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Introduccion

I. Tiorredoxinas: origen de su descubrimiento e interés de su estudio

En 1960 la prestigiosa revista The Journal of Biological Chemistry publicé un
trabajo sobre levaduras realizado por Simon Black y colaboradores en el cual se

podia leer lo siguiente:

“... Described herein is an enzymatic system isolated from yeast which
catalyzes the specific reduction of one of the four isomers of methionine
sulfoxide to the corresponding thioether, methionine. This process utilizes
TPNH and requires the participation of three separable protein fractions
which are designated Enzymes 1, I1, and II1...”.

Se describieron tres fracciones proteinicas con la capacidad de reducir in
vitro un isémero de sulféxido de metionina, y otros disulfuros. Entre estas
fracciones se encontraba una proteina, responsable indirecta de la reduccién de
este compuesto azufrado y probablemente de los otros disulfuros ensayados
(Black et al., 1960). Sin embargo, seria en 1964 cuando esta fraccién enzimatica fue
bautizada con el nombre de tiorredoxina (Trx), en un trabajo presentado por
Lauren y colaboradores. Estos consiguieron aislar y describir una proteina
homologa en E. coli que mostraba capacidad para reducir a la enzima
ribonucleétido reductasa, la cual cataliza la reduccion de los monémeros
precursores de las hebras de ADN, transformando ribonucleétidos en
desoxirribonucleétidos (Laurent et al., 1964). El nombre de tiorredoxina aludia a
su cardcter redox vinculado a la presencia de grupos tiélicos, y bajo este epigrafe

se inici6 un campo de trabajo que actualmente se encuentra en pleno auge.
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IL. ;Que son las tiorredoxinas?

Las tiorredoxinas son proteinas globulares con un peso molecular
alrededor de 12-14 KDa. cuya funcion principal es reducir puentes disulfuro de
otras proteinas (Jacquot et al., 1997). Estan presentes en casi todos los seres vivos
estudiados hasta la fecha, siendo en la mayoria de los casos de codificacion
nuclear, mostrando todas ellas sorprendentes analogias. Todas las Trxs cuyas
estructuras han sido elucidadas hasta la fecha presentan la misma conformacién
espacial (Eklund et al., 1991), a pesar de que en algunos casos comparten
homologias aminoacidicas menores al 25%. Poseen un centro activo, también
altamente conservado -WCGPC-, cuyas cisteinas pueden presentar dos estados,
oxidadas formando un puente disulfuro, o reducidas en forma de ditiol. En
estado reducido, son extremadamente reactivas pudiendo reducir puentes
disulfuro en multitud de proteinas diana con una eficiencia hasta 10.000 veces
mayor que el DTT a igualdad de pH (Holmgren, 1979, Holmgren, 1985).

Cuando la Trx ha ejercido su funcion reductora, queda en estado oxidado
necesitando de la presencia de algin agente externo que sea capaz de regenerar
su estado reducido activado. Algunas Trxs son reducidas por moleculas de
NADPH, a través de la enzima NADPH-dependiente tiorredoxin reductasa
(NTR), conformando un sistema de reduccioén presente en el citosol denominado
como Sistema NADPH/tiorredoxina o NTS (Fig. 1a), ampliamente distribuido en
los organismos vivos (Johnson et al., 1987a). Otras Trxs, exclusivas de organismos
fotosintéticos son reducidas por moleculas de ferredoxina procedentes de la
cadena de transporte fotosintética, son reducidas a través de la enzima
ferredoxin-dependiente tioredoxin reductasa, conformando un sistema
cloroplastidico, paralelo al existente en el citoplasma, y denominado como
Sistema ferredoxina/tiorredoxina o FTS (Fig. 1b) (Buchanan, 1991). Un dltimo

sistema, menos conocido ha sido descrito en las mitocondrias de levadura y
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mamiferos, y recientemente en plantas (Laloi et al., 2001). En este sistema la Trx
es reducida por una enzima homologa a la existente en el citosol, la NADPH-
dependiente tiorredoxin reductasa mitocondrial, aunque muchas incognitas
quedan pendientes sobre este sistema en plantas (Fig. 1a).

En los seres vivos las Trxs forman una gran familia multigénica que
codifican una enorme variedad de isoformas agrupadas en distintas familias, en
funcién de su estructura secundaria y localizacion celular. Esta complejidad
gendmica y bioquimica alcanza su maxima expresion en las plantas superiores,
donde han sido descritas, tras la finalizaciéon del proyecto de secuenciacién de A.

thaliana, mas de 25 Trxs englobadas en 8 familias diferentes (Meyer et al., 2002).

a.NTS
. SH
NADPH+H®  NTR (S-S) TRX o
Diana (S-S)
FAD/FADH x SH
: @ Diana <
) SH SH
NADP NTR<g TRX (S-9)
b. FTS s
. /p 2Fdey FTR (S-S) TRX< Diana (S-S)
Diana<§:
FTR< SH TRX (S-S)

Figura 1. Sistemas Trxs descritos en los seres vivos. Las Trxs (TRX) en su estado
reducido rompen eficazmente puentes disulfuro de otras proteinas. (a) Sistema
NADPH/tiorredoxina (NTS) presente en el citosol y en la mitocondria: Las
moleculas de NADPH inician una cadena de transporte de electrones reduciendo
a la enzima NADPH-dependiente tiorredoxin reductasa (NTR), que a su vez
reduce el puente disulfuro del centro activo de las Trxs. (b) Sistema
ferredoxina/tiorredoxina o FTS descrito en cloroplastos de organismos
fotosintéticos. Las moléculas de ferredoxina (Fd) reducidas, procedentes de la
cadena de transporte fotosintética, reducen a la enzima ferredoxin-dependiente
tioredoxin reductasa (FTR) que a su vez reduce a la Trx cloroplastidica.
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III. La conformacion tridimensional de las tiorredoxinas esti altamente

conservada

Todas las Trxs presentan una estructura terciaria bien definida, muy
estable y altamente conservada a lo largo de la evolucién. Esta estructura se
presenta en todos los grupos de la superfamilia de las Trxs que engloban las
glutarredoxinas (Grx), las Trxs y las protein disulfuro isomerasa (PDI), siendo

esta conformacion conocida como “motivo Trx”.

Figura 2. Estructura terciaria
de la tiorredoxina de E. coli.
Se muestran en rojo las
hélices a y en celeste las
|| estructuras en lamina (; en
amarillo estan representadas
las dos cisteinas del centro
activo.

Presentan una estructura globular y compacta, compuesta por un nicleo
hidrofébico conformado por una lamina P de cinco hojas, 3 paralelas y 2
antiparalelas. Este ndcleo se encuentra rodeado por 4 hélices a (Fig. 2 y 3). La
secuencia presentada por la estructura secundaria de todas las Trxs es la misma:
B1, al, B2, a2, B3, a3, P4, B5 y a4. El centro activo -WCGPC- se encuentra
localizado entre las unidades estructurales p2 y a2, con la segunda cisteina
integrada en la hélice, en una prominencia en el seno de un ambiente
principalmente hidrofébico pero con la presencia de determinados aminoacidos
cargados en posiciones conservadas dentro de cada isoforma de Trx. Esta zona se
encuentra muy expuesta al medio y presenta unas caracteristicas superficiales

que discriminaran la interaccién con las diferentes proteinas diana (Eklund et al.,
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1984, Wangensteen et al., 2001). Estas similitudes estructurales son muy ttiles a la
hora de calcular teéricamente las estructuras de otras Trxs que aun no han sido
estudiadas, mediante modelizaciéon molecular sobre estructuras ya resueltas.
Desde que en 1970 se describiera la estructura tridimensional de la Trx de
E. coli por difraccién de rayos X (Holmgren y Soderberg, 1970), algunas otras
estructuras han sido resueltas, bien por esta técnica, bien por resonancia
magnética nuclear (RMN). Bacterias como E. coli (Holmgren et al., 1975, Dyson et
al., 1990, Katti et al., 1990, Jeng et al., 1994) y Bacillus acidocaldarius (Nicastro et al.,
2000), cianobacterias como Anabaena sp. (Saarinen et al., 1995), el alga verde
unicelular Chlamydomonas (Mittard et al., 1997b, Lancelin et al., 2000), plantas
superiores como espinaca (Capitani et al., 2000, Capitani y Schurmann, 2004) o
alamo (Coudevylle et al., 2005), y estructuras de Trx humana (Qin et al., 1994), son
algunas de las especies en las cuales se han conseguido resolver alguna Trx.
Todas ellas estan disponibles en la base de datos de PDB

(http:/ /www.rcsb.org/pdb/index.html) mostrando estructuras terciarias

altamente conservadas. Este hecho se manifiesta mds singular si tenemos en
cuenta que las homologias entre estas secuencias aminoacidicas pueden llegar a
ser tan bajas como del 25 %.

Las Trxs son proteinas especialmente indicadas para ser estudiadas por
RMN, ya que cumplen los requisitos de pequefio tamafio, alta estabilidad,
facilidad de obtencién y purificacién (recomendable a la hora de obtener
proteinas marcadas con 15N y 13C), alta solubilidad y resistencia a pHs acidos. De
hecho fue una de las primeras proteinas en ser estudiadas mediante esta técnica.
Ademas, la RMN ha sido empleada para resolver estructuras mixtas
determinandose la estructura de la Trx humana acomplejada con ciertos péptidos
(Qin et al., 1995, Qin et al., 1996). Sin embargo, estudios cristalograficos de la Trx h
de Chlamydomonas reinhardtii han mostrado estructuras similaras a las obtenidas

por RMN, pero los elementos secundarios se encontraron mas definidos en la


http://www.rcsb.org/pdb/index.html
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estructura cristal (s6lido) que en el resultado de la RMN (proteina en solucién)
debido a determinadas interacciones moleculares presentes en el estado de
cristal. Las hélices al y las hebras 34 y 5 son notablemente més largas en las
estructuras resueltas por rayos X, ademas en la resolucién por RMN la hebra 31
estd débilmente definida y las dos cisteina del centro activo estan en la hélice a2

(Fig. 3) (Menchise et al., 2001a, Jacquot et al., 2002).

Figura 3. Estructura de la Trx h de
Chlamydomonas reinhardtii.
Comparacion de las estructuras resueltas
por técnicas cristalograficas (A) y por
RMN (B). (Menchise et al., 2001a, Jacquot
et al., 2002).

Realizando estudios de homologias entre las diferentes estructuras
secundarias cabe sefialar que los aminoacidos que se conservan en todas las Trxs
eucariotas estdn conservados también en las procariotas y constituyen las sefias

de identidad de las tiorredoxinas. Los aminoacidos conservados ya fueron
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estudiados por Eklund, Gleason y Holmgren quienes analizaron, ademas, el
posible papel que cumple cada uno de ellos en la estructura-funcion de las
tiorredoxinas (Eklund et al., 1991). En primer lugar, obviamente, se conserva la
secuencia del centro activo -WCGPC-. La glicina y la prolina entre las dos
cisteinas contribuyen a mantener una conformacion caracteristica del centro
activo, principal responsable del elevado potencial reductor de la tiorredoxina. El
triptéfano 31 (numeracién segin la Trx de E. coli) se encuentra muy expuesto al
medio y debe influir también en la conformacién del centro activo. Este
triptéfano se encuentra en interaccién mediante un puente de hidrégeno con el
aspartico 61, que también estd ampliamente conservado. La secuencia -PT- al
comienzo de la hoja f4 también estd muy conservada. Estos aminoacidos se
encuentran en interaccién directa con el centro activo y deben contribuir a la
estabilidad de la molécula oxidada. El claster hidrofébico previo al centro activo,
que constituye la hoja B2, en la cudl se encuentra el aspértico 26 (que interacciona
directamente con el centro activo), también estd ampliamente conservado. Esta
estructura P2 se une directamente a la [} 4, contribuyendo a mantener la
estabilidad de la estructura en lamina 3 que forma el nuacleo de la proteina. Por
altimo, el papel de la prolina 40 y de las dos glicinas, 84 y 92, es estructural. La
prolina 40 provoca un doblamiento en la larga hélice a2, contribuyendo a
mantener la conformacién del centro activo, que se encuentra al comienzo de esta
hélice (Lamotte-Guery et al., 1997). Las dos glicinas se encuentran en sendos giros
entre elementos estructurales, donde contribuyen por su pequefio volumen a
mantener la estructura cerrada de estos giros. La glicina 84 separa las hojas 4 y

5, mientras que la glicina 92 separa la hoja 5 de la hélice a4 (Fig. 4).
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E. coli SDKIIHLTDDSFDTDVLKADG---AIL ILDEIADEYQGKLTV
H. sapiens VKQIESKTAFQEALDAAGD--KI, FFHSLSEKYS-NVIF
B. napus f . .VSVGQVTEVDKDTFWPIVKAAGE--KI KYKALSEKYE-DVVF
A. thaliana hl ..EEGQVIACHTVETWNEQLQKANESKTI, FFADLAKKLP-NVLF
C. reinhardtii h GGSVIVIDSKAAWDAQLAKGKEEHKPI LFETLSNDYAGKVIF
S. cerevisiae h VTQLKSASEYDSALASGDK---1, IEKFAEQYS-DAAF
0. sativa m .NVVDEVVVADEKNWDSMVLGSEA-—-PMLVE IDELAKEYVGKIKC
H. sapiens mit. ..ISLTTFNIQDGPDFQDRVVNSET---P| RLEKMVAKQHGKVVM

60 70 80 90 100

E. coli AKLNIB-ONPGTAPKYGIRGI EVAATKV@ALSKGQLKEFLDANLA
H. sapiens LEVDVB-DCQDVASECEVKC OFFKKBOKVGEFS@AN-KEKLEATINELV

B. napus f LKLDCNPENRPLAKELGIR KILKDNQVVKEVT@AK-YDDLVAAIETARS. ..
A. thaliana hl LKVDTP-ELKSVASDWAIQ FLKEBKILDKVVEAK-KDELQSTIAKHLA

C. reinhardtii h LKVDVB-AVAAVAEAAGIT HVYKDE@VKADDLV@AS-QDKLKALVAKHAAA
S. cerevisiae h YKLDVB-EVSDVAQKAEVSS LIFYKGEKEVTRVVEAN-PAATKQATASNV
0. sativa m CKVNTB-DSPNIATNYGIRSI LMFKNBEKKESVI@AVPKTTLATIIDKYVSS
H. sapiens mit. AKVDIB-DHTDLAIEYEVSA LAMKN@DVVDKFV@IKDEDQLEAFLKKLIG

Figura 4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de algunas Trxs (tipos
h, m, f y mitocondrial). En la parte superior se muestra, de forma aproximada, la
estructura secundaria. En rojo se marcan algunos aminoacidos conservados
dentro del grupo de las Trxs. La numeracion es acorde a la secuencias de E. coli.
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IV. El mecanismo de accion de las tiorredoxinas

La Trx es un potente agente reductor de puentes disulfuros de otras
proteinas y su funcién redox estd relacionada con tal actividad. Existen muy
pocos casos conocidos en los que la Trx ejerce una funcién estrictamente
estructural e independiente de su propiedad redox, por ejemplo el ensamblaje de
fagos en E. coli (Feng et al., 1999) o la formacién de vacuolas en levaduras (Xu et
al., 1997).

Una vez que ambas proteinas se reconocen e interaccionan, tiene lugar el
mecanismo de accién de las Trxs. El hecho fundamental de este mecanismo, es
que las dos cisteinas del centro activo actuan de forma diferente debido a que se
encuentran en diferentes ambientes (Holmgren, 1985). Normalmente, el valor del
pK de los grupos tiélicos de las cisteinas estan entre 8.0 y 9.0 (Lindley, 1960), sin
embargo una de las cisteinas del centro activo de las Trxs posee un pK mas bajo.
Por ejemplo, en E. coli el pK del grupo tiol de la C32 es 6.75, mientras que la C35
posee un valor de 9.0 (Kallis y Holmgren, 1980). El bajo valor de pK de la C32 (la
maés proxima al extremo N-terminal y el méas expuesto al medio), la convirte en
muy reactiva a pH fisiolégico. Ademéds, el par de electrones desapareados del S
de esta cisteina la convierten en un buen nucleéfilo a estos valores de pH. Este
grupo tiol (realmente un grupo S) realiza un ataque nucleofilico sobre el puente
disulfuro de la proteina diana, reduciendolo y formandose un enlace disulfuro
con una de las cisteinas recien liberada. Este puente mixto es rdpidamente
atacado por la segunda cisteina de la Trx, dando lugar a la proteina diana
reducida y a la Trx en estado oxidado (Fig. 5). Este mecanismo de accién no es
exclusivo de la Trxs, las Grx y otros reductores de puentes disulfuro reaccionan
de forma similar. Incluso las proteinas NTR y FTR reducen el puente disulfuro de

las Trxs oxidadas utilizando un ataque ditiol en dos tiempos (Gan et al., 1990).
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Figura 5. Mecanismo de accion de
las Trxs. El mecanismo molecular
de las Trxs se realiza en dos pasos,
en el primero el sulfuro de la
cisteina mds cercana al extremo N-
terminal realiza un ataque
nucleofilico sobre el puente de S
de la protelna con la que
previamente ha interaccionado.
En un segundo paso, la segunda
cisteina del centro activo ataca al
puente mixto, dando lugar a una
Trx oxidada y a la proteina diana
en estado reducido.

El descubrimiento del mecanismo de accién supuso, no solo el

conocimiento de éste, sino

también la posibilidad de producir Trxs

recombinantes mutadas en la segunda cisteina del centro activo, lo cual ha

permitido la obtencién de complejos estables entre Trxs y posibles proteinas

dianas que ha conducido a la obtencién de nuevos datos en la busqueda de

nuevas funciones de las Trxs (Verdoucq et al., 1999).
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V. Las tiorredoxinas estan ampliamente distribuidas en los seres vivos

La gran mayoria de los organismos conocidos poseen en su genoma, al
menos, un gen de Trx. Pocos son los grupos que se escapan a tal afirmaciéon. En
este apartado vamos a describir los principales grupos de seres vivos, o especies,
en los cuales los estudios de Trxs han sido amplios y ha ayudado a conformar
todo el conocimiento actual sobre estas proteinas, aunque para comenzar
hablaremos de la excepcion, los grupos en los cuales no se han descrito auténticas

Trxs.

a. Algunos organismos no codifican autenticas tiorredoxinas

A pesar de que en la literatura cientifica, las Trxs suelen ser descritas
como, proteinas presentes en todos los seres vivos, existen datos fehacientes que
demuestran lo contrario. Un reino entero de organismos, los Arqueones o
Archaea, no codifican verdaderas tiorredoxinas. La completa secuenciaciéon del
genéma de varios Arqueones ha finalizado y su estudio corrobora esta
afirmacién. Ninguno de ellos codifica una sola proteina que pueda considerarse
tiorredoxina, segtin la definicién de la base de datos de motivos de proteinas,
Prosite, aunque casi todos codifican unas proteinas remotamente relacionadas,
con centros activos parecidos a los de la tiorredoxina cuya tnica secuencia
comdn es -CXXC-, y la prolina en posicién 76 (numeracién acorde a la Trx de
E.coli). El resto de las secuencias de estas moléculas casi no guarda homologia
con las tiorredoxinas de procariotas y eucariotas, y tampoco parecen estar muy
relacionadas entre si. Por todas estas consideraciones, no parece adecuado
considerarlas miembros de la familia de las tiorredoxinas, proponiéndose para
ellas el nombre alternativo de "arqueotiorredoxinas" (Bult et al., 1996,

Bhattacharyya et al., 2002).
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Por otro lado, los tripanosomas poseen como tiol-disulfuro-
oxidoreductasa una proteina denominada triparredoxinas. Las primeras
triparredoxinas han sido aisladas como reductores de peroxirredoxinas
(Nogoceke et al., 1997). Ellas poseen un sitio activo constituido por la sucesion de
los aminoacidos -WCPPC-, ademds su secuencia y caracteristicas cataliticas
parecen estar relacionadas con glutarredoxinas (grx) (Ludemann et al., 1998), por

estas razones no son consideradas como Trxs en el sentido estricto de la palabra.

b. Escherichia coli

En E. coli, el sistema Trx esta constitudo por dos genes, TRXA y TRXC, que
codifican dos Trxs clasicas (TRX1 y TRX2), y por un gen, TRXB, que codifica una
tiorredoxin reductasa dependiente de NADPH (NTR). La primera Trx fue aislada
en 1964 como molecula reductora de la enzima ribonucleétido reductasa (RNR)
que participa en la sintesis del ADN (Laurent et al., 1964). Los mutantes trxa
resultaron ser viables, y su estudio puso en evidencia la existencia de otra
proteina reductora de la RNR, dependiente de glutation, la glutarredoxina
1(GRX1) (Holmgren, 1976). Pero no fue hasta 1997 que el segundo gen, TRXC, fue
clonado y caracterizado. Esta proteina, TRX2, posée, ademéds de una secuencia
Trx clasica, una extensiéon N-terminal con dos motivos -CxxC-. Estos dos motivos
regulan parcialmente la actividad de la proteina y la vuelven termosensible
(Miranda-Vizuete et al., 1997), aunque no son indispensables para la actividad
Trx (Ritz et al., 2000). El estudio fenotipico de mutantes trxa mostré6 que la
expresion endégena de TRXC no permitia ni la reduccion de la enzima PAPS (3'-
fosfoadenosil-5"-fosfosulfato) reductasa, que interviene en la via de asimilacién
del sulfato, ni la reduccién de la RNR. Sin embargo, la sobreexpresién de TRXC

complementé ambos fenotipos (Stewart et al., 1998). El gen TRXB mostré
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regulacién por el factor de transcripcién OxyR en respuesta al estrés oxidativo,

sin embargo, TRXA no pareci6 responder frente a tales estimulos.

c. Saccharomyces cerevisiae

En 1970 Gonzalez-Porqué y colaboradores purificaron la primera, Trx y
tiorredoxin reductasa de levadura (Gonzalez y Baldeste, 1970). Posteriormente se
obtubieron dos secuencias proteinicas en levadura que fueron caracterizadas y
encuadradas como Trxs (TRX1 y TRX2) (Hall et al., 1971). Ambas, muestran un
comportamiento fisiolégico solapante ya que la deleccion de alguno de los dos
genes no produce ninguna variacon fenotipica en particular. Sin embargo, la
deleccién simultanea de los dos genes de trx conduce a un fenotipo caracteristico
en la levadura, denominada como EMY63 (Muller, 1991). La cepa doble mutante,
EMY63, ha sido ampliamente estudiada, mostrando los siguientes fenotipos:

1°) Presentan un ciclo celular perturbado con una fase S anormalmente
larga y una fase G1 practicamente inexistente (Muller, 1991). La prolongacién
anormal de fase S ha sido relacionado con un error en la replicacién del ADN. En
el doble mutante trx1 trx2 este hecho podria ser explicado por una disminucién
de la actividad de la RNR debido a la ausencia de la Trx reductora, pero la tasa
de dNTPs en esta cepa mutante es equivalente a la tasa presentada por la cepa
salvaje, lo que no puede explicar el error en el mecanismo de la replicaciéon del
ADN (Muller, 1994). En cualquier caso, la funcién oxidoreductora de alguna de
estas Trxs es por tanto necesaria para mantener una correcta replicacion del
ADN.(ver apartado “Las tiorredoxinas participan en la divisién, ciclo celular y
apoptosis”).

2°) Son incapaces de asimilar el sulfato. El doble mutante es incapaz de
crecer en un medio minimo, necesitando del aporte de azufre organico, bajo la

forma de metionina o cisteina. Este hecho sugiere una implicaciéon de la Trx en la
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reduccion de una enzima de la via de asimilacién del sulfato. La PAPS reductasa,
es la tnica enzima poseedora de una cisteina conservada convirtiendola en una
candidato potencial (Muller, 1991).

3°) No pueden utilizar el sulfé6xido de metionina (SOMet) como fuente de
sulfato organico. Las Trxs realizan, probablemente, la reduccién de la enzima
sulféoxido de metionina reductasa, responsable de la reduccion del SOMet
(Mouaheb et al., 1998).

4°) Presenta una mayor concentracion de glutation en estado oxidado que
la cepa salvaje. El doble mutante trx1 trx2 presenta una concentracién media de
glutation total 1.5 veces mayor que la cepa salvaje, con una proporciéon de
glutation oxidado:glutation reducido tres veces mayor. La enzima glutation
reductasa no es suficientemente eficaz para mantener una tasa adecuada de
glutation reducido adecuada y las Trxs parecen jugar un papel complementario a
la glutation reductasa en el mantenimiento de unas tasas elevadas de glutation
reducido en la célula (Muller, 1996).

5°) Aumento de sensibilidad frente a hidroperéxidos. El doble mutante,
asi como el mutante frx2, muestra una sensibilidad mdas importante frente al
peréxido de hidrégeno (Kuge y Jones, 1994). Curiosamente, estas dos cepas
mutantes poseen una mayor capacidad de crecer en presencia de agentes
oxidantes tales como la diamida (Muller, 1996). Este hecho se explic6é alegando
que en ambos mutantes la carencia de TRX2 induce constitutivamente una
respuesta antioxidante que protege a la célula de los efectos nocivos de la
diamida. Por el contrario, en la cepa silvestre la diamida reaccionarfa con la TRX2
para dar lugar a un compuesto mds toxico para la célula. La cepa EMY63 posee
también, una elevada sensibilidad frente al tercButil hidroperéxido.

6°) Presentan una morfologia anormal de la célula debido al gran tamafio
presentado por las vaculas (Muller, 1991). Este tema ha sido objeto de estudio

mas preciso para Xu y Wickner, que mostraron que el doble mutante de trx
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presenta un fenotipo denominado vac. Esta forma anormal de las células se debe
principalmente a errores en la replicacion de las vacuolas, siendo las Trxs
necesarias para la correcta replicacion de estas. En su estudio se demostré que
este proceso no implicaba el mecanismo catalitico de la Trx, ya que una Trx con el
centro activo mutado era capaz de complementar este fenotipo. (Xu y Wickner,
1996, Xu et al., 1997).

Una tercera Trx fue identificada en levadura, lo cual permiti6 la
caracterizacion de un sistema Trx mitocondrial completamente funcional,
compuesto por la Trx, TRX3, con un centro activo clasico -WCGPC-, asi como de
una tiorredoxin reductasa (TRR2) con una secuencia de centro actico -CAVC-.
Esta secuencia es identica a aquella presente en su homologa citosélica (TRR1) y

es caracteristica de tiorredoxin reductasas procariéticas (Pedrajas et al., 1999).

d. Mamiferos

Varios genes distintos codifican Trxs en las células de mamiferos. TRX1, la
mas estudiada, es una Trx clasica de 12 KDa con un centro activo clésico -
WCGPC-, ademés posee tres cisteina adicionales situadas en posicioén 62, 69 y 73.
En estudios de cristalizacion se han encontrado homodimeros unidos por
puentes disulfuro entre las cisteinas en posicion 73 (Weichsel et al., 1996),
sugiriendose para esta dimerizacién una funcién reguladora de la actividad de la
proteina en funcién del estado redox de la célula. Aunque, estudios de RMN
muestran una Trx monomérica, dando lugar a una controversia referente a la
posibilidad de la dimerizacién fisioloégica, siendo explicada la unién entre
mondémeros como un artefacto de la cristalizacién (Gronenborn et al., 1999). Es
pricipalmente citosdlica pero ha sido también localizada en el nucleo o en las

mitocondrias segin ciertas condiciones (condiciones oxidativas, radiaciones UV,
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...), ademds puede ser excretada al exterior celular (Nordberg y Arner, 2001,
Powis y Montfort, 2001, Hirota et al., 2002).

TRX2, es otra Trx de levadura, se presenta en los diferentes tejidos de
mamiferos, posee una extensién péptido de transito de 60 aminoécidos que dirije
la proteina a la mitocondria (Spyrou et al., 1997). Estd desprovista de otras
cisteina que no sean las del centro activo. Posteriormente, estos mismos autores
realizaron un anélisis genémico en humanos y describieron un sistema de Trxs y
Grxs compuesto por un mayor nimero de componentes (Spyrou et al., 2001)

Ademas de éstas, todo un sistema de Trx ha sido y descrito recientemente
en tejido testicular de mamiferos, compuesto por cuatro Trxs diferentes
(Miranda-Vizuete et al, 2004). La mdas estudiada de todas se expresa
exclusivamente en espermatidas (Miranda-Vizuete et al., 2001), es una proteina
compuesta por dos dominios, el dominio N-terminal estd compuesto por 23
repeticiones de 15 aminoécidos de funcién desconocida, mientras que la region
C-terminal esta constituida por una Trx.

Otras proteinas con motivos y actividad Trx han sido caracterizadas. Una
de ellas es de localizacién nuclear denominada nucleorredoxina (Kurooka et al.,
1997), otra es una Trx extracelular, Trx80, encontrada en el plasma y corresponde
a la parte N-terminal de la Trx citos6lica, TRX1. Esta Trx truncada actua como

una potente citoquina (Pekkari y Holmgren, 2004).

e. Las tiorredoxinas de las plantas, el sistema més complejo

Contrariamente al resto de los organismos, que no poseen mas que un
numero restringido de genes de Trxs, las plantas estdn compuestas por una
veintena de Trxs diferentes, todas ellas de codificacion nuclear. Pueden ser

clasificadas en varios grupos, en funcién de sus secuencias aminoacidicas y de
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sus localizaciones subcelulares. A. thaliana supone un excepcional modelo para el
estudio de estas, tras la finalizacion de su proyecto de secuenciacioén (Tabla 1).

