién de
la actividad guayacol peroxidasa. Esta actividad en contraste con la APX, aument6 como
consecuencia del tratamiento con el herbicida en las dos zonas analizadas de la planta,

siendo este aumento significativo en hojas apicales (Fig. 4.14).

|:| Control 24D Figura 4.14: Efecto del 2,4-D sobre la

04 - GPX 04 - GPX actividad guayacol peroxidasa (GPX) de

."-E extractos crudos de hojas apicales y basales
3 ‘é 031 03+ vk de plantas de guisante control y tratadas con
§§0,2 B AIIAY 0,2 - ) 2,4-D. Cada valor representa la media de
_g’ = 0.1 01 - 3 cuatro determinaciones diferentes + SEM, las
g 0 ’_-.—_.::-:::.:- 0 ’L" | diferencias eran significativas con p<0,05 (*) y

p<0,005 (***) de acuerdo con el test t de
Student.

Hojas Apicales | Hojas Basales
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4.2.2.2 Expresion de Enzimas Antioxidantes

El nivel de expresion de enzimas antioxidantes fue analizado mediante RT-PCR
semicuantitativa. De los enzimas analizados, tan sélo la GST mostré6 un aumento
significativo del nivel de transcritos por efecto del tratamiento con 2,4-D (Fig. 4.15), lo que
coincide con el aumento en la actividad observado anteriormente. Mientras que el resto de
los genes estudiados no mostraban modificaciones significativas, salvo la GR |
cloroplastidica que aumentaba en hojas basales y la GR Il citosélica que aumentaba en la
misma proporcién que la anterior en la zona apical de la planta. Estos resultados coinciden
con los datos de actividad GR mencionados anteriormente y demuestran que los niveles de

antioxidantes estan basicamente regulados a nivel transcripcional.

Hojas Apicales Hojas Basales
c 2,4-D c 2,4-D
ACT I ACTII
CAT CAT
1 1.2
ACTII ACTII
GST GST
1 22 Figura 4.15: Efecto del tratamiento con 2,4-D 22,6
ACT-Il E— e = ACT Il mM, sobre la expresion de enzimas antioxidantes.
CuzZn SODR CuznSODf____ b Catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST),
1 08 o0 superoxido dismutasa (CuZn, Mn y Fe-SOD) y
ACTH = ACTHl = glutation reductasa cloroplastidica y citosélica (GR
Fe SOD Fe SOD I y GR I, respectivamente). El andlisis se realizd
1 0.9 1 11
mediante RT-PCR semicuantitativa, segin se ha
ACTII ACTII . . . . .
descrito en material y métodos. La intensidad de
Mn SOD e .
n ” v Mn SOD 1 ” las bandas se cuantific6 en el analizador de
imagenes con el software Quantity one de Bio-
ACTHI ACTII
Rad. Los resultados se expresan como la razén
GRI GRI
1 12 1 1.6 entre el cDNA y la ACT Il usada como control
ACT Il ACT I interno después de su normalizacion, y expresan
el numero de veces respecto al control sin
GRI1I GRII
1 1.6 1 1.2 tratamiento, al que se asigna el valor 1.
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4.2.2.3 Antioxidantes no Enzimaticos

Otro importante mecanismo de defensa frente al estrés oxidativo, lo constituyen los

antioxidantes no enzimaticos, entre ellos el GSH y el ASC, los cuales ceden sus electrones

a los radicales libres neutralizandolos y evitando asi las posibles reacciones en cadena de

formacién de otros radicales, ademas de actuar como sustrato de algunos sistemas

antioxidantes.

El analisis del glutation (oxidado y reducido), mostré una clara tendencia a

incrementar por efecto del tratamiento con 2,4-D. Este aumento era significativo para el

glutation total y el reducido (GSH) en las dos zonas analizadas, apical y basal (Fig. 4.16).

Comparativamente, la forma predominante de glutation tanto en hojas basales como

apicales, era el glutation reducido (GSH), si bien la proporcion GSH/GSSG era muy

superior en las hojas basales tratadas con el herbicida 2,4-D, respecto a su control.

|:| Control

£ 22.6 mM2,4-D

Hojas Apicales

GSH + GSSG

nmol.ml
[+>]

GSH + GSSG

En cuanto al ascorbato, el tratamiento

GSH/GSSG

GSH /GSSG

Figura 4.16: Efecto del 2,4-D sobre el
contenido de glutation total
(GHS+GSSG),  glutation  reducido
(GSH), glutation oxidado (GSSG) y su
relacion (GSH/GSSG). El contenido de
glutation fue determinado especto-
fotometricamente en extractos acidos
de hojas de la zona apical y basal de
plantas de guisante control y tratadas
con 24-D. Las diferencias eran
significativas con p<0.05 (*) y p<0,01

(**) segun el test t de Student.

con 2,4-D producia una reduccién

significativa del contenido total del mismo en las hojas apicales, mientras que en las

basales se detecté un incremento significativo en el ascorbato total con respecto a su

control (Fig. 4.17). La relacion ASC/DHA era superior en las hojas de plantas tratadas,
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siendo las diferencias mas acusadas en las hojas basales. Estos resultados indican un

incremento de la forma reducida de ascorbato por efecto del tratamiento.

[ control [ 22.6 mM2,4-D

20

* Hojas Apicales
eo| T
15
T 450 | <
E 3
) T ey
E 300 | * b a
<« Figura 4.17: Efecto del 2,4-D sobre
150 | 5 el contenido de ascorbato total
_ (ASC+DHA), ascorbato reducido
0 DL e, | 0 (ASC), ascorbato oxidado (DHA) y
ACS+DHA ASC DHA o,
relacién la ASC/DHA en plantas de
2 guisante. El contenido de ascorbato
600 Hojas Basales fue  determinado  espectofoto-
15 metricamente en extractos acidos
T 450 | * <« de hojas de la zona apical y basal
: [. | & .
3 o 10— de plantas de guisante control y
£ -'.'-'-'.'.'-:. n
g 300 ¢ N ¥ Q tratadas con 2,4-D. las diferencias
150 N 5 eran significativas con p<0.05 (*) y
[ N
I_-r_ : p<0,005 (***) segun el test t de
ol l"""""] 7 FE 0 student.
ACS+DHA DHA

Estos resultados sugieren que el ASC puede ser un factor limitante en la defensa

antioxidante en respuesta al 2,4-D, reduciendo la eficiencia del ciclo ASC/GSH.

4.2.3 Efecto del 2,4-D sobre la Produccion de ROS

Los resultados obtenidos respecto al efecto del 2,4-D sobre actividades enzimaticas
generadoras de ROS, sugieren que el herbicida puede inducir la acumulacion de ROS, y
mas concretamente de H,O,. La zona apical de la planta parece experimentar con mas
intensidad el desequilibrio que causa el herbicida, debido al aumento de las actividades
XOD, ACX y LOX, y la ausencia de cambios en las actividades antioxidantes. Es por ello
que se abordo el estudio de la produccion de ROS dependiente del tratamiento con 2,4-D
en hojas de plantas de guisante. Asi, se ha analizado el contenido total de H,O, en
extractos mediante fluorimetria, y se ha visualizado el contenido de H,O, mediante
histoquimica y técnicas de microscopia laser confocal que permiten examinar in vivo la

produccion de ROS.
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4.2.3.1 Produccién de H,0,

4.2.3.1.1 Contenido Total de H,0O,

El andlisis del contenido total de H,O, se determind mediante fluorimetria, en
extractos acidos de hojas de guisante. Tras el tratamiento con 2,4-D durante 72 h el H,0O,
se elevo en las dos zonas analizadas de la planta, siendo de hasta 13 veces superior en las
hojas apicales y el doble en las hojas basales (Fig. 4. 18). Estos resultados resaltan la
importancia de esta especie de oxigeno reactivo en el mecanismo de accion del
fenoxiherbicida 2,4-D.

30 [ control [ 2.4-D226 mm Figura 4.18: Efecto del 2,4-D sobre la

25 | * produccion de H,O, en hojas apicales y
'é': ._--'.-_.-I.:.-.-.-.-. basales de plantas control y tratadas con
‘Tm 20 ¢ E 2,4-D. La medida se realizé en extractos
s 571 " acidos mediante fluorimetria utilizando el
EN 10 L - T : acido homovanilinico. Los valores
o, ¢ representan la media + SEM de cinco
T8 : £ determinaciones diferentes. Las

0 Ty

=i - diferencias eran significativas con p<0.05
Hojas Apicales Hojas Basales )
(*) segun el test t de Student.

El contenido de perdxido de hidrégeno también se midié en extractos acidos de
hojas de Arabidopsis. Observandose una tendencia similar a la detectada en guisante,
siendo en este caso el aumento de tres veces en las plantas sometidas al tratamiento con
2,4-D con respecto al control (Fig. 4.19).

[ contror B 2,4-D22.6 mM
30

ik Figura 4.19: Produccion de H;O, en plantas de

Arabidopsis thaliana. Las plantas de 1 mes de edad se

20

pulverizaron con 2,4-D 22,6 mM, durante 72 h. Los

valores representan la media * SEM de seis

10 | = determinaciones diferentes. Las diferencias eran

H,0, nmol.g ' PF

significativas con p<0,005 (***), segun el test t de
Student.

Dado que la acil-CoA oxidasa se induce por el tratamiento con 2,4-D, para
determinar el papel de esta enzima en la produccion de H,O, dependiente de 2,4-D, se

utilizé el mutante de Arabidopsis acx1, deficiente en la actividad ACX1.
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La produccion de perdxido de hidrogeno tanto en el mutante acx? como en el wt, se
analiz6 a distintos intervalos de tiempo entre 0 y 72 h, en presencia y ausencia de 2,4-D
mediante fluorimetria. De esta manera, se observé que en las plantas de Arabidopsis wt, el
2,4-D produce un aumento de la produccion de H,O, en el tiempo, duplicandose 1h
después del tratamiento y llegando a ser 4 veces superior a las 72 h, por el contrario en el
mutante acx7 los niveles de H,O, en plantas tratadas con 2,4-D eran similares a los de las
plantas wt y acx? en ausencia del tratamiento (Fig. 4.20).

[] wt R acx1 wt 24-D [l acx12,4D
Dia largo

nmolH,0,.9g " PF
%)
o

0+

Oh 1h 5h 24h 72h

Figura 4.20: Producciéon de H,0O,, por efecto del 2,4-D 22,6 mM en A. thaliana wt y
acx1, cultivadas con un fotoperiodo de 16 h. La figura es representativa de cuatro
experimentos independientes y las columnas representan la media £+ SEM de tres

determinaciones.

Estos resultados sugieren que una parte importante del H,O, que se produce en respuesta
al 2,4-D procede de la acil-CoAoxidasa de la B-oxidaciébn de acidos grasos en

peroxisomas.

4.2.3.1.2 Acumulacion Tisular de H,0O,
El analisis de la acumulacién de H,O, in situ, en la hoja se estudi6 mediante la

tincién con DAB de hojas completas, provenientes de plantas de guisante y Arabidopsis
control y tratadas con 2,4-D. Para facilitar la observacion de los precipitados de DAB, se
eliminaron los pigmentos foliares mediante extraccion con etanol al 95 % a 90 °C. El
tratamiento con 2,4-D en hojas de guisante producia precipitados de DAB en las zonas de
curvatura de la hoja, asi como en los haces vasculares, mientras que en las hojas control
tan solo se detectaron algunos precipitados en los haces vasculares (Fig. 4.21). Estos
resultados sugieren que el acumulo de H,O, puede estar directamente relacionado con el
desarrollo de la epinastia foliar.

97



Resultados

Control

2,4D | 24D

Figura 4.21: Efecto del 2,4-D sobre la acumulacién de H,O; in situ, mediante tincion histoquimica
con DAB en hojas de plantas de guisante control y tratadas con 2,4-D. A y B: hoja control y hojas de
plantas tratadas con 2,4-D, respectivamente, después de la incubacién con DAB; y C: hojas tratadas
con 2,4-D, en las que se ha eliminado la clorofila. Las flechas sefialan los sitios de acumulacion del
H,0..

En ausencia de 2,4-D las hojas de plantas de Arabidopsis no presentaron depositos
con DAB mientras que en las hojas de plantas tratadas con el herbicida se observaron
zonas marrones que se hacian mas evidentes en las hojas mas afectadas por el 2,4-D y
que coincidia mayoritariamente con las nerviaciones de las hojas y especialmente en las

hojas mas jovenes (Fig. 4.22).

Figura 4.22: Localizacion in situ de H,O, en hojas de Arabidopsis thaliana. Mediante histoquimica con DAB, y

destincion con etanol a 90 °C.

La tincién con DAB permitié observar que aparentemente el tratamiento con 2,4-D
induce la formacién de haces vasculares secundarios. Este proceso podria se el
responsable de la curvatura de la hoja y seria dependiente de la produccion de ROS.
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4.2.3.2 Visualizacion de la Produccién de ROS y NO Mediante Microscopia
Laser Confocal

La visualizacion de la acumulacién de ROS in vivo se realizé en cortes
transversales de tejido, mediante el uso de sondas fluorescentes especificas y observacion
por microscopia laser confocal. El uso de esta metodologia ha permitido la observacion de
H.O,, O, y NO en respuesta a la aplicacion del herbicida 2,4-D en la planta, y la
determinacion de la contribucién de los distintos tipos de células a la respuesta frente al
herbicida. Secciones de hojas y tallos apicales de plantas de guisante control y tratadas con
2,4-D 22,6 mM durante 72 h, se incubaron con los respectivos fluorocromos como se

describe en Material y Métodos.

4.2.3.2.1 Deteccion de H,O,
La deteccion de la produccién in vivo de H,O, se llevo a cabo mediante el uso del

fluorocromo DCF-DA, el cual es capaz de atravesar membranas biologicas, y una vez
dentro de la célula es hidrolizado a 2’7’-diclorofluoresceina (DCF) que reacciona con el
H,O, para producir la forma fluorescente del DCF (Brul y col.,, 1997). El analisis de la
acumulacion de H;O, en hojas de guisante mostré6 depdsitos de perdxido
fundamentalmente en las células del xilema y floema, y en epidermis y estomas de las
hojas control (Fig. 4.23 A). En plantas tratadas con 2,4-D ademas de los depdsitos en
haces vasculares se observé un fuerte incremento de la florescencia en células del mesofilo
(Fig. 4.23 B). Para demostrar la especificidad del fluorocromo por el H,O, y como control
negativo, se visualizaron secciones de hojas incubadas con ASC 1 mM, que actia como
secuestrador de peroxido de hidréogeno, reduciendo considerablemente la fluorescencia
debida al DCF-DA (Fig. 4.23 C).
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—
S0um

Control

24D+ ASC

Figura 4.23: Visualizacién in vivo de la acumulacién de H,O, en hojas apicales de plantas de guisante tratadas
con 2,4-D 22,6 mM. (A): hojas control; (B): hojas tratadas con 2,4-D, el recuadro interior en A y B corresponde a
una maghnificacion de los haces vasculares; y (C): control negativo 2,4-D incubado con ASC. Las fotografias son
reconstrucciones tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, la fluorescencia verde
corresponde al DCF-DA y en rojo se aprecia la autoflorescencia. ASC, ascorbato 1 mM; X, xilema; PL,
parenquima lagunar; PE, parénquima en empalizada; ESC, esclerénquima; C, colénquima; E, epidermis y EST,

estoma.

100



Resultados

42.3.2.2 Deteccion de O,"

La visualizaciéon de la acumulacién de O, dependiente de 2,4-D se llevé a cabo
mediante el uso de DHE y posterior visualizacién en el microscopio confocal. Como control
negativo se incubaron cortes con TMP 1 mM que actia secuestrando los radicales O,".
Como se observa en la figura 4.25 la presencia de este radical es casi inapreciable en las
hojas control observandose una débil sefial en la zona de los haces vasculares. Sin
embargo la localizacion de O, en las hojas de plantas tratadas con 2,4-D era mucho mas
evidente, apreciandose una mayor fluorescencia en los haces vasculares centrales y en los
secundarios que proliferan por efecto del 2,4-D. El O," se localizaba en xilema, floema y
parénquima asociado a haces vasculares (Fig. 4.24 C y D).

Adicionalmente se observé también acumulacién de O, en estomas y epidermis
(Fig. 4.24 C) y en el mesdfilo donde se detecta en organulos de menor tamano que los
cloroplastos posiblemente mitocondrias y/o peroxisomas (Fig. 4.24 E). Por el contrario, no
se observd solapamiento de autofluorescencia y DHE, lo que sugiere que los cloroplastos
no son una fuente importante de O, en las condiciones estudiadas. El incremento en la
fluorescencia debido al tratamiento, era revertido por la incubacién con TMP 1 mM (Fig.

4.24 B), lo que demuestra la especificidad del DHE.
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L
20 prn

o
100 am

2,4-D + TMP

Figura 4.24: Visualizacion in vivo de la acumulacion de O, en hojas apicales de plantas de guisante tratadas con
2,4-D 22,6 mM. A: hojas control; B-C: hojas tratadas con 2,4-D. Las fotografias son reconstrucciones
tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, la fluorescencia verde corresponde al
DHE y en rojo se aprecia la autoflorescencia. TMP, tetrametilpiperidina 1 mM; PL, parénquima lagunar; PE,
parénquima en empalizada; X, xilema; ES, estoma. El recuadro interior muestra con mayor ampliaciéon zonas de

produccion del radical O, en hojas de plantas tratadas con 2,4-D.

En relacién a los tallos, la acumulacién de O, ", se observaba en las zonas de haces
vasculares en los cortes de plantas control. En las plantas tratadas con 2,4-D se
incrementaba la fluorescencia tanto en los haces vasculares como en células del cortex.

Hay que destacar la proliferacion de células del xilema por efecto del tratamiento con 2,4-D
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y la pérdida de la simetria bilateral de los haces vasculares que se observa en los controles
(Fig. 4.25).

—

100 prm

Control

100 pm

Figura 4.25: Visualizacion in vivo de la acumulacion de O, en cortes de tallos de
plantas tratadas con 2,4-D 22,6 mM durante 72 h. A: tallos de plantas control; B: tallo de
plantas tratadas tratadas con 2,4-D. Las fotografias son reconstrucciones
tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal. La fluorescencia
verde corresponde al DHE y en rojo se aprecia la autoflorescencia. E, epidermis; F,

floema; X, xilema.
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Paralelamente se realizaron estudios en plantas de Arabidopsis después de 72 h
de tratamiento con 2,4-D 22,6 mM. En las hojas de Arabidopsis se observaron zonas de
acumulacion de O," en el xilema de la nerviacion central, pero también en haces vasculares
secundarios que se inducen por el tratamiento (Fig. 4.26 B). La observacién a mayor
aumento permitid identificar en células del mesdfilo proximas a haces vasculares unos
organulos esféricos que podrian ser peroxisomas y/o mitocondrias que mostraban una
intensa fluorescencia debida al O,". Ademas, estas células también mostraban produccion
de O," en la pared celular y/o membrana citoplasmatica. También se detecté acumulacion
de O, en la epidermis y en estomas (Fig. 4.26 B). Como control negativo se utiliz6 SOD
con el fin de eliminar el O," (Fig. 4.26 C).