El primer sistema Trx descubierto en las células vegetales fue el sistema
cloroplastidico y las Trxs pertenecientes a este sistema se separaron en dos
grupos, m 'y f, segun sus secuencias aminoacidicas. En A. thaliana existen dos
genes de Trx f (Meyer et al., 1999), fueron denominadas con esta letra debido a su
alta capacidad para reducir y activar a la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa)
cloroplastidica. El subgrupo de Trx m (Mestres-Ortega y Meyer, 1999) fue
denominado asi por la capacidad de estas de reducir la NADP-malato
deshidrogenasa y en A. thaliana forman un grupo de cuatro isoformas diferentes.
Pero actualmente hay datos que demuestran que la especificidad de cada una de
estas Trxs frente a sus dianas cldsicas no es tan estricta como inicialmente fue
establecido, las Trxs f pueden reducir la NADP-malato deshidrogenasa (Geck et
al., 1996) y las Trxs m poseen una capacidad reducida de activar la FBPasa
cloroplastidica (Jaramillo et al., 1997). Ademads, todos los ensayos enzimaticos
realizados hasta el momento demuestran que no existe especificidad in vitro
frente a las diferentes proteinas ensayadas. Sin embargo, parece que cada tipo de
Trx interacciona in vivo con diferentes proteinas dianas, ya que la expresion
heteréloga de estas Trxs no complementan para el mismo fenotipo en la levadura
doble mutante EMY63 (Issakidis-Bourguet et al., 2001). En cualquier caso, son
necesarias nuevas experiencias para poder aportar datos definitivos sobre la
especificidad de estas proteinas cloroplastidicas.

Las Trxs cloroplastidicas m y f son reducidas por la misma tiorredoxin
reductasa dependiente de ferredoxina, convierten la sefial electrénica recibida
por la ferredoxina procedente de la cadena de transporte de electrones
fotosintética, en sefial “tiol” (Ruelland y Miginiac-Maslow, 1999).

El segundo sistema Trx descrito en las plantas es el sistema citosélico, en

el cual estdn implicadas las Trxs /i, denominadas de esta forma porque fueron
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aisladas inicialmente de tejidos heterotrofos de la planta. No poseen ningan
peptido sefial por lo que se supone que son citosélicas. Son reducidas por una
reductasa NADPH-dependiente (NTR), aunque el estudio funcional de estas no
estd tan focalizado como en el caso de las Trxs cloroplastidicas, ya que su
descubrimiento y estudio es reciente. La secuenciacién sistemética del genéma de
A. thaliana revel6 la presencia de 8 genes de este tipo de Trx, 3 de los cuales
codifican proteinas con una secuencia del centro activo diferente -WCPPC-
(Meyer et al., 2002). Experiencias de complementacién heteréloga con 5 de estas
Trxs de A. thaliana en la levadura EMY63, revel6 que el perfil de
complementacion de estas Trxs era diferente (Mouaheb et al., 1998). Ademas,
cada uno de estos genes es expresado de forma diferente en los diferentes tejidos
y 6rganos de la planta (Reichheld et al., 2002).

Recientemente, se ha puesto en evidencia la existencia de un sistema Trx
mitocondrial en A. thalina, compuesto de un gen nuclear de Trx denominado
AtTRXol y de un gen de tiorredoxin reductasa NADPH-dependiente, AtNTRA
que codifica una forma mitocondrial muy relacionada con las tiorredoxin
reductasas procaridticas. Se describi6 también la existencia de un gen AtTRXo2
cuyo producto proteinico no parece poseer ningtn péptido sehal que lo dirija
ningtn organulo (Laloi et al., 2001).

Por otro lado, se han descrito numerosos genes que codifican para
homoélogos de Trxs. La Trx x, semejante a las Trxs m posee una extensiéon N-
terminal que la dirige al cloroplasto (Mestres-Ortega y Meyer, 1999), las Trxs ch2-
1 y ch2-2, también de origen tipo procaridtico y con una localizacién
presuntamente cloroplastidica. Las Trxs denominadas CxxS1 y CxxS2 cuyo
centro activo no poseen mas que una cisteina, que podrian tener una actividad
disulfuro isomerasa, o incluso las cuatro Trxs de tipo lilium cuya actividad
reductora de puentes disulfuro no ha sido caracterizada atn (Verdoucq et al.,

1999, Meyer et al., 2002).
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Otras numerosas proteinas en plantas han sido descritas conteniendo en
su estructura uno o varios dominios Trx. La proteina CDSP32 ha sido localizada
en cloroplastos de patatas sometidas a estrés por deficit hidrico. Estas proteinas
poseen dos dominios Trxs: el dominio C-terminal posee el sitio activo y los
aminoacidos estructurales caracteristicos del grupo de las Trxs, mientras que el
dominio N-terminal no posee un sitio activo cldsico. La actividad Trx de esta
proteina se demostré mediante ensayos in vitro de su capacidad de reducir la
molécula de insulina (Rey et al., 1998, Broin y Rey, 2003).

AtTDX es una proteina de A. thaliana descrita por Vignols y
colaboradores, durante experiencias de complementacién funcional con el doble
mutante EMY63. La proteina TDX posee un dominio Trx en su extremo C-
terminal con un sitio cldsico -WCGPC-, mientras que su dominio N-terminal esta
compuesto por una secuencia tetratricopeptidica, homoéloga a la proteina HIP,
una proteina de mamifero relacionada con proteinas de choque térmico (Vignols
et al., 2003).

Un gen homologo a las nucleorredoxinas de mamiferos ha sido
caracterizado en maiz localizandose en el ntcleo celular. La proteina codificada
por este gen posee tres dominios Trx, de los que uno estd desprovisto de sitio
activo, asi como un motivo putativo en dedos de zinq en el dominio C terminal
(Laughner et al., 1998).

A pesar de que el guisante ha sido una planta modelo para el estudio de la
FBPasa cloroplastidica y de sus activadores fisioldgicos las Trxs, actualmente
poco se conoce respecto a los sistema Trxs presentes en esta especie. Al iniciar
este trabajo se encontraban descritas dos Trxs en P. sativum, ambas
cloroplastidicas, f y m (Jaramillo et al., 1997, Pagano et al., 2000). Con fecha de
hoy sabemos de la existencia, al menos, de 7 genes de Trx en el genéma de
guisante, 4 isoformas de Trx h citosélica, y una nueva isoforma de Trx m, a la que

denominaremos m2, por ser la segunda en ser descrita. Ninguna isoforma de
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tiorredoxin reductasa ha sido descrita hasta el momento, y ningtn dato existe
sobre la existencia de un sistema mitocondrial en esta especie, o de otro tipo de

Trx descrito en las otras especies de plantas.

Nombre Numero de acceso Sitio activo Localizacion

THIORREDOXINAS CLASICAS

Trxs m
ml 048737 WCGP Cloropla
m2 AAF15949 WCGP Cloropla
m3 AAF15950 WCGP Cloropla
m4 QI9SEU6 WCGP Cloropla
Trxs f
fl QI9XFHS8 WCGP Cloropla
2 Q9XFH9 WCGP Cloropla
Trxs h
h1 P29448 WCGP Citosolic
h2 558123 WCGP Citosolic
h3 S58118 WCPP Citosélic
h4 558119 WCPP Citosolic
h5 558120 WCPP Citosolic
h7 AAD39316 WCGP Citosdlic
h8 AAG52561 WCGP Citosdlic
h9 AAGH1342 WCGP Citosolic
TIORREDOXINAS ADICIONALES
Trxs x
x AAF15952 WCGP Cloropla
Trxs ch2
ch2 AAF04439 WCGP Cloropla
ch2 AAD39273 WCGP Cloropla
Trxs o
ol AAC12840 WCGP Mitocon
02 AF396650 WCGP Citosdlic
TIORREDOXINAS RELACIONADAS CON LAS h
Cx AAD32800 WCLP Citosdlic
Cx AC011661 WCIP Citosolic
TD AB017230 WCGP ?
Tipo lilium
Lili AF144387 GCGG Citosolic
Lili AF144388 WCGS Citosolic
Lili AF144389 GCGG Citosdlic
Lili AF144390 SGCC ?

Tabla 1. Familia Trx en A. thaliana tras la finalizacion de su proyecto de
secuenciacion. Se indica el nombre y tipo de Trx, namero de acceso en la base de
datos, secuencia del centro activo y localizacién subcelular.
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VI. Aspectos claves en la funcionalidad de las tiorredoxinas

La mayoria de los organismos poseen, al menos, una molécula con
actividad Trx, aunque son muchas las especies que expresan varias isoformas
que coexisten. La estructura terciaria de estas Trxs estd altamente conservada
entre las diferentes especies y el mecanismo de actuacién, dependiente de su
centro activo -WCGPC-, la convierte en un potente agente reductor biolégico. Sin
embargo, no siempre ejercen su actividad dependiente del juego ditiol-disulfuro

de su centro activo.

a. Los papeles fisiologicos de las tiorredoxinas pueden ser agrupados en tres

apartados bien diferenciados

En general, las funciones de las Trxs pueden ser clasificadas en tres
grupos, en los dos primeros casos, su actuacion es dependiente de su capacidad
para ceder electrones. En primer lugar, las Trxs pueden actuar transfiriendo
poder reductor en una cascada secuencial, oxidoreductora, donde los electrones
cedidos tienen una finalidad, como por ejemplo en la reduccién de agentes
oxidantes toxicos para la célula. También pueden actuar cediendo electrones que
rompen puentes disulfuro estructurales de muchas enzimas, como por ejemplo,
en la activacion fisiolégica de la FBPasa cloroplastidica, generalmente, esta
ruptura produce un cambio conformacional en la proteina diana y consigue
modular su actividad. Por dltimo, las Trxs ejercen funciones independientes de
su actividad reductora, realizando papeles estrictamente estructurales. Se
conocen varios casos descritos, por ejemplo, la formaciéon de vacuolas en
levaduras (Xu et al., 1997), el ensamblaje de fagos en E. coli (Feng et al., 1999), y el
papel de estimulacién del crecimiento célular de Trx80, en el plasma sanguineo

(Pekkari et al., 2000).
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b. Modulaciéon de factores de transcripcién

Se ha demostrado en varios organismos el papel de las Trxs como
reguladores de la actividad de algunos factores de transcripciéon. Factores como
NF-kB, RG, HSF1, AP-1 y p53 en mamiferos, YAP1 en levaduras o OxyR en E.
coli, son algunos, cuya actuacion estd modulada por la ac tividad éxido-reductora
de las Trxs.

NF-kB es una proteina multimérica que regula la expresion de genes
implicados por ejemplo en la respuesta inmunitaria, asi como la expresién de
genes viricos como el de la inmunodeficiencia humana, HIV. NF-kB est4 presente
en el citosol celular en su forma inactiva, unido a un inhibidor, I-kB. En respuesta
a diferentes estimulos, I-kB es fosforilado y degradado. En este momento el factor
de transcripcion NF-kB se dirige y se concentra en el ntdcleo gracias a la presencia
en su estructura de un péptido de transito, permitiendo la activacion de
determinados genes. La capacidad de unién de este factor a las secuencias
especificas de ADN estd regulado por el estado redox de una cisteina de su
estructura. La reduccion de esta cisteina por una Trx permite la activacion de Nf-
kB (Hayashi et al., 1993, Hirota et al., 1999, Hirota et al., 2002).

La expresion de genes regulados por el receptor glucocorticoide (RG) es
inhibido durante el estado de estrés oxidativo, pero se reactiva por una
sobreexpresion de Trxs. Una interaccién en el ndcleo, entre la Trx y el dominio de
unién al ADN del RG, produce una reestructuracion, in vitro e in vivo, de este
factor de transcripcion asi como su activacion (Makino et al., 1997, Makino et al.,
1999).

El factor de respuesta a choque térmico HSF1 es activo durante el estado
de estrés oxidativo. Sin embargo, una parte de este factor puede ser oxidado, y
por consiguiente desactivado por los ROS presentes. Si el desequilibrio redox

ocasionado por estos agentes es importante, la Trx es expresada en grandes
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cantidades pudiendo reducir y reactivar el factor HSF1 (JacquierSarlin y Polla,
1996).

La Trx citosélica de mamiferos regula indirectamente la actividad de
unién al ADN del factor de transcripciéon. La Trx interacciona con el factor Ref-1,
a través de dos cisteinas de esta proteina. Esta asociacién produce la estimulacion
de la actividad del factor de transcripciéon AP-1 (Hirota et al., 1997, Hirota et al.,
2002). La asociacién entre la Trx y Ref-1 estimula también la regulacién de otro
factor, p53, que regula la expresion de genes implicados en la apoptosis. P53 es
inactivo por la existencia en su estructura de un puente disulfuro intramolecular.
Para romper este enlace, p53, necesita de la intervencion de Ref-1 y de la Trx
reducida (Pearson y Merrill, 1998, Ueno et al., 1999, Hu et al., 2001).

En las células de levadura, la actividad de YAP1, un factor de
transcripciéon que regula la expresion de genes de respuesta al estrés oxidativo
también es regulado por Trxs (Lee et al., 1999). Esta compuesto de un dominio
bZIP en N-terminal y de un dominio rico en cisteinas en C-terminal (CRD). En el
dominio CRD esta incluida una sefial peptidica de exportacién al ntcleo (NES).
En condiciones normales, YAP1 esta presente mayoritariamente en el citoplasma,
cuando aumentan los niveles de peréxido de hidrégeneo, YAP1 se concentra en
el ntcleo. En experiencias con el doble mutante de levadura trx1 trx2 se pudo
apreciar que YAP] estd contitutivamente en el nicleo. Sin embargo cuando esta
cepa es cultivada en condiciones de anaerobiosis, YAP1 es nuevamente
exportado hacia el citoplasma. Ademas, cepas de levadura que expresaban yapl
mutado a nivel de los tripletes codificantes de cisteinas, mostraron ausencia total
de regulacion del factor YAP1. Parece que el estado de oxidacién de las cisteinas
de CRD funciona como un sensor de los perdxidos presentes en la célula,
permitiendo o no la localizacién de este factor en el ndcleo. Esta regulacion se
realiza por la intermediacién con una Trx. Es, por otra parte, interesante decir

que la regulacién de la localizacion de YAP1 no ha sido observada en mutantes

25



Introduccion

de glutarredoxinas, demostrando asi una especificidad funcional de las Trxs en
relacion al sistema glutarredoxina. Ademas el sistema de activaciéon de YAP1 por
el peréxido de hidrégeno parece ser diferente de la activacién por la diamida,
donde son otras cisteinas diferentes del CRD las que intervienen (Izawa et al.,
1999, Delaunay et al., 2000). Una glutation peréxidasa, Gpx3, participa también en
la regulaciéon redox de AP1, en este mecanismo sensor (Delaunay et al., 2002).

El factor de transcripcion OxyR de E. coli, activo por la presencia de un
puente disulfuro, es inactivado bien por Trx, bien por Grx cuando alguna de las

dos rompe este puente disulfuro (Zheng et al., 1998).

c. Mensajeros intercelulares

En organismos pluricelulares, las Trxs han sido descritas en multitud de
ocasiones como mensajeros intercelulares. En humanos, Trx80, la TRX1 humana
truncada ha sido caracterizada en multitud de ocasiones como proteina
plasmatica, siendo descrita como un potente mensajero intercelular, involucrado
en diferentes funciones (Pekkari y Holmgren, 2004). Actua, junto a las las
glutarredoxinas, como antioxidante reductor indirecto en la detoxificaciéon de
hidroperéxidos (Bjornstedt et al., 1994). Varios estudios han puesto de manifiesto
la elevada concentracion de ésta en plasma sanguineo de individuos infectados
con diferentes enfermedades. Ademas, forman parte del sistema de inflamacién
en respuesta a un ataque patégeno (Nordberg y Arner, 2001, Powis y Montfort,
2001).

En plantas superiores, se ha demostrado la presencia de cantidades
importantes de Trxs y glutarredoxinas en tubos conductores floemaéticos de
mono y dicotiledoneas (Ishiwatari et al., 1995, Szederkenyi et al., 1997, Schobert et
al., 1998), sin embargo la presencia de estas proteinas en tejidos conductores no

ha sido tan estudiada como en el caso de Trx80.
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d. El estrés abiodtico

Si existe un papel clasico en el estudio general de las Trxs, este es el que
las relaciona con la defensa frente al estrés oxidativo, gracias a la fuerte
capacidad oxido-reductora de su centro activo. Como ya hemos visto, el sistema
Trx regula un cierto nimero de factores de transcripciéon implicados en la
respuesta frente a desequilibrios redox. A menudo, la expresion de genes de Trxs
es regulado por estos mismos factores de transcripcion, pudiendose llegar a
hablar de autoregulaciéon. La implicaciéon de las Trxs en la resistencia frente a
agentes oxidantes ha sido manifestada en varias experiencias de muntantes
deletereos para sus genes de trxs. En efecto, el doble mutante de levadura, al
igual que el mutante Afrx de E. coli, mostraron sensibilidades frente a diferentes
agentes oxidantes (Kuge y Jones, 1994, Muller, 1996, Ritz et al., 2000). Ademas, la
expresion heterdloga de ciertas Trxs de planta, citosélicas (Mouaheb et al., 1998) o
cloroplastidicas (Issakidis-Bourguet et al., 2001), permitié al mutante de levadura
resistir a concentraciones de diferentes agentes oxidantes superiores a las
soportadas por la cepa mutante. Este hecho sugiere un papel de las Trxs en el
mecanismo de resistencia frente al estrés oxidativo en las plantas.

Las Trxs son descritas como eliminadoras de ROS de forma directa (Das y
Das, 2000), sin embargo su funcién antioxidante principal es la capacidad de
reduccion de las peroxidasas dependientes de Trxs, las peroxirredoxinas, tanto
en los organismos unicelulares como en eucariotas superiores. Como acabamos
de ver, Trx80 actua, junto a las glutarredoxinas, como antioxidante reductor en la
detoxificacion de hidroperéxidos en el plasma sanguineo de mamiferos
(Bjornstedt et al., 1994). Ademas, las Trxs funcionan también como antioxidantes
por su capacidad de reduccién de la enzima metionin sulféxido reductasa. En
presencia de agentes oxidantes ciertas metioninas de proteinas enddgenas

pueden ser oxidadas a diferentes sulféxidos de metionina, sin modificar
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aparentemente la capacidad de las proteinas concernientes. El conjunto de estas
metioninas representan un importante sistema antioxidante que conduce a la
eliminacion de los ROS (Levine et al., 1996, Levine et al., 1999, Levine et al., 2000).
Estos sulfoxidos de metionina pueden ser revertidos a metionina gracias a la
actuacion reductora de la enzima metionin sulféxido reductasa, que son
reducidas por el sistema Trx (Gonzalez y Baldesten, 1970, Gleason y Holmgren,
1988, Moskovitz et al., 2001).

Sin embargo, otros tipos de estreses abioticos hacen a las Trxs participes
en el mecanismo de recuperaciéon de estados fisiologicos estables. En
Chlamydomonas reinhardtti, la expresion de Trxs h y m es inducida en presencia de
metales pesados (Lemaire et al., 1999). En Solanum tuberosum el estrés hidrico
induce la expresion de la proteina CDSP32, que ejerce su funcién antioxidante,
probablemente por su capacidad de reducir una peroxirredoxina (Rey et al., 1998,
Broin et al., 2002). Ademas, Trxs cloroplastidicas de guisante mostraron un
aumento en sus niveles de expresion y cantidad de proteina, cuando las plantas
eran sometidas a temperaturas bajas (Pagano et al., 2000).

Un aspecto interesante a comentar es que en el periplasma de E. coli, las
Trxs pueden actuar como oxidantes y participar en la formacién de puentes

disulfuro (Debarbieux y Beckwith, 1998).

e. Infecciones v enfermedades

A parte de su papel en la resistencia frente al estrés abiético, las Trxs
participan en la defensa frente a un cierto nimero de enfermedades. En un
trabajo presentado por Powis y Montfort se pueden revisar todas las patologias
humanas donde esta demostrada la intervencion de las Trxs. Las Trxs protegen el
ADN de los fibroblastos de la piel frente al dafio producido por las radiaciones

UV-A (Didier et al., 2001). Se expresan como factores derivados de células T
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adultas leucémicas (Nakamura et al., 1997), y estan implicadas en la resistencia
frente a diferentes enfermedades humanas tales como la arterioesclerosis, el
Alzheimer o el SIDA (Powis y Montfort, 2001). En apartados anteriores vimos
como la concentracién elevada de Trx80 en plasma sanguineo es un sintoma de
diferentes enfermedades, ya que forman parte del sistema de inflamacién en
respuesta a ataques patégenos (Nordberg y Arner, 2001, Nakamura et al., 2002).
En A. thaliana se ha descrito la induccién génica de Trxs tipo h en

presencia de patogenos bacterianos (Reichheld et al., 2002, Laloi et al., 2004).

f. Division celular v apoptosis

Como ya se ha comentado anteriormente, la fase S perturbada del doble
mutante de levadura sugiere para las Trxs un papel en el desarrollo del ciclo
celular (Muller, 1991). Las Trxs, asi como las Grxs, fueron inicialmente aisladas
como donadores de hidrégeno de la ribonucleétido reductasa de E. coli, enzima
indispensable en la replicacién del ADN, y por consiguiente para la divisiéon
celular. Sin embargo, como ya explicamos, la perturbacién del ciclo celular del
mutante no puede explicarse por una actividad reducida de la ribonucleétido
reductasa. Segtn el trabajo presentado por Machado y colaboradores la deleccion
del gen de la tiorredoxin reductasa de levadura da lugar a la induccién de la
expresion de genes poseedores de elementos MCB (Mlul Cell cycle Box) activos
durante la transicion de la fase G1 a S del ciclo. Ademas, parece ser que las Trxs
oxidadas activan estos elementos MCB. El modelo propuesto explica que durante
la replicaciéon del ADN en fase S, las Trxs reducen la ribonucleétido reductasa,
permitiendo asi la formacion de nuevos desoxirribonucleétidos, quedando la Trx
en estado oxidado mayoritariamente. Este estado oxidado provoca entonces la
expresion de genes con elementos MCB que permiten la consecucién normal del

ciclo celular (Machado et al., 1997).
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Las Trxs participan en la sintesis del ADN, en otro nivel diferente a la
reduccién de la ribonucleétido reductasa. La presencia de una Trx m de espinaca
en un ovocito de Xenopus actua como competidor con la Trx endégena y bloquea
el desarrollo del ovocito (Hartman et al., 1993). La microinyecciéon de dNTPs no
permitia realizar un ciclo suplementario, hecho que demostr6 que las divisiones
del ovocito no son bloqueadas por falta de dNTPs. Hartman propuso la
participacion de la Trx en el complejo de iniciacién de la replicaciéon. Por otro
lado, el estudio de la linea mutante rml1 permitié relacionar la distorsiéon del ciclo
celular y la concentraciéon intracelular de glutation. Las células del mutante rml1,
desprovistas de actividad y-glutamil-cisteina sintetasa sufren una division celular
fuertemente ralentizada (Vernoux et al., 2000). Este hecho podria explicar los
niveles anormales de glutation en el ciclo celular anormal del doble mutante trx1
trx2 de levadura.

En lo que concierne a la replicaciéon del ADN, una funcién insélita de las
Trxs es su participacion en la replicacion del ADN de fagos filamentosos,
especialmente del fago T7 (Russel y Model, 1985). La Trx de la célula
hospedadora aumenta la eficacia de la ADN polimerasa virica uniéndose a ella
(Bedford et al., 1997). La mutacién del sitio activo de la Trx no afecta a la eficacia
de la polimerasa de T7, asi, la propiedad oxido-reductora de la Trx no parece
estar implicada en tal interaccion. La Trx juega aqui un papel exclusivamente
estructural (Huber et al., 1986, Russel y Model, 1986, Himawan y Richardson,
1992).

Se ha descrito la implicacién de las Trxs de levadura, durante la formaciéon
de una nueva vacuola, por fusiéon de vesiculas, en el curso de la fase S del ciclo
celular (Xu y Wickner, 1996). La fusiéon de vesiculas necesita de la intervencion de
diferente factores como el complejo LMA1, constituido por una Trx y un
inhibidor de proteasas IB,. La sustitucion por serinas de las cisteinas cataliticas de

la Trx no perturba la formacién de nuevas vacuolas (Xu et al., 1997).
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Diversos trabajos describen las Trxs como un factor de crecimiento en
diferentes lineas celulares de animales. Son secretadas, por ejemplo por las
células T leucémicas adultas (Dean et al., 1994), por hepatocitos, fibroblastos o
células cancerosas (Powis et al., 2000). La forma truncada de la Trx 1 humana,
Trx80, estimula el crecimiento de células normales periféricas y células
mononucleares de la sangre (Pekkari et al., 2000, Pekkari y Holmgren, 2004). Este
es otro caso donde la actuaciéon de la Trx, Trx80, no depende de su actividad
catalitica.

Por otro lado, la Trx hl de tabaco es expresada preferencialmente en los
tejidos en crecimiento y su funcionamiento parece estar ligado a la divisién
celular, tras descubrir que los mensajeros de esta proteina fueron puestos en
evidencia durante una criba que permitia el aislamiento de genes expresables de
forma precoz durante el inicio del crecimiento de protoplastos, obtenidos a partir
de tejidos diferenciados de tabaco (Marty et al., 1993).

Como ya hemos visto anteriormente, es importante recordar aqui la accion
reguladora de las Trxs sobre los factores de transcripcion, que pueden regular la
expresion de genes relacionados con la division celular.

La actividad de la kinasa ASK1 que modula la sefial de apoptosis de
células humanas esta regulada por una Trx. En efecto, ASK1 inactiva esta unida
en su dominio N-terminal, a una Trx reducida. En presencia de una
concentracion anormalmente elevada de ROS, la Trx es oxidada y libera a ASK1
que actuard entonces induciendo la apoptosis (Saitoh et al., 1998). Las células
cancerosas que sobreexpresan una Trx activa tienen un crecimiento mds
importante y son menos sensibles a las sefiales apoptoticas (Freemerman y
Powis, 2000), mientras que la expresiéon de una Trx con el sitio catalitico mutado
sufre un efecto contrario. Ademas, se ha demostrado la importancioa de la Trx
mitocondrial animal, TRX2, en el fenémeno de apoptosis (Tanaka et al., 2002). En

células de pollo donde la expresiéon de TRX2 es inhibida, el citocromo c de la
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mitocondria es exportado al citoplasma, y varias caspasas son, por otro lado,
activadas, dos fenémenos que inducen la apoptosis celular. Por tltimo recordar
el papel de la Trx en la regulacién del factor de transcripciéon p53 que interviene

en la sefial de apoptosis.

¢. Reproduccién v _desarrollo

Varias isoformas de Trx han sido descritas en humanos como especificas
de tejido reproductor masculino (Miranda-Vizuete et al., 2004). SpTrx, la mas
estudiada, se localiza especificamente en espermatidas, donde ha sido
caracterizada como un factor de la regulacion de la espermatogénesis e
intervendria, en particular, a nivel de la formacion del flagelo del espermatozoide
(Miranda-Vizuete et al., 2001).

En plantas mono y dicotiledoneas las Trxs han sido involucradas en el
fenémeno de autoincompatibilidad floral, que tiene como fin evitar la
autopolinizacién floral para mejorar la carga genética de la descendencia. Este
fenémeno produce el rechazo del grano de polen por parte del pistilo
autopolinizado. El género Brassica, ha sido ampliamente estudiado existiendo un
modelo de actuacion de las Trxs en este proceso (Cabrillac ef al., 2001). También
en mono y dicotiledoneas, se ha descrito la expresion de Trxs en grano de polen,
aunque su funcién no esta completamente clarificada (Li et al., 1994, Juttner et al.,
2000). Ademaés se ha descrito la expresion génica de algunas Trxs h de A. thaliana
en granos de polen y estigma floral (Reichheld et al., 2002). El papel de las Trxs en
los tejidos florales esta actualmente restringido al grupo de las Trxs h por lo que
se verd con mayor detalle en apartados posteriores.

Las Trxs estdn también implicadas en el desarrollo y la gestacion del
embrion de algunos animales. El desarrollo de éste es, a menudo, bloqueado in

vitro en diversos estados segtn la especie. En el raton, el embrion es bloquedo en
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el estado de dos células, mientras que la adicién exégena de Trx o de superoxido
dismutasa (SOD) permite retomar el desarrollo (Goto et al., 1992). El bloqueo en
el desarrollo es debido a la defosforilacién e inactivacién de un factor p34cde2, La
proteina cdc25 es la responsable directa de la defosforilacion del factor durante la
transicion de la fase G2 a mitosis, y la Trx es el activador del factor de
transcripcién, responsable de la expresion del gen que codifica cdc25.
(Natsuyama et al., 1993). Por otra parte, las Trxs inhiben la formacién de la roseta
que tiene lugar, normalmente, cuando un linfocito entra en contacto con un
globulo rojo extrafio. Esta inhibicién es importante porque permite el desarrollo
del embrién y actta como marcador de la presencia de un factor précoz del
embarazo. La presencia de Trx con una de las dos cisteinas del centro activo
mutadas, mantiene la actividad inhibidora de la roseta, concluyendo que esta
actividad es independiente de su centro activo. Sin embargo, la sustituciéon de la
cisteina 74, conservada en las Trxs animales por una serina, inhibe la actuacién
de la Trx como factor del embarazo (Tonissen et al., 1993). La actuacién de la Trx
podria deberse gracias a la formacion de un dimero que implicara la cisteina 74
de las dos Trxs (Powis y Montfort, 2001).

Para finalizar este apartado, hemos de mencionar el papel preponderante
de las Trxs durante la germinacion de la semilla ha sido claramente establecido
por diferentes estudios, siendo la Trx & la principal responsable de esta funcion.
Este papel fisiologico sera visto mas detalladamente en apartados que se centran

en el estudio de las Trxs h.

h. Fotosintesis y metabolismo asociado

En los organismos fotosintéticos, las Trxs estdan implicadas en
determinadas vias metabdlicas. El papel més clasicamente reconocido de las Trxs

en plantas estd probablemente en la regulaciéon de determinados enzimas
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fotosintéticos. Las Trxs cloroplastidicas forman parte de un sistema clave en la
regulacion de enzimas del ciclo de Calvin durante la transicion luz-oscuridad.
Estas Trxs son reducidas por una tiorredoxina reductasa dependiente de
ferredoxina (FTR). La ferredoxina reducida procede de la cadena de transporte
electrénico del cloroplasto, activada por la luz, siendo su interacciéon con la
tiorredoxin reductasa cloroplastidica donde se considera que se convierte la sefial
luminosa en sefial quimica “tiol” (Ruelland y Miginiac-Maslow, 1999). La Trx
reducida viene a regular la actividad de numerosas enzimas implicadas en el
proceso fotosintético. Numerosos estudios han puesto de manifiesto el papel de
las Trxs f, o m, en la activacién de 4 enzimas del ciclo de Calvin: la fructosa-1,6-
bisfosfatasa (MoraGarcia et al., 1996, Jaramillo et al., 1997, Wangensteen et al.,
2001), la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Baalmann et al., 1995), la
sedoheptulosa-1,7-bifosfatasa (Raines et al., 1992), y la fosforibuloquinasa
(Brandes ef al., 1996). La rubisco activasa, que activa la rubisco en respuesta a
estimulos luminosos sufre una regulaciéon redox por Trx f (Zhang y Portis, 1999).
Las Trxs f, o m, estan también implicadas en la activacién de la subunidad CF1 de
la ATPasa de los tilacoides (Schwarz et al., 1997). Mutantes deletéreos para un
gen de Trx en la bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides presentan falta de
pigmentacion. En este organismo las Trxs estdn implicadas en la formacion de un
aparato fotosintético funcional. Exactamente, las Trxs regulan el operon puf que
codifican unas proteinas de unién a los pigmentos. Esta regulaciéon estara
intermediada por la existencia de algin factor de transcripcion sensible a la
reduccion (Pasternak et al., 1999). Los mecanismos de regulacion redox de la
NADP-malato deshidrogenasa (MDH) por Trxs cloroplastidicas han sido
aclarado por el equipo de Miginiac-maslow. La MDH se encuentra bajo una
forma homodimérica. Cada una de sus subunidades posee dos parejas de
cisteinas y segun el estado redox de estas se explica la actividad presente en la

enzima: las dos cisteinas en posiciéon N-terminal, modulan la conformacién del
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sitio activo, mientras que las dos cisternas de la zona C-terminal regulan la
accesibilidad al sitio activo (Lamotte-Guery et al., 1997).

Las Trxs participan en la regulacion de la glucolisis inhibiendo la
actuacion de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa durante la fase luminosa
(Wenderoth et al., 1997), y toman parte en la regulaciéon de las biosintesis de los
acidos grasos, por su accién sobre la acetilcoenzima-A carboxilasa (Sasaki y
Hatano, 1997), o del almidén, reduciendo la ADP-glucosa pirofosforilasa

(Ballicora et al., 2000).
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VII. Origen evolutivo de las tiorredoxinas

El descubrimiento de la gran variedad de tipos de Trxs coexistentes en la
mayoria de seres vivos, embarco a los cientificos en la busqueda de relaciones
evolutivas existentes entre todas estas proteinas. Las tiorredoxinas son proteinas
especialmente adecuadas para estudios de genética evolutiva, mediante el
desarrollo de arboles filogenéticos, dada su ubicuidad en la mayor parte de las
células vivas, su variedad de funciones y su pequefio tamafo. La gran cantidad
de secuencias nucleotidicas de Trxs disponibles en las bases de datos de ADN, y
su posterior estudio, permitié proponer teorias sobre el origen y las relaciones
entre estas proteinas. Estas proposiciones estan en concordancia, y corroboran la
teoria endosimbidtica que explica el origen de las células eucariéticas (Margullis,
1970). En los siguientes parrafos intentaremos resumir todas aquellos estudios

evolutivos que sobre estas pequefias proteinas se han realizado.

a. Las tiorredoxinas tienen diferentes origenes evolutivos

El primer estudio evolutivo con secuencias de Trxs fue realizado por
Hartman, Syvanen y Buchanan, se usaron 14 secuencias conocidas de Trxs para
realizar un arbol filogenético (Hartman ef al., 1990). Los resultados fueron
coherentes con los estudios pioneros realizados a partir de las secuencias del
ARN ribosémico 16s (Fox et al., 1980, Woese, 1987). Como resultado de tales
estudios se dividieron las tiorredoxinas en cuatro grandes grupos, tres de ellos
procariotas (I-III) y uno eucariota (IV) (Fig.6):

-Grupo I: bacterias fotosintéticas ptarpuras, Escherichia y Corynebacterium

-Grupo II: bacterias fotosintéticas verdes (Chlorobium)

-Grupo III: cianobacterias y Trxs m.
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-Grupo IV: animales

La Trx f de espinaca se integraba en el grupo de las Trxs animales (que
quizas deberia haber sido llamado eucariotas), mientras que la Trx m aparecia en
el grupo III, junto con las cianobacterias, probando asi su origen bacteriano. Este
estudio apoyaba la idea establecida en primer lugar por Lynn Margulis
(Margullis, 1970), ampliamente aceptada en la actualidad, de que el cloroplasto
de las células vegetales y la mitocondria de todas las células eucariotas proceden
de Dbacterias endosimbiontes (cianobacterias y bacterias purpuras,
respectivamente), que han delegado la mayor parte de su carga génica al ntcleo
eucariético, aunque atin conservan parte de su genoma. De este modo, el gen
para la Trx m pertenecia originalmente al genoma bacteriano, de donde fue
traslocado al ndcleo, en donde le fue afiadido un péptido de transito para

conducir la proteina de nuevo al cloroplasto.
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Figura 6. Arbol filogenético. Construido a partir de secuencias aminoacidicas de
14 Trxs de animales, plantas superiores (f y m), algas (m), cianobacterias (m) y
bacterias. Extraido del trabajo original de Hartman y colaboradores (Hartman et
al., 1990)
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Anos maés tarde se realiz6 un nuevo analisis filogenético. En esta ocasion
se emplearon 35 secuencias, 20 de las cudles pertenecian a plantas o algas
fotosintéticas. La aportacién més novedosa fue el estudio de las posiciones de los
intrones en el interior de las secuencias de los genes de las Trxs (Fig. 7). El arbol
evolutivo resulté ser més heterogéneo, aunque todas las tiorredoxinas m seguian

englobandose con las procariotas (Sahrawy et al., 1996).

E. coli

Chlamy b

Th¥G

TRX1

TRX3

TRX4

TRES

TREZ

Phalaris

Tobac hi

Rice

,
4 Human

Figura 7. Estructura intrénica de algunos genes de Trxs. Se representan Trxs h
de plantas superiores, humana, Chlamydomonas y E. coli. Se puede apreciar la
posicion conservada de algunos intrones en las diferentes isoformas de Trxs.
Extraido del trabajo original de Sahrawy y colaboradores (Sahrawy et al., 1996).

Segiin este trabajo las Trxs h y f forman sendos grupos compactos,
separados de otras Trxs eucariotas, ambos tipos presentan entre uno y tres
intrones. La tiorredoxina humana presenta cuatro intrones (Fig. 7). La presencia

de intrones en estas secuencias describe sus origenes claramente eucarioticos,
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pero ademas, la posicién conservada de algunos de estos intrones, denota el
origen evolutivo de estas secuencias a partir de una proteina antecesora comun y
eucariotica. Por el contrario, las Trxs m Gnicamente poseen un intrén entre el
péptido de transito y la proteina madura mostrando asi su origen bacteriano y su
historia evolutiva de migracion al nticleo, donde se le afiadié posteriormente el

péptido de transito.

Un aspecto interesante de estos estudios fue el origen eucarittico de las
Trxs f, ya que la mayoria de los productos génicos presentes en el cloroplasto
parecen provenir de la bacteria simbiética primordial. La Trx f ha adquirido un
péptido de transito para incorporarse al cloroplasto y, ademads, ser funcional en
éste. Esta facilidad para los cambios funcionales puede deberse a la alta

versatilidad y falta de especificidad, que en ocasiones presentan las Trxs.

Si la Trx m corrobora el origen bacteriano del cloroplasto, lo mismo ocurre
con otras Trxs que se localizan también en este orgénulo, las Trxs ch2 y x. Ambas
comparten claramente semejanzas aminodcidicas con las Trxs m, que las revelan
de origen procaridticos. La Trx x de A. thaliana presenta una hélice al mas corta,
al igual que las Trxs de origen procaridtica, mientras que las Trxs ch2, de esta
misma especie, poseen, al igual que las Trxs m, un intrén entre el péptido de
transito y la secuencia codificante. Aunque, ademds, ambos tipos de Trxs

presentan un intron en sus secuencias codificadoras (Meyer et al., 2002).

Como ya hemos visto en capitulos anteriores se conoce la existencias de
Trxs mitocondriales en diferentes especies, de animales, levaduras, y
recientemente de plantas. En plantas superiores, las Trxs mitocondriales no estan
tan claramente relacionados con las Trxs procaridticas como en el caso de las Trxs
cloroplastidicas. La Trx mitocondrial de A. thaliana (01), ha sido recientemente
clasificada en un nuevo subgrupo, entre las Trxs de origen eucaridtico y las de

origen procariético. Poseen 4 y 5 intrones en localizaciones diferentes a todas las
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demas Trxs estudiadas y sus secuencias aminoacidicas no concuerdan
preferencialmente con ningtin grupo ya descrito. En cualquier caso, todas ellas
poseen un peptido de transito que las dirige a la mitocondria (Laloi et al., 2001,

Meyer et al., 2002).

b. En plantas superiores coexisten multitud de formas de Trxs con origenes

evolutivos dispares

Recientemente se ha realizado un dltimo analisis evolutivo entre todas las
isoformas de Trxs descritas en plantas de diferentes especies (Meyer et al., 2002).
Se tuvieron en cuenta los dos aspectos empledados en trabajos anteriores, por un
lado un arbol filogenético agrupaba las secuencias en funcion de su estructura
secundaria, y por otro, la presencia de intrones en posiciones conservadas,
permitia corroborar la validez de las clasificaciones, y ademds permitia la
formacion de variantes dentro de cada grupo (por ejemplo, h2, h7, h8, CxxS1 y
CxxS2 son consideradas tipo /1 en base a la posicién de sus secuencias intrénicas),
o la discriminacion entre dos tipos de Trxs (por ejemplo, x y Ch2 no pueden ser
asociadas debido a las diferencias entre sus estructuras génicas). En este estudio

se emplearon todos los subtipos de Trx descritos en plantas superiores.

Se puede apreciar como las secuencias de origen procariético se agrupan
en la parte derecha de la figura 8, en cuatro grupos claramente diferenciados. Las
secuencias de Trx m se encuentran agrupadas en el grupo principal junto con las

dos Trxs de E. coli .

El resto de secuencias conforman el grupo de Trxs de plantas superiores
con origen eucariético. El grupo de las Trxs I es el mds importante y numeroso.
Algunas secuencias como las CxxS y algunas Trxs h de monocotiledéneas se

agrupan aparte, debido a su estructura génica. La Trx CxxS1 se denomina asi, al
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igual que su homologa CxxS2, debido a que carecen de la segunda cisteina en el
centro activo, pudiendo actuar como disulfuro isomerasa y, en ocasiones, como
reductasa. Inicialmente se la denomin6 como Trx h6 debido a su homologia con
las clasicas h. Ambas secuencias son expresadas, y poseen dos intrones en la
posicién de las Trxs h, y una helice al mas larga que la de las Trxs procariéticas,

al igual que las clasicas h.

La TDX es una proteina con un dominio Trx ya descrita anteriormente, su
secuencia es claramentre eucaridtica, a pesar de no poseer intrones en su
estructura. Este gen es expresado y un homoélogo ha sido encontrado en N.

tabacum.

El grupo eucariético conformado por las Trxs denominadas lilium, deben
su nombre a que inicialmente fueron descritas en L. grandiflorum, poseen
homologia con Trxs eucariéticas, sin embargo, su actividad oxidoreductasa no ha
sido puesta en evidencia, forman un grupo separado cercano al formado por las

Trxs f, de localizacién cloroplastidica.

f FDX

Figura 8. Arbol fiflogenético. Construido a partir de las secuencias
aminoacidicas de las Trxs de A. thaliana. Extraido del trabajo original de Meyer y
colaboradores (Meyer et al., 2002).
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VI1I. Tiorredoxinas h, el grupo mas numeroso y controvertido

Como ya mencionamos al inicio de este capitulo, las Trxs de plantas
conforman una familia multigénica muy compleja, de hecho, no se conoce
actualmente otro organismo que posea nimero mayor de estas proteinas.
Recordemos que tras la secuenciacién de A. thaliana se han descrito mas de una
veintena de proteinas que son Trxs o bien poseen algtin dominio en su estructura
con caracteristicas de Trxs. Si nos adentramos mas en el estudio de este tipo de
proteinas en plantas superiores, descubriremos que son las Trxs cloroplastidicas,
my f, las que han generado un mayor namero de trabajos publicados, y la mayor
parte de ellos relacionados con el metabolismo fotosintético. Los trabajos
realizados en nuestro grupo, a lo largo de los dltimos afios, en guisante, han
ayudado a aumentar el conocimiento sobre estos tipos de Trxs (m y f). Sin
embargo, cuando observamos la clasificaciéon de Trxs en A. thaliana, encontramos
que la tercera parte de estas son Trxs h . Sin embargo, el nimero de trabajos en
los que se han estudiado éstas son muy limitados, quedando sus papeles
fisiol6gicos relegados a unas pocas funciones que en ocasiones estdn carentes de
una base bien asentada. Por otro lado, el elevado namero de isoformas presentes
impone la cuestion obligatoria de la especificidad o redundancia funcional de

estas Trxs.

Tras analizar la bibliogréfia, en revistas de impato, sobre Trxs 1 podemos
encontrar, tras finalizar el afio 2004, algo menos de una centena de trabajos

publicados al respecto, siendo el primero de ellos del afio 1987.

Analizando estos trabajos, vemos como mas de la mitad estan centrados
en la caracterizacion génica, proteinica o bioquimico de alguna Trx h. Estos
trabajos, generalmente son los primeros realizados y asentaron los conocimientos

basicos sobre estas proteinas. El resto de trabajos se han enfocado en su relacion
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con diferentes procesos fisiolégicos, localizacion celular o subcelular, o bien,

estudios estructurales.

Si existe una funcién clasica dentro del grupo de las Trxs & esta es la que
las relacionan con un papel preponderante en la germinaciéon de la semilla,
estando una proporcién importante de estos trabajos centrados en
monocotiledéneas. Otro grupo importante de estos trabajos se han centrado en el
estudio de la estructura tridimensional de las Trxs h, estando disponibles varias
estructuras resueltas por difracciéon de rayos X y por RMN, aunque la mayoria de
estas corresponden a una Trx h del alga fotosintética Chlamydomonas.
Recientemente, se ha publicado la primera estructura tridimensional de una Trx h
de plantas superiores (Coudevylle et al., 2005). El resto de investigaciones se han
repartido en aspectos muy dispares, como por ejemplo su papel en procesos de
autoincompatibilidad polen-pistilo, o bien han sido recientemente presentadas
como proteinas que defienden frente a diferentes tipos de estrés. Su localizaciéon
espacial ha sido un tema de estudio por diferentes grupos, siendo inicialmente
descritas como proteinas citosélicas, y posteriormente encontradas ejerciendo
funciones en ntcleo, asociadas a membranas, e incluso parecen localizarse en
mitocondrias o peroxisomas. Ademds han sido descritas como una de las

proteinas mayoritarias en los vasos floeméticos.

Tras esta breve revision funcional de las Trxs h, que serdn vistas con mas
detalle a continuacién, se puede apreciar que existen muchas lagunas sobre la
funcionalidad de las mismas. Por otro lado el elevado ntimero de isoformas
presentes (recordemos que en A. thaliana, hay descritas 8 Trxs h y varias proteinas
relacionadas) nos obliga a cuestionarnos la especificidad funcional entre todas
estas isoformas, ya que en los diferentes ensayos in vitro, en los cuales se pone de

manifiesto la actividad Trx, estas no muestran diferente comportamiento.
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a. Tiorredoxinas h, un poco de historia

Las Trxs h fueron descritas y caracterizadas por primera vez en 1987, en
un trabajo en el que se aisl6 y caracterizé una Trx y una tiorredoxin reductasa de
cultivos de células no fotosintéticas de zanahoria (Johnson et al., 1987a). Este
trabajo vino a confirmar lo que ya se sospechaba desde hacia varios afios, la
existencia de un sistema Trx en tejidos heterétrofos de plantas superiores, de ahi
su apelativo de Trx h. En ese mismo afio, el mismo autor, publicé otro trabajo en
el cual se caracterizé una Trx h, pero esta vez de endospermo de semillas de trigo
(Johnson et al., 1987b) de esta forma se abri6 una linea de investigacion que dio, y
estd dando lugar a una gran cantidad de trabajos en los cuales se relaciona la Trx
h con la germinacién de la semilla, siendo esta su funciéon mas clasica. Una
proporciéon importante de estos trabajos (al igual que los trabajos iniciales de
Johnson) fueron y son actualmente encabezados por el Pofr. Bob B. Buchanan de
la Universidad de Bercley en EEUU. Con el paso de los afios se ha incrementado
el conocimiento sobre estas proteinas debido al gran ntimero de publicaciones,
que esta aumentando afio tras afio, y que cada vez involucra a un mayor ntimero
de investigadores.

A continuacién vamos a realizar una revisiéon detallada sobre algunos

aspectos claves sobre este tipo de Trxs.

b. Las tiorredoxinas h v sus funciones en la semilla

Durante la germinaciéon de la semillas las Trxs h juegan un papel
importante demostrado, especialmente en cereales, desde hace ya varios afios. De
hecho, como ya comentamos en apartados anteriores, si existe una funcién clasica
para las Trxs de este grupo, esta es la que las relaciona con la germinacion de la

semilla, facilitando la hidrélisis de las reservas macromoleculares.
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En el mismo afio en el que se describié la primera Trx h de plantas
superiores (Johnson et al., 1987a), se presenté también una Trx h aislada de
endospermo de semillas de trigo, con capacidad de reducir la purotionina, una
proteina de almacenamiento de semilla que presenta 4 puentes disulfuro
(Johnson et al., 1987b). Actualmente es una evidencia el hecho de la reducciéon de
proteinas de almacenamiento en semilla por Trxs h. Esto facilita la posterior
proteolisis, durante las primeras etapas de la germinacién de los cereales. La
relacion de las Trxs h en esta tarea se basé principalmente en la observacion de
que las Trxs de plantas y de bacterias poseian la capacidad in vitro de reducir
proteinas de almacenamiento de semilla, y de inactivar inhibidores de enzimas
amiloliticos (Kobrehel et al., 1992). Por ejemplo, las Trxs de trigo y de E. coli
fueron capaces de reducir e inactivar los inhibidores de a-amilasa y de tripsina
(Kobrehel et al., 1991, Jiao et al., 1992). Las Trxs h, ademas, reducen una serin-
proteasa especifica de semilla, denominada tiocalsina, que tras su reduccién es
activada por calcio (Besse et al., 1996). La tiocalsina reducida es capaz de
hidrolizar las gliadinas y gluteninas perviamente reducidas por Trxs h.

Pero las evidencias mds concluyentes del papel de las Trxs h en la
movilizacién de proteinas de reserva en semilla se obtuvieron por medio de la
construccion de lineas transgénicas de cebada (Hordeum vulgare), que
sobreexpresaban Trx h. Esta sobreexpresion en semilla cuadriplicaba la actividad
de la enzima dextrinasa limite que rompe los enlaces a-1,6 del almidon (Cho et
al., 1999).

Estudiando los niveles de Trx en endospermo de trigo se determiné que
existe una progresiva reducciéon de estas, durante la germinacién siendo este
fenémeno producido por acciéon del acido giberelinico (GAs) (Lozano et al., 1996).
Sin embargo, Serrato y colaboradores encontraron que los niveles proteinicos de
Trx en aleurona y escutelo se mantienen invariables durante la germinacién, y el

GA; no produce efectos a nivel de las Trx en esos tejidos. Ademas, estas mismas
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Trxs fueron inmunolocalizadas predominantemente en el ntcleo de células del
escutelo y de aleurona, y en menor proporciéon en endospermo (Serrato et al.,
2001).

En conclusién (Fig. 9), las Trxs h han sido descritan como proteinas que
ejercen una importante funcién en las fases iniciales de la germinacion, llevando
a cabo la movilizacion de compuestos de reserva a través de diferentes
actividades. (i) En primer lugar las Trxs actuan a nivel de las proteinas de
reserva, rompiendo puentes disulfuro existentes en estas proteinas, dejando mas
accesibles los enlaces peptidicos para que sean hidrolizados por proteasas
especificas. (ii) Por otro lado las Trxs se reconocen como activadores de varias
enzimas proteoliticas y amiloliticas que dardn lugar a la liberaciéon de
monémeros aminoacidicos y glucidicos necesarios para la germinacién de la
semilla. (iii) Las Trxs / tambien actuan inhibiendo a determinados inhibidores de

enzimas hidroliticas (inhibidores de a-amilasa o inhibidores de tripsina).

TRX4 of o
SH * Reduccion de proteinas de reserva

— ¢ Activacién de enzimas hidroliticos

TRXT S-S ¢ Inhibicién de inhibidores de enzimas hidroliticos
N—

Figura 9. Pepeles conocidos de las Trxs h en semilla, en relacion a la
movilizacion de reservas durante la germinacion.

En conjunto las Trxs h favorecen la movilizaciéon de proteinas de reserva
en semilla. Este conocimiento ha posibilitado el empleo de harinas transgénicas
comerciales con elevados niveles de Trx h. Una de las caracteristicas de estas

harinas es una mayor proporcién de compuestos reducidos lo cual conduce a una
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menor alergenicidad de los alimentos que las contengan especialmente indicada
para individuos celiacos.

Algunos trabajos han mostrado que son varias las Trxs h que se expresan
en semillas, mostrando diferentes patrones bioquimicos, y de expresién espacio-
temporal. Este hecho implica la existencia de funciones diferenciadas entre las
distintas isoformas de Trx h coexistente en este 6érgano. Estos resultados se han
descritos en cebada (Maeda et al., 2003) y guisante (Montrichard et al., 2003). Por
ejemplo, la caracterizaciéon de dos Trxs h (h3 y h4) en semillas de guisante, se
realiz6 por Montrichard y colaboradores. Se demostr6 que las dos Trxs h de
guisante tienen una distribucién espacio-temporal diferente en la semilla. La
expresion génica de Trx h3 (PsTRXh3) se acumula en ejes embrionarios y
cotiledones, y se mantienen constante hasta dos dias tras la protusion de la
radicula, sin embargo, la Trx h4 (PsTRXh4) solo se expresa en ejes de semilla seca
y durante la imbibicién, pero sus niveles disminuyen en los siguientes estadios
de la germinacién (Montrichard et al., 2003).

El conocimiento de la funcion fisiolégica de las Trxs h en la semilla se ha
visto recientemente actualizada por una serie de trabajos que involucran a estas
proteinas en otras funciones diferentes a aquellas relacionadas con la
movilizacién de reservas nutricionales, por ejemplo en la defensa frente a
diferentes tipos de estrés. Serrato y Cejudo encontraron que la acumulacién de
Trx h en nucleo de células de semilla se asociaba con el estrés oxidativo sufrido
por esos tejidos en desarrollo (Serrato y Cejudo, 2003). Por otro lado se demostr6
que las lineas transgénicas de cebada que sobreexpresaban Trx h eran mas
resistentes al efecto inhibidor del selenito, proponiéndose la posibilidad de
emplear plantas que sobreexpresen Trxs en bioremediacion de ambientes
contaminados (Kim et al., 2003).

Los trabajos basados en la captura de proteinas diana de Trxs han

ayudado a corroborar los papeles fisiolégicos de las Trxs en semillas, y han
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aportado nuevas informaciones que podrdn abrir nuevos campos de trabajo al
respecto. En 2001, se aislaron 3 proteinas (Arah2, Arah3 y Arah4), ya descritas
como alérgenos, y dos, no descritas anteriormente en semillas, y relacionadas con
la desecacion y la maduracién de proteinas en semilla (Yano et al., 2001).
Posteriormente , en otro trabajo, se capturaron varias proteinas diana en lineas
transgénicas de cebada que sobreexpresan Trx h, tras someter al embrion a
peréxido de hidrégeno. Se describid, entre otras, una peroxiredoxina (peroxidasa
dependiente de Trx) de semilla lo cual corrobora el papel antioxidante de estas
proteinas en el estrés de la semilla (Marx et al.,, 2003). En este trabajo se
obtubieron proteinas diana que relacionaban a las Trxs con procesos tales como,
la dormancia, y la traduccién y mobilizacién de proteinas de reserva. Maeda y
colaboradores, realizaron una nueva busqueda de proteinas diana de Trxs h en
cebada. Se emplearon dos Trxs /i, comprobando que no presentaban diferencia en
la especificidad frente a las proteinas diana. Se encontraron proteinas ya
descritas por su interacciéon con Trxs: inhibidores de a-amilasa/subtilisina,
inhibidores de a-amilasa/tripsina, ciclofilinas (descritas como proteinas diana de
Trxs m). Por otro lado se identificaron varias proteinas no descritas como dianas
de Trxs: proteina embrioespecifica, isoenzimas de quitinasa y superéxido
dismutasa entre otras (Maeda et al., 2004). El dultimo estudio de captura de
proteinas diana de Trxs h en semilla lo realizaron Wong y colaboradores en
cebada (Wong et al., 2004). Se aislaran 68 posibles diana de diferentes estadios de
desarrollo, entre las cuales hay 40 desconocidas, que no vamos a citar aqui, pero
lo que si mencionaremas es que se describieron varias proteinas en la defensa
frente al estrés oxidativo (peroxiredoxina tipo II, catalasa, superdxido dismutasa,
ascorbato peroxidasa, glioxalasa, GSH dehidroascorbato reductasa, peroxidasa 1,
serpina, taumatina), muchas proteinas relacionadas con el metabolismo del
carbono (inhibidores ya descritos, aconitasa, aldolasa, NAD malato

deshidrogenasa), y muchas proteinas relacionadas con una gran diversidad de
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funciones. El empleo de técnicas centradas en la captura de proteinas diana
aporta una gran cantidad de datos que permiten abrir nuevas lineas de trabajo en

el estudio de estas proteinas.

c. Las tiorredoxinas h en los tejidos florales reproductores

Las Trxs h juegan un papel crucial en la funcién floral, diferentes estudios
han descrito la presencia de estas pequenas proteinas, tanto en el grano de polen,
como en el pistilo. Varias lineas de investigaciéon claramente diferenciadas, han
demostrado el papel de las Trxs h en este 6rgano, implicandolas en el mecanismo
de la autoincompatibilidad floral. Sin embargo, son muchos los datos que quedan

por explicar para poder aclarar su funcién de forma evidente.

i) La autoincompatibilidad floral

La reproduccién sexual es un proceso altamente controlado en el cual es
neceraria una serie de pasos para el reconocimiento de los dos componentes,
masculino y femenino. En plantas superiores, el éxito de la fertilizacién que
conduce a la formacién de la semilla, es dependiente de la interacciéon entre los
dos componentes compatibles que interaccionan: el grano de polen, que porta los
gametos masculinos, y el pistilo, donde se encuentran los gametos femeninos.
Durante la polinizaciéon el polen es transportado por diferentes vectores (Por
ejemplo, aire, agua y animales) hacia el estigma, la superficie receptiva del
pistilo. El pistilo posee la capacidad de discriminar los diferentes tipos de polen
con los que interacciona. Asi el grano de polen perteneciente a otra especie
diferente a aquella que porta la flor, es generalmente rechazado, manteniendo asi
la estabilidad genética de la especie. Ademas de este reconocimiento que

previene cruces interespecificos, se estipula que algo mas del 50% de las especies
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de angiospermas poseen la habilidad de identificar y rechazar su propio polen.
La autopolinizacién es un fendémeno particularmente propenso en especies
donde se dan estructuras hermafroditas, como ocurre en la mayoria de las
angiospermas (El 96% de angiospermas portan organos masculinos y femeninos
en la misma planta, y entre estas especies, el 75% portan flores hermafroditas). La
significacion evolutiva del rechazo del polen propio, denominado
autoincompatibilidad (SI), es considerable, y la adquisicion de diferentes
sistemas de SI en plantas con flores durante el curso de la evolucién, se cree
responsable de la gran variabilidad y adaptacion de estos vegetales al medio.
Esto, condujo al rapido avance y una posicion dominante de las plantas con flor
en la biosfera (Gaude y Cabrillac, 2001).