Estos resultados sugieren que en parte, el incremento de la produccion de ROS en
haces vasculares podria proceder de la células adyacentes del meséfilo y mas
concretamente de la NADPH oxidasa de membrana y también de peroxisomas y/o

mitocondrias.
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Control

2,4-D + SOD

Figura 4.26: Visualizacién in vivo de O, dependiente de 2,4-D en hojas de Arabidopsis thaliana. Las fotografias
son reconstrucciones tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, la fluorescencia
verde corresponde al DHE y en rojo se aprecia la autoflorescencia. A: hojas control; B-C: hojas tratadas con 2,4-D.
SOD, superoxido dismutasa 100 uM; X, xilema; ES, estoma; C, colénquima; PL, parénquima lagunar; PE,

parénquima en empalizada.
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4.2.3.2.3 Produccion de NO
La funcién del 6xido nitrico en plantas esta relacionada con la respuesta a diversas

situaciones de estrés bidtico y abidtico, adicionalmente esta molécula esta involucrada en
procesos del desarrollo como la germinacién, el gravitropismo y desarrollo radicular, lo que
indica un papel clave en la regulacién de respuestas a sefiales y estimulos endogenos,
provocados por auxinas y ABA (Durner y Klessig, 1999; Desikan y col., 2001; Mittler y col.,
2004). La visualizacién de NO en respuesta al 2,4-D se realizé mediante el uso del
fluorocromo DAF-2DA. En condiciones fisiolégicas normales hay una produccién basal de
NO, tal como se observa en hojas control, concretamente en haces vasculares, epidermis y
mesdfilo (Fig. 4. 27 A). No obstante, en hojas sometidas al tratamiento con el herbicida se
reducia el acumulo de NO (Fig. 4.27 B). Como control negativo se incubaron algunos cortes
con un secuestrador de NO, el PTIO 300 uM, lo que reducia considerablemente la

fluorescencia dependiente de NO en plantas control (Fig. 4.27 C).
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Control

Control + PTIO

Figura 4. 27: Visualizacion de la acumulacién de NO en hojas apicales de plantas de guisante tratadas con 2,4-D
22,6 mM durante 72 h. A: hojas control; B: hojas tratadas con 2,4-D, el recuadro interior en A y B corresponde a
una magnificacion de los haces vasculares; y C: hojas controles tratadas con PTIO. Las fotografias son
reconstrucciones tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, la fluorescencia verde
corresponde al DAF-2DA y en rojo se aprecia la autoflorescencia. PTIO, 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidacolina-1-oxil-
3-6xido 300 uM; X, xilema; ESC, esclerénquima; PE, parénquima en empalizada; PL, parénquima lagunar; C,

colénquima.

107



Resultados

La enzima nitrosoglutation reductasa (GSNOR) regula los niveles de GSNO fuente
endégena de NO (Lee y col., 2008a). GSNOR y GSNO operan conjuntamente en la
regulacion y homeostasis del NO. El tratamiento con 2,4-D producia un incremento en la

actividad de GSNOR, tanto en hojas apicales como basales, siendo este aumento

significativo y mucho mayor en la zona apical, con respecto a la zona basal (Fig. 4.28).

nmol NADH.min-1 .

|:| Control 2,4-D
GSNOR
20 - 120
80 - 80 -
-T' ]
40 - 40 T
0 0 -":.-.'-

Hojas Apicales

Hojas Basales

Figura  4.28: Actividad nitrosoglutation
reductasa (GSNOR). En extractos crudos de
hojas apicales y basales de plantas de guisante
control y tratadas con 2,4-D. Cada valor
representa la media de tres determinaciones
diferentes + SEM, las diferencias eran
significativas con p<0,05 (*) de acuerdo con el
test t de Student.

La visualizacion de NO en hojas de Arabidopsis tratadas con 2,4-D no mostré

cambios en la produccion de NO con respecto a la produccién de plantas control (Fig.

4.29).
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Control

Control + PTIO

Figura 4.29: Visualizacion in vivo de la acumulacién de NO en cortes de hojas de Arabidopsis thaliana. Las
fotografias son reconstrucciones tridimensionales de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, la
fluorescencia verde corresponde al DAF-2DA y en rojo se muestra la autoflorescencia. A: Control; B: 2,4-D y C:

control+PTIO 300 pM; X, xilema; E, pidermis.
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4.2.3.2.3.1 Deteccion de NO Mediante Fluorimetria

Para cuantificar los cambios observados en la produccion de NO, se procedié al
analisis de este compuesto mediante fluorimetria usando el DAF-2DA en extractos de
plantas de Arabidopsis tratadas con 2,4-D a diferentes intervalos de tiempo (1, 5, 24 y 72
h). El contenido de NO incrementaba significativamente después de 1 h de tratamiento y
posteriormente se reducia a las 5, 24 y 72 h alcanzando valores similares a los del control
(Fig. 4.30). Estos resultados concuerdan con la observacion realizada mediante

microscopia laser confocal a las 72 h de tratamiento con 2,4-D.

0 b Figura 4.30: Efecto del tratamiento con
- 3004 a T a a 2,4-D sobre la produccién de NO. El
E 250 - T = a NO se analizé mediante fluorescencia
“'U, 200 | L usando DAF-2DA, los resultados se
2;1507 expresan en unidades arbitrarias de
o fluorescencia. Cada valor representa la
s 1001 media de dos determinaciones
50 + diferentes + SEM las diferencias fueron
0 B significativas con p<0,05 de acuerdo
Control L 5 g LZ con la prueba de rangos multiples de

2,4-D (h) Duncan.

4.2.3.3 Marcadores de Estrés Oxidativo
Un exceso de ROS puede conducir a situaciones de estrés oxidativo, que se

caracteriza por dafos a macromoléculas, entre ellas proteinas, lipidos y DNA. Como
marcadores de estrés oxidativo se determinaron el contenido total de grupos carbonilo en
solucién y la tasa de peroxidacion lipidica, cuantificada mediante el analisis del contenido
de malondialdehido (MDA).

El tratamiento con 2,4-D producia un incremento significativo del contenido de
grupos carbonilo en las hojas apicales, mientras que en las hojas basales este incremento

fue muy inferior en comparacion con su control (Fig. 4.31).
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° [] control [ 2,4-D226 mm
g .
lg’ 3 . Figura 4.31: Contenido de grupos carbonilo
. = en hojas apicales y basales, de plantas
E 2 T tratadas con 2,4-D. Cada valor representa la
) T media + SEM de tres determinaciones
g 1 diferentes. Las diferencias eran
significativas con p<0,05 (*) y p<0,005 (***)
0 — de acuerdo con el test t de Student.
Hojas Apicales Hojas Basales

Por lo que respecta a la tasa de peroxidacién lipidica, el tratamiento con 2,4-D
ocasionaba un incremento en la zona apical de la planta, sin embargo en la zona basal no
se observaron modificaciones por efecto del tratamiento, si bien era mayor por igual en
plantas control y tratadas con el herbicida con respecto al control de hojas apicales
(Fig.4.32).

20 [] control  [H 2,4-D226 mm
T -
'!._" 19 Figura 4.32: Efecto del 2,4-D sobre
‘;, T la tasa de peroxidacion lipidica en
<0 3 hojas apicales y basales de plantas
g e de guisante. Cada valor representa la
©° media + SEM de tres
g 5 ' determinaciones  diferentes. Las
diferencias eran significativas con
0 e, S p<0,05 (*) de acuerdo con el test t de
Hojas Apicales Hojas Basales Student.

Estos resultados sugieren que la zona apical es mas susceptible a dafos oxidativos
dependientes del 2,4-D, que la zona basal, y que los incrementos de procesos oxidativos
observados en las hojas basales son mas propios de procesos de senescencia que del
efecto del herbicida.

4.2.4 Modificaciéon Oxidativa y Nitrosativa de Proteinas
A la vista de los resultados anteriores, se analizé las posibles modificaciones de

proteinas, por oxidacién o S-nitrosilacién. Para ello, se analizé el patrén de proteinas
oxidadas en extractos de hojas de Arabidopsis mediante el analisis de grupos carbonilo por

Western blot, y utilizando el anticuerpo comercial frente al DNPH. En la figura 4.33, se
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muestra que el 2,4-D induce un incremento en el numero e intensidad de las bandas de
proteinas oxidadas. Como control de carga, se visualizaron las proteinas mediante azul
Coomassie (Fig. 4.33 A y B). Estos resultados demuestran que el 2,4-D provoca estrés

oxidativo que afecta predominantemente a las proteinas de 24, 30, 37 y 45-50 kDa.

a .1 2 3 1 2 3

w—

100 —

Figura 4.33: Efecto del 2,4-D sobre la oxidacién de
50 _* - - e proteinas, en extractos crudos de plantas de Arabidopsis

control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM derivatizados con
37 7
DNPH. (A): inmunodetecciéon de grupos carbonilo en hojas

25 — ‘ control (1), hojas tratadas con 2,4-D (2) y control negativo
sin derivatizar (3). (B): proteinas totales tefiidas con azul
2 Coomassie, lineas 1 — 3 igual que en panel A. A la izquierda

de la figura se situan los marcadores de masa molecular.

10— Cc 24D HCI|C 24D HCI

La S-nitrosilacién de proteinas es otra modificacién postraduccional que puede
afectar la actividad de determinadas proteinas (Mannick y Schonhoff, 2002; Romero-
Puertas y col., 2007). Para determinar en que medida el 2,4-D puede modificar el perfil de
proteinas S-nitrosiladas, se determiné el patron de estas proteinas mediante biotinilizacion
y posterior deteccion por Western blot usando anticuerpos especificos y extractos de hojas
de Arabidopsis. En la figura 4.34 A, se observa los cambios experimentados por las
proteinas a los diferentes intervalos de tiempo estudiados (1, 5, 24, 72 h). Basicamente, el
perfil de proteinas S-nitrosiladas no variaba por el tratamiento. Asi, en plantas control se
detectaron unas 14 proteinas S-nitrosiladas, siendo mayoritarias las de 35 kDa y 23 kDa.
No obstante, el tratamiento con 2,4-D incrementaba la intensidad de las bandas de 35, 23 y
37 kDa. Este incremento era mas patente 1 h después del tratamiento, coincidiendo con la
mayor produccién de NO y se mantenia especialmente en la banda 35 kDa después de 72
h. La proteina de 37 kDa, no obstante experimentaba una reduccion a las 5 y 24 h,
volviendo a incrementarse a las 72 h. Como control de carga las membranas se tifieron con
Rojo Ponceau (Fig 4.34 B).
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Figura 4.34: Patrén de proteinas S-nitrosiladas. (A): deteccion inmunoquimica por
Western-Blot de proteinas S-nitrosiladas, lineas 1-5 corresponden a los tiempos de
tratamiento con 2,4-D: 0 (Control), 1, 5, 24 y 72 h, respectivamente, la linea 6
corresponde al control negativo sin biotina. (B): tincion de proteinas con Rojo

Ponceau. A la izquierda se situan los marcadores de masa molecular.

4.2.5 Efecto del 2,4-D Sobre la Produccion de Etileno
Uno de los primeros eventos que tiene lugar tras la aplicacién de auxinas o

herbicidas auxinicos, es la induccion de la biosintesis de etileno (Grossmann, 2003). Esta
hormona esta involucrada en la aparicion de la epinastia foliar, pero también en la
regulacion de la senescencia.

En las dos zonas analizadas de la planta (hojas apicales y basales), el herbicida
producia un aumento significativo en la produccién de etileno siendo de cuarenta veces
superior con relacion a su respectivo control (Fig. 4.35). El mayor incremento se registré en
la zona apical. En ausencia del herbicida no se detectaron cambios significativos entre las

hojas jovenes y las maduras.

[1 controt  [E& 2,4-D22.6 mM

Figura 4.35: Efecto del tratamiento con 2,4-

D 22,6 mM sobre la produccién de etileno,

en hojas apicales y basales de plantas de

guisante. Cada valor representa la media +
SEM de tres determinaciones diferentes.

Las diferencias eran significativas con

nmol ET . h"' . g "' PF
S

p<0,005 (***) de acuerdo con el test t de
Student.

Hojas Apicales Hojas Basales

113



Resultados

4.2.6 Efecto del 2,4-D Sobre la Expresién de Proteinas de Defensa
Existen datos en la literatura que demuestran una interaccién de las auxinas con la

actividad de elicitores exdgenos (Jouanneau y col., 1991), y por tanto, un posible papel de
esta hormona en la regulacion de la expresion de proteinas de defensa o relacionadas con
la patogénesis (PRs). Para profundizar en este punto, se abordd el analisis de los
transcritos de algunas PR, entre ellas: PrP4A, y quitinasas, también se ensayaron los
niveles de la proteina de choque térmico (“heat shock protein”), HSP 71.2.

El nivel de transcritos correspondiente a la PrP4A experimentaba un incremento
considerable de 5 y 4 veces en la parte apical y basal, respectivamente, por efecto del
tratamiento con 2,4-D. Sin embargo, el herbicida solo inducia ligeramente (1.2 veces) la
expresion de la quitinasa, no observandose diferencias entre las hojas jovenes y las
maduras (Fig. 4.36). La HSP 71.2, es una proteina citosdlica de estrés térmico que también
se induce en diferentes situaciones de estrés, como metales pesados o salinidad (Sung y
col., 2001; Rodriguez-Serrano y col., 2009). El 2,4-D también inducia la expresion de este
gen, especialmente en las hojas apicales, y en menor medida en las hojas basales, si bien
en las plantas control no se detecto la presencia de transcritos, lo que se corresponde con
la naturaleza inducible de este gen.

Hojas Apicales Hojas Basales Figura 4.36: Efecto del tratamiento con 2,4-D 22,6 mM,

c 24-D C 24D sobre la expresion de proteinas de defensa. PrP 4A,

ACTII ACTII quitinasa (Qui) y la proteina de choque térmico (HSP
PrP 4A PrP 4A 71.2). El analisis se realizd mediante RT-PCR
semicuantitativa, segun se ha descrito en material y

Ac.T ! Acti métodos. La intensidad de las bandas se cuantificéd en
i Qui el analizador de imagenes con el software Quantity one
ACT Il ACTH de Bio-Rad. Los resultados se expresan como la razén
HSP 71.2 HSP 71.2 entre el cDNA y la ACT Il usada como control interno
después de su normalizacion, y expresan el nimero de

veces respecto al control sin tratamiento, al que se

asigna el valor 1.

4.3 Regulaciéon de la Respuesta Celular Frente al 2,4-D

4.3.1 Regulacidon de la Epinastia Foliar
Con objeto de determinar la secuencia de eventos que conducen a la apariciéon de

la epinastia dependiente del 2,4-D y el papel concreto que las ROS pueden tener en este

proceso, en este trabajo se ha abordado el estudio del efecto de diferentes antioxidantes y
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moduladores de la transduccién de sefiales en la aparicién de sintomas de epinastia foliar y
curvatura de tallos. Se ha descrito que uno de los efectos indirectos del 2,4-D, mediado por
el H,O, es la masiva acumulaciéon de ABA (Hansen y Grossmann, 2000) y el cierre
estomatico via canales de calcio de la membrana plasmatica (Pei y col., 2000), con la
intervencion de proteinas MAPK (Burnett y col., 2000). Es por ello que se ensayo el efecto
del wortmannin como inhibidor de MAPK, la cantaridina como inhibidor de fosfatasas y el
lantano como inhibidor de canales de calcio, en la respuesta de la planta al 2,4-D. Para
determinar el papel de las ROS en la curvatura dependiente de 2,4-D, se evalud el efecto
de inhibidores de diferentes fuentes de ROS. Asi, el DPI que inhibe la NADPH oxidasa de
membrana plasmatica, y el alopurinol, inhibidor de la XOD. Como secuestradores de
radicales libres de oxigeno se utilizé el BHA y ademas se empledé el EDTA, que actia como
quelante de metales y por tanto puede prevenir la formacion de ‘OH a través de reacciones
tipo Fenton. Para determinar la contribucién del etileno en la epinastia, se utilizé un
inhibidor de la sintesis de etileno, el AVG, el cual actda inhibiendo la enzima ACC sintasa.
Para llevar a cabo este estudio, los compuestos anteriormente mencionados se
suministraron a brotes de la parte apical de plantas de guisante durante 18 h y se analizé
su efecto sobre la formacion de curvatura del tallo y la aparicion de la epinastia foliar
dependiente de 2,4-D. En este estudio se utilizé una concentracion de 2,4-D mas adecuada
para la aplicacion por solucion del herbicida, de esta manera se fijé la concentracion de 20
MM de 2,4-D por ser la que producia la mayor formacion de curvatura de tallo y epinastia
foliar en brotes de guisante. En la figura 4.37 se muestra el efecto de cada uno de estos
compuestos y en la tabla 4.1 se cuantifica el grado de curvatura de tallo y epinastia foliar,
tomando como referencia el maximo de curvatura (+++) en los brotes tratados con 2,4-D. El
tratamiento de los brotes con EDTA y con BHA+EDTA producia la maxima proteccion, ya
que prevenia totalmente la aparicion de curvatura de tallo y epinastia foliar. El BHA por si
solo prevenia parcialmente la curvatura del tallo y protegia ligeramente frente a la epinastia
foliar. El alopurinol reducia la curvatura de tallo y la epinastia foliar levemente; y el AVG
reducia en mayor medida (Fig. 4.37). Por el contrario, el DPI y el wortmannin no parecian
tener efecto alguno y el cloruro de lantano sélo prevenia sutiimente la epinastia foliar y en

mayor medida la curvatura de tallos.
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Control 2,4-D 2,4-DIDPI

2,4-DIBHA/EDTA 2,4-DIAVG 2,4-D/Wortmannin

Figura 4.37: Efecto del 2,4-D (20 pM) sobre brotes de plantas de guisante, y regulacién de la epinastia por
inhibidores y/o moduladores de la respuesta al 2,4-D. Cada una de las imagenes representan el efecto ejercido
por el herbicida y su combinacién con los inhibidores, sobre la curvatura del tallo y la epinastia foliar, pasadas 18
h de incubaciéon. DPI (10 pM): difenil iodonium; Alopurinol (2 mM); BHA (200 pM): hidroxianisol butilado; EDTA
(200 pM): acido etilendiaminotetraacético; AVG (50 uM): amino-etoxi-vinilglicina; Wortmannin (8 nM) y LasCl (1
mM).
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Epinastia Curvatura de

Tratamiento foliar tallo

CONTROL a- -

2,4-D 20 pM +++ ++ 4+

DPI 10 pM +++ ++ 4

Alopurinol 2 mM -+ 4+ --+

BHA 500 uM -+ -
EDTA 200 uM . - Tabla 4.1: Efecto de inhibidores y/o
BHA 500 uM / EDTA 200 pM - o+ moduladores sobre la apariciéon de sintomas de
AVG 50 pM .-+ .-+ epinastia y curvatura de tallo en brotes de
Wortmannin 8 nM 4 4 guisante. Brote control sin sintomas (- - -) y

La,Cl 1 mM i - brote tratado 2,4-D 20 M (+++).

Con el fin de cuantificar con mas exactitud el efecto de estos compuestos se
utilizaron tiras de 1.5 mm x 10 mm de hojas de peciolos apicales de plantas de guisante,
que se incubaron con los compuestos anteriormente mencionados. El efecto de cada uno
de ellos se cuantific6 mediante la medida del grado de curvatura de las tiras de hojas.