El sistema genético que controla el fenémeno de la autoincompatibilidad
estd constituido por genes que presentan una elevada variabilidad alélica,
recordando al sistema genético que constituye el complejo mayor de
histocompatibilidad en mamiferos. Por esta razén las plantas en este tipo de
experimentos son denominadas como “haplotipos”, y el rechazo se producira
cuando se de la expresion de los mismos productos alélicos en las cubiertas del
grano de polen y en la superficie estigmaética.

Actualmente se conoce que este rechazo no se limita al polen procedente
de la misma planta, también se rechazaran el grano de polen que expresen los
mismos alelos presentados por el estigma. Este hecho sugiere que estos genes
deben contener, al menos, dos unidades transcripcionales multialélicas, una que
codifique el determinante masculino y otra el femenino, responsables ambas de
la autoincompatibilidad (Fig. 10). Por consiguiente, el reconocimiento polen-
pistilo que conduce a la respuesta de SI, se basa en la interaccién directa entre los
componentes, masculino y femenino, que presentan el mismo alelo, y que
conducen a la respuesta de SI que detiene el proceso de fertilizacion del ovario.

Los componentes masculinos y femeninos responsables de esta interaccion
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molecular varian entre las diferentes especies, pero el papel de las Trxs h en este
sistema ha sido puesto de manifiesto en dos modelos de estudio de SI, el modelo
de herbaceas (Phalaris coerulescens), y el modelo Brasica. En el primero, la Trx
parece jugar un papel en los dos componentes, granos de polen y estigma,
aunque el mecanismo molecular atn no estd claro. En el segundo modelo la
funcién de la Trx ha sido evidenciada de forma elegante, a nivel molecular,

actuando en este caso desde el estigma femenino.

§ locus Figura 10. Genética de la SI floral. El Locus

' i/:|*|:} S contiene, al menos dos componentes, que

- \:v_ - codifican los determinantes masculino, que

Cf. A Ir> ¥ se expresa en el grano de polen (verde), y

etermiinat. | determinant | | femenino, que se expresa en estigma floral

N "\'17 ' (amarillo). La respuesta de SI ocurre cuando

T - al'nbOS deter/mmantes, po.rtan‘el' mismo alelo.

. Figura extraida del trabajo original (Gaude y
|Self-incumpatibi[it}-' response | Cabrillac, 2001).

ii) Las tiorredoxinas y la SI en herbaceas, un modelo atn por descifrar

En las plantas herbaceas la SI esta controlada por, al menos, dos genes
multialélicos no ligados, denominado S y Z (Hayman y Richter, 1992). El
crecimiento del tubo polinico se detiene cuando los alelos de ambos genes
expresados en el polen se encuentran también en el estigma. Este sistema de SI
gametofitica controlado por dos genes es caracteristico de las plantas herbéceas.

En 1994, Li y colaboradores clonaron y secuenciaron el gen S, multialélico,
de P. coerulescens, cuya mutaciéon conducia a la perdida de la SI en la planta. La
secuencia aminoacidica deducida constituia una proteina con un dominio N-
terminal variable y un dominio C-terminal conservado de Trx tipo h. Propusieron

que el extremo N-terminal determinaba la especificidad alélica, y el dominio Trx
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poseia la actividad catalitica, que fue corroborada in vitro por la expresion y
purificacién de la Trx (Li et al., 1994, Li et al., 1995). Posteriormente, los mismos
autores corroboraron que la actividad Trx era necesaria para el proceso de SI. La
proteina S mutante que conducia a la perdida de SI habia sufrido una mutacion
puntual en un serina del dominio Trx que le hacia perder su actividad Trx,
transformando la planta en autocompatible (Li et al., 1996). Ademds para
corroborar el modelo de P. coerulescens en el estudio de SI en monocotiledoneas,
se aislo y estudi6 el gen S de otras 15 especies de herbaceas, comprobando asi la
presencia de esta proteinas incluso en especies autocompatibles (Li et al., 1997).

Se han propuesto dos modelos que permiten explicar molecularmente la
SI en herbaceas (Lewis, 1976, Wehling et al., 1994). Ambos modelos postulan la
expresion de los genes S y Z en los dos componentes interactuantes, granos de
polen, y estigma floral, y tambien suponen la interaccién del producto del gen S
(dominio N-terminal) con otras proteinas. Li y colaboradores propusieron un
posible papel catalitico del dominio Trx (dominio C-terminal) regulando esta
interaccion (Li et al., 1996).

En conclusién, se demostré la implicacion de proteinas, con un dominio
Trx tipo h, en el proceso de SI en P. coerulescens. Ademas se comprob6 que la
actividad catalitica del dominio Trx esta relacionada con la capacidad de la
planta para aceptar o rechazar el grano de polen. Este modelo es aplicable a otras
monocotiledoneas, sin embargo no hay datos suficientes para proponer un

mecanismo molecular de actuacién sélido.

iii) Papel molecular de las tiorredoxinas / en el mecanismo de SI en Brassica

La SI en la familia Brassicaceae estd controlada por un conjunto de genes

ligados, que se encuentran en la misma localizacion cromosémica, en el

denominado locus S. Algunos de estos genes presentan una elevada variabilidad
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genética que conducen a diferentes tipos de alelos. En la respuesta de SI en este
grupo de plantas, el tubo polinico no se desarrolla adecuadamente en el estigma
que expresa los mismos alelos S que el grano de polen. El rechazo del polen es el
resultado de la detencién del crecimiento del tubo polinico.

Son varios los componentes proteinicos o glicoproteinicos que determinan
la respuesta de SI en brasicaceas, aunque los responsables directos de la
interaccion que determina la complementariedad alélica son dos proteinas,
codificadas ambas por el locus-S. El componente femenino se ha denominado S-
locus receptor Kinase (SRK) y se expresa en el tejido estigmatico (Takasaki et al.,
2000), y el componente masculino, denominado S-locus ciystein-rich protein (SCR)
forma parte de un grupo de proteinas PCP (pollen coats protein) que se expresa
en las cubiertas del polen (Schopfer et al., 1999). Actualmente se conoce que la
respuesta de SI se traduce molecularmente por la interacciéon de SCR con SRK
(Stephenson et al., 1997, Schopfer et al., 1999).

SRK es una proteina transmembrana, consistente en una region
extracelular, otra intermembranosa, y una ultima regién citoplasmatica que
muestra actividad serin-treonin quinasa (Giranton et al., 2000). Tras la interaccién
de granos del polen con el tejido estigmatico, ambos del mismo haplotipo, se
produce la autofosforilacion del dominio quinasa de SRK, y en estas condiciones
esta proteina, es capaz de fosforilar a una proteina citoplasmatica denominada
ARC1, que actua produciendo una serie de reacciones en cascada que conducen a
la parada del crecimiento del tubo pilinico.

El papel molecular de las Trxs h en el proceso de la SI fue puesto
gradualmente de manifiesto a lo largo de una serie de trabajos. Inicialmente, se
descubri6 la capacidad de interaccion de dos Trxs h de Brassica, denominadas
THL-1 y THL-2, con el dominio quinasa de SRK. Esta informacién se obtuvo al
enfrentar una libreria de ARNm con el dominio quinasa por medio de la técnica

del doble hibridos. Luego fue corroborada por coinmunoprecipitacién (Bower et
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al., 1996). Posteriormente Cabrillac y colaboradores propusieron un modelo para
el mecanismo molecular de las Trxs h en la SI. Ambas Trxs interaccionan de
manera reversible con el dominio quinasa de SRK en el estigma, inhibiendo su
capacidad de autofosforilaciéon, evitando asi la activacion espontanea de la
cascada de sehales que conducen a la SI. En este modelo, la proteina SCR del
polen interacciona con la SRK estigmatica, produciendose la liberaciéon de la Trx.
El dominio quinasa de SRK queda libre de la Trx permitiendo asi su actividad de
autofosforilacién, produciendose de esta forma la respuesta de SI (Cabrillac et al.,
2001).

Por ultimo se caracteriz6 la interaccion entre estas Trxs y el dominio
quinasa de SRK. Se usaron construcciones hibridas entre diferentes tipos de Trxs
y se realizaron mutaciones puntuales en los dos componentes de la interaccion,
realizandose experiencias con el sistema de doble hibrido. La interaccién era de
naturaleza oxido-reductiva ya que la sustitucién o deleccién de residuos de
cisteina en el centro activo de las Trxs y/o en el dominio quinasa, abolian la
posibilidad de interacciéon entre ambas proteinas. Ademds se postulé que esta
interaccion se daba entre Trxs h que mostraban el centro activo -WCPPC-
(Mazzurco et al., 2001).

Por dltimo, recientemente se ha realizado la construcciéon de plantas
transgénicas de Brassica napus, que expresan una Trx h en antisentido dando
lugar a un fenotipo con bajo nivel de rechazo de polen propio (Haffani et al.,

2004)

iv) Otros datos sobre la presencia de tioredoxinas / en tejidos florales

El conjunto de trabajos que han sido previamente explicados se agrupan

en dos modelos que relacionan las Trxs con el proceso de autoincompatibilidad.
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Sin embargo, existen otros datos que han puesto de manifiesto la presencia de
Trxs en polen y tejido estigmatico, aunque no se ha explicado atin esta presencia.

En Brassica rapa se detect6 la presencia de Trxs en la superficie del grano
de polen. Para ello, se inmunodetectaron un grupo de proteinas utilizando
anticuerpos obtenidos de conejos a los que se les inyect6 proteinas de la cubierta
del grano de polen. Las proteinas que se muestrearon procedian de la expresion
de una libreria de ADNc de anteras inmaduras. Esta presencia no se han
relacionado con el fenémeno de la SI en Brassica, aunque fueron identificadas
como posibles alergenos (Toriyama et al., 1998).

Juttner y colaboradores clonaron, expresaron y carcaterizaron diferentes
Trxs h a partir de ARNm de granos de polen de diferentes herbaceas (Lolium
perenne, Hordeum bulbosum, Phalaris coerulescens y Secale cereale). Estas secuencias
mostraron homologias mayores del 95% por lo cual se agruparon en un subtipo
de Trx h. En la base de datos, a partir de estas secuencias, se detectaron otras Trxs
de especies no herbaceas (tomate, soja, arroz y pino) mostrando asi su
importancia funcional no limitada a monocotiledoneas (Juttner et al., 2000). Este
subgrupo de Trxs /i, junto con otras de diferentes especies se denominan como
subgrupo 3 en la tltima clasificaciéon de Trxs h (Gelhaye et al., 2004b). Su posible
papel fisiol6gico esta adn por determinar.

Las Trxs h de A. thaliana fueron estudiadas a nivel transcripcional
(northern blots, RT-PCR semicuantitativa y experiencias de fusién promotor-
GUS), mostrando patrones de expresion claramente diferenciados (Reichheld et
al., 2002). Algunas de ellas con un patrén de expresion muy ubicuo, otras

mostraron preferencias en granos de polen y estigma floral.
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d. Las tiorredoxinas h se expresan en haces vasculares

La presencia de Trxs tipo & como una de las proteinas mayoritarias en los
haces vasculares del floema, esta actualmente fuera de dudas desde que en 1995
Ishiwatari y colaboradores realizaran su extraccién e identificacién de haces
vasculares de arroz. La proteina denominada como RPP13-1, una de las mas
abundante, fue parcialmente secuenciada, y a partir de la informacién obtenida
se obtubo un ADNc que correspondia con una Trx tipo h. Esta fue
sobreexpresada y presentaba actividad reductora de puentes disulfuros
(Ishiwatari et al., 1995). En los afios posteriores se corrobor6 esta presencia en
otras especies de monocotiledoneas, e incluso de dicotiledoneas, planteandose la
posibilidad de que estas proteinas procedieran de la translocacién de las células
de acompafiamiento del floema (Sasaki et al., 1998, Schobert et al., 1998,
Santandrea et al., 2002). Este udltimo dato fue confirmado por medio de
experiencias de hibridacion in situ, demostrandose ademas en células mesofilicas
de tabaco, con experiencias de microinyeccién de Trx marcada con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), que estas proteinas eran capaces de atravesar las células
del floema via plasmadesmos (Ishiwatari et al., 1998).

Varias funciones fueron propuestas para estas proteinas en tejido
conductor, aunque el méas evidente se propuso tras realizar el seguimiento de la
expresion génica de Trx h durante la formacién del tejido conductor por
hibridacién in situ. Permiti6 determinar que estas proteinas se encuentran en
todos los tipos celulares en los primeros estadios del desarrollo vascular,
quedandose su expresion relegada a las cetilas de acompafiamiento conforme se
organiza el tejido vascular. Estas experiencias permitieron argumentar y
defender el papel de estas proteinas en la diferenciacién celular del tejido

vascular (Ishiwatari et al., 2000).
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Estudios de expresiéon génica en A. thaliana transformadas con una
construcciéon promotor-GUS, y de northern blot, permitieron demostrar que
cuatro Trxs h de esta planta eran principalmente expresadas en haces vasculares

de plantulas (Reichheld et al., 2002).

e. Las tiorredoxinas h vy el estrés

El papel de las Trxs en la defensa frente al estrés oxidativo ha sido descrito
en diferentes organismos. Diferentes trabajos en humanos, levadura, plantas
superiores, algas (C. Reinhardtii) y bacterias (E. coli) han demostrado la
implicaciéon de diferentes tipos de Trxs en el control del equilibrio redox y la
defensa frente al estrés oxidativo (puede verse en el capitulo referente a las
funciones generales de las Trxs). Las Trxs h parecen estar involucradas en esta
funcién, segtn ciertos trabajos recientes. Mouaheb y colaboradores realizaron en
1998 experiencias de complementacién heteréloga en EMY63 con cinco Trxs h de
A. thaliana. Estas experiencias sirvieron para corroborar la especificidad funcional
dentro de este subgrupo de Trxs. AtTRXh3 pareci6 ser la Trx h, de esta planta,
que mejor complementaba la sensibilidad frente al peréxido de hidrégeno
(Mouaheb et al., 1998). Posteriormente se demostré que ésto, se debia a la
interaccion de esta Trx con una Peroxiredoxina de levadura descrita como tipo II,
comprobandose ademads, la existencia de una prx homoéloga en la planta, que
ademas es citosolica (Verdoucq et al., 1999). Trabajos posteriores han demostrado
esta capacidad enzimatica (Brehelin et al., 2003), e incluso la captura de una prx
tipo II citosodlica, como proteina diana de Trxs h (Yamazaki et al., 2004). Por otro
lado, Serrato y col. encontraron que en trigo sometido a estrés oxidativo, las Trxs
se acumulan en nucleo de celulas de semilla en desarrollo, (Serrato et al., 2001,
Serrato y Cejudo, 2003). Ademas varias proteinas diana han sido capturadas en

diferentes trabajos, identificAndose éstas, como proteinas involucradas en la
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defensa frente al estrés oxidativo, como peréxirredoxinas, superéxido dismutasa,
ascorbato peréxidasa, etc (Marx et al., 2003, Maeda et al., 2004, Yamazaki et al.,
2004, Marchand et al., 2004).

El papel de las Trxs h en la defensa frente a estrés bidtico ha sido también
recientemente descrito. Se han capturado posibles proteinas diana de Trxs h
involucradas en la defensa frente a este tipo de estrés (Marchand et al., 2004).

Una Trx h de A. thaliana, AtTrxh5, parece aumentar su nivel de transcritos
en plantas sometidas a estrés xidativo o estresadas por agentes patdégenos

(Reichheld et al., 2002, Laloi et al., 2004).

f. Las Trxs h, cladsicamente descritas como citosélicas pueden localizarse en otros

compartimentos celulares.

La localizacién subcelular de las Trxs h es un tema ciertamente
controvertido desde el descubrimiento de éstas. Mientras que las formas m y f
han sido siempre consideradas como cloroplastidicas, las /i fueron propuestas
como citosolicas desde practicamente su descubrimiento, debido a la carencia de
peptido de transito (Brugidou et al., 1993). Sin embargo en los ultimos afios
algunos trabajos han descrito estas isoformas en diferentes compartimentos
celulares, coplicando atin mas el conocimiento funcional de estas proteinas. Shiy
Bhattacharyya describieron dos Trxs tipo h, en soja, asociadas a membranas a
través de su extremo N-terminal transmembrana, aunque su papel no fue, ni ha
sido atin descifrado (Shi y Bhattacharyya, 1996). Por otro lado, la presencia de las
Trxs h en nucleo de células de semilla de trigo fue puesta de manifiesto
relacionandose, en este caso, con la defensa frente al estrés oxidativo durante la
germinaciéon de semilla (Serrato et al., 2001, Serrato y Cejudo, 2003). En un
reciente trabajo, Gelhaye y colaboradores han descrito la presencia de una Trx h

de alamo (PtTRX%2) en mitocondrias, donde parece ser reducida por la NADPH-
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Trx-reductasa mitocondrial (AtNTRA). PtTRXh2 actuaria regulando una oxidasa
alternativa de mitocondria por oxidoreduccién, permitiendo asi, la activacion de

ésta por piruvato (Gelhaye et al., 2004a).

¢. Estructura tridimensional de las tiorredoxinas h

El conocimiento de la estructura tridimensional de las Trxs h esta
préacticamente relegado a los estudios en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii.
Varios trabajos describen la estructura tridimensional de diferentes Trxs de este
alga verde, resueltos por RMN o por difraccién de rayos-X (Mittard et al., 1995,
Mittard et al.,, 1997a). También se han descrito estructuras con mutaciones
puntuales, y se han realizado estudios espectroscépicos y calorimétricos
(Richardson et al., 2000, Menchise et al., 2001a, Menchise et al., 2001b). Sin
embargo, recientemente ha sido publicada la primera estructura de Trx h de
planta superior (Populus tremula). En este caso la Trx resuelta exhibe el centro
activo atipico -WCPPC- (Coudevylle et al., 2004, Coudevylle et al., 2005).

La arquitectura molecular de las Trxs esta altamente conservada y todas
las Trxs h resueltas por el momento respetan este folding. Las diferencias
funcionales entre todas estas isoformas se basan en las caracteristicas
aminoacidicas de la superficie molecular, este hecho condiciona el tipo de

proteina diana con la que interaccionan (Eklund et al., 1984)

h. Proteinas diana de tiorredoxinas h

En los dltimos afios han sido publicados varios trabajos, de diferentes
autores, en los que se han realizado la busqueda y captura de proteinas diana de
Trxs. Las Trxs tipo h han sido, quizas, las mas afortunadas en estos estudios

(Verdoucq et al., 1999, Yano et al., 2001, Marx et al., 2003, Wong et al., 2004, Maeda
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et al., 2004, Yamazaki et al., 2004, Marchand et al., 2004). Estos trabajos estan
principalmente basados en la la combinacién de diferentes técnicas que conducen
a la identificaciéon de las secuencias aminoacidicas de posibles proteinas dianas
de Trxs. En primer lugar los extractos crudos son incubados con la Trx a ensayar
y posteriormente se tratan con sondas fluorescentes (monobromobimano o Cy5
maleimida), de esta forma se etiquetan los grupos cisteinas que han sido
previamente reducidos por Trx. Otra opcidén es la captura de las proteinas diana
por medio de su unién covalente con la Trx ensayada, pero previamente mutada
(segunda cisteina del centro activo por serina) permitiendose asi, la unién
covalente y estable entre ambas proteinas. Posteriormente, estas proteinas son
identificadas gracias a la separacion electroforética bidimensional, lo cual permite
mayor resolucion. Por dltimo, se realiza la identificaciéon aminoacidica por
secuenciacion o bien, basada en espectrometria de masas y comparacién en base
de datos.

Estos trabajos han originado una enorme variedad de secuencias
aminoacidicas, algunas de las cuales no son conocidas. en otros casos las
secuencias se han identificado con proteinas de las cuales ya se intuia la

posibilidad de interaccion con Trxs.

i. Origen v agrupacion de las Trxs h

Las Trxs del grupo h representan el méds grande y divergente grupo de
Trxs en plantas, su origen eucariético, junto con las Trxs de mamifero y las Trxs f,
estd mas que asentado. La multitud de isoformas de Trx h y la alta homologia
interespecifica existente entre ellas corrobora los fenémenos evolutivos de
duplicacién y divergencias dentro de este grupo (Rivera-Madrid et al., 1995). Por

otro lado, la presencia en las diferentes especies de dos intrones en posiciones
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conservadas (Sahrawy et al., 1996) confirman el hecho de que las Trxs h de
plantas superiores y Chlamydomonas provienen de una Trx ancestral comun.

Con la excepcion de A. thaliana, cuyo genoma ha sido recientemente
secuenciado, no se conoce el juego completo de Trxs /i de ninguna especie. Meyer
y colaboradores realizaron un estudio evolutivo con todas las Trxs de esta planta
y otras de diferentes especies. Demostraron que en ocasiones, existe mayor
homologia entre dos Trxs de dos especies filogenéticamente alejadas, que entre
dos secuencias de diferentes Trxs h de una misma especie (Fig. 11), por ejemplo
las Trxs hl, h3, h4 y h5 de A. thaliana mantienen un mayor grado de homologia
con las Trxs h de monocotiledoneas, como el trigo o arroz, que con el resto de

Trxs de Arabidopsis (h2, h7 y h8) (Meyer et al., 2002).

xx52

Figura 11. Arbol filogenético construido a partir de las Trxs de A. thaliana y de
otras especies de monocotiledoneas.
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Gelhaye y colaboradores (Gelhaye et al., 2004b), han presentado
recientemente un trabajo basado principalmente en el estudio de cinco Trxs h del
alamo (Populus trichocarpa) y en las Trxs h de A. thaliana. Las Trxs h de plantas
superiores pueden ser agrupadas en tres subgrupos segin su secuencia
aminoacidica (Fig. 12), y si se analizan los diferentes subgrupos se puede apreciar
que tienen carcacteristicas bioquimica y funcionales parecidas. En el subgrupo 1
se encuentran las Trxs h mas ampliamente estudiadas (AtTRXh1, AtTRXh3,
AtTRXh4, AtTRXh5, PtTRXh1 y PtTRXh3), y la alta homologia secuencial entre
algunos de sus componentes (AtTRXh3 y AtTRXh5) puede ser explicada por un
evento de duplicacion (Reichheld et al., 2002). Poseen los dos tipos de centros
activos descritos para las Trxs h (-WCG/PPC-), y parecen ser de localizacién
principalmente citosélica. Las Trxs I de este subgrupo son abundantes en haces
vasculares floematicos, comprobandose este hecho en A. thaliana (Reichheld et al.,
2002), arroz (Ishiwatari ef al., 1995) y maiz (Santandrea et al., 2002).

El grupo 2 es mds heterogeneo y menos conocido, la caracteristica
principal de este subgrupo es la presencia de una extension N-terminal, mientras
que el centro activo estd totalmente conservado en este grupo (-WCGPC-). Tres
Trxs de A. thaliana y dos de dlamo parecen conformarlo actualmente (AtTRXAH2,
AtTRXh7, AtTRXhKS, PtTRXh2 y PtTRXh5). AtTRXh7 y AtTRXh8 comparten una
elevada homologia que indica un origen evolutivo por duplicacién génica,
ademas la Trx de dlamo, PtTRXh2, comparte también una alta homologia con
ambas. PsTRXh2 ha sido descrita recientemente como wuna Trx h
inmunolocalizada en la mitocondria. Estudios de expresiéon han detectado que
esta proteina es altamente expresada en todos los tejidos, especialmente en hoja
(Gelhaye et al., 2004a), sin embargo las secuencias ortélogas en Arabidopsis,
AtTRXh7 y AtTRXh8, parecen ser muy débilmente expresadas, y siempre en
localizaciones tisulares especificas (Reichheld et al., 2002). De todas las Trxs de

este subgrupo, AtTRXh2 ha sido la més estudiada (Rivera-Madrid et al., 1995,
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Mouaheb et al., 1998, Brehelin et al., 2000, Reichheld et al., 2002), su papel en el
metabolismo de S se puso de manifiesto en experiencias de complementacién
heteréloga en levadura, y por RT-PCR se demostré que su expresiéon se daba en
préacticamente todos los tejidos, pero sobre todo en los florales. Por analisis de
secuencias, se han descrito, en otras plantas superiores, Trxs h pertenecientes a
este grupo, como por ejemplo la Trx hl y h2 de soja. La localizacion celular de
este subgrupo queda atn por descifrar, aunque inicialmente parecian ser
citosdlicas, algunas estudios predictivos las dirigen hacia organulos e incluso
podrian estar asociadas a membranas celulares (Shi y Bhattacharyya, 1996).

El grupo 3 fue inicialmente descrito por Juttner y colaboradores como un
conjunto de Trxs h que presentaban una alta homologia secuencial (Juttner et al.,
2000). En este grupo se encontraban algunas Trxs de lolium perenne, Hordeum
bulbosum, Phalaris coerulescens y secale cereale, y junto a estas se han agrupado las
Trxs AtTRXh9 y PtTRXh4. Todas poseen un centro activo clasico -WCGPC- y se
diferencian del subgrupo 1 por poseer un extremo N-terminal, con una cisteina
conservada en cuarta posicion. PtTRXh4 ha sido recientemente caracterizada
(Gelhaye et al., 2003) y muestra unas propiedades bioquimicas especiales junto
con las descritas por Juttner (Juttner et al., 2000). Las enzimas NTR de E. coli y de
A. thaliana no parecen reducirlas de forma efectiva, aunque por otro lado todas
ellas son activas en el test de reduccién de insulina. PtTRXh4 parece ser reducida
por glutarredoxinas y se expresa en practicamente todos los tejidos. AtTRXh9 no
parece ser expresada, y las Trxs de este subgrupo, de Lolium penne y Phalaris
coerulescens, lo hacen principalemte en granos de pollen y estigma floral. En este
grupo también se encuentran unas Trxs que muestran un centro activo peculiar -
WCXXS-. Cuatro Trxs de este tipo han sido incluidas en este grupo, dos de
Arabidopsis (AtCXXS1 y AtCXXS1l) y dos de alamo (PtCXXS1 y PtCXXS3).
PtCXXS3 ha sido recientemente caracterizada y muestra un patrén de

comportamiento bioquimico especial (Gelhaye et al., 2003).
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Figura 12. Arbol filogenético de las Trxs h de
P. trichocarpa y de A. thaliana. Las diferentes
secuencias pueden ser agrupadas en tres
grupos con secuencias aminoacidicas y
carcateristicas bioquimicas similares. Extraido
del trabajo original de Gelhaye vy
colaboradores (Gelhaye et al., 2004b)
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Objetivos

Obtencion y caracterizacion de secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas traducidas, de Trxs h de guisante (Pisum sativum cv.

Lincoln).

Expresion, purificacion y caracterizacion bioquimica-estructural

de Trxs h de Pisum sativum como proteinas recombinantes en E. coli.

Estudios de expresion genica y proteinica de Trxs h de Pisum

sativum. Localizacion proteinica a nivel tisular.

Estudios funcionales de Trxs h de Pisum sativum
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Materiales y métodos

I. Material Vegetal

Todas las experiencias se han realizado utilizando como material vegetal

guisante (Pisum sativum cv. Lincoln) y Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia.

II. Cepas microbiolégicas

a. Escherichia coli

Dos cepas de E. coli han sido utilizados para el desarrollo de este trabajo,
dependiendo de la finalidad de la construccién que van a portar.

La cepa DH5a (genotipo supE44 AlacU169 (dp80lacZAM15) hsdR17 recAl
endAl gyrA96 thil relAl) ha sido utilizada rutinariamente para la clonaciéon y
amplificacion de plasmidos. También se utiliz6 para el almacenamiento de la
construccién en la bacteria, conservada en glicerol.

BL21 DE3 (genotipo B F- dom ompT hsdS(ts ms- A(DE3)) fue utilizada

para la produccién de proteinas recombinantes tras la induccién con IPTG

b. Agrobacterium tumefaciens

La estirpe de A. tumefaciens empleada en el desarrollo de esta tesis ha sido
la GV3101pMP90 (C58pM90), es utilizada para la transformacién en planta
conteniendo los factores de virulencia en el plasmido pMP90 (Koncz y Schell,
1986).

73



Materiales y métodos

c. Saccharomyces cerevisiae

La cepa de levadura utilizada para las experiencias de complementaciéon
heterdloga es la EMY63 (Muller, 1991). Su genotipo es: Mata, ade2-1, ade3-100,
his3-11, leu2-3, lys2-801, trp1-Al, ura3-1, trx1::TRP1, trx2::LEU2, y deriva de la cepa
estdindar EMY60 (Mata, ade2-1, ade3-100, his3-11, leu2-3, lys2-801, trpl-1, ura3-1).
EMY63 posee los dos genes que codifican para sus dos Trxs citosélicas deletéreos,
siendo esta caracteristica la que la diferencia de la cepa de la que se ha originado

EMY60.

III. Material nucleico

a. Vectores plasmidicos

Los plasmidos utilizados para clonar rutinariamente los fragmentos de
ADN resultantes de la amplificacién por PCR, se basan en el principio del “TA-
cloning”, y son pGEM-T y pGEM-T easy (Promega). Contienen como marcador
selectivo el gen que confiere resistencia a ampicilina, y permiten seleccionar
bacterias transformadas por seleccion de color, debido a la desactivacion
insercional que sufre LacZ por parte del fragmento subclonado.

Para la expresién de proteinas recombinantes en E. coli se ha empleado el
sistema de expresion T7, clonando los ORFs deseados en el vector pET3d
(Novagen). Para la utilizaciéon de este sistema es necesario una cepa como la
BL21(DE3), portadora en su genoma del ADN del bacteriéfago lisogénico ADE3;
contiene el gen de la T7-ARN-polimerasa bajo el control del promotor lacUVS5,
que es un derivado del promotor lac, inducible por IPTG. Este sistema de

expresion basado en T7 presenta un rendimiento sorprendente, que puede llegar
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en algunos casos a que el 50% de la proteina expresada por la bacteria sea la
deseada.

Para la expresion de proteinas recombinantes en levadura se han
empleado dos vectores diferentes. El vector ycp2 (Cole et al., 1990) es un vector
centromérico con secuencias “ars” (autonomously replicating sequence). La
expresion de genes subclonados se produce bajo el control del promotor GAL4,
inducible por galactosa y reprimible por glucosa. También se utilizé el vector
pFL61 (Minet et al., 1992), de alto namero de copias por célula, con expresion
constitutiva de la secuencia portada, bajo el control del promotor de la
fosfoglicerato quinasa de levadura. Todo ello da lugar a una sobreexpresion de
proteina heterdloga. Estos dos vectores se replican tanto en bacterias como en
levadura, y contienen como marcador de seleccién en bacterias el gen que
confiere resistencia a ampicilina, asi como el gen URA3 que permite seleccionar
las levaduras transformadas en un medio carente de uracilo.

Para transformar A. thalina via A. tumefaciens es necesario transformar
previamente el microorganismo con un vector que cumpla ciertos requisitos.
pBI101 (Clontech) es un plasmido comercial de 12.2 kb, elegido para tal funcién.
Contiene un origen de replicacion (RK2) de bajo niimero de copias y porta el gen
de resistencia a la kanamicina. Alberga la secuencia que codifica para el gen GUS
(1.87kb), pero carece de secuencias reguladoras; estd disefiado para clonar y
ensayar con promotores de plantas, utilizando como rastreador la actividad p-
glucuronidasa. Un fragmento de 260 pb contiene la sefial de poliadenilaciéon del
gen de la nopalina sintetasa (NOS-ter) del plasmido Ti de A. tumefaciens, de tal

manera, que la expresion en plantas transformadas pueda ser detectada.
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b. Oligonucleétidos

Las secuencias de oligonucle6tidos empleados en este trabajo se describen

en la tabla 1.

Tabla 1. Cuadro de oligos empleados en este trabajo. D: directo, R: reverse

Nombre

Restriccion

Amplificacion/utilidad

Secuencia

del olico D/R e e
Oligos relacionados con las Trxs citosélicas
PeahN Ncol, D Trx hl para pET3d 5’-agaccatggcaggttcatcagaagagg-3’
PeahC Bambhl, Trx hl para pET3d e YCP2 5'-ttggatccctaageattagatgaagecac-3’
Peah2N Ncol, D | Trx h2 para pET3d 5'-agaccatggeageagaaaatgaggtg-3’
Peah2C Bamhl, Trx h2 para pET3d e YCP2 5'-ttggatcctcaagcagtagcaacagtt-3’
ThN D Heterologo de Trxs h 5'- atggctgeagaaggtgaagtgatce -3’
ThC R Heterologo de Trxs h 5’-aatttcttccttageagetec -37
Th2N D Heterdlogo de Trxs h 5'-gaggagggacaagtgatcgcttgecac-3
Th2C R Heterologo de Trxs h 5’-ctectctttetttgcaccaacaactttate-3’
Th3F D RACE 3’ de Trx hl 5'-tgtgtttgtgaaagaaggaacg-3’
Th3R R PCR-Walking promotor i1 5'-gtgaaggatatcgttccatge-3’
Th4RN R PCR-Walking promotor i1 5'-tttcttggattcattgectet-3/
Th4F D RACE 3" de Trx h2 5'-ttcttgctettgaaagaaggceatg-3'
Psw1 R PCR-Walking promotor h2 5'- cttccatgattcatcggaatgaac -3
Psw?2 R PCR-Walking promotor h2 5'-gttectttctggatctgttgttecttec-3
PolyT23 ( A) R RACE 3 dehly h2 5'-ttttttttttttttttttttttt (t/c/a/g)-3’
MIulhN Mlul, D | Trx hl para YCP2 5-agacgcegtatggcaggttcatcagaa-3’
MIlulh2N Mlul, D | Trx h2 para YCP2 5’-agacgcgtatggcageagaaaatgag-3’
NotIhN Notl, D Trx hl para pFL61 5'-ttgeggecgeatggeaggttcatca-3’
NotIhC Notl, R Trx hl para pFL61 5'-ttgcggeegectaageattagatgaa- 37
NotIh2N Notl, D Trx h2 para pFL61 5'-ttgcggecegeatggeageagaaaat-3
Notlh2C Notl, R Trx h2 para pFL61 5'-ttgcggecegcetcaageagtageaac-3’
PrTrxhla Sall Promotor de Trx hl para 5’'-gtgtcgacactctttaattctaatcaa-3’
PrTrxhlb BamHI Promotor de Trx hl para pBI11 | 5-gtggatcccattctetctgaatttttt-3"
PrTrxh2a Sall Promotor de Trx h2 para 5'-gtgtcgacaacctattttacatttc-3’
PrTrxh2b BamHI Promotor de Trx h2 para 5’-gtggatcccattttttgttctttetet-3’
Hlup D 3’-UTR de 11 5'-tcttcattgttgttggeatatettg-3’
Hldown R 3’-UTR de h1 5’-tcatcctccaccattatttaagacg-3’
HZup D 3-UTR de h2 5'-tcatatcaagatcatcaataacatagtgaact-3’
5'-ttgaagtaggccaataatgtgec-3
H2down R 3’-UTR de h2
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Oligos relacionados con las Trxs cloroplastidicas

TfC BamHI, R | Trx fpara pET3d e YCP2 5-aaggatccctaactagaccgaacagtg-3’
PeamC BamH]I, R | Trx m para pET3d e YCP2 5'-ttggatcctcaaatatacttttccac-3’
MIulfN Mlul, D Trx f para YCP2 5'-taacgcgtatggtagggaaagtaac-3’
MlulmN | Mlul, D Trx m para YCP2 5'-ggacgcgtatggctgtaaatgaagtt-3’
NotIfN Notl, D Trx fpara pFL61 5'-ttgcggecgeatggtagggaaagtaac-3’
NotIfC Notl, R Trx f para pFL61 5'-ttgcggecgctaactagaccgaaca-3’
NotImN | Notl, D Trx m para pFL61 5'-ttgeggeegeatggctgtaaatgaagtt-3’
NotImC | Notl, R Trx m para pFL61 5'-ttgcggeegetcaaatatactttte-3’
Oligos relativos a vectores de clonage, PCR-Walking y ribosémico 18S
18Sup D 3’-UTR de 185 5’-agtaagcgcgagtcatcaget-3’
18Sdow | R 3’-UTR de 185 5'-cattcaatcggtaggagegac-3’

AP1 D/R PCR-Walking 5-ggatcctaatacgactcactataggge-3’
AP2 D/R PCR-Walking 5'-ctatagggctegagegge-3’
ycp2-5’ D Secuenciacién de ycp2 5'-cctctatactttaacgtcaagg-3’
ycp2-3’ R Secuenciacién de ycp2 5’-acgtgtacaccgggtcacgt-3’
pFL61D | R Secuenciacién de pFL61 5 -ctattattttagcgtaaaggatgg-3’
pFL61G | D Secuenciacion de pFL61 5 -ctcttttttacagatcatcaagg-3’
Gus3 R Secuenciacién de pBI101 5’-acgcgctttcccaccaacgetg-3’

T7 D Secuenciacién de pGEM-T 5'-taatacgactcactataggg-3’
T7term R Secuenciacién de pET-3d 5'-gctagttattgctcagegg-3’

SP6 R Secuenciaciéon de pGEM-T 5'-gatttaggtgacactatag-3’

IV. Medios de cultivo

a. Cultivo vegetal

Medio de germinacién MS: Murashige and Skoog médium (micro and
macroelements including vitamins) (Duchefa) 2.6 g/L; MES (Sigma) 0.5 g/L;
sacarosa (Sigma) 5 g/L; agar 6 (BD) g/L; ajustado a pH 5.7 con KOH.
Opcionalmente puede contener kanamicina 50 mg/L (Duchefa).

Medio de nutritivo de Hewitt: Para preparar 5 | de medio nutritivo se

mezcla 5 mL de solucién A de micronutrientes y 250 mL de cada una de las
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soluciones de macronutrientes, B, C y D. Por dltimo se afiadié H>O hasta 5000
mL. Se ajust6 el pH hasta un valor de 55 con KOH 1IN. Solucién A de
micronutrientes: 1.4375 g de BOs;H;, 0.1099 g de SO4Zn 7H20, 0.9002 g de
ClbMn 4H,O, 0.1 g de SO4CubH.O, HO: csp 500 mL. Solucién B de
macronutrientes: 22.5220 g de (NOs).Ca 4H20, 1.7620 g de NOsK, 3.1932 g de
(NOs)2Mg 6H20, 1.4112 g de EDTA Fe, H>O csp 1000 mL. Solucién C de
macronutrientes: 5.7460 g de SO:Mg 7H>O, H2O csp 1000 mL. Solucién D de
macronutrientes: 12.6880 g de PO,H>K, HoO csp 1000 mL.

b. Cultivos bacterianos

Medio LB (Luria-Bertani) o LBA: extracto de levadura (Difco) 5 g/L;
triptona (BD) 10 g/L; NaCl 10 g/L. Si el medio es de consistencia s6lida se afiade
agar (BD) 15 g/L. Puede contener X-Gal (Apollo) 20 pg/mL, disuelto
previamente en N,N-dimetil formamida) e IPTG (Roche) 100 pM.

Medio MYA: extracto de levadura (Difco) 5 g/L; caseina 0.5 g/L
(Duchefa); manitol (Sigma) 8 g/L; (NH4)2SO4 2 g/L; NaCl 5 g/L; ajustar a pH 6.6
con NaOH. Si el medio es de consistencia sélida se ahade agar (BD) 16 g/L.

Antibiéticos: ampicilina 100 (Roche) mg/L; Kanamicina (Duchefa) 50
mg/L; gentamicina (Duchefa) 10 mg/mL; rifampicina (Duchefa) 50 mg/L

(solucién stock en metanol).

c. Cultivo de levadura

Medio completo YPGA: Extracto de levadura (Difco) 5 g/L;
bactopeptona (Difco) 5 g/L; glucosa 20 g/L; adenina (Sigma) 0.1 mM.
Medio YNB: extracto de levadura nitrogenado sin aminodacidos (Difco) 7

g/L; glucosa o galactosa 20 g/L.
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Medio minimo B: Este medio esta desprovisto de toda fuente de azufre
orgénica (Cherest y Surdinkerjan, 1992).

Los medios sélidos de levadura son obtenidos afiadiendo 20 g/L de
bactoagar (Difco). Segtn la cepa utilizada y la experiencia a realizar, los medios
se complementaban con: adenina (Sigma) 0.3 mM,; lisina (Merk) 7 mM; histidina
(Sigma) 1.3 mM; sulféxido de metionina (Sigma) 0.1 mM; metionina (Sigma) 1

mM y uracilo (Merck) 0.18 Mm.

V. Manipulacién de P. sativum

a. Condiciones de cultivo

La germinacién se llevé a cabo disponiendo semillas de P. sativum sobre
vermiculita adecuadamente htmedecida, en bandejas de pléastico. La
germinacién y crecimiento de la plantula se realiz6 en camara climatica Fison
(modelo 600G3/TL) a 100 pmol m2 s1 (PAR) de irradiacién, en fotoperiodo de 16
h y 25/20°C de temperatura dia/noche. Se aplicé un riego periédico, y las
plantulas se recogen segun el tratamiento a realizar. Las plantas se crecieron en
estes condiciones un maximo de 3 semanas.

Cuando se pretendian crecer plantas hasta estado de madurez, se llevaba
a cabo el crecimiento en tierra. Para ello, plantulas de 10 d de germinacién en
vermiculita, fueron trasplantadas a macetas y crecidas en las mismas condiciones
descritas anteriormente. Cada dos-tres dias se regaban, y cada semana se afiadia

medio liquido nutritivo de Hewitt.
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b. Tratamiento de estrés

Para inducir estrés oxidativo en guisantes se introdujo la raiz de
plantulas de 15 dias en soluciones acuosas conteniendo diferentes
concentraciones de peroxido de hidrégeno y terc butil hidroperéxido (0, 5, 10, 15,
20 y 25 mM). Se mantuvieron en oscuridad durante 15 h, y a continuacién se
diseccionaron en érganos, que se pesaron y guardaron a -80°C hasta el momento
de su procesamiento. Se realizaron 5 repeticiones de cada experimento,
utilizandose todos para las experiencias de cuantificacién proteinica por western
blot. Para medir los niveles de expresion génica por PCR a tiempo real se

utilizaron muestras de tres repeticiones.

VI. Manipulacion de Arabidosis thaliana

a. Condiciones de cultivo

Tierra: Las plantulas, dispuestas en macetas, se hicieron crecen en una
camara climatizada A 20-22°C, con intensidad de luz de 100 pmol m2 s (PAR),
en fotoperiodo de 16 h. El riego es regular cada 2 dias.

Cultivos in vitro: Las semillas Se dispusieron en placa Petri, con unas
condiciones en irradiacién de 100 pmol m2-s1 (PAR) y un fotoperiodo de 16

horas, a 20-22°C.

b. Manipulacién de semillas

Recoleccion: Las semillas son recolectadas de plantas crecidas en cultivo

de tierra durante aproximadamente 6 semanas. La recoleccién se lleva a cabo
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cuando las silicuas estdn secas. Para ello el tallo de la planta se tumba sobre un
pliego de papel de filtro, y con las manos se presionan levemente las ramas para
que las semillas se vayan desprendiendo. Al final todo el material recogido se
pasa por un papel tamiz que permite el paso de semillas, quedando libres de las
envueltas de silicuas y otros materiales no deseados. Posteriormente estas
semillas son esparcidas sobre otro papel de filtro, y con ayuda de un pincel se
eliminan el resto de contaminantes que puedan quedar.

Esterilizacion: Para el cultivo in vitro las semillas deben ser esterilizadas
bajo campana de flujo laminar. Aproximadamente 1000 semillas (20 mg) son
lavadas en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con 1 mL de una solucién de
etanol 70% durante 1 min; tras decantar las semillas, el etanol es eliminado y se
afade 1 mL de una solucién de desinfeccién (lejia comercial 70% y Tween-20
2.5%) que, tras 5 min con agitacion frecuente, es eliminada por aspiraciéon con
pipeta. A continuacién se lavaron 3-5 veces con 1 mL de ddH>O estéril.

Sembrado: Para la germinacion en tierra las semillas son esparcidas en la
superficie de macetas (11 cm didmetro) con wuna mezcla de tierra
horticola/vermiculita (3:1) debidamente esterilizada y humedecida. Son

vernalizadas en oscuridad a 4°C durante 48 horas. En el caso de cultivos in vitro

las semillas eran resuspendidas en agua estéril y se depositaban, una a una, con
ayuda de una pipeta pasteur en placas petri que contenian medio de germinacién

MS, con o sin antibi6tico.

c. Transformacion de plantas por A.tumefaciens

Se sembraron aproximadamente 100 semillas WT en macetas de tierra de,
aproximadamente, 11 cm de didmetro, como se describe anteriormente.
Conforme se van desarrollando se deben quitar algunas plantas para que no

crezcan tan densamente. Aproximadamente al mes de la siembra, cuando el tallo
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floral alcanza, aproximadamente, 10 cm las plantas estin listas para la
transformacién por infiltracién, eliminandose todas las flores abiertas,
semiabiertas y las silicuas.

Tres dias antes de la infiltracién se inocula A. tumefaciens en un tubo
estéril con 10 mL de medio LB, o MYA, adicionado con kanamicina, gentamicina
y rifampicina, y se deja crecer a 28°C en agitacion (200 rpm) durante 24 h. Tras
este periodo se pasa ese preindculo a un volumen de 600 mL del mismo medio,
dejando crecer, en este caso, 48 h en igualdad de condiciones.

Antes de la infiltracién, se sedimentan las células a 3000 xg durante 15
min, resuspendiendolas en 200 mL de solucién de infiltracion [Murashige and
Skoog médium (Duchefa) 2.2 g/L; MES (Sigma) 0.1 g/L; sacarosa (Sigma) 5 %, se
ajusta el pH a 5.9 con NaOH], a la que previamente se afiaden 10 pl de BAP
(preparado 1 mg/mL en NaOH 1N). Una vez que las células son resuspendidas
se afiaden 200 pl de Silwet L-77 (Lehle Seeds), detergente que favorecera la
apertura de los estomas en el proceso de infiltracion.

El medio de infiltracion se vierte en un recipiente de diametro de boca
ligeramente mayor al didmetro superior de la maceta, con el fin de que la parte
aérea de la planta entre en contacto con la solucién por un simple volcado de
aquélla. Para evitar que la tierra caiga en la solucién, antes del volcado cubrimos
la tierra con cinta adhesiva. La inmersiéon de la parte aérea se realiza durante 5
min girando la maceta cada cierto tiempo para que toda la parte aérea entre en
contacto con la solucién de infiltracién.

Se retira la maceta y se elimina el exceso de solucién de infiltraciéon
apoyando la planta sobre un poco de papel de filtro. Se retiran las cintas que
impedian la perdida de tierra y se cubre la maceta con una bolsa de plastico.
Posteriormente se coloca la maceta en la camara de crecimiento, y al dia

siguiente, se realizan agujeros en las esquinas de la bolsa para evitar que no se
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condense agua. Pasadas 24 h se retira la bolsa y se espera hasta la recoleccién de
semillas.

d. Seleccion de transformantes

Las semillas procedentes de plantas transformadas son esterilizadas
segin el método descrito anteriormente, y alrededor de 1000 semillas son
esparcidas en placas Petri de 14 cm sobre medio de germinacion MS conteniendo
el antibidtico de selecciéon (kanamicina). Las plantulas resistentes son traspasadas
a tierra tras 2-3 semanas de crecimiento originando, cada una de ellas una linea

transformante, y en conjunto la primera generacién de transformantes.

e. Test de segregacion y busqueda de lineas homocigotas

Las diferentes lineas pasadas a tierras se sometieron a autofecundanciéon
para producir la segunda generacion de transformantes. Para confirmar la
existencia de un tnico lugar de insercién, la segunda generacién de semillas de
cada linea se someti6 a crecimiento en medio MS + kanamicina, para descubrir la
proporcién de transformantes. Esta no debia superar el 75%, ya que si asi ocurria
significaba que habia mds de un locus de insercién. De las plantas transformantes
de la 2% generacion se pasaron 20 plantulas resistentes a tierra y fueron sometidas
a autofecundacién para dar lugar a la 3% generacién. La proporciéon de semillas
resistentes en la 3% generacion nos permitird conocer la condicion
homocigota/heterocigota de la planta originaria (2* generacién). Una vez
conocida esta proporcion, se seleccionaron tres plantas homocigétas de cada
linea, experimentandose con ellas.

Para realizar los célculos de proporcién, 100 semillas procedentes de cada
planta seleccionada eran sembradas sobre medio de germinacion MS con

kanamicina, y separadas unas de otras con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril.
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f. Autocruzamiento

Los autocruzamientos se fuerzan utilizando el sistema de los aracones.

Estos se colocan antes de la floracion, aislando a la planta del exterior.

VII. Manipulacién Saccharomyces cerevisiae

a. Condiciones de cultivo de levaduras

La cepa EMY63 se obtiene de glicerol almacenado a -80°C, y son crecidas
en cultivos de medio completo (YPGA). Las cepas transformadas son crecidas en
cultivo con medio minimo YNB glucosa, sin uracilo, y suplementados con los
factores de auxotrofia necesarios (adenina, lisina, histidina y metionina). El
crecimiento se realiza a 28°C y, para los cultivos liquidos, en agitacién de 200

rpm.

b. Preparacion de levadura competente

A partir de 100 pl de un cultivo saturado de EMY63 se inoculan 10 mL de
medio YPGA, dejandose crecer hasta obtener una DOso de 1. Las células son
entonces centrifugadas 5 min a 3000 xg y resuspendidas en 1 mL de agua
destilada estéril para lavar el medio YPGA. Tras una nueva centrifugacién las
células son resuspendidas en 1 mL de solucién A (acetato de litio 0.1 M, TE 10
mM pH 7.5, EDTA 1 mM). Finalmente, tras una nueva centrifugacion, las células

son resuspendidas en 100 pl de esta misma solucion.
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c. Transformaciéon de levaduras

Para la transformacion, a 50 pl de levaduras competentes se le afiaden 50
pg de ADN carrier (esperma de salmoén, desnaturalizado durante 20 min a
100°C), 1-2 pg de la construccién de interés y 300 pl de solucién B (solucién A con
50% PEG 4000). La mezcla es incubada en agitaciéon durante 30 min a 28°C vy,
posteriormente, se somete a choque térmico de 15 min a 42°C. Las células son
centrifugadas y resuspendidas en 1 mL de YNB con el fin de lavar. Por dltimo,
tras una nueva centrifugacion la levadura es resuspendida en 250 pl de YNB y
sembradas sobre medio minimo sélido selectivo (sin uracilo). Las colonias

transformadas aparecen a partir de las 48 h de crecimiento a 28°C.

d. Metodologia de trabajo en la complementacion heteréloga

Las experiencias de complementaciéon heteréloga se llevaron a cabo con
cuatro Trxs de guisante (h1, h2, f y ml), realizando construcciones con los dos
vectores descritos: ycp2 y pFL61. Se emplearon 4 construcciones control para
cada vector. El vector vacio, como control negativo, el vector conteniendo la
secuencia de la TRX1 de levadura (ScTRX1) que restituye el fenotipo de EMY60,
como control positivo, y vectores conteniendo las Trxs de A.thaliana, AtTRXh2 y
AtTRXHh3, cuyo patréon de complementacién estan bien descritos (Mouaheb et al.,
1998). Los clones correspondientes a las Trxs de A. thaliana, fueron cedidos por el

laboratorio del Dr. Meyer.
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Se realiz6 la transformacion de EMY63 con las siguientes construcciones
(un total de 16):
a) Construcciones con Trxs de guisante: ycp2PsTRXh1, ycp2PsTRXh2,
ycp2PsTRXf, ycp2PsTRXm1, pFL61PsTRXh1, pFL61PsTRXh2,
pFL61PsTRXf, pFL61PsTRXm1.

b) Construcciones controles: ycp2, ycp2AtTRXh2, ycpAtTRXHh3,
ycp2ScTRX1, pFLé61, pFL61AtTRXh2, pFL61AtTRXh3,
PFL61ScTRX1.

De las transformaciones con cada una de las construcciones, se crecieron
dos colonias en 10 mL de medio cada una , de YNBglu adicionado con adenina,
lisina, metionina e histidina (necesarios por el genétipo de EMY63) y se dejaban
toda la noche creciendo. Al dia siguiente teniamos 32 clones diferentes (16 + 16).
Con todos ellos se realizon diluciones con medio YNB, hasta obtener valores de
DOe¢oo de 0.05. A partir de esta se realizaban diluciones seriedas para obtener, al
final tres concentraciones diferente (0.05, 0.005 y 0.0005) de cada uno de los
clones.

Para realizar estas experiencias se utilizaban placas cuadradas estériles (12
x 12 ¢cm) conteniendo el medio sé6lido de experiemtacién correspondiente. Sobre
éste se depositaban gotas de 7 pl, de cada una de las tres diluciones, de forma
ordenada segin un patrén indicado en la figura 1. Cada placa se subdividia en
dos columnas donde se experimentaba en paralelo con los dos clones de la
misma transformacion. El orden que se indica en el cuadro es el que se utiliz6é en
todas las experiencias. Todas las placas se repitieron por duplicado. El

crecimiento de los diferentes clones se sigui6é desde el 2° dia, hasta el 5°.
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Figura 1. Placa de ensayo de las experiencias de complementacién heteréloga.
Un papel se pegaba a la parte de atras de la placa para actuar como guia. Las
gotas de los diferentes clones se depositaban en los puntos indicados por el
patrén, éstas se dejaban secar y las placas se depositaban en estufas a 28°C
durante 2-5 dias.

En estas experiencias de complementacion heteréloga también se
emplearon otras metodologias diferentes. Se realizaron experiencias de halo de
inhibicion con H»O,. En una placa petri redonda (8.5 cm de didmetro) se
sembraron 150 pl de medio YNB con levadura (0.1 a 600nm), y cuando el cultivo
se absorvia, se depositaba sobre el centro de la placa un disco de papel grueso
estéril, impregnado con 80 pl de una disolucion de 100 mM del agente oxidante.

En ocasiones, para presentar el resultado final en una placa petri (8.5 cm)
se depositaron gotas de 50 pl de cultivo (0.05 de DO) de cada uno de los clones.
De esta forma se puede apreciar de forma simple y resumida los resultados

finales.
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VIII. Manipulacion de E. coli

a. Condiciones cultivo de E. coli

Las distintas cepas de E. coli sin transformar son crecidas en medio LBA.
Las células transformadas son crecidas en este mismo medio, pero suplementado
con los antibidticos necesarios para la seleccién, en funcién del vector que porten.
En todos los casos el crecimiento es a 37°C, y los medios liquidos en agitacién a
200 rpm. En la expresiéon de algunas proteinas recombinantes se dejan crecer a

28°C para evitar las formacion de cuerpos de inclusion.

b. Preparacion de células competentes

La exposicion de E. coli a CaClz u otros iones divalentes a temperaturas
proximas a 0°C favorece la penetracion del ADN extrafio en la célula. El
tratamiento con CaCl en frio origina un estado especial de la célula denominado
“competencia”. Para preparar células competentes se tomaron 3 mL de un cultivo
en fase estacionaria de la cepa correspondiente de E. coli y se diluyen en 500 mL
de medio LB, llevdndose a incubar a 37°C y agitacion hasta alcanzar la fase
exponencial temprana de crecimiento (DOesoonm= 0.4 - 0.6). A partir de este
momento se trabaja en frio, ya que la supervivencia de las células competentes
estd limitada por la temperatura. Se recogieron las células por centrifugacién a
3000 xg durante 10 min, y se resuspenden en 30 mL de una solucién de CaCl, 100
mM. Se incuba durante 40 min en hielo, y se vuelven a recoger por centrifugacion
10 min a 2100 xg. De nuevo se resuspenden en 6 mL del tampoén anterior.

Si las células se van a almacenar a -80°C, éstas son resuspendidas en
CaCl; 100 mM, 15% glicerol, y se fraccionan en alicuotas de 200 pl. Pueden

mantenerse durante meses e, incluso, afios.
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c. Transformacién de células competentes

Se afiadieron de 0.1 a 1 pg de ADN plasmidico a una alicuota de 200 pl de
células competentes y se dejan incubar en hielo durante 1 h. Posteriormente se las
somete a choque térmico (1.5 min a 42°C) para facilitar la penetraciéon del ADN,
dejandose nuevamente en hielo durante 2-3 min. A continuacién se afiadieron
800 pl de LB y se incuba 45 min a 37°C. Finalmente se siembra un volumen
adecuado de la transformacién, o bien, se centrifuga el cultivo y se resuspenden
las celulas en 100 pl de LB, en placas selectivas de LBA-ampicilina (o el

antibiético necesario). Las placas se dejaron crecer a 37°C.

IX. Manipulacion de A. tumefaciens

a. Condiciones de cultivo de A. fumefaciens

Las células de A. tumefaciens sin transformar fueron crecidas en medio
MYA, o bien medio LB con rifampicina y gentamicina. Las células transformadas
son desarrolladas en esos mismos medios pero suplementados con kanamicina.