Previamente al analisis de los diferentes inhibidores, se realizé una optimizacién del
ensayo utilizando diferentes concentraciones de 2,4-D (20, 40, 60, 80, 100, 120, 200 y 250
MM) ya que la concentracion usada en brotes no producia efectos sobre la curvatura de
tiras de hojas. Como resultado de ello, se establecié que 120 pM, era la concentracion que
producia el maximo efecto de curvatura sobre las tiras de hojas en oscuridad y tras 20 h de
tratamiento.

En estas condiciones se observd un grado de curvatura (6) medio de 130° en las
tiras incubadas con 2,4-D (Fig 4.38). Esta curvatura maxima se reducia un 95 % en
presencia de EDTA, un 93% con cantaridina, un 86 % con DPI, 97% con BHA, y un 54%
con wortmannin, mientras que el AVG producia un efecto opuesto con un incremento de un
48% de la curvatura (Fig. 4.38).

Este método parece mas efectivo para el esclarecimiento de los procesos implicados en la
regulacion de la epinastia dependiente de 2,4-D. A la vista de los resultados obtenidos, el
desarrollo de la epinastia es dependiente de ROS y estéa regulado por fosfatasas y en

menor medida por quinasas.
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Figura 4.38: Efecto de inhibidores y/o moduladores sobre la curvatura de tiras de hojas de guisante y grado de

curvatura. El 2,4-D fue utilizado a una concentracién de 120 uM, las tiras fueron incubadas en una solucion de 2,4-

D y su mezcla con el correspondiente inhibidor en un volumen final de 5 ml, durante 20 h en total oscuridad. DPI,

cloruro de difenilen iodonio; BHA, hidroxianisol butilado; AVG, amino etoxi vinil glicina; Cant, cantaridina; wort,
wortmannin. (A): Curvatura de las tiras de hojas. (B): Grafico de barras del grado de curvatura, los valores

representan la media + SEM de tres determinaciones y las diferencias fueron significativas con un p<0,05 de

acuerdo con la prueba de rango multiples de Duncan.

El resultado obtenido con AVG, resulta cuando menos sorprendente, habida cuenta

de la bien establecida implicacion del etileno en el desarrollo de la epinastia. Estos

resultados sugieren que, al menos en tiras de hojas, la produccion endégena de etileno no

interviene en el desarrollo de la epinastia, y por tanto la produccién de ROS parece tener el

mayor peso en la formacion de la curvatura de la hoja.
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Una vez establecido el papel de cada uno de los inhibidores en el desarrollo de la
curvatura, se llevé a cabo el estudio en profundidad del efecto de estos compuestos sobre

la produccién de ROS y sistemas antioxidantes.

4.3.1.1.1  Produccion de H,0,

De acuerdo con los efectos de proteccion frente al 2,4-D de los diferentes
inhibidores y secuestradores de ROS analizados, se determiné el contenido de H,O, en los
tratamientos de brotes con los compuestos que mostraron efectos mas acusados sobre la
epinastia (Fig. 4.37).

Los brotes incubados con EDTA presentaron una reduccion en la producciéon de
H,O,, hasta niveles de produccién similares a los del control sin tratamiento. Los brotes
incubados con alopurinol presentaron una reduccion inferior a la observada en el
tratamiento con EDTA, y el tratamiento con AVG redujo el contenido de peroxido de
hidrégeno, tanto en los brotes control como en los tratados con 2,4-D, mientras que el
tratamiento con NO3Ag, el cual actia como bloqueante de receptores de etileno, reducia la
produccién de H,0O, a los niveles detectados en el control (Fig. 4. 39). De estos resultados
podemos destacar la reduccién observada tanto en plantas control, como tratadas con 2,4-
D, por el AVG, lo que indica una relacién directa de la sintesis de ET con la producciéon de
H,0,. La percepcion de ET parece ser importante en la produccion de H,O, dependiente
del 2,4-D, a juzgar por los resultados con NO3Ag. La reduccion del H,O, producida por el
EDTA sugiere que ademas de prevenir la produccién de OH también podria reducir la
producciéon de H,O, por inhibicién de metaloenzimas implicadas en la generacion de esta

ROS.
Figura 4.39: Produccién de H,0O,

en hojas de brotes de plantas de

15 [ control [ 2,4-D22.6 mM

guisante en presencia de 2,4-D
O,
H0, e 20 uM e inhibidores de ROS.
o T EDTA (200 uM): &cido etilen-
) Py
5 :_-::_-:'.: diaminotetraacético, Alopurinol (2
z e )
E N -_::':-:E: mM), AVG (50 pM), amino
. Taray etoxivinil glicina, NO3Ag (10 mM).
) R i
i Los valores representan la media
YT
::'_:,':: + SEM de tres determinaciones
0 R diferentes. Las diferencias eran
H,0 EDTA Alopurinol AVG

significativas con p<0,005 (***),

segun el test t de Student.

119



Resultados

Para determinar el efecto del alopurinol sobre la actividad XOD, se ensayo esta
actividad en geles de poliacrilamida en muestras procedentes de brotes incubados en
presencia y ausencia de alopurinol. Como se observa en la figura 4.40 el alopurinol, reducia
ligeramente la actividad XOD, lo que podria explicar la reduccion de la tasa de produccion

de H,O, observada previamente.

."‘i‘?' |

C 2,4-D C/Alo 2,4-D/Alo

Figura 4.40: Efecto del 2,4-D sobre la actividad XOD en
geles. Las proteinas (200 pg) se separaron mediante

electroforesis nativa en geles de poliacrilamida (6 %, p/v) y

tincion especifica de XOD. Alo: alopurinol (2 mM).

4.3.1.2 Regulacién de la Capacidad Antioxidante

4.3.1.21 Antioxidantes Enzimaticos
Con objeto de profundizar en el papel de las ROS en el desarrollo de la epinastia

foliar, se estudio la actividad de antioxidantes enzimaticos en los distintos tratamientos
utilizados en brotes.

La actividad catalasa presentaba un ligero aumento en el tratamiento con 2,4-D 20
MM, mientras la incubacién con EDTA vy alopurinol parecia influir negativamente sobre la
actividad de esta enzima, provocando una disminucién con respecto a los controles de
brotes control y 2,4-D (Fig 4.41).

La actividad SOD, en los brotes incubados con EDTA no presentaba ningin cambio
con respecto a los controles con y sin 2,4-D. Sin embargo, en presencia de alopurinol esta
actividad se reducia notablemente mostrando un leve aumento en presencia de 2,4-D.

La actividad total de la peroxidasa medida como la guayacol peroxidasa,
aumentaba en presencia de 2,4-D 20 uM y se reducia al nivel del control sin 2,4-D en
presencia de EDTA, sin embargo, la incubacion con alopurinol provocaba un notorio

incremento en esta actividad tanto en control como en 2,4-D (Fig. 4.41).
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Figura 4.41: Efecto de inhibidores y/o moduladores
sobre la actividad de enzimas antioxidantes en brotes
de guisante tratados con 2,4-D 20 yM. CAT: catalasa;
SOD:

peroxidasa. Los valores representan la media + SEM

superoxido dismutasa y GPX: guayacol

de tres determinaciones diferentes.

En los brotes incubados con EDTA se determiné la actividad de la glutation-S-

transferasa, la cual se reducia levemente en presencia de este quelante de metales, con

respecto al tratamiento con 2,4-D (Fig. 4.42). Sin embargo el EDTA producia un aumento

significativo en la actividad GST con respecto al control y 2,4-D sin EDTA.

) ] control 2,4-D 22.6 mM
"-C 250 *kk GST
E 200 e T
m 5 [ o
&5 B0 : R
Q1 -
g 10-
% 50 - B
E 0 R
EDTA/2,4-D

Figura 4.42: Efecto del EDTA (200 pM), sobre la
actividad glutation-S-transferasa (GST) en brotes
incubados con 2,4-D 20 uM. Las diferencias eran
significativas con p<0,005 (***). El efecto del EDTA
sobre la actividad present6é diferencias significativas
con respecto al tratamiento control, con un p=0,019
para EDTA y p=0,000 para EDTA-2,4-D, de acuerdo

con el test t de Student.

A la vista de estos resultados, el efecto protector del EDTA y el alopurinol frente al

2,4-D no parece ser debido a modificaciones de la actividad de los sistemas antioxidantes,

si no mas bien de la produccién de ROS.

43.1.22

Antioxidantes no Enzimaticos

El analisis del contenido de ascorbato total de los brotes de plantas control y

tratadas con 2,4-D, mostré resultados similares a lo obtenidos en la zona apical de plantas

de guisante sometidas al tratamiento por pulverizaciéon de 2,4-D 22,6 mM (ver apartado
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4.2.2.3, Fig. 4.17). El tratamiento con EDTA provoco un ligero aumento en el contenido de
ascorbato total en los brotes control y tratados con 2,4-D, si bien no era estadisticamente
significativo. Sin embargo, el alopurinol incrementaba significativamente el contenido total
de ASC, tanto en los brotes control como los tratados con 2,4-D. Este mayor contenido de
ascorbato total se debia a la forma oxidada. Contrariamente, el 2,4-D favorecia una
reduccién de la tasa de ASC/DHA, que era revertida por el EDTA y reducida por el
Alopurinol (Fig. 4.43).
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Figura 4.43: Efecto del 2,4-D e inhibidores, sobre el contenido de ascorbato en brotes. ASC+DHA, ascorbato total;
ASC, ascorbato reducido; DHA, ascorbato oxidado. Los brotes fueron incubados en soluciones conteniendo 2,4-D
20 puM y/o su combinacién con EDTA 200 uM y Alopurinol 2 mM, durante 18 h. Las diferencias eran significativas

con p<0,05 (*) y p<0,01 (**), de acuerdo con el test t.

El analisis del contenido de glutation total en los brotes control y tratados con 2,4-D
20 UM mostré resultados similares a los observados en la zona apical de la planta
pulverizada con 2,4-D 22,6 mM (ver Fig. 4.16), detectandose un aumento muy significativo
en los brotes tratados con 2,4-D 20 pM. Este incremento era revertido por el tratamiento
con EDTA 200 pM, alcanzando niveles similares a los observados en el control sin
tratamiento. Resultados similares se obtuvieron con el alopurinol 2 mM. En el tratamiento
con 2,4-D la forma predominante de glutation era la reducida, sin embargo, lo contrario
ocurria en los brotes incubados con EDTA, donde la forma predominante era la oxidada.
Algo similar ocurrié en el tratamiento con alopurinol, exceptuando su efecto sobre los brotes
control, donde el mayor aporte al contenido total de glutation provenia de la forma reducida
(Fig. 4.44).
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La relacion GSH/GSSG, se reducia significativamente como consecuencia del
tratamiento con EDTA vy era significativamente incrementada en los brotes control

incubados con alopurinol.
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Figura 4.44: Efecto del 2,4-D e inhibidores, sobre el contenido de glutation en brotes. GSH+GSSG, glutation total;
GSH, glutation reducido; GSSG, glutation oxidado. Los brotes fueron incubados en soluciones conteniendo 2,4-D
20 pM y/o su combinaciéon con EDTA 200 uyM y Alopurinol 2 mM, durante 18 h. Las diferencias eran significativas
con p<0,05 (*) y p<0,005 (***), segun el test t de Student.

4.3.2 Regulacién de la Produccién de Etileno

Con el fin de determinar la relacién existente entre el efecto de los inhibidores que
reducian la epinastia y la produccion de etileno, se determind la producciéon de esta
hormona en los brotes incubados con distintos inhibidores.

Los brotes incubados con EDTA presentaban una reduccion significativa en la
emision de etileno con respecto al tratamiento con 2,4-D, sin embargo los niveles de etileno
continuaban por encima del control. Por su parte el alopurinol no provocaba cambios en el
patrén de emisién de etileno observado en control y 2,4-D. El tratamiento con AVG
producia una reduccién en la produccion de esta hormona en presencia del 2,4-D de casi
10 veces, por lo que se comprobd el efecto de este inhibidor sobre la sintesis de etileno.
Sin embargo en los brotes incubados con un bloqueante de los receptores de etileno el
NO3;Ag, como era de esperar no se reducia completamente la produccion de este (Fig.
4.45).
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Figura 4.45: Efecto de

|:| Control E 24-D22.6 MM inhibidores sobre la produccion

Etileno de etileno en brotes. Los brotes
fueron incubados con una
solucion de 2,4-D 20 uyM y en
combinacion con: EDTA 200
uM, Alopurinol 2 mM, AVG

(amino etoxi vinil glicina) 50 uM

nmol ET.h"'.g "' PF

y NOs;Ag 10 mM. Los valores

representan la media + SEM de

0 = dos determinaciones diferen-
AVG tes. Las diferencias eran

significativas con p<0,005 (***),

segun el test t de Student.

4.4 Papel de los Peroxisomas en la Respuesta al 2,4-D
4.41 Efecto del 2,4-D sobre Peroxisomas

4.4.1.1 Movimiento de Peroxisomas en Respuesta al Estrés por 2,4-D
La distribucion intracelular de los organulos juega un papel muy importante en la

capacidad de la planta para sobrellevar situaciones de estrés, asi cada tipo de organulo
responde a los cambios medioambientales de manera independiente, pero armoénica y
coordinada con los demas organulos celulares. En trabajos previos se observé que los
peroxisomas modifican su dinamica en respuesta al estrés oxidativo impuesto por el Cd
(Rodriguez-Serrano, 2007). Para determinar si el 2,4-D también afecta la dindmica de estos
organulos, y su funcionalidad, en este trabajo se decidi6 analizar el movimiento de los
mismos, en plantas mutantes de A. thaliana que expresaban la GFP-SKL (péptido sefial de
peroxisoma), sometidas al tratamiento con 2,4-D 22,6 mM durante 72 h. Concretamente se
analiz6 el movimiento de los peroxisomas en células epidérmicas.

El analisis del movimiento de los peroxisomas mediante microscopia laser confocal,
permitid observar que los peroxisomas presentaban una forma esférica u ovalada, y varios
tipos de movimiento como, aleatorio y oscilatorio, lento y rapido, direccional y bidireccional,
estacionario y activo (Fig. suplementaria 1A, Anexo | en CD), adicionalmente se observé
que el movimiento de estos organulos esra predominante en los contornos celulares (Fig.
suplementaria 1C, Anexo 1 en CD). La velocidad de los peroxisomas de plantas tratadas
con 2,4-D disminuy6 significativamente por la accién del tratamiento con el herbicida 2,4-D
con respecto al movimiento de los peroxisomas de las plantas control (Fig 4.46, Fig.

suplementaria 1A y 1B Anexo |, en CD). Por otro lado el trayecto recorrido también era
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considerablemente inferior por efecto del 2,4-D. A la vista del efecto protector del EDTA
sobre la epinastia, se analizo el efecto de ese compuesto sobre el movimiento de los
organulos. El tratamiento con el quelante de metales EDTA revertia el efecto del herbicida
2,4-D sobre el movimiento, incrementandolo incluso a niveles superiores a los observados
en las plantas control, pero también incrementaba esta velocidad en las plantas control (Fig
4.46, Fig. suplementaria 2A y 2B Anexo Il, en CD).

Figura 4.46: Efecto del tratamiento con 2,4-D y
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de Arabidopsis GFP-SKL control y tratadas con
24-D 226 mM durante 72 h. Los datos
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0,4 4
a

Triene
0 e

H,0 2,4-D EDTA 2,4-D+EDTA

determinaciones. Las diferencias  fueron

significativas con p<0,05, segun la comparacion

multiple de variancias Duncan.

Los peroxisomas se mueven a través de filamentos de actina segun lo demostraron
Mano y col (2002), utilizando latrunculina, inhibidor de la polimerizacion de la actina, que
causa una interrupcion del movimiento de peroxisomas (Mano y col., 2002). Con estos

indicios, se planteé el estudio del efecto del 2,4-D sobre el citoesqueleto de actina.

4.4.1.2 Analisis Estructural del Citoesqueleto
Para determinar si el 2,4-D (22,6 mM durante 72 h) produce alteraciones del

citoesqueleto de actina, se ha estudiado la estructura del citoesqueleto mediante
microscopia laser confocal en fragmentos de hojas de plantas mutantes de Arabidopsis que
expresan la GFP unida a la fimbrina, proteina de uniéon entre los filamentos de actina.

En la figura 447 A y B se observa como el entramado de actina se reduce
notablemente como consecuencia del tratamiento con 2,4-D. Adicionalmente, se estudio el
efecto de algunos inhibidores, especificamente de aquellos que tuvieron una accién positiva
previniendo los sintomas de epinastia en brotes de guisante. Para llevar a cabo este
estudio se incrementaron las concentraciones de los inhibidores para su aplicacion fue por
pulverizacion.

Como se ha mencionado anteriormente el EDTA previene la curvatura de hojas en

brotes de guisante, y el analisis del citoesqueleto de actina en presencia de EDTA mostro
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una recuperacion completa del entramado de actina en las plantas tratadas con 2,4-D,

siendo muy parecido al de las plantas control (Fig. 4.47 C y D).

El AVG, inhibidor de la sintesis de etileno, recuperaba parcialmente los dafios
ocasionados por el 2,4-D (Fig. 4.47 E y F), al igual que sucedia con el piruvato sddico,
utilizado como antioxidante (Fig. 4.47 | y J). En presencia de alopurinol no se logré observar
una mejoria apreciable (Fig. 4.47 H y I). La aplicacién de piruvato sédico como antioxidante
resulté en una leve mejoria del entramado del citoesqueleto (Fig. 4.47 1y J). Finalmente el
uso de cantaridina, un inhibidor de fosfatasas previno en parte la pérdida del entramado de
actina (Fig. 4.47 K-L).

Control 30m | 24D /| 24-DEDTA

E F H

2.4-D-ANG . C-Alopurinol 2.4-D-Alopurinol

J K (A L

C-Piruvata 2.4-D-Piruvato C-Cantaridina 2.4-D Cantaridina

Figura 4.47: Efecto del 2,4-D sobre la estructura del citoesqueleto. El citoesqueleto se observd mediante
microscopia laser confocal utilizando plantas de Arabidopsis que expresan la proteina de fusién fimbrina-GFP. Las
imagenes son el resultado de la composicién de 20 secciones en el eje Z. Tanto los inhibidores como el 2,4-D se
aplicaron por via foliar, el analisis se realizé 72 h después del tratamiento. Control y 2,4-D (22,6 mM) (A-B); EDTA
(10 mM) y 2,4-D+EDTA (C-D); AVG (100 uM) y 2,4-D+AVG (E-F); alopurinol (10 mM) y 2,4-D+alopurinol (G-H);
piruvato (5 mM) y 2,4-D+piruvato (I-J), cantaridina (10 mM) y 2,4-D+cantaridina (K-L).
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De estos resultados se podria sugerir que los dafios sobre el citoesqueleto,
producidos por el 2,4-D son dependientes de ROS y ET, y estan regulados por procesos de
fosforilacion de proteinas.

Para determinar las causas de los cambios observados en la estructura del
citoesqueleto, se analizd los posibles cambios o modificaciones postraduccionales de la
actina que puedan afectar a la estructura del citoesqueleto.

En células animales se ha descrito que la actina puede oxidarse y también
experimentar modificaciones por S-nitrosilacién, en situaciones de estrés oxidativo (Sun y
col., 2006), ambos tipos de modificaciones pueden afectar el grado de polimerizacién de la
actina, y por tanto la estructura del citoesqueleto. En células animales se ha descrito que la
actina puede oxidarse y también experimentar modificaciones por S-nitrosilacién en
situaciones de estrés oxidativo (Sun y col., 2006), ambos tipos de modificaciones pueden
afectar el grado de polimerizacion de la actina, y por tanto a la estructura del citoesqueleto.