El crecimiento es a 28°C, y los medios liquidos en agitacién a 200 rpm.

b. Preparacion de células competentes de A. tumefaciens

Se inocularon 200 mL de medio LB con gentamicina y rifampicina con 4
mL de un cultivo crecido durante 24 h, dejandose crecer a 28°C. Se recogen las
células por centrifugacion a 3000 xg y se resuspenden en 100 mL de Tris-HCI 10
mM pH 8. Posteriormente se centrifuga de nuevo y se elimina completamente el

Tris, resuspendiéndose en 2 mL de medio LB o MYA. Estas células estan listas
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para transformar o bien se pueden guardar a -80°C en alicuotas de 0.2 mL tras

resuspender en 15% de glicerol.

c. Transformacion de A. tumefaciens

Para la transformacién se utilizaron alicuotas de 0.2 mL de células, a las
que se anaden 1-10 pg de ADN plasmidico diluido en un volumen de 50 pl. Esta
mezcla se congela durante 5 min en nieve carbénica/etanol 96° y seguidamente
se descongelan en un bafio a 37°C durante 25 min, tras lo cual se afiaden 1-2 mL
de medio LB o MYA, dejando crecer 1 hora a 28°C con agitacion. Por dltimo, se
siembra en placa sélida adicionada de kanamicina, rifampicina y gentamicina, y

se deja crecer a 28°C entre 24-48 h.

X. Manipulacién de ADN

a. Metodos de extracciéon de ADN genémico (ADNg)

El aislamiento de ADNg para el desarrollo de este trabajo se realiz6 con el
Kit comercial  “Plant DNAzol Reagent” (Invitrogen). Es un reactivo
especificamente formulado para el aislamiento del ADNg de plantas, y est4
basado en el uso de una nueva solucién detergente de lisis conteniendo
guanidina, que hidroliza el ARN y permite la precipitacion selectiva del ADNg
con etanol. El ADNg precipitado es lavado con etanol y solubilizado. El
procedimiento puede ser completado en 60 min y la calidad del ADNg aislado
permite ser empleado en todas las aplicaciones biotecnolégicas empleadas en

nuestro laboratorio (para mas detalles consultar protocolo de fabricante).
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b. Métodos de extracciéon de ADN plasmidico

i) Extracciéon de ADN plasmidico bacteriano de E. coli y A. tumefaciens

En nuestro trabajo se han empleado dos tipos de minipreparaciones
diferentes, una clésica y otra basada en el empleo de kits comerciales. En ambos
casos la obtencion de ADN plasmidico se realiza a partir de cultivos bacterianos
en fase estacionaria de 3-5 mL (normalmente crecidos durante toda la noche en
medio con ampicilina). El resultado de la extraccién fue utilizado para PCR,
digestion, secuenciaciones y otras técnicas moleculares.

El protocolo clésico es la lisis alcalina, aunque gradualmente este método
ha sido sustituido por la utilizaciéon de kits comerciales debido a que dan lugar a
ADNSs de gran calidad con protocolos mas rapidos y sencillos. Por otro lado, el
abaratamiento progresivo de los precios de estos kits estd permitiendo que se
implanten cada vez méas en los laboratorios de biologia molecular.

Para la realizacién de este trabajo se han utilizado en nuestro laboratorio
los siguientes kits comerciales: “Wizard Miniprep” (Promega), “GFX Micro
Plasmid prep kit” (Amersham Biosciences) y “Perfectprep plasmaid mini”
(Eppendorf). Todos ellos fueron utilizados siguiendo los protocolos del
fabricante y daban lugar a ADNs de alta calidad.

En las minipreparaciones rutinarias se emple6 el método clésico de la lisis
alcalina:

v Para un cultivo de 3 mL se centrifugan las células durante 30 seg en una
centrifuga de mesa a maxima velocidad.
v" Se resuspende el pellet celular en 100 pl de GTE (Tris-HCI 25 mM pH 8,

EDTA 10 mM, glucosa 50 mM), suplementado con 10 pl de lisozima

(Roche. Preparada 50 mg/mL) y se deja 5 min a temperatura ambiente

para que actte la lisozima
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v' Se antiaden 200 pl de solucion de NaOH 0.2 N y SDS (5%), dejando 5 min
en hielo.

v Neutralizamos con 150 pl de disolucién de acetato potédsico 5 M, y se
afiade 1 pl de RNAsa (Roche, 10 mg/mL). Agitar al vértex y dejar 5 min
en hielo para eliminar el ARN.

v Se centrifuga 3 min transfiriendose la solucion clarificada a un nuevo
tubo.

v Tratamos con un volumen de fenol para eliminar proteinas, se agita al
vortex y separamos mediante 5 min de centrifugacion.

v Se transfiere a un nuevo tubo la fase acuosa (superior) conteniendo el
ADN, y afiadimos un volumen de cloroformo-isoamilico (24:1),
centrifugando de nuevo.

v Tomamos la fase acuosa y le aftadimos un volumen de isopropanol y 1/10
(viv) de acetato sédico 3 M, dejando 30 min a -80°C para que el ADN
precipite.

v Se centrifuga a méaxima velocidad durante 15 min a 4°C, decantando
después.

v Lavamos el pellet con 1 mL de etanol al 70% para eliminar las sales, se
agita al vortex y centrifugamos de nuevo 5 min.

v" Desechar el sobrenadante y secar al aire. Por ultimo, resuspendemos en

20-40 pl de agua.
ii) Extracciéon de ADN plasmidico de levadura

Este protocolo se utiliz6 para la deteccion por PCR, en levadura
transformada, de las construcciones con sus insertos correspondientes. Métodos

de PCR sobre la colonia de levadura han sido ensayados, pero los resultados no

fueron completamente satisfactorios.
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Un cultivo en medio minimo de 2 mL de levadura en fase estacionaria se
centrifugé a temperatura ambiente durante 2 min.

Las células son resuspendidas en 500 pl de tampoén S (fosfato potasico 10
mM pH 7.5, EDTA 10 mM, zymoliasa 50 pg/mL y 2-ME 50 mM), se agita
por vortex. La suspension es incubada 30 min a 37°C, con inversiones del
tubo cada 10 min

Se afiaden 100 pl de tampén L (Tris-HCI 250 mM pH 7.5, EDTA 25 mM y
SDS 2.5%), se agita por vortex, incubando 30 min a 65°C (la soluciéon debe
aparecer transltcida).

Anadimos 150 pl de solucién 3 (acido acético 2 M y acetato potésico 3M,
pH 4.4-4.5), agitar por vortex, y se incuba 10 min en mezcla de hielo/agua
Centrifugar 10 min a 10.000 xg a 4°C.

Agregar al sobrenadante 800 pl de etanol 100% mantenido a -20°C;
mezclar bien y centrifugar igual que antes.

Se decanta el sobrenadante y se lava el ADN con 500 pul de etanol 70%
conservado a -20°C.

Centrifugamos 7 min a 10.000 xg a 4°C

Decantar sobrenadante y resuspender el ADN en 25 pl de agua destilada

estéril

c. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La electroforesis horizontal en geles de agarosa (Mcdonell et al., 1977) se

utiliza para analizar, identificar y purificar fragmentos de ADN. El fundamento

de la técnica es el hecho de que a pH bésico o préximo a la neutralidad, la

relacién carga/masa de una molécula de ADN es constante e independiente de

su longitud, por lo que al ser sometidos a un campo eléctrico, los distintos

fragmentos de ADN migraran de forma inversamente proporcional a su tamafio,

93



Materiales y métodos

pudiendo separarse asi los componentes de una mezcla de distintos fragmentos y
calcularse el tamafio de éstos por referencia a unos fragmentos de pesos
moleculares conocidos (marcadores de peso molecular). Ademads, en el caso de
fragmentos circulares, como los plasmidos, la migracién depende también del
grado de enrollamiento, migrando mas los fragmentos que tengan un menor
enrollamiento.

Para preparar un gel de agarosa se disuelve en un horno microondas la
cantidad deseada de agarosa en buffer TBE o TAE, tras lo cual se vierte la
cantidad deseada en un molde y se introduce un peine que permita la formacién
de los pocillos donde se va a cargar el ADN, dejando que solidifique. Si el gel es
analitico se prefiere el uso de TBE, por ser los resultados més reproducibles. Si el
gel es preparativo y se pretende usar el ADN posteriormente para llevar a cabo
reacciones enzimaticas sobre el mismo, se recomienda el uso de TAE o, mejor
aun, TAe (bajo en EDTA), ya que el acido borico y el EDTA pueden inhibir a
algunas enzimas de restriccion y a la ADN-polimerasa.

La concentraciéon de agarosa utilizada en el gel depende del tamafio de los
fragmentos que se deseen separar. En este trabajo se han utilizado
fundamentalmente tres concentraciones: 0.8% para separar o visualizar
plasmidos completos (de 1 a 15 kb) y ADNg, 1.5% para fragmentos intermedios
(de 100 pb a 2 kb), y 3% para los fragmentos més pequefios (menores de 300 pb).
En este ultimo caso la agarosa utilizada era un 2% de agarosa normal y un 1% de
agarosa de bajo punto de fusiéon (LMP “Nusieve”, FCF Corp), para facilitar la
fusion del gel. Si el gel es preparativo y se va a realizar la extraccion de las
bandas de ADN mediante fenol, se puede utilizar agarosa de bajo punto de
fusioén exclusivamente, lo que facilita la purificacién posterior del ADN.

Para llevar a cabo la electroforesis, se dispone el gel ya solidificado en una
cubeta de electroforesis horizontal (3 modelos: “i-Mupid” y “Mupid-21" de

Eurogentec, y “Mini-Sub Cell GT” de Bio-Rad), tras lo cual se carga en cada
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pocillo una mezcla de la muestra a analizar con tampoén de carga (se prepara 10 x:
glicerol 30%, azul de bromofenol 0.3% ), y se corre la electroforesis a un voltaje de
50-100 V hasta que el frente haya avanzado lo que se considere oportuno
(generalmente no mas de media hora). Para visualizar el ADN, el gel se tifie por
inmersiéon en una solucién de bromuro de etidio (1 mg/L) durante 10-15 min y,
tras lavar con agua, se expone a luz ultravioleta de 254 nm en un transiluminador
(“Gel Doc 2000” de Bio-Rad). Las imagenes son tratadas bajo el software
“quantity one” de la misma casa comercial.

Como marcadores de peso molecular se emplearon los denominados
“Molécular Weight Markers X” (Boehringer-Roche), que incluyen fragmentos de
0.13 hasta 12.2 kb, espaciadas aproximadamente 1 kb.

d. Extraccién de ADN de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir de un gel de agarosa, se han
empleado dos métodos diferentes. Ocasionalmente se ha utilizado el método de
extraccion con fenol, pero en la mayoria de los casos se utilizaron los kits
comerciales “QIAEx II” (Qiagen) y “GFX PCR” (Amersham Biosciences),
utilizando el protocolo descrito por el fabricante. El kit de Amershan nos permite
la purificaciéon de la banda directamente del tubo de PCR.

La extraccion de un gel de agarosa con fenol se basa en el hecho de que
éste impide la formacién del gel, ya que los monémeros que forman la agarosa
son solubles en fenol. Si se enfria mediante inmersiéon stbita en nitrégeno
liquido, el gel de agarosa se descompone y los fragmentos de agarosa se
disuelven en la fase organica, quedando una fase acuosa que contiene el ADN.
Antes del choque térmico con nitrégeno liquido, es necesario trocear el gel de
agarosa en fragmentos del menor tamafio posible para que la extraccion sea

eficaz. En el caso de agarosa de bajo punto de fusién (LMP) no es necesario
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trocear, ya que basta con calentar la mezcla, de fenol y gel a 60°C, durante 5 min,

para que se produzca la fusién de éste.
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Los pasos a seguir son los siguientes:

Se corta la banda deseada del gel de ADN con una cuchilla y se la dispone
en un tubo de 1.5 mL (se realiza esta operacion en el transiluminador tras
la inmersion en bromuro de etidio, lo que permite visualizar la banda).
Disponer el trozo de agarosa sobre un cristal limpio, cortdindose con una
cuchilla en fragmentos pequefios. Si se trata de agarosa LMP este paso no
es necesario.

Trasvasar los trocitos de agarosa a un tubo de 1.5 mL y afadir 500 pl de
fenol neutro. Si se trata de “LMP-Nusieve” se calienta a 60 °C hasta que se
produzca la fusién del gel (5 min). Se mezcla enérgicamente al vortex,
obteniéndose una emulsion lechosa.

Se sumerge el tubo en nitrégeno liquido durante 2 min hasta que se
congele. Se saca y se centrifuga 10 min en centrifuga de mesa, a 12.000
rpm. Aparecen dos fases, estando el ADN en la fase acuosa, superior.
Transferir la fase acuosa a un tubo limpio, y se afiade 1 volumen de
fenol:cloroformo (1:1).

Mezclar enérgicamente al vortex, se centrifuga 5 min y se toma de nuevo
la fase acuosa, a la que se afiade un volumen de isopropanol (mantenido a
-20°C) y 1/10 volumen de acetato sédico 3 M. Se agita al vortex y se lleva
a -80 °C una media hora para que precipite el ADN.

Centrifugamos a 4°C, 15 min a 10.000 rpm, y se retira el sobrenadante
lavandose el ADN con etanol 70%.

Se centrifuga a 4°C, 5 min a 10.000 rpm, y se decanta dejando secar al aire
(unos 15 min.).

Resuspender el ADN en 8-20 pl de agua estéril.
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e. Cuantificacion de ADN

La estimacién de la concentraciéon del ADN, de forma aproximada, a
partir de un gel de agarosa, se puede realizar por comparacioén directa con las
bandas de los marcadores de peso molecular, sabiendo que el minimo que se
puede visualizar mediante tincién con bromuro de etidio es de 5 ng de ADN.

Cuando se precisa una medida mas exacta, se puede emplear el método
espectrofotométrico que, ademads, permite evaluar la pureza de la muestra.
Consiste en determinar la absorbancia de la solucién de ADN a 340 nm, 260 nm,
270 nm y 280 nm, frente a un blanco de TE o agua ultrapura. La concentracién de
la muestra se calcula respecto al valor estandar de DOz = 1 para soluciones de
50 pg/mL de ADN de cadena doble. La relacion DOas/DOxso indica si existe
contaminacién con ARN, proteinas o fenol. Cuando esta relacién es mayor de
1.85 existe contaminacion con ARN, y si es menor de 1.65 la contaminacién es con
proteinas o fenol. La presencia de fenol en la muestra se confirma cuando la
relacion DOa270/ DOz es mayor de 1. Cuando la relacién DOss/DO2s0 es mayor

de 0.5 el ADN estd contaminado con proteinas.

f. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR (Saiki et al., 1988) es uno de los métodos mas versétiles y ttiles
que puede utilizar el biélogo molecular, consistiendo en la replicacion in vitro de
fragmentos especificos de ADN. A partir de una sola copia de un fragmento de
ADN se pueden obtener del orden de 100.000 millones de fragmentos idénticos
en 1-2 h. La técnica estd basada en el proceso celular in vivo de replicaciéon del
ADN, soélo que todos los reactivos y componentes celulares necesarios han sido

“transportados” a un tubo.
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La temperatura de alineamiento que se ha utilizado fue especifica de los
oligos empleados, y se calculé empiricamente en funcién de la temperatura de
desnaturalizacion o Tm (Ta = Tm -5°C), que viene determinada por la longitud y
composicion de los oligos. Tm puede calcularse de modo orientativo mediante la
formula: Tm(°C)=2(A+T)+4(C+G), aunque en ocasiones fue necesaria una
confirmacién experimental.

Los termocicladores disponibles en nuestro laboratorio son los siguientes:

“Perkin-Elmer Geneamp 2400” y “UniCycler” (Linux).

i) Polimerasas termoestables utilizadas para PCR

La enzima mas popular de todas las empleadas en la PCR es una
polimerasa procedente de la bacteria termoéfila Thermus aquaticus, conocida como
Taq polimerasa, que es capaz de soportar, sin desnaturalizarse ni disminuir
significativamente su actividad, sucesivas incubaciones a 94 °C. Si embargo, esta
enzima estd viéndose sustituida por otras polimerasas termoestables,
procedentes de otros organismos, cuya fiabilidad de copia es mayor, ya que
poseen actividad correctora (exonucleasa 3°-5" o “proofreading”), a pesar de que
en estos casos el rendimiento de la replicacién es menor comparada con la Taq
polimerasa, que carece de esta actividad. Por otro lado, generalmente la presencia
de actividad correctora va asociada a la carencia de actividad “3” desoxiadenosin
transferasa terminal”, que poseen las polimerasas tipo Taq, afiadiendo una
molécula de dATP a la hebra recién sintetizada en su extremo 3’, dando lugar a
una molécula de ADN con extremos cohesivos. Esta facultad es aprovechada
para la ligacién rutinaria de productos de PCR por “TA-cloning”, en el vector
pGEM-T (Promega). Por ello, actualmente se comercializan mezclas de ambos

tipos de enzima con muy buen resultado.
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En la realizaciéon de este trabajo hemos utilizado diferentes enzimas en
funcién del proposito de la amplificacion:

v' La “Taq DNA polymerase” (Promega), fue utilizada en amplificaciones
rutinarias con fines analiticos, en los cuales el producto reamplificado no
iba a ser utilizado.

v' “Expand Long Template PCR system “ (Roche) es una mezcla de Taq y
Pwo DNA polimerasas, que permiten amplificar fragmentos muy largos
de hasta 20 Kb. La fiabilidad de la amplificacién es mayor que la aportada
por la Taq y, por otro lado, la adicién de dATP a los extremos 3’ hace que
esta mezcla sea ideal para ligar en vectores por “TA-cloning”. Fue
empleada para reamplificar productos que iban ser ligados en pGEM-T y,
posteriormente, secuenciados. Se emplea en “PCR Walking” por su
capacidad de amplificar grandes fragmentos

v “Tth DNA polymerase” (Promega) es una enzima de caracteristicas muy
parecida a la Taq, siendo utilizada en la amplificacion de fragmentos
utilizando colonias de E. coli como molde, ya que la Taq polimerasa obliga
a un paso previo de calentamiento de células y centrifugacién posterior
de las mismas.

v “HotStarTaq DNA polymerase” (Quiagen), se describe en el capitulo PCR

Real Time
if) PCR Walking

El método de “PCR walking” (Devic et al., 1997) permite amplificar un
fragmento de ADN gendmico, especifico de una secuencia de la cual no se conoce

uno de los extremos. En este trabajo, se ha utilizado estudiar los extremos 5" de

los ADNC, asi como las secuencias reguladoras.
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Para el empleo de esta variante de PCR se utilizan bancos de ADN molde,
obtenidos tras la digestion de ADNg con una enzima de restriccion.
Posteriormente, a cada uno de los fragmentos de restriccion se les liga, en ambos
extremos, adaptadores oligonocleétidos de secuencia conocida (fig. 2). En nuestro
trabajo hemos utilizado 7 bancos diferentes, cada uno procedente del empleo de

una enzima de restriccion distinta (Dral, EcoRV, Poull, Scall, Sspl, Stul y Hpal).

Digestion

5 ‘ LI T ) . —y :
Secuencia ?
conocida
ADNg Fragmentos de Adaptadores Banco de ADNg para
restriccion PCR Walking

Figura 2. Sintesis de banco de ADN para PCR Walking

La técnica se basa en la realizacion de 2 reacciones consecutivas de PCR
(fig. 3). En la primera se utiliza un oligo (AP1) que es homologo al extremo del
adaptador, y otro que hibrida con la secuencia genémica que conocemos (oligo
A). Después, en la segunda PCR, utilizando el producto amplificado de la
primera, se emplean otras parejas de oligos yuxtapuestas a los dos anteriores
(AP2y el oligo B). Esta segunda reaccion permite aumentar la especificidad de la

reaccién y la cantidad de ADN amplificado.
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Secuencia molde a amplificar Secuencia conocida
A N
f N N\
I I | I
> <
AP1 l PCR Walking | A

AP2 l PCR Walking Il B

[ [ Fig: 8 Fundamento de PCR Walking

Figura 3. Fundamento de PCR Walking

iii) Subclonage de producto de PCR

Diversas experiencias de subclonage se han realizado durante este trabajo.

La més comun de todas es la referente a la ligacion rutinaria en pGEM-T de

productos de PCR. Para ello, siempre y cuando la visualizacién en gel de agarosa

es positiva, la reacciéon de ligacion se realiza directamente con el producto de la

amplificacion, ahorrando pasos de purificacién. Se prepara la mezcla de reacciéon

con los siguientes componentes, en un tubo de 1.5 mL:

0]

(0]

0]

0]

5 pl de Buffer lig 2x

3 pl de productos de PCR
1 pl de « pGEM-T easy »
1 pl de ligasa T4

La mezcla se deja a temperatura ambiente durante 2 h, aproximadamente,

y a continuacién se lleva a cabo la transformacién de E. coli, como se describe en

el apartado de manipulacién de E. coli. Como la eficiencia de este tipo de ligaciéon

es baja, se siembra todo el volumen de la mezcla de transformacién en medio

LBA con ampicilina, IPTG y X-gal, dejando toda la noche a 37°C.
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iv) PCR sobre colonia

Tras la transformacién con una mezcla de ligacién, obtenemos una placa
con una determinada cantidad de colonias, unas positivas (Vector +inserto) y
otras no (Vector recirlarizado). El empleo de IPTG y X-gal nos permite discernir,
predictivamente, entre dos tipos de colonias por la coloracién que presentan. Esto
se debe a la inactivacion de un gen plasmidico por la insercion del fragmento
subclonado (desactivacion insercional del gen lacZ de pGEM-T), inutilizando una
ruta metabdlica que es la responsable de la degradacién del X-gal, y la coloracién
azul.. Por otro lado, no todos los vectores utilizados en este trabajo poseen
capacidad de seleccionar la colonia por coloracién (por ejemplo, pBI101, ycp2 y
pFL61). Por estas razones optamos por realizar amplificacion por PCR sobre
colonias potencialmente positivas. Este paso nos permite ahorrar tiempo (casi 1
dia) al no tener que recurrir a una miniprepearaciéon de cada una de las colonias
a estudiar. El protocolo de reamplificacién a seguir ha sido siempre el mismo, en
un volumen final de 25 pl (Fig. 4).

La amplificacion sobre colonias de E. coli o A. tumefaciens se realizé de
dos maneras. La primera consiste en afiadir la colonia directamente sobre el tubo
de PCR con todos los componentes, tras haber realizado una réplica en placa
nueva para poder conservar e identificar la colonia. En este caso utilizamos la
enzima Tth polimerasa, ya que la Taq polimerasa no funciona correctamente en
todos los casos.

La segunda opcién consiste en la utilizacién de Taq polimerasa, para lo
cual es necesario un paso previo en el cual la colonia es depositada en un tubo de
0.5 mL con 5 pl de agua ddH>O. La suspension se hierve a 100°C durante 5 min,
tras lo cual se centrifuga a 13.000 rpm en centrifuga de mesa refrigerada, durante

3 min, utilizandose 1pl del sobrenadante resultante como molde de la reacciéon de
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PCR. De esta forma se consiguen eliminar los restos celulares y la agarosa, que

puede interferir en la funcién de la Taq polimerasa.

Buffer commercial - 2.5 ul
MgClz (25mM) - 0.75 pl
dNTP (10mM) - 1 pl

SP6 (10mM) - 0.4 pl

T7 (10mM) - 0.4 pl

Taq / Tth pol - 0.4 pl ~ —~ ~
Molde- Colonia 6 1 pl 35x

Agua c.s.p. 25 pl - variable

72°C | 72°C

O0OO0OO0OO0OO0OO0O0

Figura 4. Condiciones de PCR para comprobar la presencia de un inserto en
pGEM-T de 1 kb

Se realiz6 PCR directamente sobre las colonias de levaduras pero los

resultados distaron bastante de los obtenidos empleando ADN purificado.

v) Cuantificacion por PCR en tiempo real

El trabajo en el drea de la PCR cuantitativa permite el estudio de la
expresion génica en un 6rgano o una situacion fisioldgica determinada. Es decir,
no s6lo podemos determinar si un gen estd siendo expresado, por ejemplo, en la
raiz de una plantula de 10 dias crecida en condiciones estdndar, sino que
podemos comparar la magnitud de esa expresiéon con la de otro gen en esa
misma situaciéon o, incluso, con él mismo en otro dérgano u otra situaciéon
fisiologica. Esta técnica es una herramienta mas que ttil para los laboratorios de
biologia molecular y su empleo ha ido aumentando a lo largo de los dltimos
afios. Por otro lado, las diversas técnicas y protocolos han ido evolucionando a la

btsqueda de formas mas simples, con resultados mas reales. La PCR cuantitativa
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estd basada en el tratamiento de ADNc, retrotranscrito a partir de ARN,
mensajero o total, con el objeto de amplificar una secuencia especifica del gen a
estudiar, de tal forma que la cantidad ADN final ird en funcién del ADNc (o
ARN) inicial. Los primeros intentos de cuantificacion por PCR dieron lugar a una
variedad de técnicas, con unos problemas asociados. En el desarrollo de la PCR
ésta debia estar, al finalizar, en la fase exponencial de la amplificacion para que la
cantidad de producto final fuera proporcional a la cantidad inicial del molde y al
nimero de ciclos. Por otro lado, una vez que ésto se conseguia, habia que
encontrar un método fiable post-PCR para cuantificar esta amplificacion.

Con la aparicion de la PCR cuantitativa a tiempo real se evitan algunos de
estos problemas. El método estd basado en la cuantificacion durante la fase
exponencial de la amplificacién, independientemente de la fijacién de un ntimero
predeterminado de ciclos. Esto se consigue visualizando en tiempo real la sintesis
de nuevas moléculas de ADN en cada ciclo, por lo que la interpretacion de datos
se simplifica enormemente.

En la cuantificacién en tiempo real existen dos métodos generales de
andlisis de datos: cuantificacién absoluta o relativa. La cuantificacion absoluta
determina el nimero exacto de copias inicial de molde, relacionando la sefial de
PCR con una curva estandar de un ADN o ARN patrén de concentraciéon
conocida. En la cuantificacion relativa, la sefial de PCR del molde problema se
compara con otra muestra, tal como un control no tratado. Esta forma de
cuantificar es mds rdpida y menos tediosa, y es el tipo de cuantificaciéon
empleado en nuestro trabajo.

En las experiencias de cuantificacion los datos de salida de cada una de
las muestras se normalizan con la salida aportada por un control normalizador
que, generalmente, esta representado por un gen constitutivo (casero o
housekeeping) de expresion elevada y fisiolégicamente constante. En nuestros

experimentos utilizamos el ARN ribosémico 185 con este propoésito. Los
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resultados, ya normalizados, se relacionan a una de las muestras problema, lo
que dependeré del tipo de experimento a realizar.

Para realizar estas experiencias 0.5 ng de ARN total se transcribieron a
ADNec con la enzima “Multiscribe Reverse Transcriptasa” y los oligos “Random
Hexamers Primers”, ambos suministrados por “Applied Biosystems”. Las
reacciones de PCR cuantitativa se llevaron a cabo en un “ABI Prism 7700
Sequence Detector” (Applied Biosystems) utilizando el kit de Qiagen
“QuantiTect SYBR Green PCR kit” siguiendo el protocolo del fabricante. Los
oligos empleados fueron disefiados con la ayuda del programa “Primer express”
(Applied biosystems), y se describen en el apartado de oligos. La longitud de los
fragmentos amplificados (amplicones) esta comprendida entre 100 y 150 pb.

El “QuantiTect SYBR Green PCR kit” basa su funcionamiento en el
colorante “SYBR Green I” y en el empleo de la “HotStarTaq DNA polymerase”.
El colorante es empleado para la cuantificacion de moléculas diana especificas ya
que se une al ADN de doble cadena emitiendo una sefial fluorescente, lo que
evita tener que utilizar sondas especificas marcadas. El complejo SYBR Green I-
ADN emite una sefial fluorescente (méaximos de excitacion y emision de 494 y 521
nm, respectivamente), que es recogida y monitorizada por el “ABI Prism 7700
Sequence Detector”, lo cual nos permite seguir desde el inicio de la reaccién la
formacioén de nuevas moléculas. La enzima “HotStarTaq DNA polymerase” del
kit proporciona una alta especificidad y sensibilidad en la reaccion de PCR, ya
que es suministrada de forma inactiva por el fabricante siendo necesaria una
incubacién previa de 15 min a 95°C para realizar su funcién, de esta forma se
previene la formacién de productos inespecificos en fases iniciales de la
amplificacion.

En la figura 5 se presentan los datos de salida proporcionados por el
software del “ABI Prism 7700”. Cada color de la gréfica representa la

amplificacion de un tubo, pudiendose apreciar cuatro fases claras en la sintesis
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de nuevas cadenas de ADN. En los primeros ciclos de la amplificacién el
aumento de ADN es practicamente inapreciable, siendo el fondo (background)
de la reaccién lo mas aparente. Conforme aumenta el nimero de ciclos comienza
la amplificacién especifica de moléculas de ADN, dando lugar a la fase de
crecimiento geométrico, hasta que algin reactivo o componente de la
amplificacion limita el proceso, originando una fase lineal seguida de la fase

7

meseta o “plateau”.

2000 B+

1000 a1 i _| Plateau phase

o _| Linear phase

Geometric phase
AR,
Background
] 2‘Id [ IB1214"!&“:!1#3!101580&)‘3&0_
L Baseline
Cycle

Figura 5. Datos de salida proporcionados por el software del “ ABI Prism 7700”

El dato de salida més importante de cada muestra a cuantificar es el
denominado Cr (Theshold cycle), que representa el niimero de ciclos en el que la
linea de la gréfica intercepta la linea base. En la figura 6 se puede apreciar una
representaciéon més sencilla de la figura anterior. Cuanto mas pequerio es el valor
de Ct mas cantidad de muestra inicial existe en la mezcla de PCR, es decir, existe
una mayor expresiéon del gen estudiado. El ARN 18S es un gen altamente

expresado en los tejidos, asi que su valor de Ct es muy bajo. El nivel de expresion
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del ARN 18S nos da una idea comparativa del nivel de metabolismo entre

diferentes tejidos.

Fluorescencia
relativa

Target

Linea base

10 20 30 40 Numero de

ciclos

Cr(18S) =18 | | Cr(target) = 30.5 |

Figura 6. Obtencién del valor de Cr

El método delta-delta (AA) es la manera mas apropiada para analizar la
cuantificacion relativa de la expresion génica, utilizando PCR a tiempo real. Para
ello se requiere el empleo de algunas ecuaciones y suposiciones que estdn bien
descritos en Applied Biosystems Users Bulletin No. 2 (P/N 4303859). En la
publicacién presentada por Livak y Schmittgen se obtiene mas informacién sobre
el método (Livak y Schmittgen, 2001).

En la cuantificacién de una muestra, la magnitud final expresa como “2-

AACr”, donde el valor de “AACt” se calcula a partir de la siguiente ecuacién (fig. 7),

A(:T muestra A ACT muestra referencia

AAC:Tmuesl'ra A= (CT muestra A = CT constitutivo (185))-(CT muestras referencia = CT constitutivo (185))

Fig. 12 Obtencion del valor AACrmuyestra A

Figura 7. Obtencion del valor AACrmuestra A
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Para aplicar este método necesitamos que la eficiencia de la reacciéon de
PCR de los genes problema y del gen constitutivo sea muy similar. Esta se puede
medir a partir del coeficiente de regresion lineal del valor Cr frente al logaritmo
de la cantidad inicial de ADN. Para ello se realizan amplificaciones de las

muestras con diluciones seriadas (1/10,1/100, 1/1000 y 1/10000).

¢. Restricciéon de ADN

Las digestiones con enzimas de restriccion se han realizado en las
condiciones 6ptimas que fija el fabricante para cada enzima, ya que éstas difieren
bastante unas de otras. Con fines analiticos se llevaron a cabo en 25 pl de
volumen total, con 0.5-1 pg de ADN y 1 unidad enzimatica de la enzima, en el
tampon fijado por el fabricante. Con fines preparativos se utilizaron hasta 5 pg de
ADN, con 10 unidades enzimaticas en un volumen total de 100-150 pl de tampon.
Normalmente se incuba a 37 °C durante 1 ¢ 2 horas, en funcién de la cantidad de
ADN vy de la enzima empleadas, teniendo presente que una unidad enzimatica se
define como la cantidad de enzima que digiere completamente 1 pg de ADN
(habitualmente del fago A) en 1 h en las condiciones de digestion 6ptimas.

En la mayoria de los casos utilizamos digestiones dobles con enzimas de
restriccién diferentes, lo que nos permitia una insercién dirigida o polarizada, es
decir, en un solo sentido. Estas digestiones dobles suelen presentar ciertos
problemas cuando las condiciones O6ptimas de las dos enzimas no son
compatibles, teniendo que emplear distintos tampones de reaccién, por lo que a
veces es necesario llevar a cabo determinadas estrategias que permitan llevar a
cabo la doble digestion de un modo eficaz. En este trabajo se han utilizado
digestiones dobles que no requieren un tratamiento especial, por ser ambas
enzimas eficaces en el mismo tampén. Sin embargo, el empleo de determinadas

enzimas incompatibles requiere un protocolo especial, consistente en digerir, en
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primer lugar, con una enzima (la que emplee el tampén con menor fuerza iénica)
en un volumen pequefio (10 pl). Tras 1-2 horas de digestion se diluye la mezcla
10 veces, y se lleva a cabo la digestiéon con la segunda restrictasa en su propio
tampon. Otra opcidon es digerir con ambas por separado y extraer el ADN
digerido con una purificacién fenélica, pero este paso conlleva pérdida de
muestra, por lo que en la mayorifa de los casos hemos preferido utilizar la
primera opcion.

Otro aspecto importante es que en este trabajo todas las digestiones se
han llevado a cabo sobre plasmidos. Es decir, cuando el inserto iba a ser digerido
previamente se subclonaba en pGEM-T. Este hecho facilita enormemente la
digestion del inserto porque, por un lado, permite visualizar directamente la
calidad y cantidad del inserto digerido y por otro, la eficiencia de la digestion es

mayor.

h. Ligacion de ADN

Las ligaciones de fragmentos de ADN se realizaron afadiendo
proporciones variables de ambos fragmentos, no sobrepasando la cantidad final
de 300 ng de ADN total. La ligacion se llevo a cabo en 20 pl del tampoén de ligasa
adecuado, suministrado por el fabricante, utilizando 1 unidad de ligasa del fago
T4, incubando toda la noche a 12-15°C. Ocasionalmente se recurrié a tiempos de
ligaciéon maés largos, de hasta 48 horas.

La mayoria de las ligaciones realizadas fueron dobles, permitiendo la
insercion polarizada del inserto. Un caso especial en el presente trabajo ha sido
la ligacién en pFL61. En este caso el vector sufre doble digestiéon con el mismo
enzima de restricciéon, Notl, lo que puede dar lugar a la recircularizacion del
vector de forma frecuente en presencia de la ligasa. Para evitar tal hecho, se

purificaba tras la digestion el ADN, y se incuba con fosfatasa alcalina (Promega)
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segln las condiciones del fabricante. De esta forma se defosforilan los extremos

cohesivos, evitando asi la recircularizacion plasmidica.

i. Secuenciaciéon de ADN

Para realizar la secuenciacién de los pldsmidos obtenidos en este trabajo
se ha recurrido al Servicio de Secuenciacion de ADN del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lépez Neyra”, de Granada, que dispone de un
secuenciador automatico ABI-Prism que secuencia eficazmente hasta 1 Kb.

Los fragmentos a secuenciar eran previamente subclonados en pGEM-T
easy, y se secuenciaban por ambas hebras utilizando los oligos SP6 yT7. El resto
de construcciones han sido secuenciadas utilizando oligos que flanquean la zonas
de insercién (T7terminal, ycp2-5, ycp2-3’, pFL61Dr, pFL61Ga y gus-3), aunque

en ocasiones se han empleado oligos del propio inserto subclonado.

XI. Manipulacién de ARN

a. Tratamiento del material

Todo el material utilizado para la extraccién de ARN fue tratado de forma
especial para evitar la contaminacién de RNasas, excepto aquél que ya es tratado,
con tal propdsito, en su fabricacion. El material plastico descartable (puntas de
pipeta y tubos estériles), el vidrio y la porcelana de los morteros fueron
enjuagados con cloroformo, secados al aire y, posteriormente, autoclavados. El

ddH>O utilizada para este proposito fue tratada con DEPC (1 mL/L)
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b. Métodos de extracciéon de ARN

Dos tipos de extraccion de ARN han sido utilizados para la realizaciéon de
este trabajo: extracciéon de ARN total y de ARNm. El primero fue empleado para
experiencias de cuantificacién génica de los diferentes genes estudiados, ya que
es necesaria la cuantificacion de ARN ribosémico (18S) como normalizador
celular. Por otro lado, el ARNm fue empleado para el aislamiento de secuencias

codificantes y su posterior estudio.

i) Aislamiento de ARN total

Para la extracciéon de este tipo de ARN se ha utilizado el reactivo “TRIzol
Reagent” de la casa Invitrogen. Consiste en una solucién monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina, que permite mantener la integridad de los ARN
durante la lisis de tejidos y células. Tratamientos posteriores con cloroformo,
etanol e isopropanol dan lugar a concentraciones finales de ARN de hasta 7
mg/mL en hoja, y 3 mg/mL en raiz, en un tiempo de 1-2 h. Se han utilizado

segun las condiciones del fabricante.

ii) Aislamiento de ARNm

Para este propésito hemos utilizado el kit de Boehringer - Roche “mRNA
Isolation Kit”. El aislamiento de ARNm poliadenilado se basa en la utilizacién de
biotina-oligo-(dT)2 y particulas magnéticas de estreptavidina. No es necesario el
paso previo de aislar ARN total, ya que la separacién se realiza utilizando un
soporte magnético que atrae el complejo de estreptavidina-biotina-oligo-(dT)zo-

ARNm, permitiendo la obtencién de cantidades suficientes de ARNm de buena
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calidad para su empleo en el aislamiento de secuencias por RT-PCR. Fue

utilizado segtin condiciones del fabricante

c. Cuantificacion del ARN

Para cuantificar la concentracion de una disoluciéon de ARN se determina
la absorbancia de la solucién de ARN a 260 nm y 280 nm, frente a un blanco de
TE o agua ultrapura. La concentracion de la muestra se calcula respecto al valor
estindar de DO = 1 para una solucion de 40 pg/mL de ARN. La relaciéon
DOxs0/DOxs indica si existe contaminaciéon con ADN. Cuando esta relacion es

menor de 1.85 existe contaminacién con ADN.

d. RT-PCR

Se emple6 para la retrotranscripciéon del ARNm y posterior amplificacion
de secuencias de ADNc de ARN total o mensajero. En este trabajo se ha utilizado
para obtener secuencias nucleicas que se traducen a proteina, evitando asi la
interferencia de los intrones. Promega comercializa con este propésito el kit

” Access RT-PCR System”. Se utiliz6 bajo recomendacion del fabricante.
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XII. Manipulacién de proteinas

a. Extraccion de proteinas

i) Plantas

Para la obtencion de muestras proteinicas de hojas y raices se recolectaron
los correspondientes 6rganos a los tiempos determinados y, tras registrar el peso
fresco de las mismas, se procesaron o se conservaron a -80°C hasta su utilizacion.

Los extractos foliares se preparan homogenizando con nitrégeno liquido
y mortero el tejido vegetal, fresco o congelado, en una relacion minima 1/0.5
(p/v) con tampén Tris-HCl 25 mM pH 7.5, MgCl, 5 mM, 2-ME 5 mM y EDTA 0.5
mM. Posteriormente la suspension fue centrifugada a 13.200 rpm en centrifuga
de mesa, a 4°C, durante 15 min. En el sobrenadante se determiné la concentracion
de proteinas y se realizaron todos los ensayos (actividades enzimaticas y
reconocimiento inmunolégico).

Las extracciones de raiz se realizaron de igual manera, con el mismo
tampon de extraccion, pero a una relacién minima de 1/1 (p/v).

ii) levaduras.

Este método se utiliz6 para preparar extractos de proteinas de
levadura transformada, para comprobar la presencia Trxs recombinantes por
“western blot”. Para ello, 2 mL de un cultivo de levadura de 107 células/mL
(equivalente a DOgso = 1), se recogieron por centrifugacion (5000 x g, 10 min)
resuspendiéndose en 200 pl de dHO estéril. Se centrifugd para eliminar el
sobrenadante y las células fueron sometidas a -20°C durante 5-10 min. Se
resuspenden las células congeladas en 100 pl de tampon de carga (Tris-HCI 60
mM, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, DTT 100 mM (o ME 5%), y azul bromofenol

0.001%) dejandose 5 min en hielo. Se afiadié un volumen de 100 pl de “acid-
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washed glass beads” (Sigma) y se someti6é a agitacion fuerte (vortex), 4 veces
durante 30 s, dejando 1 min en hielo entre cada agitaciéon. Posteriormente se
calent6 a 95°C durante 5 min, recogiendose las células en centrifuga de mesa a
méxima velocidad durante 15 min. Por tltimo, el sobrenadante se recoge en un

tubo limpio y se guarda a -20°C hasta su uso en western blot (5-20 pl/pocillo).

b. Produccién v purificacion de tiorredoxinas recombinantes en E. coli

Para expresar las proteinas recombinantes subclonadas en vectores de
expresion de la familia pET se ha utilizado generalmente el siguiente protocolo:

Se inicia con un precultivo, para lo cual se toma una colonia de E. coli
BL21(DE3) previamente transformada con la construccién portadora de la
secuencia a expresar, y se inoculan 3 mL de medio LB con ampicilina, incubando
a 37°C y agitacion durante unas 8 h. Pasado ese tiempo se toman 150 pl del
cultivo y se afiaden a 150 mL de medio LB con ampicilina, dejando incubar toda
la noche a 37 °C con agitacion.

Para la obtencién de un cultivo en fase exponencial e inducir la expresion
se distribuyen los 150 mL de cultivo de la noche anterior en tres matraces
conteniendo cada uno 1 L de medio LB con ampicilina, y se incuba con agitacion
hasta que alcanzar una DOsop = 0.5 - 0.8, momento en el que se afiade IPTG hasta
una concentracion 400 pM para inducir la expresiéon del gen recombinante. Se
incuba a 37°C durante 4 a 6 h para expresar el gen. Finalizada la expresion se
recogen las células por centrifugacion a 6000 xg durante 10 min, y se almacenan a
-80°C hasta el momento de la purificaciéon de la proteina expresada.

La purificacién de las Trxs citosdlicas estd basado en trabajos previos con
algunas modificaciones (Hodges et al., 1994, Jaramillo et al., 1997). Para la
purificacién de las proteinas correspondientes a 3 L de cultivo se resuspenden en

20-40 mL de Tris-HCl 30 mM, pH 7.9, 300 mM de NaCl y 14 mM de 2-ME
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(tampoén de tiorredoxinas), y se rompen las células por presién en una prensa
French a 60 MPa. A continuaciéon los restos celulares se separan por
centrifugacion durante 20 min a 20000 xg. Si se trata de la Trx hl se incluye un
paso de calentamiento a 75°C durante 10 min. Las proteinas desnaturalizadas se
separan mediante 20 min de centrifugaciéon a 20000 xg, a continuacioén,
fraccionamos el sobrenadante con sulfato amoénico entre 40% y 85% de
saturacion. Las proteinas precipitadas se resuspendieron en tampoén de
tiorredoxinas, pasandose por una columna de Sephadex G-50, equilibrada con el
mismo tampon. Las fracciones obtenidas son analizadas mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida-SDS; las que contienen Trxs son recogidas, concentradas
por dialisis frente a carboximetil-celulosa de alta viscosidad hasta un volumen de
5 mL, dializadas frente a tampén de Trxs, 100mM de NaCl, y pasadas por una
columna de cambio i6énico de DEAE-celulosa equilibrada en el mismo buffer. Las
Trxs se eluyeron con un gradiente de 100 a 600 mM en NaCl, con el fin de
eliminar las contaminaciones de ADN. La Trx h1 eluye al principio del gradiente
completamente pura. Se comprueba su pureza por electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS y tincién de plata.

Para la purificaciéon de la Trx h2 el protocolo es muy parecido al ya
descrito, pero el tampoén utilizado no tiene NaCl y el extracto no se somete a
calentamiento alguno. Las fracciones precipitas con sulfato amoénico (40% y 40-
85%) se disolvieron en el mismo tampoén y se pasaron por separado por sephadex
G-50. Las fracciones de ambas cromatografias conteniendo Trx se reunieron y

filtraron por segunda vez.

c. Produccién de anticuerpos

Para la obtencién de anticuerpos policlonales de conejo se necesité 1 mg

de proteina purificada para la inmunizacién del animal, que fue enviada al
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Servicio de Producciéon Animal de la Universidad de Sevilla. Los sueros se
utilizaron tras centrifugar a 13.200 rpm en centrifuga de mesa, a 4°C, durante 15

min.

d. Electroforesis de proteinas

Para el desarrollo de este trabajo se llev6 a cabo electroforesis vertical de
proteinas en geles de poliacrilamida (Laemmli, 1970) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras. Se ha empleado el equipo
Miniprotean III de Bio-Rad, con el cual se obtienen geles de pequefio tamafio (8 x
7 x 0.75 cm), que dan buenas separaciones con un ahorro de tiempo considerable.
En una migracién electroforética en condiciones desnaturalizante las proteinas se
desplazan de forma inversamente proporcional a su peso molecular debido a la
carga aportada por las moléculas de SDS, fuertemente negativas, que
interaccionan con los residuos aminoacidicos de la proteina.

Se han utilizado dos protocolos diferentes en funcién de la finalidad de la
electroforesis. Para el control de pureza en los procesos de purificacion, y para la
determinacién de pesos moleculares de las Trxs, los geles separadores se
prepararon al 15% de acrilamida (acrilamida:bisacrilamida, 29:1), el gel
concentrador del 4%. Como tampén de desarrollo electroforético se uso un
tampo6n Tris-glicina (Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, y SDS 0.1%). La
electroforesisis se llevé a cabo a un voltaje constante de 200 V durante
aproximadamente 1 h. Las muestras y los marcadores de peso molecular
(Pharmacia) se solubilizaron en tampén de carga (Tris-HCl 125 mM pH 6.8,
glicerol 0.1%, SDS 0.5%, azul de bromofenol 0.05% y DTT 100 mM) y
posteriormente se calentaron a 100°C durante 4 min. La polimerizacién de los

geles se llevo a cabo con persulfato amoénico a una concentracién final 0.05%. El
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TEMED fue utilizado como agente catalizador, a una concentracién de 0.05% en
gel separador y 0.1% en gel concentrador.

Para la separaciéon de extractos proteinicos y posterior transferencia a
membranas para, por ultimo, ser inmunoreconocidas (Western blot) y
cuantificadas, se precisa una focalizacion mayor de las bandas. Las proteinas
entre 10-15 KDa no son bien resueltas en los geles discontinuos tradicionales, ya
que el SDS migra paralelo a estas pequefias proteinas, obstaculizando su
resolucion. En el siguiente protocolo se describe un tipo de electroforesis que
migra en un tampén de desarrollo de Tris-Tricina (Tris-HCl 20 mM, Tricina 20
mM y SDS al 0.02%), que consigue individualizar estas pequefias moléculas
frente a las moléculas de SDS (Schagger y Vonjagow, 1987). El gel de separacién
se prepar6 al 16.5% de arcrilamida con SDS 0.1%, glicerol 10% y tampén Tris-HCl
1 M pH 8.45. El gel de concentracién, al 4% de acrilamida, contiene los mismos
componentes excepto el glicerol. La polimerizacion de los geles se llevé a cabo
con persulfato amémnico al 0.05% para el gel separador y 0.075% para el gen
concentrador. El TEMED se utiliz6 a una concentracién de 0.05% en gel
separador y del 0.15% en el gel empaquetador. Para cargar las muestras en el gel
se les afladi6 tampoén de carga, a una concentracion final de 1% SDS, 50 mM Tris-
HCI pH 6.8, 10% de glicerol, 1% 2-ME y 0.01% de azul de bromofenol. Las
muestras se calentaron 4 min a 100°C antes de cargarlas en el gel. Las condiciones
de la migracion fueron de 50 V hasta que la muestra entra en el gel, y 130 V hasta
que el frente llega al limite del gel (aproximadamente 3-4 h).

Para visualizar las proteinas en el gel, una vez llevada a cabo la
separacion electroforética, se utilizaron las tinciones con Azul Coomasie o con
plata. La segunda es mas sensible y permite la comprobacién de la pureza de las
proteinas empleadas con un alto grado de fiabilidad. La tincién con Azul
Coomasie es menos sensible, pero requiere menos tiempo, utilizandose para

visualizar las proteinas durante los pasos intermedios de la purificacion.
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i) Tincion con Azul Coomasie R-250

Se sumerge el gel en soluciéon de tincion de Coomasie (metanol 40%,
acético 10% y azul coomasie R-250 0.1%) durante 30 minutos en agitacion.
Se decolora mediante inmersion en soluciéon de decoloracién (etanol 40%,
acético 10%) con agitacion, cambiada 2 o 3 veces, durante 10 minutos cada

vez.

ii) Tincion con plata
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Fijacion. Se sumerge el gel en 100 mL de solucién de fijacion (dcido acético
12%, metanol 50%, formaldehido 0.50% vy el resto de agua), durante un
minimo de 30 minutos.

Doble lavados con 150 mL de etanol al 50%, 15 minutos cada vez.
Preimpregnacién. Sumergir los geles en 100 mL de tiosulfato sédico 0.8
mM, durante 1 minuto.

Triple lavado con 100 mL de agua destilada, 20 segundos cada vez.
Impregnacion. Sumergir los geles en 100 mL de nitrato de plata (2 g/L) y
formaldehido (0.75%) durante 10 minutos, en la oscuridad.

Doble lavado con 100 mL de agua destilada, 20 segundos cada vez.
Revelado. Se sumergen los geles en 100 mL de carbonato sédico (60 g/L),
tiosulfato sédico 16 pM, formaldehido 0.50%, durante el tiempo
suficiente para que aparezcan las bandas (5 min).

Doble lavado con 100 mL de agua destilada, 20 segundos cada vez.
Fijacion. Se sumergen los geles en 100 mL de acido acético 12%, metanol

50%, y el resto de agua.
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e. Medida de la concentracién de proteinas

Para la determinacion de la concentracion de proteina en disolucién se ha
empleado el reactivo “Bio-Rad protein assays”, basado en el cambio de color que
presenta el colorante Coomassie Brillant Blue G-250 al interaccionar con restos
basicos y aromaticos de las proteinas (Bradford, 1976). Siempre se ha seguido el
protocolo que se indica para disoluciones de proteina de concentracién menor a

25 pg/mL (microensayo). Se empled segtn las indicaciones del fabricante.

f. Transferencia a membrana para inmunodeteccién (Western-blot)

Tras la electroforesis (Tris-Tricina) en gel de poliacrilamida, las proteinas
se transfirieron a una membrana de PVDF segtun el método de Towbin (Towbin
et al., 1979).

Una vez concluida la electroforesis, el gel de SDS-poliacrilamida se
sumergié en tampén TGM (Tris-HCl 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0.037% y
metanol 15%) durante, al menos, 5 min. La transferencia de proteinas a la
membrana se realizé durante 50 min, utilizando tampén TGM, en un aparato de
transferencia semi-seca “Trans-blot SD” (Bio-Rad), a un amperaje constante de
0.8 mA / cm? de superfice de membrana, y un voltaje médximo de 25 V. El

montaje de la transferencia se describe en la figura 8.

Cubierta Transblot

Gel Papel de
Membrana —— transferencia

Base Transblot

Figura 8. Montaje para la transferencia en el “Trans-blot SD”

119



Materiales y métodos

La membrana y los papeles de transferencia (“extrathick blot paper”, Bio-
Rad) se cortan al mismo tamafio que el gel. Los papeles se sumergen en tampoén
de transferencia antes del montaje mientras que la membrana es tratada
previamente a la transferencia debido a su hidrofobicidad, sumergiendola en
metanol durante 1 min. Posteriormente se introduce en ddH>O para conseguir su
establilidad (aproximadamente 1 min), guardandose en tampén de transferencia
hasta el momento del montaje. Este se lleva a cabo depositando las sucesivas
capas, segin indica el esquema adjunto, eliminando las posibles burbujas que
queden atrapadas con ayuda de un rodillo limpio (tubo de ensayo o pipeta de
cristal). Para toda esta manipulacién es aconsejable la utilizacién de guantes por
la posibilidad de contaminacién proteinica de la membrana.

Una vez finalizada la transferencia la membrana se somete a los
siguientes pasos:

1. Saturacién o bloqueo de la membrana: La membrana se sumerge en 50
mL de tampén TBS (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, 0.9% NaCl) conteniendo
leche desnatada en polvo al 5 % durante, al menos, 1 h, a temperatura
ambiente. Con este tratamiento se saturan los sitios de uniéon de la
membrana que permanecian libres tras la transferencia.

2. Lavado: Una vez saturada, la membrana se somete a dos lavados rapidos
con TBST (tampoén TBS con Tween 20 0.1%), de 1 min cada uno.

3. Incubacién con anticuerpos: La membrana se incuba con agitacion suave,
en un volumen suficiente de TBST conteniendo el anticuerpo primario
especifico y 0.1 % de BSA. El tiempo de incubaciéon es de 2 h a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

4. Lavado: Los anticuerpos unidos de forma inespecifica a la membrana se

eliminan mediante 3 lavados de 10 min, con 50 mL de TBST
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Incubacién con anticuerpo secundario marcado con peroxidasa: Esta
incubacién se realiza durante, al menos, 45 min, con agitacién, en un
volumen suficiente de TBST conteniendo 1 pg de antiinmunoglobulinas.
Lavado: La membrana se lava de nuevo, 2 veces, con TBST durante 15
min.

Lavado: Se eliminan los restos de detergente con dos lavados sucesivos de
TBS, de 10 min. Por dltimo, se sumerge la membrana en tampén de
revelado (Tris-HC1 50 mM pH 8.6, NaCl 150 mM).

Revelado: La membrana se revel6 por impresion de una pelicula
radiografica (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences). Para este paso es
necesario trabajar en oscuridad con utilizaciéon de luz roja de revelado de
peliculas impresionables. Para ello se sumergié la membrana en la
solucion reveladora (20 mL de tampén de revelado conteniendo, de forma
extempordnea, 8 mg de luminol y 0.2 mL de 4-iodofenol disuelto
previamente en DMSO al 1%, durante 5 minutos. A continuacién se
introduce la membrana en un cassette de exposicién en contacto con la
pelicula radiografica, separadas ambas por un plastico transparente. Se
cierra y se espera desde 1 seg hasta 1 h, segtin la intensidad de las bandas
a revelar. Esta operacion se puede repetir cambiando los tiempos de
exposicion. Por dltimo, se desmonta el cassette y se introduce la pelicula
en una bandeja de liquido revelador (Tetenal), hasta la aparicién de las
manchas de impresién. Se lava con agua ligeramente, y se introduce en
liquido fijador (Tetenal) hasta conseguir la transparecia final de la

pelicula. Finalmente se lava en agua de grifo y se deja secar.
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g. Determinaciones enzimaticas

i) Andlisis de activacion de FBPasa por tiorredoxinas citosélicas

Para estudiar la capacidad de activacién de las Trxs sobre la FBPasa se
sigui6 el protocolo descrito por Prado y colaboradores (Prado et al., 1992). El
ensayo se basa en el hecho de que a pH 7.9 la FBPasa cloroplastidica no es activa,
a no ser que, previamente, sea reducida por un donador de equivalentes de
reduccién. En este ensayo la Trx, reducida por DTT, actta como agente reductor,
cediendo electrones a la FBPasa y activdndola. Como el DTT también puede
actuar directamente sobre la FBPasa, hay que realizar un blanco sin Trx.

El ensayo se realiza en dos pasos:
1. Activacion: En un volumen final de 100 pl se incuban las cantidades

deseadas de Trx y FBPasa en una mezcla de incubacién (Tris-HCl pH 7.9

100 mM, DTT 2.5 mM, FBP 0.4 mM y CaCl; 0.05 mM), durante 10 minutos

a 28°C.

2. Catalisis: Transcurrida la fase de activacion, la mezcla se pasa a una

cubeta con 900 pl de Tris-HCl pH 7.9 50 mM, MgCl> 1 mM, FBP 0.36 mM,

EGTA 0.02 mM, NADP 0.3 mM, 1.4 unidades de fosfoglucosa-isomerasa

(PGI) y 0.7 unidades de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH). Se

mide la variacién por minuto de la absorbancia a 340 nm producida por la

aparicion de NADPH debida a la actividad FBPasa, segtin la cadena

siguiente de reacciones enzimaticas acopladas (fig 9).

FBPasa PGI G6PDH
Fructosa-1,6-bisfosfato nFructosa-&fosfato - Glucosa-6-fosfato w 6-fosfogluconato
HO DPi NADP+ NADPH

Figura 9. Esquema de la medicion in vitro de la actividad FBPasa cloroplastidica
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Las dos reacciones enzimaticas auxiliares (PGI y G6PDH) son mucho méas
rédpidas que la desfosforilacion de la FBP por la FBPasa, por lo que se puede
considerar que la medida espectrofotométrica de la concentracion de NADPH

frente al tiempo sera funcion tnicamente de la actividad FBPasa.

ii) Analisis de reduccion de Insulina por tiorredoxinas.

La Trx cataliza la reduccién de los puentes disulfuro de la molécula de
insulina por DTT. Mediante el ensayo enzimaético, en el que estan presente DTT,
Trx e insulina, se mide espectrofotométricamente, a una longitud de onda de 650
nm, la turbidez generada por la precipitaciéon de la cadena B de la insulina
(Holmgren, 1979).

La reduccion de la insulina se llevé a cabo en tampoén fosfato potésico 100
mM pH 7.1, EDTA 2 mM, 0.5 mg de insulina, DTT 0.5 mM, y Trx a diferentes
concentraciones.