El analisis del grado de oxidacion de la actina se realiz6 mediante derivatizacion de
las proteinas de extractos crudos de hojas de Arabidopsis tratadas o no con 2,4-D, con
DNPH vy la purificacion de las proteinas oxidadas mediante inmunoprecipitaciéon con la
proteina A unida al anti-DNPH. Para identificar la actina entre las proteinas oxidadas se
utilizaron anticuerpos especificos frente a esta proteina. En la figura 4.48 A se observa que
en extractos crudos de plantas control y tratadas con 2,4-D no hay cambios aparentes en el
contenido de actina; no obstante en extractos derivatizados con DNPH e
inmunoprecipitados con la proteina A unida al anticuerpo frente al DNP se observaba un
claro incremento en los niveles de oxidacion de la actina en las plantas tratadas con 2,4-D
(Fig. 4.48 B). Lo que permite concluir que en las condiciones estudiadas, la actina

experimenta procesos de oxidacion.
A B Figura 4.48: Identificacion del grado de
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127



Resultados

Paralelamente se detectd el contenido en grupos carbonilo y el grado de oxidacién
de la actina en muestras tratadas con el inhibidor de la XOD, alopurinol 10 mM y el
quelante de metales EDTA 10 mM. En presencia de alopurinol parece haber una leve
reduccion de la oxidacion de proteinas tanto en controles como en plantas tratadas con 2,4-

D (Fig. 4.49 A), al igual que una reduccién en la oxidacion de la actina (Fig. 4.49 B).

Figura 4.49: Efecto del 2,4-D (22,6 mM 72 h) y del alopurinol sobre el contenido de grupos carbonilo y el grado
de oxidacion de la actina en hojas de Arabidopsis. (A): deteccién inmunoquimica de carbonilos en extractos
derivatizados con DNPH, lineas 1-4 corresponden a control, 2,4-D, alopurinol y 2,4-D+alopurinol,
respectivamente. (B): deteccién inmunoquimica de la actina en los extractos derivatizados del panel A. (C):
tincion de proteinas con plata (10 pl) de los extractos derivatizados del panel A. Los marcadores de masa

molecular se sitdan a la izquierda.

El efecto del EDTA parece ser mayor previniendo claramente la oxidacion de las
proteinas, ya que se reduce considerablemente tanto el numero como la intensidad de las
proteinas oxidadas en presencia de 2,4-D (Fig. 4.50 A, lineas 3 y 4). En estas condiciones
la oxidacién de la actina era reducida por efecto del EDTA (Fig. 4.50. B: lineas 3 y 4)
llegando a los niveles de oxidacion basal del control. Estos resultados demuestran que la
alteracion del citoesqueleto por efecto del 2,4-D se debe fundamentalmente a procesos de
oxidacion de la actina, dependientes de ROS y mas concretamente de OH, ya que la
aplicacion de EDTA preserva tanto la oxidacion de la actina, como la estructura del
citoesqueleto. La reduccion parcial de ambos procesos por el alopurinol, sugiere que en

parte, la XOD es una de las fuentes de ROS, aunque no es la Unica.
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Figura 4.50: Efecto del 2,4-D (22,6 mM 72 h) y del alopurinol sobre el contenido de
grupos carbonilo y grado de oxidacién de la actina en hojas de Arabidopsis. (A):
deteccion inmunoquimica de carbonilos en extractos derivatizados con DNPH,
lineas 1 - 4 corresponden a control, 2,4-D, EDTA y 2,4-D+EDTA, respectivamente.
(B): deteccion inmunoquimica de la actina en los extractos derivatizados del panel
A. (C): tincion de proteinas con plata (10 pl) de los extractos derivatizados del

panel A. Los marcadores de masa molecular se sitlan a la izquierda.

Estos resultados sugieren que la epinastia inducida por el 2,4-D se debe en gran
parte a la desorganizacion del citoesqueleto de actina y posiblemente es dependiente de

procesos de oxidacion de esta proteina.

44121  S-Nitrosilacion de la Actina

La actina también es susceptible de procesos de S-nitrosilaciéon que pueden afectar
su grado de polimerizacién y por tanto la organizacién del citoesqueleto. Para determinar si
este proceso esta implicado en el efecto del 2,4-D (22,6 mM 72 h) sobre el citoesqueleto,
se analizé el grado de S-nitrosilaciéon de la actina. En primer lugar se analizé el patrén de
proteinas S-nitrosiladas en los extractos de plantas control y tratadas con 2,4-D (Fig. 4. 51
A). El perfil de proteinas S-nitrosiladas fue similar en plantas control y tratadas con 2,4-D,
observandose al menos 8 proteinas, con los siguientes pesos moleculares: 100, 75, 50, 45,
37, 22, 18 y 16 kDa. De estas proteinas, la de 45 kDa que podria corresponder a la actina,
si bien solo era visible en las plantas tratadas con 2,4-D y tras la aplicacién de GSNO. Para
comprobar este resultado, se procedid a la purificaciéon de las proteinas S-nitrosiladas

mediante inmunprecipitacion con el anticuerpo frente a la biotina, y la deteccién de la actina
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mediante el uso de anticuerpos especificos (Fig. 4.51 C). De esta forma, se comprobd que

la actina se encuentra S-nitrosilada por efecto del tratamiento con 2,4-D.

A B
kDa 1 2 3 4 5 6 kDa 1 2 3 4
250 — 250 —
> 75 =
75 — — :
50 — S
» -
37 — 37—
25 —| 25 —
20 — 20 —
=
10 —
C 24D -Biot C 24D -Biot 10— Cc 24D| C 24D

Figura 4.51: Identificacion del grado de S-nitrosilacion de la actina. (A): proteinas S-nitrosiladas de hojas de
Arabidopsis, 1 control, 2 tratadas con 2,4-D y 3 control sin biotina, lineas 4, 5 y 6 control, 2,4-D y control sin biotina
respectivamente tefiidas con Rojo Ponceau (20 ul); (B): deteccion de la actina en proteinas S-nitrosiladas
inmunoprecipitadas con anti-biotina e inmunodetectadas con anticuerpo frente a la actina, 1. control y 2. tratadas
con 2,4-D, 3y 4 proteinas control y 2,4-D tefiidas con Rojo Ponceau. Los marcadores de masa molecular se sitdan

a la izquierda.

A la vista de estos resultados, podemos concluir que la oxidacion y S-nitrosilacion
de la actina podrian ser responsables de la modificacién de la estructura del citoesqueleto y
por tanto de la movilidad de los peroxisomas y otros organulos, lo que puede afectar de una
forma severa al metabolismo celular. Esta constituye la primera referencia sobre los
mecanismos que pueden afectar al citoesqueleto en presencia del herbicida 2,4-D y su

importancia en la toxicidad de este compuesto.

4.4.1.3 Efecto del 2,4-D sobre la Fosforilacién de Proteinas Peroxisomales
Algunos de los efectos causados por el herbicida 2,4-D son dependientes de

procesos de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas. Con el propésito de obtener mas
informacion sobre la regulacién de la respuesta al herbicida 2,4-D, se estudio el patrén de
proteinas fosforiladas en peroxisomas de guisante procedentes de plantas control y
tratadas con 2,4-D.

Como paso previo, se estudié el efecto del 2,4-D sobre el patron de proteinas
fosforiladas de extractos crudos de hojas, mediante la tinciéon especifica de las mismas con
Pro-Q Diamond. Como se observa en la figura 4.52, el tratamiento con 2,4-D producia

algunos cambios en el patron de proteinas fosforiladas en extractos crudos de hojas de
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guisante. El tratamiento parecia causar una disminucion en la fosforilacion de algunas
proteinas correspondientes a las bandas de 50 y 30 kDa, y el aumento de la intensidad de

las bandas de aproximadamente 75 y 40 kDa.

|

El patron de proteinas fosforiladas de peroxisomas de hojas de guisante control y
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Figura 4.52: Patrén de proteinas fosforiladas en extractos crudos de
plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. Las proteinas (80 ug) se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 % (p/v)
en condiciones desnaturalizantes. Lineas 1 y 2 tincion con plata para

proteinas totales, control y 2,4-D respectivamente. Lineas 3 y 4 tinciéon con

Pro-Q Diamond especifica para proteinas fosforiladas, control y 2,4-D,

respectivamente. Los marcadores de masa molecular se sitian a la

T T W

izquierda.

tratados con 2,4-D, se evalué mediante purificacion de las proteinas fosforiladas por
cromatografia de afinidad (8 mg de proteina). Tras la elucion de la columna se obtuvieron 5
fracciones, de las cuales las nimero 2 y 3 contenian la mayor concentracion de proteinas
fosforiladas. El analisis del contenido de proteinas mediante el método del RC DC en la
mezcla de ambas fracciones demostré un incremento del contenido total de proteinas
fosforiladas de 2,07 veces por efecto del tratamiento con 2,4-D. En base a estos resultados
podemos decir que el porcentaje de proteinas fosforiladas peroxisomales en condiciones
fisiologicas es de 0,5% y este se incrementaba hasta un 1.2% en el tratamiento con 2,4-D
En la figura 4.53 se muestra el patron de proteinas no fosforiladas (Fig. 4.53 A)
provenientes de los lavados de la columna; y el patrén de proteinas fosforiladas
correspondientes a las fracciones 1,4 y 5, donde se aprecia un aumento de la intensidad de

algunas bandas dependiente del tratamiento con 2,4-D.
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Figura 4.53: Patron de proteinas de peroxisomas de hojas de plantas

de guisante control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. (A): tincién con

plata de proteinas no fosforiladas (80 ug de proteina).1, control y 2,

tratadas con 2,4-D; (B): tincion con plata de proteinas fosforiladas 40

El tratamiento con 2,4-D producia un aumento en la fosforilacion de algunas
proteinas, sin embargo, en este analisis preliminar resulto dificil establecer que proteinas se
veian modificadas y en qué proporcién se encontraban fosforiladas con respecto al control,
para lo cual se recurri6 al analisis mediante 2D-DIGE, que permite separar
simultaneamente las proteinas de dos muestras diferentes e identificarlas mediante el
marcaje con distintos fluoréforos. El analisis de estas proteinas mediante electroforesis
bidimensional se muestra en la figura 4.54, para ello las proteinas peroxisomales de plantas
control se marcaron con Cy5 y las de peroxisomas procedentes de plantas tratadas con
2,4-D se marcaron con Cy3. Con el fin de comparar ambas muestras, las proteinas de
plantas control y tratadas con 2,4-D se separaron conjuntamente en un mismo gel y se
analizé la fluorescencia de cada uno de los fluoréforos por separado (Fig. 4.54, A 'y B), asi
como la fluorescencia debida a las proteinas totales, marcadas con Cy2 (Fig. 4.54 C), la
fluorescencia solapada de Cy5 y Cy3 (Fig. 4.54 D), y la fluorescencia solapada de Cy2, Cy3
y Cy5 (Fig. 4.54 E). De esta forma, se pudo observar que por efecto del tratamiento con
2,4-D tiene lugar un incremento de las proteinas comprendidas en los Pl 6-10 (Fig 4.54 y

Tabla 4.2). Las proteinas fosforiladas se tifieron con Pro-Q Diamond (Fig. 4.54 F).
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E

Figura 4.54: Analisis 2D-DIGE de peroxisomas de hojas de plantas de guisante control y tratadas con 2,4-D 22,6
mM, durante 72 h. (A): proteinas de peroxisomas de plantas control marcadas con Cy5; (B): proteinas de
peroxisomas de plantas tratadas con 2,4-D marcadas con Cy3; (C): proteinas totales marcadas con Cy2; (D):
solapamiento de proteinas control-Cy5 y tratadas con 2,4-D-Cy3 (E): solapamiento de proteinas totales-Cy2,

control-Cy5 y tratadas con 2,4-D-Cy3 y (F): tincién especifica de proteinas fosforiladas con Pro-Q Diamond.
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Simultaneamente se efectué una tincion de las proteinas totales con Sypro. En la
figura.4.55, se muestra el gel tefiido con Sypro y las proteinas seleccionadas para su
identificacion. El analisis comparativo de los geles tefidos con Pro-Q Diamond y Sypro
muestra el mismo patrén de proteinas, lo que demuestra que las proteinas analizadas

corresponden realmente a proteinas fosforiladas.
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Figura 4.55: Tincion de proteinas totales Sypro. Los circulos resaltan las “spots” o manchas analizadas y su
posicién se identifica con un nimero, el cual corresponde a las proteinas analizadas por MALDI-TOF-TOF que se
sefalan en la tabla 4.2 de este apartado.

El analisis de cada gel se realizé utilizando los modulos Differential In-gel Analysis
(DIA) y Biological Variation Analysis (BVA) de DeCyder, lo que nos permitié obtener las
diferencias cuantitativas de las proteinas de los peroxisomas control y tratados con 2,4-D.
En la figura 4.56 se muestra un ejemplo del analisis cuantitativo utilizando la mancha 6

(1085) que corresponde a la catalasa.
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Protein Table

T-test and Av.Ratio: 2,4-D / Control

Pos. | Master No. | Status | Appearance | T-test | Av. Ratio | Pick | Picked In
1 1770 Confirmed 6(6) 0,020 4.20 Pick. L1

2 1338 Confirmed 6 (6) 0.0038  4.08 Pick L1

3 1765 Confirmed 6 (6) 0.015 3.83 Pick L1

4 1337 Confirmed 6 (6) 0.00084 3.75 Pick L1

5

6 1927 Confirmed 6 (6) 0,022 3.53 Pick L1

Figura 4.56: Analisis cuantitativo de manchas segun BVA (Biological variation Analysis). La mancha numero 6

(1085) resaltada con color magenta, que se identificd posteriormente como la catalasa, mostraba un aumento

significativo con respecto al control. En la figura las flechas rojas sefialan dicho aumento en la abundancia y la

imagen 3D muestra el andlisis tridimensional de esta proteina. Las diferencias son significativas con un valor p=

0,0064 y la abundancia de la proteina en el tratamiento es de una proporcion de 3,69 a 1.

De acuerdo con las diferencias obtenidas mediante el marcaje por fluorescencia

DIGE de las dos muestras, control y tratado (2,4-D 22,6 mM), se seleccionaron las
manchas que mostraron diferencias cuantitativamente significativas. En la tabla 4.2 se
muestran las proteinas identificadas mediante MS-MALDI TOF, con una valoracion mayor a
68 y un nivel de significancia del 0,05 (p=0,05). En esta se puede apreciar ademas el grado

de diferencia con respecto a las proteinas de peroxisomas procedentes de plantas control.
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Numero de mancha | Abundancia Score p<0,05 * | Proteina (MS MALDI TOF)
1(296) 1,55 437 * Catalasa
2 (310) 2,195 417 * Catalasa
3(427) 1,57 227 * Catalasa
4 (516) 1,94 298 * Catalasa
5(1023) 3238 Catalasa 3
6 (1085) 3,695 42588 Catalasa
7 (1871) 3,145 9544 Catalasa
8(2185) 2,478 2748 Catalasa
9(1323) 2,538 Score <68 Catalasa
10 (1748) -1,64 * 69 * PMDH1 NAD malato deshidrogenasa
11 (1563) 1,40 69 * MDH Malato deshidrogenasa
12 (924) 1,66 ** 1278 HSP60
13(1327) 1,01 118 * GOX
14 (1286) -1,08 418 * GOX
15(2137) 1,66 Score <68 SOD (59) 26.6 kD
16 (538) 1,9 *i8 563 >81 Glicina deshidrogenasa
17 (1016) 2,18 1 553 >81 Serina hidroximetil transferasa SHMT
18 (1336) 2,305 84 >68 Piruvato deshidrogenasa aE1
19 (1338) 4,08 *** 88 >68 Piruvato deshidrogenasa E1
20 (1471) 3,18 143 >68 Piruvato deshidrogenasa
21 (1481) 4,27 * 252 >68 Piruvato deshidrogenasa aE1
22 (2326) 2,851 92 >68 ATP sintasa
23 (1236) 1,80 308 >81 Amino metil transferasa
24 (1250) 1,66 245 >81 Amino metil transferasa
25(1784) -1,2% 305 >81 Ribonucleoproteina
Acetil CoA transferasa (59)

26 (1277)~ -1,05 — 129 >8a+ Rubisco —
27 (1284 1,16 - 134 >68~ Rubisco —
28 (1927)w EWEE 42 <68 CTR1 —
29(1379) -1,18/— 123 >68" Glutamina sintasa™
30(2007) Score <68/(60) Score <68 ATPasa(60) S—
31(2005 Score <68 (44 Score <68 Glutarredoxina (51

: L 4 ! . Actina (44) u

Tabla 4.2: Proteinas fosforiladas identificadas por MALDI-TOF. En esta tabla se presenta el porcentaje de
abundancia y el grado de significacién de la proteina con respecto a las proteinas del los peroxisomas control,
siendo (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,005. La identificaciéon de las proteinas se efectué6 mediante el uso del
programa Mascot y la base de datos NCBInr, la puntuacién de probabilidad superé el umbral establecido por el
motor de busqueda Mascot, siendo p-valor inferior al establecido como significativo. Los colores representan la
ubicacion de las proteinas, verde: peroxisomas; naranja: mitocondria; lila: cloroplasto y azul: otros. EI numero de

spot se corresponde con el sefialado en la figura 4.55.
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Entre las proteinas identificadas cabe destacar varias CATs, la malato deshidrogenasa
(MDH), la GOX, la HSP 60 y una SOD, que en base a su peso molecular podria tratarse de
la Mn-SOD descrita en estos organulos. Estos resultados constituyen la primera
aproximacion al estudio del fosfoproteoma de peroxisomas, y sugieren una posible
regulacion de estas proteinas por fosforilacion/desfosforilacion, en respuesta al estrés por
2,4-D.

Ademas, de las proteinas peroxisomales, hay algunas proteinas fosforiladas procedentes
de otros organulos como cloroplastos y mitocondrias. Estos resultados son compatibles con
los resultados previos de caracterizacién de los gradientes de densidad de sacarosa

utilizados para la purificacion de estos organulos (L6pez- Huertas y col., 1995).

Segun este estudio, la contaminacion cruzada de la fraccién peroxisomal con cloroplastos y
mitocondrias, esta proxima al 1 — 2 %, respectivamente. La mayoria de estas proteinas son
mitocondriales, como la piruvato deshidrogenasa, glicina deshidrogenasa y serina
hidroximetiltransferasa, que experimentan los mayores incrementos con respecto al control.
Entre las proteinas fosforiladas cloroplastidicas cabe destacar la Rubisco, y en reticulo

endoplasmatico la CTR1, proteina receptora y reguladora de la respuesta a etileno.
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Discusion

Las auxinas regulan una gran variedad de aspectos del desarrollo y crecimiento de
las plantas, entre los cuales se pueden nombrar la elongacion celular, diferenciacion de
tejidos, el mantenimiento de la polaridad de los tejidos y la expansion de las hojas, entre
otros (Benjamins y Scheres, 2008; Delker y col., 2008). El IAA es la principal auxina natural
presente en la mayoria de las plantas y el fenoxiherbicida 2,4-D es una auxina sintética que
se caracteriza por su especificidad por las plantas dicotiledéneas. Durante afios se ha
estudiado cuales son las caracteristicas responsables de la susceptibilidad de las
dicotiledéneas a este herbicida. Asi, se han propuesto diversos factores que influyen en
diferente grado a esta susceptibilidad, como son la arquitectura de la planta, el estado de
desarrollo, aspectos moleculares como la presencia de ciertas proteinas transportadoras y
receptoras para las auxinas, y la confluencia de estreses medioambientales.

El 2,4-D ha sido uno de los mas exitosos herbicidas selectivos utilizados en la
agricultura, sin embargo su excesivo uso ha generado graves efectos toxicoldgicos y
problemas medioambientales, llegando a ser puesto bajo estricto control en 1987 por la
agencia de proteccion medioambiental de América (EPA) (Bradberry y col., 2000; Chu y
col., 2004). No obstante, el mecanismo celular y molecular que rige esta toxicidad no se
conoce en profundidad. Numerosos estudios in vitro e in vivo, sugieren que el mecanismo
de toxicidad del 2,4-D puede incluir alteraciones fisiolégicas como el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa (Wedding y Black, 1961), cambios en el potencial de membrana
(Lohse y Hedrich, 1992), formacién de metabolitos reactivos y estrés oxidativo mediado por
ROS (Romero-Puertas y col., 2004a; Teixeira y col., 2004).

En este estudio, nos hemos propuesto el analisis de los efectos provocados por la
aplicacion del 2,4-D a una concentraciéon de 22,6 mM, sobre plantas de guisante de 21-28
dias de edad y plantas de Arabidopsis thaliana de tres semanas de edad. El periodo de
desarrollo de las plantas se correspondié con el periodo vegetativo de las dos especies
utilizadas y los tratamientos fueron aplicados justo antes del periodo reproductivo, para
evitar efectos hormonales adicionales al tratamiento. El periodo de tiempo del tratamiento
de 72 h utilizado en este estudio, se escogié en funcion de la aparicion de los sintomas mas
caracteristicos provocados por el herbicida, como la epinastia foliar y la curvatura de tallos;
condiciones que fueron establecidas en trabajos previos al desarrollo de esta tesis Doctoral
(McCarthy, 2004; Romero-Puertas y col., 2004a).
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5.1 El 2,4-D promueve desarrollo anormal de hojas y senescencia

El fenoxiherbicida aplicado por pulverizacion en tratamientos foliares, tiene una vida
media de 11-12 dias (Ahrens, 1994), y su absorcién dependerd en gran medida de la
estructura de la cuticula de la planta, asi en especies sensibles como Silene vulgaris y
Phaseolus vulgaris se ha observado que el 65% y el 83%, respectivamente, del 2,4-D
aplicado por pulverizacién era absorbido en 72 h de tratamiento, y aproximadamente un
53% del herbicida era translocado fuera de las hojas, después de 72h (Wall y col., 1991).
Con estos antecedentes y teniendo en cuenta que las dos especies utilizadas presentan
cierta sensibilidad a los fenoxiherbicidas, y junto con estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, en este trabajo se selecciond el periodo de 72 h después de la aplicacion del

herbicida para llevar a cabo las determinaciones pertinentes.

Tanto en guisante como en Arabidopsis se observaron alteraciones sobre el
crecimiento, las cuales estuvieron en gran medida relacionadas con la aparicion de
sintomas de epinastia foliar, curvatura y engrosamiento de tallos, y signos de avanzada
senescencia. Dichos efectos son caracteristicos de una sobredosis en la aplicacién de
herbicidas auxinicos, ya que como se ha descrito en el capitulo de Introduccién, el modo de
accion de los herbicidas auxinicos es dual dependiendo de la concentracion utilizada

Los sintomas de epinastia foliar comenzaban unas horas después de la aplicacion
del herbicida, sin embargo algunos autores han puesto de manifiesto que las respuestas de
crecimiento pueden ser detectadas dentro de los 10 minutos posteriores a la aplicacion de
la auxina (Ray y Ruesink, 1962; Yamagata y Masuda, 1975). El desarrollo de epinastia so6lo
se observaba en hojas jovenes apicales, mientras que en las basales no se apreciaba este
proceso, pero si procesos de senescencia. Este hecho se debe a que la hojas jovenes en
crecimiento son mas sensibles a la accién de la auxina, mientras que en las hojas maduras
la sensibilidad es menor coincidiendo con un cese o enlentecimiento del crecimiento (Keller
y Van Volkenburgh, 1997).

El analisis de la estructura de la hoja epinastica mediante microscopia optica
demuestra un aumento del volumen de las células del mesofilo y epidermis y deformacion
por plegamiento de la pared celular. Otra caracteristica observada es la proliferacion de
células en los haces vasculares, e incremento del numero de haces vasculares
secundarios, segun se observa en hojas de Arabidopsis. Este hecho se debe al efecto
regulador que las auxinas ejercen sobre el control del crecimiento de los haces vasculares

(Hall y Langdale, 1996). Asi, tanto el aumento del volumen de las células como el desarrollo
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de haces vasculares serian responsables de la curvatura epinastica de las hojas. Se ha
descrito que el aumento de volumen de las células que ocurre durante el desarrollo de la
epinastia se debe a la promocion de la expansion longitudinal de las mismas, mediante la
reorientacion transversal de los microtubulos (Abeles y col., 1992; Takesue y Shibaoka,
1999; Grossmann, 2003). Se sabe que las auxinas incrementan la plasticidad de la pared
celular mediante el incremento de la actividad celulasa, en este estado la pared celular se
dilataria con ayuda de la presion de turgencia por la entrada de agua (Cosgrove, 1999).
Adicionalmente, se ha descrito un mecanismo de accion casi inmediato, pero menos
aceptado entre la comunidad cientifica, que consiste en la hipétesis del crecimiento acido,
ya que las auxinas promueven la generacién de protones y la activacion de H*ATPasas lo
que provoca la acidificacion de la membrana plasmatica y la consecuente elongacion
celular por la presion de turgencia (Lohse y Hedrich, 1992; Rayle y Cleland, 1992; Fuchs y
col., 2006). Finalmente, también se ha relacionado la produccion de ROS mediando el
crecimiento inducido por auxinas (Schopfer y col., 2002; Liszkay y col., 2003). Schopfer y
col (2001) han demostrado que los cambios experimentados por la pared celular en
respuesta a auxinas y 2,4-D son dependientes de radicales OH que se producen en la
pared celular en la reaccion de peroxidasas y una NADPH superéxido sintetasa de la
membrana plasmatica. La NADPH superéxido sintetasa produciria O,", que a su vez
dismutaria a H,O, y este podria ser utilizado por peroxidasas de la pared celular para dar
lugar a ‘OH mediante reacciones tipo Haber-Weiss, con la intervencion de metales y/o
ascorbato (Schopfer, 2001). El aumento de la actividad peroxidasa total descrito en este
trabajo podria estar asociado a esta produccion de ROS que participaria en la formacion de
pared celular, tanto en meséfilo, como en epidermis y en haces vasculares. La prevencion
de la epinastia por EDTA, quelante de metales, apoya la hipétesis de la participacién de
metales en la produccion de OH.

Debido a la sintomatologia presentada por las plantas de guisante tratadas con 2,4-
D, en las que claramente se observé la induccion de dos procesos diferentes, uno en la
zona apical caracterizado por la epinastia foliar, y otro en la zona basal de las plantas
marcado por la aparicion de clorosis y procesos de senescencia, estas dos zonas fueron
analizadas por separado, centrando el estudio en el papel de las ROS en la respuesta de la
planta al 2,4-D.

El crecimiento anormal y la formacion de nuevos tejidos en la zona apical, se han
descrito como un sumidero metabdlico, que viviria a expensas de la movilizacién de
carbohidratos y proteinas de la zona basal fotosintéticamente activa, la cual iria en declive

mostrando sintomas de senescencia (Cobb, 1992). Por otro lado se sabe que el 2,4-D
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podria estar inhibiendo la biosintesis de clorofila o acelerando la degradacion de la misma
(Grossmann y Kwiatkowski, 1995). Asi mismo, algunos autores han descrito que el 2,4-D
reduce la apertura estomatica mediada por ABA, lo que se traduce en una reduccion de la
asimilacion de carbono, dafos a cloroplastos y clorosis progresiva, sintomas tipicos de las
plantas tratadas con 2,4-D y otros herbicidas auxinicos (Cobb, 1992; Sterling y Hall, 1997;
Grossmann, 2000a).

Uno de los efectos mas estudiados en plantas tratadas con auxinas y herbicidas
auxinicos es la estimulacion de la biosintesis de etileno (Tittle y col., 1990; Hansen y
Grossmann, 2000; Arteca y Arteca, 2008), la cual conlleva a la coproduccion de cianuro
proveniente de la oxidacion de ACC. Este cianuro ha sido descrito como el responsable de
la inhibicién de enzimas importantes como la citocromo ¢ oxidasa, nitrato/nitrito reductasa,
la ribulosa bifosfato carboxilasa y la CuZn-SOD entre otras. El cianuro podria en parte ser
una de las causas de los sintomas de clorosis foliar observados en las plantas de guisante
tratadas durante 72 h con 2,4-D. Algunos autores han observado aumentos en la
produccion de cianuro de hasta un 50% (Sunohara y Matsumoto, 2008), suficiente para
provocar una elevada fitotoxicidad en distintos compartimentos celulares como el

citoplasma, cloroplastos y peroxisomas (Grossmann y col., 1996).

5.2 El 2,4-D Promueve la Generaciéon de ROS

La generacion de especies de oxigeno reactivo en la aplicacion de auxinas ha sido
ampliamente investigada en embriogénesis, cultivo de tejidos y/o induccién de formacion de
callos (Hatton y col., 1999; Pfeiffer y Hoftberger, 2001; Peixoto y col., 2008; Blazquez y col.,
2009). La produccion de O," se ha observado en la induccion de tumores por fitohormonas,
sugiriendo un papel directo de las auxinas en la formacion de este radical (Jia y col., 1996).
El papel de las ROS en la accidon téxica de herbicidas auxinicos no ha sido bien
establecido, y son escasos los datos sobre las fuentes de ROS y su localizacion a nivel
subcelular. Es por ello, que en este trabajo se ha evaluado la contribucién de distintas
fuentes de ROS en las dos zonas estudiadas de la planta.

El analisis de actividades enzimaticas generadoras de ROS en plantas de guisante
mostré una accion pro-oxidante del 2,4-D. Asi, la enzima xantina oxidoreductasa
(XOD/XDH) se encuentra principalmente en la forma de XDH, y puede ser convertida en la
forma XOD generadora del radical superoxido, mediante protedlisis. El significativo
incremento de la XOD en hojas apicales sugiere un importante aumento en los niveles de

0O, y este radical podria ser dismutado a H,O, por la accién de la SOD. Este resultado
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coincide con lo descrito por Romero-Puertas y col (2004a) en la misma especie vegetal.
Estos resultados sugieren un papel importante del catabolismo de los uréidos en respuesta
al 2,4-D en hojas jovenes. A diferencia de las hojas apicales, las hojas maduras no
experimentaban este incremento en respuesta al 2,4-D, siendo la forma XDH la mayoritaria.
Ademas estos resultados indican que la relacion XDH/XOD puede estar regulada por la
edad de la planta y también se ha descrito su regulacion por las condiciones de estrés a las
que pueda estar sometida la planta. Asi, en respuesta a estrés por Cd la forma XOD se
reduce frente a la XDH (Romero-Puertas y col., 1999), mientras que en situaciones de
senescencia natural o inducida sucede lo contrario (Pastori y del Rio, 1997).

Ademas de la XOD, también se analizaron otras dos fuentes de ROS de origen
peroxisomal, la GOX y la ACX. La ACX es una enzima clave de la ruta de R-oxidacion de
acidos grasos en peroxisomas. El 2,4-D inducia un incremento considerable de esta
actividad, tanto en hojas jévenes como maduras, lo que conllevaria un incremento
importante de la produccion de H,O,. Mediante el uso de mutantes de Arabidopsis
deficientes en el gen acx7 hemos podido confirmar la importante contribucion de esta via a
la produccion de H,O, en respuesta a la aplicacién de 2,4-D. La (-oxidacion de acidos
grasos desempefia un papel importante en el desarrollo vegetativo y reproductivo y también
ha sido asociada con procesos de defensa frente a xenobidticos tanto en plantas (Palma y
col., 1991; Romero-Puertas y col., 2004a; Nila y col., 2006) como en animales (Cajaraville y
col., 2003). En células animales se ha relacionado la activacién de la p-oxidacién con la
formacién de complejos xenobidtico-CoA que podrian facilitar la degradacion de estos
compuestos (Knights, 2003). A diferencia de la ACX, la GOX experimentaba una reduccién
por efecto del tratamiento lo que descarta esta enzima como fuente de H,O, y por otro lado
sugiere una reduccion de la fotorrespiracion, que en condiciones de estrés puede constituir
un mecanismo de proteccion frente a la fotoinhibicién en cloroplastos. Estos resultados
difieren ligeramente con los obtenidos por Romero-Puertas y col (2004a) en la misma
especie vegetal, esta discrepancia puede estar relacionada con diferencias en la toma de
muestras ya que en los estudios de Romero-Puertas y col (2004a) no se hizo distincion
entre parte apical y basal.

La LOX no es una enzima abundante en érganos vegetativos, y en condiciones
fisiologicas normales interviene en procesos de germinacion degradando lipidos de reserva
(Casey, 1999). En estas condiciones se ha descrito que el 2,4-D y el NAA (acido naftalen
acético) promueven un incremento de esta actividad (Fauconnier y col., 2001). También
esta involucrada en la sintesis de oxilipinas como JA que interviene en la regulacién de la

expresion de genes de defensa (Feussner y col., 2001; Porta y Rocha-Sosa, 2002) y esta
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asociada con procesos de senescencia (Leverentz y col., 2002). Esta enzima cataliza la
produccion de peroxidos lipidicos y por tanto su induccién en determinadas condiciones,
puede promover estrés oxidativo (Blokhina y col., 2003). El aumento de LOX en las hojas
apicales podria estar relacionado con el rapido crecimiento inducido por el 2,4-D y podria
constituir un mecanismo de control de crecimiento indefinido frente a auxinas, mientras que
en la zona basal podria inducir senescencia foliar a través de la generacion de radicales
superoxido y radicales lipidicos (Roy y col., 1994; Roy y col., 1995; Leverentz y col., 2002).
El analisis del contenido total de H,O, en las hojas mediante fluorimetria confirmé la
abundante generacion de esta ROS por efecto del 2,4-D, tanto en las hojas basales como
apicales. Los resultados obtenidos en plantas de Arabidopsis a lo largo del tiempo,
demuestran que este incremento era ya visible 1 h después del tratamiento y aumentaba
con el tiempo siendo el maximo a las 72 h. Mediante el uso del mutante acx? de
Arabidopsis hemos podido observar que una de las principales fuentes de esta ROS es la

actividad acil CoA asociada a la 3-oxidacion de acidos grasos peroxisomal.

A la vista de estos resultados, no parece existir una respuesta diferencial especifica
de las hojas basales y las apicales, por lo que respecta a la fuente de ROS, salvo en el
caso de la XOD, que es predominante en la zona apical, por lo que no parece existir
mecanismos especificos de respuesta al 2,4-D en hojas jovenes y maduras. No obstante,
es posible que el papel de las ROS en ambas zonas sea diferente. Asi, en hojas jévenes un
incremento de ROS podria estar implicado en el desarrollo de epinastia, mientras que en
las hojas maduras promoverian senescencia foliar y muerte celular. El uso de mutantes
deficientes en ACX1 nos ha permitido demostrar el importante papel que desempefa el
H,0O, en el desarrollo de epinastia dependiente del 2,4-D.

El analisis de marcadores de estrés oxidativo en ambas zonas de la planta tras el
tratamiento con 2,4-D demostrd un incremento tanto en el contenido de grupos carbonilo de
proteinas, como en la peroxidacion lipidica, especialmente en hojas apicales, lo que
coincide con el mayor aumento de la produccion de ROS en esta zona. Este hecho podria
deberse a una mayor concentracion del herbicida en esta zona. El IAA se oxida en la pared
celular en combinaciéon con peroxidasas pudiendo causar peroxidacion lipidica (Keten,
1955; Gazaryan y col., 1996; Folkes y col., 1999). La progresion del dafio oxidativo durante
el ciclo de vida de la planta en condiciones normales parece estar relacionada con la edad,
aumentando exponencialmente y disminuyendo justo al entrar en el estado reproductivo
(Johansson y col., 2004), es por ello que en ausencia del herbicida se incrementan los

dafios oxidativos en hojas adultas. El aumento de estos parametros de estrés oxidativo por
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el herbicida también han sido descritos por Romero-Puertas y col (2004a) en hojas de
guisante.

El incremento de la produccion de ROS esta favorecido por la ausencia de cambios
importantes de las actividades antioxidantes analizadas, especialmente en hojas apicales.
Asi, ni la CAT, ni la APX, ni la GR se inducen significativamente en hojas jévenes, si bien,
la APX se incrementaba en las hojas basales. El incremento de la actividad SOD en hojas
apicales podria contribuir a la reduccién de la acumulacion de O,", pero también podria
participar en el aumento del H,O,. En las hojas apicales el incremento de esta actividad se
debia fundamentalmente a la actividad Mn-SOD presente en peroxisomas y mitocondrias,
mientras que en las basales la forma que se incrementaba era la CuZn-SOD citosdlica. El
analisis de los niveles de transcritos de estas proteinas demuestra que en estas
condiciones la regulacidon de estas proteinas es basicamente a nivel transcripcional. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Romero-Puertas y col (2004a) en la misma
especie. En embriones de maiz, por el contrario, el tratamiento con IAA y 2,4-D inducia la
expresion de los genes Cat1, Cat2y Cat3 (Guan y Scandalios, 2002).

La medida de actividad GPX se considera como una medida de actividad
peroxidasa total y el incremento observado en este trabajo, inducido por 2,4-D, podria estar
mas asociado a las peroxidasas de pared celular, que participan en la sintesis de pared
celular y crecimiento inducido por auxinas, (Liszkay y col., 2004; Schopfer y Liszkay, 2006),
y no tanto con la defensa antioxidante.

Las glutation S-transferasas estdn implicadas en la defensa celular frente a
xenobiodticos, llevando a cabo la conjugacion de los mismos con el GSH, y el complejo
formado seria transportado a la vacuola para prevenir su toxicidad. Esta enzima es
altamente estimulada por el tratamiento con 2,4-D en las hojas apicales, tanto a nivel de
actividad como de transcritos. Mediante estudios de transcriptomica en plantas de
Arabidopsis, se ha determinado que la GST es uno de los genes que mas se inducen frente
al 2,4-D (Raghavan y col., 2005). Esta enzima parece determinante en el proceso de
desintoxificacion de herbicidas (Hatton y col., 1998; Romero-Puertas y col., 2004a; Moons,
2005) y también desempefia un papel importante en la respuesta celular a auxinas,
habiendo sido considerada como una proteina de union a auxinas (Marrs, 1996; Gonneau y
col., 1998). Es muy posible que el aumento observado, tanto en la actividad como en su
expresion, constituya una estrategia de la planta para prevenir la toxicidad de estos
herbicidas favoreciendo su acumulacion en la vacuola. Sin embargo, también podria

contribuir a la defensa antioxidante actuando como una glutation peroxidasa.
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Recientemente se ha sugerido que el efecto del herbicida sobre la induccién o
reduccion de algunas enzimas antioxidantes es dependiente de la concentracién aplicada
del mismo. Asi, en cultivos celulares de patata se ha observado que a mayor concentracién
del fenoxiherbicida mayor actividad en enzimas como la catalasa y la superoxido dismutasa
(Peixoto y col., 2008). Otros autores han descrito la existencia de expresiéon diferencial
dependiendo del tejido analizado, asi en hojas jévenes de trigo tiene lugar un aumento de
los transcritos de la Cat1 (Guan y Scandalios, 2002).

El mantenimiento del ascorbato y el glutation en sus formas reducidas, es de gran
importancia para una eficiente defensa frente a un exceso de ROS. El ciclo ASC-GSH es el
principal sistema implicado en este proceso (Jiménez y col., 1997). El tratamiento con 2,4-D
promueve un aumento de los niveles totales de glutation, tanto en la zona basal como
apical, siendo predominante la forma reducida (GSH), especialmente en las hojas basales.
Este hecho sugiere que la planta dispone de un sistema eficiente de reduccion del GSSG,
si bien la GR tan solo experimentaba una ligera induccion. El incremento del GSH podria
ser resultado de la induccién de las GSTs y también podria contribuir a la regeneracién del
ASC. Ademas, se sabe que la sintesis y/o acumulacién de GSH es un sintoma de una
mayor oxidacion del citosol ya que interviene manteniendo el estado redox del mismo,
creando una barrera entre los residuos de cisteina de las proteinas y las ROS (Foyer y
Noctor, 2005b).

Por el contrario, el contenido de ascorbato total en la zona apical descendio
drasticamente por el tratamiento. La reduccién del contenido de ASC ha sido relacionada
con la sensibilidad al 2,4-D en dicotiledéneas, mientras que en las monocotiledéneas
insensibles al herbicida el contenido de ASC se encuentra incrementado (Miteva y Ivanov,
2007). Esta reduccion podria deberse a un defecto en una de las enzimas responsables del
mantenimiento del pool de ASC, como la L-galactono-1,4-lactono deshidrogenasa (GLDH)
(Tokunaga y col., 2005). Otra posibilidad es que el 2,4-D promueva una desregulacion de la
sintesis de novo de ascorbato, debido entre otras causas, a la disminuciéon de la tasa
fotosintética. La reduccién del ASC en hojas apicales podria ser debido a la activacion de la
ascorbato oxidasa que participa en la elongacién celular y se induce por auxinas (Esaka y
col., 1992; Kisu y col., 1997; Pignocchi y Foyer, 2003).

El aumento de ascorbato detectado en las hojas basales de plantas tratadas podria
ser debido a un aumento del H,O, dependiente de 2,4-D en esta zona. Sin embargo, un
exceso de ASC podria tener efecto prooxidante favoreciendo la produccion de ‘OH a través

de reacciones tipo Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1990; Fry, 1998; Green y Fry, 2005) que
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podrian contribuir a la senescencia. Asi, Bartoli y col (2005) han observado que altas

cantidades de ASC pueden promover dafios por xenobidticos.

5.3 Acumulacion Tisular de ROS Dependiente del Herbicida 2,4-D

Para profundizar en el papel de las ROS en el mecanismo de accion del 2,4-D, se
llevd a cabo la visualizaciéon de la acumulacion de O, in vivo en hojas vy tallos jévenes de
plantas tratadas con el herbicida. En condiciones fisioldgicas es casi inapreciable, en
contraste con las plantas tratadas con 2,4-D en las que se localizé principalmente en haces
vasculares, pared celular, estomas y también en organulos de alrededor de 1 um de
diametro. Dado el incremento de XOD y ACX observado, estos organulos podrian ser
peroxisomas, si bien, no podemos descartar que también puedan ser mitocondrias.

En tallos de plantas control, al contrario de lo ocurrido en hojas, si era evidente la
cumulacién de O," en los haces vasculares y en la corteza. En los tallos de plantas tratadas
se localizé intensamente en las zonas del xilema y floema, que presentan modificaciones
tanto en su estructura como distribuciéon en la seccion del tallo. Dado que los tallos
analizados procedian de la zona apical, la presencia de O," detectada en esta zona podria
estar relacionada con procesos de elongacion, mientras que en las plantas tratadas estaria
involucrado en la elongacion y deformacion del tejido. En otras especies como Solanum
tuberosum el O, y otras ROS parecen ser necesarias para la elongacion de tallos y
division celular (Kim y col., 2007).

La deteccion de H,O, mediante citoquimica con DAB, tanto en hojas de guisante
como de Arabidopsis, mostr6 un acumulo importante en haces vasculares y zonas de
curvatura de la hoja. En el caso de las hojas de Arabidopsis el 2,4-D ademas parece inducir
el numero y tamafo de los haces vasculares secundarios. Mediante microscopia laser
confocal se observd que el H,O, se localizaba especialmente en haces vasculares y en
menor proporcion en el mesdfilo. El analisis de la epinastia dependiente de auxinas en
hojas de tabaco ha demostrado que las nerviaciones son muy importantes en el desarrollo
de la curvatura de tiras de hojas, siendo mayor esta cuanto mayor es el tamafo de los
haces vasculares (Keller y Van Volkenburgh, 1997). Este hecho sugiere que la produccion
de ROS en hojas apicales estaria fundamentalmente relacionada con la proliferacion de
haces vasculares que finalmente determinarian la epinastia. Sin embargo, podrian también
promover dafios oxidativos y/o actuar como mensajeros secundarios de la respuesta frente
al herbicida, tal como sucede en otras situaciones de estrés (Apel y Hirt, 2004; Mittler y col.,
2004; Ross y col., 2006).
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5.4 Papel del NO en la Respuesta Inducida por 2,4-D

En plantas el NO puede ser generado enzimatica y no enzimaticamente (Corpas y
col., 2004b; del Rio y col., 2004). Este radical es reconocido como mensajero intracelular e
intercelular por su facilidad para difundir a través de las membranas celulares (Moncada y
col., 1991; Lamattina y col., 2003; del Rio y col., 2004). Recientemente se ha demostrado
su participacion en las respuestas de crecimiento mediado por auxinas (Pagnussat y col.,
2002), puede estimular la division celular y la formacién de células embriogénicas a partir
de protoplastos (Otvds y col., 2005). La deteccion in vivo del NO mediante microscopia
laser confocal, tanto en hojas de guisante como de Arabidospsis, permitidé observar una
reduccidn de los niveles basales de NO detectados en las hojas control, por efecto del
tratamiento con el 2,4-D a las 72 h. Sin embargo, el andlisis de la produccién de NO
mediante fluorimetria demostrd un incremento de la produccion del mismo después de 1 h
de tratamiento y una posterior reduccién, lo que concuerda con los resultados obtenidos a
las 72 h. El incremento de NO en los primeros estadios del tratamiento podria estar
asociado a la induccién de division celular promovida por el herbicida ya que segun Otvés y
col (2005), el NO es necesario para el inicio de la divisidon celular, sin embargo no seria
necesario para la progresion de la misma celular. De ahi que a tiempos largos se observe
una reduccion de los niveles hasta los detectados en ausencia del tratamiento. EI NO
suministrado como SNP induce la organogénesis de novo en raices imitando el efecto del
IAA (Pagnussat y col., 2002).

El NO puede actuar como un modulador redox funcionando como antioxidante, por
reaccion con el O,", o como prooxidante, a través de la produccién de RNS como el ONOO
(Lee y col., 2008a). La reduccion del NO observada después de las primeras horas de
tratamiento podria deberse a su reaccion con el O,” para formar ONOO", o bien por
reaccion con el GSH, que como hemos visto anteriormente se induce por 2,4-D, dando
lugar a GSNO. A su vez, las RNS pueden modificar postraduccionalmente las proteinas
mediante procesos de nitrosilacion o nitracion regulando de esta forma la actividad de las
mismas (Zaninotto y col., 2006; Romero-Puertas y col., 2007; Romero-Puertas y col., 2008).
Las reacciones de S-nitrosilacion de proteinas se deben fundamentalmente al GSNO que
constituye una fuente endégena de NO y puede intervenir en la regulacion los mecanismos
dependientes de NO (Hong y col., 2008; Lee y col., 2008a). EI aumento de los niveles de
NO a la hora de tratamiento coincide con un incremento de la S-nitrosilacién de proteinas
observada en esta Memoria. El analisis de proteinas S-nitrosiladas en hojas de

Arabidospsis mostré la ausencia de cambios en el patrén de las proteinas susceptibles de
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S-nitrosilacion, sin embargo, tras 1 h de tratamiento se observé un aumento en la
intensidad de estas bandas por efecto del tratamiento, especialmente en la de
aproximadamente 37 kDa. Este hecho se correlaciona con el aumento de los niveles
detectados de NO al mismo tiempo de tratamiento. Posteriormente, la intensidad de las
bandas disminuye de nuevo a las 5 h y se incrementa ligeramente pasadas 72 h de
tratamiento. Estos resultados sugieren que en parte el efecto del 2,4-D podria deberse a
modificaciones postraduccionales de proteinas mediante S-nitrosilacion, siendo mas
relevante las modificaciones especificas en ciertas proteinas que el aumento o disminucion
en la cantidad de proteinas S-nitrosiladas. Estos resultados se corresponden con
resultados recientes obtenidos por Lindermayr y col (2005), en los que el mayor porcentaje
de proteinas S-nitrosiladas se encontraban en los rangos de 33 kDa — 85 kDa y su
incremento era simultaneo con el incremento de la concentracién de GSNO. Entre las
proteinas S-nitrosiladas se encontraba la actina (45 kDa), la malato deshidrogenasa
(~34kDa) y la fosofglicerato quinasa (~37kDa), entre otras.

Los niveles de GSNO son controlados por la actividad GSNO reductasa (GSNOR) que
reduce el GSNO a GSSG, hidroxilamina y NHj (Liu y col., 2001; Lui y col., 2004). Esta
actividad se identificd en un principio como una GSH formaldehido deshidrogenasa, sin
embargo parece ser que su funcidon principal es controlar los niveles de GSNO y no la
desintoxicacion del formaldehido (Martinez y col., 1996; Liu y col., 2001). Esta proteina
también se ha identificado como una proteina de unién a auxinas, la ABP40, sin embargo
se desconoce su funcién en relacién con las auxinas (Sugaya y Sakai, 1996). El analisis de
esta actividad en plantas de guisante mostr6 un aumento de la misma en respuesta al
tratamiento con 2,4-D, tanto en hojas basales como apicales, sin embargo la interpretacion
de este incremento es complejo. Por un lado, podria regular procesos de S-nitrosilaciéon de
proteinas, lo que explicaria la reduccion de proteinas S-nitrosiladas a tiempos largos de

tratamiento, pero también podria intervenir en la percepcion del 2,4-D.

5.5 El 2,4-D Induce la Produccion de Etileno

El ET desempefa un papel pleiotrépico en el desarrollo y crecimiento de la planta,
asi como en una variedad de respuestas de defensa frente a estrés bidtico y abidtico
(Arteca y Arteca, 2008). La produccion de etileno en las dos zonas de la planta fue
ampliamente inducida por el herbicida en igual proporcion en las hojas apicales y basales.
Como se ha descrito en anteriores apartados una de las caracteristicas mas comunes de

los herbicidas auxinicos es la induccién de la biosintesis de etileno, hormona que esta
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involucrada en respuestas a estrés y la regulacion del crecimiento, y los procesos de
senescencia (Abeles y col, 1992; Kende y Zeevaart, 1997). Adicionalmente esta
involucrada en procesos de abscision y epinastia foliar, mediante la induccion de ABA.
Estas dos hormonas ABA vy etileno, pueden tener una funcibn como mensajeros
secundarios en la via de sefalizacion de auxinas, promoviendo la inhibicion del crecimiento
(Hansen y Grossmann, 2000). El 2,4-D induce la sintesis de ET a través de la induccién de
la actividad ACC sintasa, no obstante, estudios transcriptomicos de plantas de Arabidopsis,
no muestran cambios en el nivel de transcritos de genes implicados en la biosintesis de ET
en respuesta a concentraciones de 0,1y 1 mM de 2,4-D, pero si de los genes implicados en
la via de sefalizaciéon del ET entre ellos los receptores de ET (ERS) (Raghavan y col.,
2006). La epinastia foliar segun muchos autores parece estar directamente relacionada con
el etileno (Stewart y Freebairn, 1969; Hansen y Grossmann, 2000; Grossmann y Hansen,
2001), y éste a su vez podria influir en la distribucién y transporte de auxinas (Lee y col.,
2008b). No obstante, los resultados obtenidos en esta Memoria sugieren que el ET no es
imprescindible en el desarrollo de la epinastia, ya que inhibidores de la sintesis de ET no
previenen completamente la epinastia y en tiras de hojas tratadas con 2,4-D, los inhibidores
de ET no producian ningun tipo de efecto sobre la curvatura. No obstante, el ET podria

potenciar la epinastia a través de la generacion de ROS.

5.6 El 2,4-D activa Proteinas de Defensa

La respuesta celular en situaciones de estrés se caracteriza por la induccion de la
sintesis de proteinas de defensa y de respuesta a patégenos (PRs). Recientemente, se ha
demostrado la conexién entre la sefalizacién por auxinas y la resistencia a patégenos en
plantas (Navarro y col.,, 2006), lo que sugiere que bajos niveles de auxina pueden
incrementar la resistencia a patégenos. Las proteinas de defensa se inducen en distintas
especies vegetales en respuesta a distintos tipos de estrés. La mayoria de estas proteinas
se inducen a través de la accion de moléculas sefial como el salicilico, JA, ET o H,0O,
(Ohashi y Ohshima, 1992; van Loon, 1997; Kitajima y Sato, 1999; van Loon y col., 2006).
Entre estas proteinas, las quitinasas catalizan la ruptura de los enlaces de dos residuos de
N-acetil-R-D-glucosamina consecutivos, presentes en los polimeros de N-acetilglucosamina
en la quitina (Kasprzewska, 2003). Estas enzimas estan implicadas en la defensa de la
planta frente a patdgenos y en procesos de crecimiento y desarrollo (Kasprzewska, 2003).
Existen siete clases de quitinasas que difieren en el sustrato, estructura y mecanismo de

accion (Kasprzewska, 2003). Las plantas de guisante tratadas con 2,4-D mostraron un
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aumento de la expresién de la quitinasa | tanto en hojas jévenes como adultas. Esta
proteina también se induce frente a Cd (Rodriguez-Serrano y col., 2009), estrés osmotico
(Tateishi y col., 2001) y dafos mecanicos (Wu y Bradford, 2003). La regulacién de este gen
se ha descrito que es dependiente de ET, JA (Kasprzewska, 2003) y H,O, (Dat y col.,
2000), por lo que la induccion por 2,4-D podria ser una consecuencia de la induccion del ET
y ROS dependiente del herbicida. Es probable que las quitinasas formen parte de la
respuesta general de estrés en plantas, aunque también pueden desempefar algun papel
especifico frente al 2,4-D y otros xenobiéticos aun por determinar.

Las PR-4 son quitinasas de la clase | y Il (Broekaert y col., 1990; van Loon y col.,
1994). La PRP4A es una proteina de unién a quitina y en guisante se induce por el
tratamiento con 2,4-D hasta 5 y 4 veces en hojas apicales y basales, respectivamente. Esta
proteina se induce también por ozono y Cd en guisante (Savenstrand y col., 2000;
Rodriguez-Serrano y col., 2009) y se ha observado que se regula por JA y/o ET y también
por ROS (Rodriguez-Serrano y col., 2009), lo que explicaria la induccion por 2,4-D, dado
los niveles detectados de ET y ROS en respuesta al herbicida. Al igual que la quitinasa, se
desconoce su funcion en respuesta a este herbicida, pero los altos niveles observados
sugieren algun efecto protector, posiblemente frente a estrés oxidativo.

Las HSPs (“heat shock proteins”) son chaperonas moleculares implicadas en el
desarrollo de la planta y en la respuesta celular a distintas formas de estrés,
fundamentalmente frente a altas temperaturas (Nover y col., 2001; Sung y col., 2003; Miller
y Mittler, 2006; Swindell y col., 2007). El tratamiento con 2,4-D inducia la expresion de la
HSP 71.2 citosdlica de guisante tanto en hojas apicales como en basales. En estudios
transcriptémicos, se ha demostrado la induccién de proteinas de defensa frente al 2,4-D en
Arabidopsis, entre ellas, la HSP70 (Raghavan y col., 2005). Este hecho podria deberse al
aumento de H,0,, ya que parece que los factores de transcripcidon que regulan estos genes
actian como sensores de H,O, (Miller y Mittler, 2006; Rodriguez-Serrano y col., 2009). Se
ha descrito que la induccion de HSPs en respuesta al 2,4-D en levaduras es crucial en el
plegamiento de proteinas y la defensa frente a la agregacion de proteinas (Simoes y col.,
2003). El aumento de proteinas oxidadas dependiente de 2,4-D sugiere que las HSPs
podrian constituir un mecanismo de proteccion frente a los efectos nocivos de oxidacion y
agregacion de proteinas, pero también podrian intervenir en la facilitacion del transporte de
proteinas hacia los organulos (Rodriguez-Serrano y col., 2009). En cuanto a su regulacion,
las HSPs se regulan por JA y estrés oxidativo (Cheong y col., 2002; Ma y col., 2006;
Rodriguez-Serrano y col., 2009).
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El analisis comparativo de la expresién de proteinas de defensa en las hojas
apicales y basales no mostré diferencias importantes, si bien la mayor induccion tenia lugar
en la zona apical, donde ademas tiene lugar la mayor acumulaciéon de H,O, dependiente
del 2,4-D.

5.7 Regulacion de la respuesta celular al 2,4-D
Los procesos implicados en la sefalizacion en respuesta al 2,4-D que

desencadenan la respuesta celular no han sido bien establecidos. Por este motivo, en esta
Memoria se ha abordado el estudio del efecto de distintos moduladores de la transduccién
de senales celulares asi como inhibidores o secuestradores de ROS sobre la epinastia, ya
que este éste efecto mas caracteristico y de facil visualizacion en el tratamiento con este
herbicida. Para ello se han utilizado dos abordajes, la incubacion de brotes apicales con los
farmacos correspondientes y la incubacién de tiras foliares. Los resultados obtenidos con
los brotes de hojas permiten concluir que la curvatura inducida por 2,4-D es dependiente de
metales ya que la inclusién de EDTA, que actua como quelante de metales, protege
completamente, siendo esta proteccién mayor en presencia de un secuestrador de ROS.
Resultados similares se obtuvieron utilizando tiras de hojas lo que permiti6 comprobar la
proteccion por EDTA y antioxidantes. Estos datos demuestran que la epinastia foliar se
debe fundamentalmente a la generaciéon de radicales OH, probablemente mediante el
mismo mecanismo descrito anteriormente para explicar los procesos de elongacién celular
y el gravitropismo dependientes de auxinas (Schopfer, 2001). Para determinar el papel del
EDTA en la prevencion de la curvatura, se ensayo el efecto de este compuesto sobre la
produccion de H,O,, sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, y sobre la
sintesis de ET. De los resultados obtenidos podemos concluir que basicamente el EDTA
actua reduciendo directa e indirectamente la producciéon de ROS, sin embargo, su accion
sobre la actividad de antioxidantes no es relevante. Una prueba adicional de su papel en la
prevencion de la formacion de ROS, y mas concretamente de OH, es la reduccion
observada en el contenido de grupos carbonilo de proteinas en presencia de EDTA. Por
otro lado, el EDTA también reduce la emision de ET, posiblemente por accién sobre la ACC
oxidasa ya que esta enzima requiere Fe*? en su mecanismo de accién. Por otro lado, se
ha descrito que el OH y el oxigeno singlete podrian intervenir en la produccién fotoquimica
de ET en presencia de metionina y en medio acido (Tzeng y Chen, 1992), y la produccién

de ROS también se ha descrito que induce la expresion del gen ACO implicado en la
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sintesis de etileno (Wingler y col., 2005), lo que justificaria la reduccién de ET dependiente
de EDTA.

En cuanto a la fuente de ROS implicada en la produccion de H,O,, los resultados
obtenidos en brotes no son muy concluyentes ya que seguin el modelo experimental
utilizado, la NADPH oxidasa podria ser una buena candidata como fuente de ROS, a juzgar
por la inhibicion observada por el DPI en tiras foliares. Sin embargo, su contribucién en los
estudios realizados en brotes no parece ser muy relevante, posiblemente por problemas de
transporte a la parte apical o estabilidad del compuesto. La contribucion de la XOD, no
parece ser muy determinante, ya que la inhibicién de la enzima con alopurinol solo produce
ligeros cambios en la epinastia, paralelos a un ligero descenso en el contenido total de
H,O, en plantas tratadas con el 2,4-D. Para determinar otras posibles acciones del
alopurinol en el metabolismo celular se analizo el efecto de este compuesto sobre sistemas
antioxidantes, no detectandose un efecto diferencial en plantas tratadas con 2,4-D, en
términos de actividad enzimatica. Sin embargo, el alopurinol revertia los cambios
dependientes de 2,4-D observados en el contenido de ASC y GSH. Por lo que su efecto
sobre la produccién de H,O, también podria verse afectado por alteraciones de los niveles
de ASC y GSH. Por el contrario, el alopurinol no afectaba la produccion de ET.

La epinastia también es dependiente de ET, si bien los resultados obtenidos en
brotes y tiras de hojas son contradictorios ya que el inhibidor de la sintesis de ET, el AVG,
no produce ningun efecto protector frente a la curvatura de tiras foliares. Recientemente
varios autores han observado que las auxinas (IAA, NAA y 2,4-D) inducen epinastia en
secciones de hojas de tabaco independiente de la produccion enddgena de etileno, (Keller
y Van Volkenburgh, 1997; Kawano y col., 2003). No obstante, en brotes apicales, el AVG
reducia la emision de ET y ello llevaba consigo una reduccién del contenido de H,O,. Estos
resultados demuestran que la induccion de ET promueve un incremento del H,O,
posiblemente como consecuencia de la generaciéon de CN™ que podria afectar la cadena de
transporte electrénico mitocondrial favoreciendo el desvio de los electrones hacia el
oxigeno. La percepcion del ET, parece ser también importante en la produccion de H,0,
dependiente de 2,4-D. Estos resultados sugieren que el ET contribuye a la curvatura pero
no es determinante, siendo las ROS responsables ultimas de este proceso.

La epinastia también es dependiente de canales de Ca“? a juzgar por la reduccion
de la curvatura en presencia de lantano, inhibidor de canales de Ca*. El Ca™ es un
elemento clave en la transduccién de sefiales celulares (White y Broadley, 2003) y modula

la actividad de un gran numero de procesos a través de su unién a la calmodulina y ésta, a
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su vez, regularia la actividad de un gran numero de proteinas (Roberts y Harmon, 1992),
entre ellas MAP Kinasas. Los efectos del calcio sobre el transporte de auxinas estan bien
documentados en estudios de gravitropismo y estimulacién en raices (Blancaflor y Masson,
2003; Perrin y col., 2005). El Ca* parece estar implicado en el incremento del transporte
descendente (adaxial) de auxinas a través de la zona de elongacién (Lee y col., 2008b), lo
que explicaria la proteccién observada en la curvatura de tiras de hoja por el lantano. La
aplicacion asimétrica de Ca* exdégeno a raices de maiz produce curvatura de la misma
(Joo y col., 2001) lo que demuestra su implicacién en este proceso.

Procesos de fosforilacion/desfosforilacion de proteinas también intervienen en la
regulacién de la epinastia a juzgar por los efectos de la cantaridina y wortmanin sobre tiras
foliares. Un aumento de ROS esta bien establecido que aumenta la fosforilacion y
activacion de un gran numero de proteinas, entre ellas MAPK (Kovtun y col., 2000). En
procesos de graviestimulacion se ha observado que tiene lugar un aumento de ROS y una
rapida fosforilacion de la MAPKS5 de raices de maiz (Joo y col., 2001).

Los resultados obtenidos en cuanto a la regulacién de la epinastia, no nos permiten
establecer los mecanismos moleculares que integran a ROS, Ca™ y fosforilacion de
proteinas y la secuencia de eventos que finalmente conducen a la formacion de la
curvatura. No obstante, es posible que la produccion de ROS ocurra en primer lugar,
seguido de cambios en los niveles citosdlicos de Ca'*?, activacion de MAPK, fosforilacion de
proteinas, activacion de factores de transcripcion y expresion génica siguiendo una de la

vias de sefnalizacién dependientes de ROS (Mittler y col., 2004).

5.8 Modificaciones en el Citoesqueleto de Actina

La principal funcién de las auxinas es el crecimiento, pero en el proceso que deben
seguir para conseguirlo es evidente que alteran diferentes procesos celulares y ejercen un
efecto directo sobre el soporte celular, el citoesqueleto de actina, el cual a la vez juega un
importante papel en los procesos de desarrollo y crecimiento de la planta. Durante la
morfogénesis, el citoesqueleto de actina media los cambios en la morfologia celular que
ocurren en respuesta a sefiales de crecimiento, y en muchos tipos de estrés biotico y
abidtico, el citoesqueleto también esta implicado en la respuesta celular (Binet y col., 2001;
Takemoto y Hardham, 2004). En la epidermis de las hojas, las células regulan su
localizacion y expansién, primariamente a través del control espacial del citoesqueleto
(Basu y col., 2008), dicho control requiere una apropiada distribucion de la auxina, lo que
sugiere una interaccion entre las auxinas y el citoesqueleto (Sun y col., 2004). Por otro

lado, estudios en células animales revelan el efecto directo del 2,4-D sobre el citoesqueleto,

156



Discusion

especialmente sobre la conformacion de los microtubulos y microfilamentos (Zhao y col.,
1987; Rosso y col., 2000).

La actina es el componente principal del citoesqueleto y existe en forma
monomeérica como actina-G (actina globular), que a su vez polimeriza por determinados
estimulos extracelulares a su forma actina-F (actina filamentosa). El analisis del
citoesqueleto de actina, mediante microscopia confocal usando el mutante de Arabidopsis
fimbrina-GFP, nos permitié observar la reduccion considerable del entramado de actina en
plantas tratadas con 2,4-D. Estudios realizados por Rahman y col. (2007), muestran
resultados similares, si bien estos autores observaron estructuras punteadas conteniendo
actina, que no son apreciables en nuestros experimentos. A diferencia del 2,4-D, el IAA y el
NAA producian induccion del citoesqueleto de actina en las raices de Arabidospsis
(Rahman y col., 2007). Estos autores no han establecido, no obstante, el mecanismo por el
cual el 2,4-D reduce el citoesqueleto de actina, si bien si han demostrado que no se debe a
la inhibicion del transporte polar de la auxina (Rahman y col., 2007). En esta Memoria
Doctoral hemos demostrado que la reduccion del entramado de actina inducido por el 2,4-D
se debe a la modificacion de la actina por oxidacion y S-nitrosilacion de la misma, lo que
afectaria a la polimerizacién de la proteina para formar los haces de actina. En células
animales se ha observado que la polimerizacién de la actina es sensible a la oxidacion y S-
nitrosilacién de esta proteina lo que provocaba alteraciones del citoesqueleto (Banan y col.,
2000; Banan y col., 2001). Recientemente se han identificado proteinas componentes del
citoesqueleto, como posibles dianas de S-nitrosilacion en Arabidopsis, entre las que se
encuentra la actina, el factor de despolimerizacién de la actina, y las tubulinas a y 8
(Lindermayr y col., 2005). Si bien, hasta el momento no se habia identificado la S-
nitrosilacién de esta proteina en un proceso fisiolégico o en respuesta a estrés. En esta
Memoria Doctoral, se observé que la oxidacidon de la actina era prevenida por el EDTA, que
ademas prevenia la pérdida del entramado de actina y, como se ha demostrado
anteriormente, también prevenia la curvatura epinastica. Estos resultados demuestran que
la toxicidad del 2,4-D se debe a la induccion de procesos oxidativos de la actina que
afectan en gran medida al citoesqueleto y a todos aquellos procesos dependientes del
mismo. La naturaleza dinamica de los filamentos del citoesqueleto les permite a las células
una rapida respuesta a sefales intracelulares, mediante modificaciones en su morfologia y
el transporte intracelular de organulos y vesiculas.

Para profundizar en los mecanismos implicados en la desestructuracion del
citoesqueleto de actina, en esta Memoria se ha estudiado el efecto de ROS, ET y procesos

de fosforilacion de proteinas sobre la estructura del citoesqueleto. Los efectos negativos del
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2,4-D sobre el citoesquelto eran mitigados por el piruvato sédico que actua como
antioxidante, lo que sugiere que las ROS son importantes en el proceso de
despolimerizaciéon de la actina. En células de hepatocitos expuestos a una fuente de ROS
se ha observado desestructuracion de los microfilamentos de actina asociado a la oxidacion
de grupos SH de la proteina (Dalle-Donne y col., 2001). Este proceso esta asociado a
malformacion de la membrana plasmatica y pérdida de gradiente de iones, especialmente
de Ca* (Dalle-Donne y col., 2001). Un incremento de los niveles de Ca* podria promover
disociacion de los microfilamentos e actina y activacion de proteasas responsables de la
rotura del enlace con las proteinas de union a la actina (Dalle-Donne y col., 2001).

En condiciones de estrés oxidativo también se ha observado en células animales
una induccién de la MAPK y la correspondiente fosforilacion de determinadas proteinas,
entre ellas la HSP27 (Dalle-Donne y col., 2001). En células vegetales se ha observado que
la polimerizacidon de la actina es dependiente de procesos de fosforilacion de proteinas,
entre ellas, el factor de despolimerizacion de la actina (ADF) que a su vez, es dependiente
e Ca™ y calmodulina (Allwood y col., 2001). Como hemos observado en este trabajo, la
inhibicién de fosfatasas por cantaridina prevenia la desestructuracién del citoesqueleto
ocasionada por el 2,4-D, lo que demuestra la importancia de la fosforilacién/desfosforilacion
de proteinas en el mantenimiento de las fibras de actina. Las tirosin quinasas y las
fosfatasas pueden tener una funciéon a través de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina mediante la modulacién de las proteinas de unién a actina (ABP) (Guillén y col.,
1999; Kameyama y col., 2000; Zi y col., 2007), por lo cual la fosforilaciéon reversible de
proteinas tiene también un papel muy importante en la dinamica del citoesqueleto y del

movimiento de organulos como es el caso de los peroxisomas.

El papel del ET en la desestructuracion el citoesqueleto no esta claro, ya que el
inhibidor AVG no mostré cambios importantes en el entramado de la actina, en plantas
tratadas con 2,4-D. Por tanto, no se puede afirmar o descartar una accion sinérgica del ET

con la produccion de ROS en la despolimerizacion de las fibras de actina

5.9 El 2,4-D afecta la dinamica de Peroxisomas
El movimiento de los peroxisomas en plantas es dependiente del citoesqueleto de

actina y no de los microtubulos como ocurre en animales (Mathur y col., 2002), sin embargo
parece existir cierta flexibilidad y redundancia en el papel del citoesqueleto de actina,

microfilamentos y microtubulos en elmovimiento de otros organulos como cloroplastos y
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mitocondrias (Morris y Hollenbeck, 1995; Sato y col., 2001). El rapido e incesante
movimiento de peroxisomas, mitocondrias y complejos celulares en plantas es impulsado
por el sistema de motilidad de acto-miosina Este motor molecular de miosina
(mayoritariamente la miosina XI-K) esta regulado por ca® y es capaz de realizar

transportes a lo largo de los filamentos de actina (Avisar y col., 2008).

La velocidad de los peroxisomas se ha analizado a partir de videos obtenidos por
microscopia laser confocal mediante el uso del sofware Volocity, obteniéndose asi la
velocidad de los peroxisomas de plantas control y tratadas con 2,4-D 22,6 mM. De esta
forma se observé una reduccion importante de la velocidad y de la longitud de los trayectos
recorridos por los peroxisomas como consecuencia del tratamiento. Estos efectos podrian
deberse a los cambios observados en el citoesqueleto, ya que como se indico con
anterioridad estos organulos se mueven a través de los filamentos de actina. Asi, la
reduccién del entramado de las fibras de actina podria explicar la reduccién del trayecto
recorrido por los organulos; sin embargo, no esta tan claro si también va a condicionar la
velocidad del movimiento de estos organulos. En células de raices de plantas de
Arabidospsis también se ha observado una reduccion de las corrientes citoplasmaticas por
efecto del 2,4-D, similar al que se observa utilizando latrunculina B, un inhibidor de la actina
que afecta a la movilidad de organulos a través del citoesqueleto (Rahman y col., 2007).

En células vegetales se ha observado que las corrientes citoplasmaticas estan
reguladas por Ca*?, de manera que un aumento de este catién puede producir inhibicién
reversible de estas corrientes (Yokota y col.,, 1999). Este hecho podria deberse a la
inhibicién de una protein kinasa implicada en la fosforilacion de la miosina, por altas
concentraciones de Ca*? (Yokota y col., 1999). EI ATP también es necesario para el
movimiento de los organulos a través de la actina y una reduccién del mismo por alteracion
de la fosforilacién oxidativa en mitocondrias podria también ser responsable de la reduccién
del movimiento, tal y como se ha observado en células animales (Brough y col., 2005).

La incubacién con EDTA revertia la reduccién de la velocidad del movimiento de los
peroxisomas dependiente del 2,4-D, pero también inducia un aumento de la velocidad del
movimiento en las plantas control. Estos resultados sugieren que ademas del estado de
oxidacién de la actina, determinados metales pueden tener un papel importante en la
dindmica de los organulos a través del citoesqueleto que aun esta por estudiar.

Recientemente, en nuestro laboratorio se ha demostrado que el estrés oxidativo
inducido por Cd puede provocar un aumento de la velocidad de los peroxisomas

(Rodriguez-Serrano y col., 2007) lo que contrasta con los resultados obtenidos en esta
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Memoria. Sin embargo, en los estudios con Cd el citoesqueleto de actina no estaba
afectado por el tratamiento, lo que sugiere que un estrés oxidativo moderado puede
favorecer un incremento del movimiento de los peroxisomas, mientras que en condiciones
de estrés oxidativo extremo el efecto puede ser inverso por alteraciones de las proteinas
motoras y de la estructura del citoesqueleto.

Los peroxisomas intervienen en muchos procesos metabdlicos y por otro lado son
una fuente importante de ROS y RNS y contiene una bateria amplia de antioxidantes, lo
que les confiere un papel importante en procesos de sefalizacion y de desintoxicaciéon
celular en situaciones de estrés. Por tanto, la alteracién de la dinamica de estos organulos

puede afectar su funcionalidad y modificar severamente el metabolismo celular.

5.10 Patron de proteinas fosforiladas de Peroxisomas y modificaciones por el
2,4-D

La fosforilacion de proteinas es uno de las modificaciones postraduccionales de
proteinas mas importante. Asi, puede determinar multiples caracteristicas de las proteinas,
entre ellas la actividad enzimatica, localizacion subcelular, interaccion proteina-proteina y la
vida media de las mismas (van Bentem y col., 2006). Este proceso es uno de los
mecanismos mas comunes en la regulacion de numerosos procesos biolégicos entre ellos,
la division celular, el metabolismo y desarrollo, y también tiene lugar en las respuestas a
sefiales hormonales y medioambientales. La fosforilacion/desfosforilacion de proteinas es
probablemente el paso regulatorio mas extendido en sefializacion, que afecta basicamente
a todos los procesos celulares en diversos organismos (Budde y Chollet, 1988; Hunter,
2000; Manning y col.,, 2002). En particular las plantas han hecho de Ia
fosforilacién/desfosforilacion un mecanismo especifico y sofisticado para resistir a
condiciones desfavorables, de esta forma la transduccion de sefiales mediante la
fosforilacién de proteinas, es una forma de autoprotecciéon en respuesta a situaciones de
estrés (Fukao y col., 2003).

La fosforilacion de proteinas tiene un papel importante en el mecanismo de accién
de fitohormonas como las auxinas. Procesos de fosforilacion afectan el transporte de
auxinas mediante la activacion, modificacion, redistribucion, o degradacion de las proteinas
y/o complejos transportadores de auxinas, asi mediante este mecanismo las plantas
regulan la actividad y localizacién de este tipo de proteinas (Titapiwatanakun y Murphy,
2008). El Ca* parece tener un papel importante en este proceso, promoviendo la

fosforilacién de proteinas en diferentes especies de plantas (Salimath y Marmé, 1983;
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Veluthambi y Poovaiah, 1984; Raghothama y col., 1987), por lo cual algunos procesos de
fosforilacion inducidos por auxinas son mediados directamente por la accion del calcio, y
debidos al efecto de las auxinas sobre los niveles intracelulares de calcio (Lee y col., 1983;
Gehring y col., 1990a; Allan y Rubery, 1991; Lee y col., 2008b), ademas dicha fosforilacion
estaria modulada por calmodulina (Veluthambi y Poovaiah, 1984).

La induccion de la fosforilacion de proteinas por el tratamiento con el herbicida
auxinico 2,4-D se ha demostrado en el nucleo de hipocétilos de soja (Murray y Key, 1978),
y en mitocondrias aisladas de hipocétilos de Vicia faba (Matlib y col., 1972). No obstante en
peroxisomas no existe informacion de la induccién de procesos de fosforilacion como
consecuencia de la aplicacidon de este herbicida. Tampoco se ha descrito con anterioridad
el patron de proteinas fosforiladas en estos organulos; si bien, si se ha demostrado la
presencia de fosfatasas y kinasas en estos organulos, lo que sugiere que la
fosforilacién/desfosforilacion de proteinas puede ser un importante mecanismo de
regulacion del metabolismo de estos organulos (Fukao y col., 2002; Fukao y col., 2003).

En este trabajo se ha observado que el 2,4-D produce un aumento de la
fosforilacién de proteinas, tanto en extractos, como en peroxisomas purificados. El analisis
de proteinas fosforiladas mediante purificacién por afinidad, separacién de las proteinas por
electroforesis 2D y analisis mediante MS MALDI-TOF mostré un gran ndmero de proteinas.
Sin embargo, no todas ellas pudieron ser identificadas debido a la baja concentracién en
que se encuentran en el gel. En la tabla 4.2 se muestran solo aquellas manchas que fueron
identificadas con una probabilidad igual o superior al 68%. Entre las proteinas fosforiladas
encontradas mayoritariamente en peroxisomas de plantas tratadas con 2,4-D 22,6 mM, se
halla la catalasa, de la cual se han identificado las isoformas 2 y 3. El proceso de
fosforilacién de la catalasa estd descrito en células animales; asi, en situaciones de estrés
la produccién de H,O, induce la unién de c-Abl y Arg a la proteina catalasa, estas proteinas
pertenecientes a la familia tirosin quinasa, fosforilan la catalasa en los residuos Tyr231 y

Tyr386

(Cao y col., 2003). Este parece ser un mecanismo en respuesta a situaciones de
estrés oxidativo, para controlar los niveles de H,O, mediante la activacion de la enzima
catalasa. En plantas se ha descrito la activacion de la catalasa dependiente de Ca®'/CaM
(Yang y Poovaiah, 2002). En hepatocitos la concentracion basal de Ca” se incrementa en
funcion de la concentracién del herbicida 2,4-D (Palmeira y col., 1995), y en plantas se ha
demostrado el incremento en la concentracion de calcio después del tratamiento con 2,4-D
(Gehring y col., 1990a; Gehring y col., 1990b). Este incremento de Ca** citosolico podria
activar la catalasa en peroxisomas de hojas de plantas de guisante; sin embargo, la

fosforilacion de esta proteina no parece modificar la actividad de la misma segun se ha
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observado en extractos de plantas tratadas con 2,4-D. No obstante, podria contribuir a la
estabilidad de la proteina en situaciones de fuerte estrés oxidativo, ya que esta proteina es
muy sensible a la oxidacion. Posteriores estudios del papel de la fosforilacion sobre la
estabilidad y actividad de esta proteina son necesarios.

La enzima peroxisomal NAD" malato deshidrogenasa (PMDH) también se ha
modificado entre las proteinas fosforiladas. No obstante, se encontré significativamente
reducida en los peroxisomas de plantas tratadas con 2,4-D con respecto a los de plantas
control. Su principal funciéon parece ser la reduccion de oxalaxetato (OAA) a malato, y la
concomitante oxidacion del NADH necesario para la B-oxidacion de &cidos grasos
(Pracharoenwattana y col., 2007). Sin embargo, su papel en la oxidacion del malato
produciendo oxalacetato, como paso clave en el ciclo del glioxilato esta todavia en
discusion (Reumann, 2002; Cousins y col., 2008). La reduccion en el estado de fosforilacion
de esta proteina podria estar relacionada con el descenso en la actividad GOX observado
en las plantas tratadas con 2,4-D. Es muy probable que la PMDH esté involucrada en el
ciclo del glioxilato y que su actividad se vea modificada por fosforilacién/desfosforilacién,
siendo este el paso limitante para la entrada de OAA al ciclo. En las plantas tratadas con
2,4-D la fuente de OAA podria estar reducida a causa de la inactivacion de la PMDH vy
como consecuencia de ello tendria lugar una reduccion en la actividad de la GOX y el
correspondiente descenso en la fotorrespiracion.

Otra de las proteinas identificadas es la HSP60; sin embargo, la localizacion
peroxisomal de esta proteina no ha sido demostrada. No obstante, en estudios protedmicos
de peroxisomas de Arabidopsis se ha descrito la presencia de una HSP 70 (Reumann y
col., 2009) y una HSP 15,7 (Ma y col.,, 2006); y por tanto, no podemos descartar la
presencia de la HSP 60 en peroxisomas de guisante. En células animales se ha descrito
que la HSP27 puede fosforilarse y este proceso promueve la fragmentacion de agregados
de esta proteina en respuesta a estrés (Dalle-Donne y col., 2001). Las HSP fosforiladas
pueden actuar como proteinas de union a la actina (ABP) previniendo su despolimerizacion
y estabilizando los microfilamentos de actina (Dalle-Donne y col., 2001). Este hecho podria
explicar la induccion de HSPs en respuesta a 2,4-D observado en esta Memoria como un
mecanismo de proteccion.

La GOX es una proteina muy abundante en peroxisomas y es una enzima clave en
la fotorrespiracién. En el presente estudio se ha descrito la posible fosforilacion de esta
proteina, aunque no experimenta cambios en la intensidad de la banda por efecto del
tratamiento con 2,4-D. Hasta la fecha no se ha descrito el papel que esta modificacion

postraduccional pueda tener en la actividad o estabilidad de la proteina; sin embargo, dada
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la importancia de esta proteina en el metabolismo celular y su dependencia de la luz y del
metabolismo del cloroplasto, debe ejercer algun papel regulador aun por determinar.

La SOD también parece ser susceptible de modificacion por fosforilaciéon. La
proteina identificada como SOD podria ser la Mn-SOD peroxisomal en base a su peso
molecular (Sandalio y col., 1987), aunque también podria tratarse de la proteina
mitocondrial, ya que es dificil diferenciar ambas (del Rio y col., 2003). El papel de la
fosforilacién de la Mn-SOD no ha sido estudiado, si bien, en células animales se ha descrito
que la fosforilacion de la CuZn-SOD induce a una reduccién de la actividad de la proteina
(Csar y col., 2001). La presencia de la misma actividad en dos organulos diferentes sugiere
que el importe de la proteina a uno u otro podria estar mediado por este tipo de
modificaciones de la proteina. Posteriores estudios nos permitiran evaluar el papel de la
fosforilacién de las SODs en este aspecto asi como en la actividad y estabilidad de estas
proteinas.

Adicionalmente se encontraron otras proteinas fosforiladas no peroxisomales que
se deben a contaminaciones con restos de otros organulos celulares. Este es un problema
inherente a los métodos utilizados para el aislamiento de los peroxisomas y es un problema
recurrente en distintos trabajos realizados en estudios de proteémica de peroxisomas
(Eubel y col.,, 2008). La mayor parte de la contaminacién procede de proteinas
mitocondriales, debido a la abundancia de estos organulos y a la similitud en tamafio. En la
optimizacién del método de purificacion utilizado se evalué lo valores de contaminacion
cruzada para ambos organulos siendo este de 1 y 2 % para cloroplastos y mitocondrias
respectivamente (Lépez- Huertas y col., 1995). Algunas proteinas cloroplastidicas también
suelen acompafar a las peroxisomales como contaminantes, entre estas proteinas cabe
destacar la presencia de la Rubisco. Una de las isoformas de la Rubisco se encontraba
significativamente disminuida en el tratamiento con 2,4-D, lo cual podria estar afectando su
actividad en la fotorrespiracion como fuente de 2 fosfoglicolato lo que concuerda con la
reduccion de la actividad GOX observada por efecto del 2,4-D.

Entre las proteinas mitocondriales, cabe destacar la piruvato deshidrogenasa y la
serina hidroximetil transferasa. La piruvato deshidrogenasa esta implicada en el ciclo del
acido citrico en mitocondrias, y es bien conocida su regulacion por
fosforilacién/desfosforilacion (Buchanan y col., 2000), su forma fosforilada es inactiva, lo
que sugiere que en estas condiciones, el ciclo del &cido citrico se encuentra negativamente
afectado por el 2,4-D.

Finalmente, la Fig 5.1 muestra un resumen de los efectos del 2,4-D y la respuesta

celular analizados en esta Memoria Doctoral. A lo largo de este trabajo se ha demostrado
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que el herbicida 2,4-D induce la produccion de ROS, tanto en las hojas de plantas de
guisante como en Arabidopsis, y se han identificado los sistemas generadores de ROS,
tanto en hojas jovenes como adultas. Entre estos sistemas cabe destacar la contribucion de
la acil CoA oxidasa peroxisomal ya que los mutantes de Arabidopsis deficientes en el gen
acx1 son mas resistentes al herbicida y presentan muy reducida la produccion de ROS en
respuesta al 2,4-D. Otros sistemas que contribuyen a la produccién de ROS son la XOD
peroxisomal, la lipoxigenasa, la NADPH oxidasa y posiblemente las peroxidasas de pared
celular. Estos sistemas podrian inducirse de una forma secuencial en el tiempo ya que en
los estudios realizados con el mutante acx7 a distintos tiempos de tratamiento, demuestran
un incremento de la produccion de H,O, a medida que se incrementa el tiempo de
exposicion al herbicida. En células de tabaco expuestas a altas concentraciones de Cd se
ha observado una activacion secuencial de la NADPH oxidasa, posteriormente la
produccion de ROS tenia lugar también en la mitocondria y finalmente a través de la
formacién de peroxidos lipidicos (Garnier y col., 2006). En relacion con el 2,4-D los
resultados obtenidos sugieren que la ACX podria ser una de las principales fuentes de ROS
al comienzo del tratamiento y el resto podria inducirse a medida que progresa el estrés
oxidativo. En plantas de guisante la produccion de ROS se ve favorecida por la ausencia de
una inducciodn significativa de enzimas antioxidantes, tanto en la parte apical como basal.

Las ROS producidas por el 2,4-D desempefan distintas funciones dependiendo de
la edad de las hojas analizadas. Asi, en las hojas apicales participarian en el desarrollo de
la epinastia foliar y la proliferacién de haces vasculares. Mientras que en las hojas adultas
inducirian procesos de senescencia y posiblemente muerte celular.

El herbicida también induce puntualmente la sintesis de NO después de 1 h de
tratamiento, lo que conduce a S-nitrosilacién de proteinas, entre ellas la actina, lo que se
traduce en modificaciones del citoesqueleto. La induccién de ET dependiente del 2,4-D
también contribuye a la sintomatologia de este herbicida y junto con las ROS va a regular la
defensa celular mediante la induccion de proteinas de defensa, entre ellas quitinasas y una
HSP.

En esta Memoria de Tesis se ha demostrado ademas que la toxicidad de este
herbicida podria deberse en gran medida a las alteraciones que provoca sobre el
citoesqueleto que afectan a la dinamica de los peroxisomas y posiblemente otros organulos

lo que podria traducirse en alteraciones importantes del metabolismo celular.
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Figura 5.1: Esquema de efecto del 2,4-D sobre el metabolismo de ROS y NO enplantas y su funcion en
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1.- El herbicida 2,4-D produce un estrés oxidativo en hojas caracterizado por un incremento
de la produccion de especies de oxigeno reactivo (H,O,, O,"y OH), como consecuencia de
la activacion de la acil CoA oxidasa y la xantina oxidasa peroxisomales, la lipoxigenasa y la
NADPH oxidasa, sin que se produzca un incremento paralelo de sistemas antioxidantes. En
hojas apicales las especies de oxigeno reactivo participarian en el desarrollo de epinastia
foliar y curvatura de tallos, mientras que en las hojas basales estarian mas asociadas con

la induccién del programa de senescencia celular.

2.- La epinastia foliar inducida por el 2,4-D esta asociada a la proliferacion de haces
vasculares y modificaciones del citoesqueleto por oxidacion y S-nitrosilacion de la actina.
Este proceso es dependiente de OH, etileno y fosforilacion/desfosforilacion de proteinas y
lleva consigo una reduccion importante de la dinamica de los peroxisomas, lo que podria

afectar considerablemente al metabolismo celular.

3.- El 2,4-D provoca en hojas jovenes y adultas la induccion de la sintesis de proteinas de
defensa en respuesta al incremento de la produccién de las especies de oxigeno reactivo y

de etileno.

4.- En esta Memoria de Tesis se ha descrito por vez primera el patron de proteinas
fosforiladas de peroxisomas de hojas, identificandose la CAT, GOX, MDH, HSP 60 y Mn-
SOD, entre ellas. El tratamiento con 2,4-D produce un incremento de la fosforilacion de
proteinas que podria regular la actividad de enzimas antioxidantes y del ciclo de la

fotorrespiracion.
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2,4,5-TES:

2,4-D : acido 2,4-diclorofenoxiacético
2,4-DB: acido 2,4-fenoxi hidroxi butirico
2D-DIGE: electroforesis bidimensional
(del Inglés: Differential gel
electrophoresis)

6PGDH: 6-fosfo gluconato
deshidrogenasa

ABA: 4cido abcisico

ABP: proteinas de union a auxina (del
inglés: auxin binding protein)

ACC: acido 1-aminopropano-1
carboxilico

ACCS: 1-aminociclopropano-1-
carboxilico sintasa

ACX : acil-CoA oxidasa

ACT: actina

ACX: acil-CoA oxidasa

ADN: acido desoxirribonucleico

AlA: &cido indolacético

AMP: adenosin monofosfato

AOX: oxidasa alternativa

AP (Leu-): (Leucina) aminopeptidasa
APX: ascorbato peroxidasa

ARF: Auxin Response Factor

ARN: acido ribonucleico

ASB: albumina de suero bovino

ASC: ascorbato

ATP: trifosfato de adenosina

AVG: Amino-etoxi-vinil glicina

BCIP: fosfato 5-bromo-4-cloro-3indolil
BHA : Hidroxianisol butilado

BPDS: acido batofenantrolindisulfénico

CaM: calmodulina

Abreviaturas

Caps: acido 3-(ciclohexilamino)-1-propano
sulfénico

CAT: catalasa

CDNB: cloro-2,4-dinitrobenceno

CTR: genes constitutivos de la triple respuesta
(del inglés: constitutive triple response)

CHS: chalcén sintasa

DAB: 3,3’-diaminobencidina

DAF-2 DA: 4,5-diacetato de
diaminofluoresceina

DCF-DA: carboxi-diclorofluoresceina diacetato
DEPC: dietil piro carbonato

DETAPAC: acido dietilentriaminopentaacético
DHA: deshidroascoérbico

DHAR: deshidroascorbato reductasa

DHE: dihidroetidio

DMSO: dimetil sulféxido

DNP: dinitrofenil

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidracina

dNTP: desoxinecledtido

DPI: difeniliodonio

DTNB: acido 5-5’-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
DTT: 1,4-ditiotreitol

DTT: 1,4-ditiotreitol

EDTA-Na2: sal disédica del acido
etilendiaminotetraacético

EGL1: 1,4-3 endo-glucanasa

EGPA: electroforesis en gel de poliacrilamida
EM: enzima malico

EP: endoproteasa

ERS: proteina receptora de etileno (del inglés:
ethylene response sensor)

ERT: proteina receptora de etileno

ES: estoma

ET: etileno



Abreviaturas

F3ST: flavonol 3-sulfotransferasa
FAD: flavin adenin dinucledtido
FBPasa: fructosa bisfosfatasa

Fd: ferredoxina

FDNB: fluoro-dinitro-benceno

Feo: feofitina

FMN: flavin mononucledtido

FSI/1l: fotosistema I/l

G6PDH: glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

GFP: Proteina verde fluorescente (del
Inglés, green fluorescent protein)
GLDH: L-galactono-1,4-lactono
deshidrogenasa

GMPc: monofosfato de guanosina
GOX: glicolato oxidasa

GPX: glutation peroxidasa

GR: glutation reductasa
GSH/GSSG: glutation reducido (y-
glutamil-cisteinil glicina)/oxidado
GSNO: S-nitrosoglutation

GSNOR: nitroso glutatién reductasa
GST: glutation-S-transferasa

GTP: trifosfato de guanidina

Hepes: acido N-2-hidroxietilpiperacina-
N’-2-etanosulfénico

HPLC: cromatografia liquida de alta
presion

HPR: hidroxipiruvato reductasa

HR: respuesta hipersensible
HRAC: Herbicide Resistente Action
Committee

HSPs: proteinas de choque térmico

HVA: acido homovanilinico

IAA: acido indoacético (del inglés, indol acetic
acid)

IBA: acido indolbutirico (del inglés, indol butiric
acid)

IEF: isoelectroenfoque

IRGA: analizador de gases en el infrarrojo
JA: acido jasmonico

KAT: 3-cetoacil-CoA tiolasa

LB: medio de Luria-Bertani

L-NAME: N-nitro L- arginina metil éster

LOX: lipoxigenasa

MALDI-TOF: espectrometria de masas por
desorcion/ionizacion laser asistida por matriz
(del Inglés: Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonization-Time-Of-Flight)

MAPK: proteinas quinasa activadas por
mitégenos

MCPB: 4-(4-chloro-o-tolyloxy)butyric acid
MCPES: 2-methyl-4-chlorophenoxyacetic acid
isooctyl (2-ethylhexyl) ester

MDA: malondialdehido

MDHA: monodeshidroascorbato

MDHAR: monodeshidroascorbato reductasa
Mes: acido 2-(N-morfolino) etonosulfonico
MFP: proteina multifucnional

MFP: proteina multifuncional de peroxisomas
(del inglés: multifunctional protein)

MGD: monogalactosil diacilglicerol

Mops: acido 3-morfolino propano sulfénico
MP: membrana plasmatica

MS: malato sintasa

NAA: acido naftalen acético

NAC: N-acetil-cisteina

NAD(P)/NAD(P)H: 2-fosfonucleétido de

nicotinamida y adenina oxidado/reducido



NBT: azul de nitrotetrazolio

NEM: N-etilmaleimida

NOS: oxido nitrico sintasa

NPA: acido naftilfitalamico

ODQ: 1H[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-
a]quinoxalin-1-ona

Oxy-E : oxietidio

PAA: acido fenilacético (del inglés,
phenylacetic acid)

PAL: fenilalanina amonioliasa
PAR: radiacion disponible para
fotosintesis

PAT: transporte polar de auxinas (del
inglés: polar auxin transport)

PC: plastocianina

pCMS: acido p-
cloromercurifenilsulfonico

PCR: reaccién en cadena de la ADN
polimerasa

PCs: fitoquelatinas

PDI: disulfuro isomerasa

PE: parénquima en empalizada
PGP: p-glicoproteinas

PHMB: p-hidroximercuribenzoato
PI3K: fosfatidil inositol 3-quinasa
PL: parénquima lagunar

PMAC: enriquecimiento de
fosfoproteinas por cromatografia de
afinidad metalica (del Inglés:
Phosohoprotein Enrichment by
phosphate metal affinity
chromatography)

PMPs: proteinas integrales de
membranas de peroxisomas

PMSF: fluoruro de fenil metil sulfonilo

Abreviaturas

PQ: plastoquinona

PRs: proteinas de defensa

Psa A-F: polipéptidos del FSI

PTIO: 2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-
oxil-3-6xido

PTS1: peroxisomal targeting signal

PVC: cloruro de polivinilo

PVDF : difluoruro de polivinilo

RNS: especies de nitrégeno reactivo

ROS: especies de oxigeno reactivo

RUB: related to ubiquitin

Rubisco: ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa
oxigenasa

SA: acido salicilico

SAM: S-adenosilmetionina

SAR: resistencia sistémica adquirida
SAUR: small auxin up RNAs

SDS: lauril sulfato sédico

SIPK: quinasa inducida por SA

S-NAP :

SNP : Nitoprusiato sodico

SO: sulfito oxidasa

SOD (CuZn-/ Fe-/ Mn-): (cuprozinc/ ferro/
manganeso) superéxido dismutasa

SOX: sarcosina oxidasa

TBE/TE: tampon tris de baja concentracion
salina

TBS: tampdn tris salino

TCA: acido tricloroacético

TCB: 2,4-Trichlorobenzene

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina
TIR: receptor de auxinas (del Inglés: Transport
inhibitor response)

TMP: tetrametilpiperidina

Tris: tris-hidroximetilaminometano



Abreviaturas

UV: luz ultravioleta
X: xilema
XDH: xantina deshidrogenasa

XOD: xantina oxidasa
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