Una disolucién madre de insulina se preparé disolviendo 5 mg/mL (10x),
en agua ultrapura (hay que afiadir NaOH hasta pH 7 para una completa
disolucion). Se disponen 0.9 mL de la mezcla de reaccién sin insulina en una
cubeta, y se espera 15 min para que se produzca la reduccion de la Trx por parte
del DTT. A continuacién se afiade la insulina, y se comienza a medir a 650 nm

hasta aproximadamente 30 min. Se realiza un blanco paralelo sin Trx.

h. Analisis histoquimico de la actividad GUS

La coloracion histoquimica de plantas transgénicas que expresaban el gen
gus se realizé segtn el protocolo de Jefferson y colaboradoes (Jefferson et al.,
1987). Los tejidos son sumergidos en tampoén gus (tampoén fosfato sédico 100 mM

pH 7, hexacianoferrato potasico (II) 0.5 mM, hexacianoferrato potasico (III) 0.5
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mM y 1 mM de X-GIcA (Duchefa), disuelto previamente en dimetilformamida), a
continuacién son sometidos a vacio en campana, durante 15 min, 3 veces
dejandose toda la noche a 37°C. El tampoén gus se prepara extemporaneamente.
Al dia siguiente, se procede a la decoloracién tisular, siempre a 37°C. Primero se
retira el tampoén gus, sumergiendose los tejidos en etanol 70%, durante 1h,
después se sustituye el etanol 70% por etanol absoluto. Este tltimo paso se repite
varias veces, dependiendo del tipo de tejido, hasta que toda la clorofila se ha
eliminado (3-5 lavados).

Para la visualizacién de las muestras tefiidas se utiliz6 una lupa
estereoscopica “STEMI SR” (Zeiss). Para una mejor observacion de las
estructuras, en ocasiones fue necesario realizar una aplastado de los tejidos,
siendo observados posteriormente mediante un microscopio 6ptico “Zeiss
AXIOPLAN" (Zeiss) en campo claro. Las fotografias fueron tomadas mediente

una camara digital (Canon) acoplada a ambos aparatos.

i. Cristalizacién de proteinas

Para llevar a cavo la cristalizaciéon de cualquier proteina, y posterior
resolucioén por difraccion de rayos X, es necesaria una elevada concentracion de
proteina, y que éstas presenten un cierto grado de purificaciéon. Para tal
proposito, se expresaron y purificaron las cuatro Trxs de guisante (11, h2, fy m)
como proteinas recombinantes, por la metodologia descrita anteriormente, y se
llevaron hasta una concentraciéon de 10 mg/mL. Las dos Trxs cloroplastidicas
fueron purificadas segtin protocolos precedentes (Hodges et al., 1994, Jaramillo et
al., 1997). Para evitar interferencias de la disoluciéon en la que se encontraba
almacenada la proteina, todas las muestras fueron dializadas previamente en
Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, centrifugandose después durante 5 min a 12.000 xg,

para eliminar particulas que pudieran interferir con el proceso de nucleacion.
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Existen varias técnicas para cristalizar las proteinas pero todas se basan en
alcanzar, de una forma u otra, un grado de supersaturacion de la disoluciéon de
proteina, de forma que se formen algunos ntcleos a partir de los cuales creceran
cristales. En la gran mayoria de los casos, el factor limitante de la técnica es la
obtencién de cristales de calidad adecuada para ser utilizados en la obtencién del
patrén de difraccion. Estos cristales deben ser cristales tnicos y de un tamafio
adecuado para que el patrén de difracciéon sea de una calidad suficiente para
poder llevar a cabo la determinacion estructural. En principio cualquier
macromolécula es cristalizable con méds o menos dificultades, y solo es una
cuestion de ensayar gran cantidad de condiciones de cristalizacion para
encontrar la mas 6ptima para la macromolécula.

En nuestro caso, partimos de unas condiciones mas o menos racionales
que nos permitieran, con el menor numero de pruebas y con el menor gasto
posible de proteina, llegar a las condiciones en las que nuestras proteinas
cristalizaran en monocristales. Para ello, se utilizé el kit comercial de Crystal
Screen 1 (Hampton Research), que contiene 50 combinaciones distintas de agente
precipitantes, sales y pHs que pueden promover las formacién de cristales.

Se utiliz6 el procedimiento de la gota sentada. En la figura 15 se muestra
de forma esquematica el experimento. En el deposito se afiadieron 0.5 mL de
disolucion precipitante para cada condicién del Crystal Screen I. La gota se formé
mezclando un volumen de 2 pL de disolucién de proteina concentrada, con 2 pL
de la misma disolucién precipitante que se depositaba en el fondo del pocillo. Se
realiz6 un seguimiento de la evolucion de las gotas de proteina, observando y

anotando la apariciéon de precipitados, cristales o separaciéon de fase.
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Figura 10. Metodologia empleada para la cristalizacién. A. Placa de 6 x 4
pocillos. En cada pocillo se ensayan diferentes condiciones de cristalizaciéon. B.
Representacion graficade un pocillo de la placa. En el deposito del fondo se
afiaden 0.5 mL de solucién precipitante a ensayar. En la concavidad superior del
cilindro central se deposita la muestra de proteina concentrada y se diluye con un
volumen igual de la disolucion precipitante (disoluciéon de proteina). Tras afiadir
las muestras, la placa se cierra y se mantiene a 37°C.

XIII. Herramientas de bioinformatica

En este trabajo se hace uso de herramientas computacionales. Estas se han
convertido hoy en dia en imprescindibles para el trabajo del biélogo molecular, y
han avanzado tanto en los ultimos afios que sus resultados, en muchos casos,
pueden ser considerados casi con el mismo nivel de confianza que un resultado
experimental. En cualquier caso, la wutilidad principal de los modelos
informaticos no es confirmar, sino sugerir. Los célculos tedricos, las simulaciones
por ordenador y las comparaciones de secuencias y estructuras tienen su maximo
valor a la hora de proporcionar ideas que, después, puedan ser comprobadas

mediante métodos experimentales.
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Se pueden dividir las herramientas bioinformaticas, empleadas a lo largo
de este trabajo en tres grupos:

v' Bases de datos con informacién actualizada que nos han aportado
informaciéon de interés (secuencias de aminoacidos o nucleétidos,
estructuras resueltas, secuencias promotoras y bibliografia).

v' Programas de andlisis de secuencias y estudios filogenéticos. Nos
permiten realizar alineamientos de secuencias, busquedas comparativas o
construccién de arboles filogenéticos.

v Programas de representacion y modelizacién de estructuras moleculares.
Estos programas nos permiten visualizar estructuras tridimensionales de
proteinas o acidos nucleicos e, incluso, modelizar tridimensionalmente
secuencias aminoacidicas.

A continuaciéon describimos los diferentes programas utilizados en el
laboratorio, separando los utilizados a través de la red y los que se usan via

Internet.

a. Programas v bases de datos disponibles a través de la red

Son utilizados accediendo a la pagina web, donde se encuentran ubicados
los diferentes programas. En ocasiones es necesario el empleo de estas
herramientas porque las operaciones biocomputacionales a realizar son de tal

envergadura que se precisa de grandes computadoras.

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Programa de
alineamientos utilizados para la busqueda de similaridad de secuencias, con
secuencias de bancos de datos no redundantes.

ClustalW y  Align  (http://www.ebi.ac.uk/services/index.html).

Programas disefiados para el alineamiento de secuencias aminoacidicas o

nucleotidicas. ClustalW permite alineamientos multiples.
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SWISS-MODEL (http:/ /www.expasy.org/swissmod /SWISS-
MODEL.html) (Guex y Peitsch, 1997). Es un programa de modelizacién

molecular (threading) de uso publico, que esta localizado en el GLAXO Institute
for Molecular Biology (GIMB) de Ginebra. Los programas de threading permiten
modelar una secuencia de aminodcidos sobre estructuras tridimensionales
préximas, conocidas experimentalmente y almacenadas en la base de datos del
Protein Data Bank. El usuario tnicamente debe introducir la secuencia de la
proteina que desea modelar. El programa se encarga de alinearla con las
secuencias cuyas estructuras existan en el Protein Data Bank que mas identidad
guarden con la secuencia problema. Una vez concluido el alineamiento, el
programa sustituye los aminodcidos de la estructura por los de la secuencia
problema, tras lo cudl realiza una etapa de optimizacion energética para dar
lugar a un modelo tedérico mejorado. El resultado es enviado al usuario por
correo electréonico en forma de fichero de texto, con las coordenadas atomicas del
modelo en formato PDB (el mismo formato que se emplea para almacenar en el
Protein Data Bank las estructuras reales obtenidas por RMN o difraccién de rayos
X). Los resultados son tanto mas confiables cuanto mayor sea la identidad de la
proteina problema con las proteinas sobre cuyas secuencias se ha modelado, y
cuanto mas conservada esté la estructura tridimensional en la familia de
proteinas a la que pertenece la molécula problema.

En este trabajo SWISS-MODEL ha sido empleado para obtener los
modelos tedricos de las tiorredoxinas h1 y h2 de guisante, cuyas estructuras no se
conocen experimentalmente, pero cuyas secuencias guardan una homologia
adecuada con las tiorredoxinas de E. coli, humana y de Chlamydomonas,
contenidas en el banco de datos.

ENTREZ ( http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ ). Se trata en realidad

de un conjunto de bancos de datos (incluyendo el famoso GenBank, la mayor

base de datos de secuencias de ADN del mundo), accesibles desde una tnica
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herramienta de busqueda, localizada en el National Center for Biotechnology
Information, un anexo de la National Library of Medicine en Bethesda,
Maryland, que también mantiene la conocida base de datos MEDLINE de
bibliografia biomédica. Permite la btisqueda de secuencias de nucleétidos y
aminodacidos, asi como de estructuras.

The ExPASy (Expert Protein Analysis System) proteomics server
(http:/ /www.expasy.org/). El Instituto suizo de bioinformética (SIB) presenta
esta pagina que esta dedicada al andlisis de secuencias de proteina, estructuras
tridimensionales y analisis 2D. Se emple6é principalmente para el estudio
predictivo de las secuencias aminoacidicas de las dos Trxs citosélicas.

CODON USAGE DATABASE ( http://www.kazusa.or.jp/codon/).

Base de datos que nos ha permitido conocer preferencias codénicas de guisante
con una alta fiabilidad.

PLACE ( http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE ). Programa de

btsqueda de elementos de regulacion cis en secuencias de ADN de plantas (Higo
et al., 1999)

EBI ( http://www.ebi.ac.uk ). El instituto europeo de bioinformética

(EBI) es una organizacion académica que forma parte del laboratorio europeo de
biologia molecular (EMBL). Es un centro para la busqueda y el apoyo a la
bioinformética que controla bases de datos biolégicos, incluidos acidos nucleicos,
secuencias de proteinas y estructuras macromoleculares. En sus servicios de
enlace dispone de una amplia variedad de programas bioinformaticas para el
andlisis de secuencias. También dispone de una amplia variedad de bases de
datos bioldgicas y bibliograficas, que han resultado muy ttiles para el desarrollo

de este trabajo.
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b. Programas disponibles en el laboratorio

Son utilizados desde las computadoras del laboratorio, bien por su libre
distribucién en Internet, bien por la compra del programa y los derechos de
utilizacion.

Antheprot V5.0 y Anthenuc V2.0 (disponibles en ftp://ibcp.fr/pub ).

Estos dos programas han sido utilizados para la realizaciéon de alineamientos
rutinarios, simples o multiples, para aminoacidos o nucleétidos, respectivamente.
Ambos programas permiten una variedad de funciones, ademas de los
alineamientos. Pueden ser descargados de forma gratuita desde la direccién
indicada.

Chromas V1.45 (disponible en http:/ /www.technelysium.com.au/ ). Este

software ha sido utilizado para el andlisis de cromatogramas resultantes de las
secuenciaciones. Es una version gratuita

Sequencher 3.0. Es utilizado para la lectura de cromatogramas, e
interpretaciéon de resultados de la secuenciaciéon. Es una herramienta muy
potente para esta funcion, permitiendo comparar mas de dos cromatogramas al
mismo tiempo. Es una versién de pago.

Sequin (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/Sequin/ ). Herramienta disefiada

por el NCBI para el envio y la actualizacién de secuencias a los bancos de
secuencias GenBank, EMBL, y DDB].
Swiss-PdbViewer V3.7b2 (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-

MODEL.html). Herramienta informatica para visualizar y manipular estructura
de macromoléculas resueltas y modelizadas. Es uno de los programas de
visualizacién que més versatilidad y posibilidad ofrece de los distribuidos por la

red de forma gratuita.
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I. Caracterizacion génica de dos tiorredoxinas tipo h de Pisum sativum

El objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion de Trxs
citosélicas de guisante. La experiencia y material disponible en nuestro
laboratorio nos permitié enfocar el estudio desde el punto de vista molecular de
la genética reversa, es decir, desde la estructura génica hasta un nivel proteinico-
funcional. Por tal razén, lo primero que realizamos fue la busqueda de las

secuencias nucleicas que codifican para este tipo de proteinas en guisante.

a. Obtencién del ADNc correspondiente a dos tiorredoxinas tipo h en guisante.

Para conocer las secuencias codificantes de Trxs citosdlicas de guisante
empleamos técnicas moleculares basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que nos permiti6 la obtencién de secuencias correspondientes
a dos Trxs tipo h.

Para esta etapa, el material de partida fue generalmente el ARNm, ya que
su empleo permite el estudio de secuencias codificantes sin el problema
presentado por los intrones, presentes en las secuencias genémicas.

La estrategia a seguir consistio en la amplificacion parcial de diferentes

fragmentos solapantes de moléculas de 4cidos nucleicos.

i) Amplificacién del fragmento central de dos Trxs h de guisante

El primer problema al que nos enfrentamos fue el disefio de oligos que
sirvieran para amplificar fragmentos de Trxs h de guisante, no conocidas. Para tal
proyecto decidimos recopilar secuencias codificantes de Trxs h de especies
filogenéticamente afines al guisante, disponibles en la base de datos de PubMed.

Por medio del alineamiento de estas secuencias (Fig. 1), conseguimos reconocer
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zonas conservadas, y especificas de este subgrupo, que nos permitié disefiar
oligos heterdlogos, dos directos: ThN (correspondiente a la secuencia -
MAAEGEVI-, sobre fondo amarillo) y Th2N (secuencia -EEGQVIACH-, letra
azul); y dos reversos: oligo Th2C (secuencia -DKVVGAKKEE-, fondo rojo) y ThC
(secuencia ~-GAAKEEI-, letra verde).

ThN 2N

L .napus MAR-----—- EEGOVIGCHEID WAV LD TARQSHEL IVIDF TASWC PP CFHIAMVFADLA 54
A Theliarad MR- =-====-EEGQVIGCH THD W TV) LD FAR ESIFL TV IDF TASTIC PP CRMIAPIFND LA 54
A . Thelisned MAR----—- -EGEVIRCHTVELW T EK LE AN ESFFL IVIDF TATWC PR CRFIAPVFAD LA 53
E.Oleraces MRATAEVIFPA-GEVIACHTVEDSIINE LEAMKESIFL IVIDF TAVWCPPCRFIAPIFVELL 83
A Thelisrm5 MRAG--——-— -EGEVIRACHTLEWINEEVED AN ESFFL TV IDF TASIC PP CRFTAPYVFAEMA 53
Q. sabiva MRR- - ---EEGUVIACHTD EFDAQMT FAKEAGN VI IDF TASICGP CRFIAPVFAEYA 54
N tabagcun  MRRNDATSSEEGDVPGCHEVE BNHEY FEHGYETFFLVYVDF TASICGE CRFIAPTILADTA &0
A Thelidral MRAS----== EEGOVIACHTVE TWHNEQ LOFANESETLVVVDF TASWCCP CRF IAPFFAD LA 54
P marians ME—-—--—— -EGNVFRCHSTEGIFSELO EATD TERLVAVDF TATUCGP CEVIGMVFVELS 52

om0 e e I 1D IEEER OER omER R YL

L .napus FEFFHSSATF FEVDVDE LONVAQEFCVEAMNPTFV LIKDCH AR HATIAFHT 114
A Thalisrad FRFHESATF FFVDVDE LQSVAREF G EAMPT FU FIFAGE QAT ---- 110
A.Thelisrna? FFHLD-VVFFEVDVDE LNTVAREFEN QATMPT FI FHE EGEIE] IANLEFHE 112
E.Dleraces FFHLD-VVF FFVDVDE LATVAQE FDUWQAMPT FUNTEICEEFL Ffi e EAFL LEHS 118
A .Tlazliarab FEFTN-VWFFEIDVDELOQAVAQEFEN EANPT FVFHEKECNLT NEFLMFHG 112
O .sabiva K¥FF G-AVF LIEVDVDE LEEVA BTNV EAMPT FL FIFD GAEA ONTIVEHY 113
. tabacun  FFMPH-VIFLEVDVDE LETVSARWEYRAMPT FVFIFDGEE QQTIVEHA 119
A.Thaliaraal FELPN-VLF VD TDELESVASDUAL QAMPT FMFLEEGKIL QETIAKHL 113
r

.mariane  FFEFPE-IFFLEVDVDE LEDVLQEUDVEAMPT FI FIFDGEA EPFVALLE 111

== EIEE ERE M 2 s aWEEER: .

& mapis GUAT j========= 119 ThC
A Thaliagrmad ————=—=——————-

A Thaliana? TWAAL -======< 118

E. Dleracea QWARR--—--—=-—= 173

A Tlalismas CLVASAL------- 119

0.sativa GATAASASA ————= 122

W.tabacum  APATVTA———--- 126

A Thlisra)l A-——===—====== 114

P marians AAATTTEATLPAQA LZS

Figura 1. Alineamiento aminoacidico de algunas Trxs h disponibles en la red.
B. napus (U59380), A. thaliana 4 (U35828), A. thaliana 3 (U35640), B. oleracea
(X89759), A. thaliana 5 (U35829), O .sativa (U92541), N. tabacum (X58527) y A.
thaliana 1 (U35827), P. mariana (AF051206). (*): residuos identicos, (:) sustitucion
conservativa, (.) sustitucion semi-conservativa. “CLUSTAL W (1.82) multiple
sequence alignment”; (http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html).

Como ultimo paso para el disefio de los oligos era necesaria la traducciéon

de las secuencias aminoacidicas a nucledtidos. La degeneracion del cédigo
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genético nos obligd a la sintesis de oligos heter6logos para los que se tuvieron en

cuenta, entre otras cosas, la preferencia codonica de P. sativum (Fig. 2).
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Figura 2. Preferencia codénica de P.sativum. El nimero que acompafia a cada
triplete significa la frecuencien en tanto por mil (%o) que posée éste en el conjunto
de los 64 totales. Por ejemplo, el triplete “AAA” se presenta en guisante con una

frecuencia del 31.9%o

(http:/ /www.kazusa.or.jp/codon).

Los oligos disefiados fueron empleados en la amplificaciéon por RT-PCR,

sobre ARNm de hojas de guisante, de fragmentos de Trxs h. Segun las

condiciones descritas en la figura 3, se obtuvieron dos fragmentos de

aproximadamente 300 pbs cada uno. Los resultados de las secuenciaciones

revelaron que las secuencias resultantes poseian 303 (calle 3, fragmento

Th2N/Th2C) y 309 pbs (calle 5, fragmento ThN/Th2c) cada una.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agararosa al 2%
resultado de la amplificacion por RT-PCR. Calle 1:
marcador molecular, 2: ThN/ThC, 3: Th2N/Th2C, 4:
Th2N/ThC, 5: ThN/Th2C y 6: control sin ARNm. Las
condiciones de la RT-PCR fueron: 48°C/45 min, 94°C/2
min, 45 ciclos de [94°C/30 s, X°C/1 min, 68°C/ 30s],
68°C/7 min y 4°C/ hasta recogida. X= 55°C para las calles
2,4y 6; X="70°C para las calles 3 y 5.

El envio de ambas secuencias traducidas a la base de datos permiti6 la
busqueda de homologias entre éstas y la base de datos de proteinas. Los mayores
parentescos, en ambos casos, coincidian en primer lugar con varias Trxs h de
plantas superiores presentes en la red, pudiendo asi identificar nuestras
secuencias como fragmentos centrales de dos Trxs citosélicas de guisante. Ambas
secuencias aminoacidicas presentaron gran similaridad entre ellas y mostraron el

centro activo tipico de las Trxs -WCGPC- (Fig. 4).

(1) Th2N/Th2C EGQVIAC SVDAWND I LHRGNESKKL I'VVDFTAS[[[eIg®RF I APFLGELAKKFTNV I FLKV

o N e R S A N RN RN NN RN Y N N RN R
(2) Th2nN/The AAEGEV JAVHSDESWKEQI QKGTESKKL I VWDFTASIISEHERF I AP1LAE I AKKTPQV I FLKV

DVDELKSVAQDWAVEAMPTFVFVKEGT I LPJQAIINNNES 101

L e RN e N e AN NN NAT
DIDELESVAEEWS I EAMPTFLLLKEGMEVRISWINESEE 103

Figura 4. Alineamiento de los dos fragmentos obtenidos por RT-PCR. El
fragmento Th2N/Th2C (1) y el ThN/Th2C (2) poseen una identidad del 68% y
una similaridad del 83.5%. Ambos fragmentos muestran altas homologias con las
Trxs h de la base de datos. En rojo, se marcan los oligos empleados en la
amplificacion y en azul el centro activo de las Trxs ~-WCGPC-. (|): residuos
identicos, (:) sustituciébn conservativa, (.) sustitucion semi-conservativa.
Alineamiento simple (http:/ /www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html).
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ii) Amplificacion del extremo 3" de los ARNm.

Las secuencias 3" de cada uno de los ARNm fueron amplificadas por RT-
PCR. Para ello se utilizé un oligo PolyT(A), y para cada uno de los fragmentos se
disefiaron oligos especificos de las zonas conocidas. Para la secuencia de 303 pbs
se disefio el oligo Th3F, y para el fragmento de 309 pbs se disefi6 el oligo Th4F.

Tras la RT-PCR se obtuvieron dos bandas, de aproximadamente 350 y 300
pbs (Fig. 5). Las secuenciaciones revelaron los extremos 3° de ambos ARNm,
compuestos por las secuencias traducibles correspondientes a los extremos
carboxilos de cada una de las proteinas, y los fragmentos 3’'UTR de cada
molécula. Los fragmentos constaron de 340 pbs para el fragmento

Th3F/PolyT(A) y de 289 pbs para el Th4F/PolyT(A) (Fig. 6).

Figura 5. Electroforesis en gel de agararosa al 1.5% de
la RT-PCR. Calle 1: marcador molecular, 2:
Th3F/PolyT(A), y «calle 3: Th4F/PolyT(A). Las
condiciones de la RT-PCR fueron: 48°C/45 min,

94°C/2 min, 45 ciclos de [94°C/30 s, 58°C/1 min, | 3400
68°C/ 30s], 68°C/7 min y 4°C/ hasta recogida. 298 pb
220 pb

1) Th3E/polyT(A)

FVFVKEGT ILGKVVGAKKEELQQT IERHVASSNAtgattttgttggtggtgttggtagcagcttcatctt
caaagactaaataataattactgtgatgttatctttgtcttcattgttgttgggatatcttgtattggat
gttatgtctttttattgcaccttagagctttattctcgtcttaaataatggtggaggatgatgttattac
tatggattccctaattgacaacatgaactttcctcttcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

2) Th4F/polyT(A)
FLLLKEGMEVDKVVGAKKEELQLAITKHATTVATAtgaagtatcatatcaagatcatcaataacatagtg
aactttttcgtgtcggtttgtgtgttttcgttatgcttgaaaataaatttaggcacattattggcctact
tcaaatgactattattgactaaaagatatttgtatgaaaatgcgatgattggttgaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaa

Figura 6. Extermos carboxilos de ambas proteinas traducidas (rojo) y
fragmentos 3'UTR de los respectivos ARNm. En negrita se marcan los oligos
homologos empleados en las amplificaciones. Se pueden apreciar las sefiales de
parada de la traduccién en azul.
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iii) Amplificacion del extremo 5 del gen de ambas Trxs por PCR-Walking

Para obtener la secuencia completa del ORF, para cada uno de los
mensajeros y, por consiguiente, conocer ambas secuencias proteinicas al
completo, s6lo nos restaba conocer los extremos 5 de cada secuencia
ribonucleotidica. Para ello empleamos la técnica del PCR-Walking que nos
permite “caminar” sobre el ADN genémico (ADNg) sin necesidad de utilizar un
segundo oligonucledtido especifico. Disefiamos dos parejas de oligos homélogos,
y reversos, para cada una de las secuencias a estudiar. Los oligos Th4RN y Th3R
sirvieron para reamplificar dos fragmentos de ADNg solapantes con la secuencia
Th2N/Th2C, obteniendose dos fragmentos, uno de aproximadamente 1 kbs y el
otro de 400 pbs. Ambos resultaron ser las secuencias buscadas en 5-Upstream
correspondientes a ese fragmento (Fig. 7). Para amplificar el extremo 5 del
fragmento Th2N/ThC se disefiaron los oligos especificos PsW1 y PsW2. Las dos
reacciones consecutivas consiguieron reamplificar varios fragmentos que fueron

secuenciados y so6lo uno de ellos correspondia al extremo 5 del ARNm, de

aproximadamente 300 pbs (Fig. 8).

Figura 7. Electroforesis de agarosa
al 1.5%. Resultado del PCR-
Walking I (calles 2-8) y II (calles
10-16). Calle 1 y 9: Marcadores
moleculares; 2 y 10: PCRWI y 1II
respectivamente, utilizando como
molde banco de ADN Dral; 3 y 11:
igual pero con banco EcoRV; 4 y 12: Hpal; 5 y 13: Pvul; 6 y 14: Scal; 7 y 15: Sspl; 8
y 16: Stul. Las condiciones del PCRWI (Ap1l/Th4RN) fueron: 94°C/2 min, 32x
[94°C/1 min, 56°C/1 min, 65°C/4 min], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida. Las
condiciones del PCRWII fueron: 94°C/1 min, 7x [94°C/1 min, 72°C/4 min], 32x
[94°C/1 min, 62°C/45 s, 72°C/4 min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida.
Condiciones de PCRWII (Th3R/Ap2): 94°C/2 min, 30x [94°C/1 min, 55°C/1 min,
65°C/4 min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida. Las flechas indican los
fragmentos que fueron secuenciados que resultaron ser las secuencias buscadas.
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Figura 8. Electroforesis de agarosa REENEWEEN N RERTECEE

sl B L B

al 1.5%. Resultado del PCR-
Walking I y II. Calle 1 y 17
Marcadores moleculares; 2 y 3:
PCRWI 'y 1II, respectivamente
utilizando como molde banco de “ \
ADN Scal; 4 y 5: igual pero con
banco Pvul; 6 y 7: Sspl; 8 y 9: Hpal;
10 y 11: Stul; 12 y 13: Dral; 14 y 15:
EcoRV; 16: control negativo sin oligos. Las condiciones del PCRWI (Ap1/Psw2)
fueron: 94°C/1 min, 7x [94°C/1 min, 72°C/4 min], 32x [94°C/1 min, 62°C/45 s,
72°C/4 min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida. Las condiciones del PCRWII
fueron: 94°C/1 min, 7x [94°C/1 min, 72°C/4 min], 32x [94°C/1 min, 62°C/45 s,
72°C/4 min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida. Condiciones de PCRWII
(Pswl/Ap2): 94°C/1 min, 5x [94°C/1 min, 72°C/4 min], 27x [94°C/1 min,
62°C/45 s, 72°C/4 min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida. La flecha indica el
fragmento que fue secuenciado.

iv) Reconstruccion del ORF final para ambos genes

A partir de los resultados obtenidos se pudieron recostruir las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas definitivas para ambas Trxs citosélicas, que fueron
denominadas como TRX /1 6 PsTRXh1 (cuyo fragmento central coincide con el
fragmento Th2N/Th2C) y TRX h2 6 PsTRXh2 (Th2N/ThC). En la figura 9 se
muestran las secuencias completas de ambas Trxs citos6licas con sus

correspondientes traducciones aminoacidicas.
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TRX h1 ORF (A]310990)
ATGGCAGGTTCATCAGAAGAGGGACAAGTTATCAGCTGTCACAGCGTTGATGCATGGAACGATATCCTTCACAGAGGC
M A G S S EEGQ VI S CHSVDAWNTUDTILHRGC
AATGAATCCAAGAAACTGATTGTTGTGGACTTTACTGCTTCTTGGTGTGGACCATGCCGTTTCATTGCACCATTCCTT
NE S K KL 1 VVDZFTASWTCG GZ®PT CRIEFI1T APFL
GGTGAATTGGCTAAGAAGTTTACAAATGTCATATTCCTTAAGGTGGACGTGGACGAACTAAAGTCTGTTGCTCAAGAT
G E L AKIKZFTNVIFLIKVDVDETLIKSV AQD
TGGGCTGTTGAGGCTATGCCAACATTTGTGTTTGTGAAAGAAGGAACGATTTTGGGCAAAGTGGTTGGAGCAAAGAAA
W AV EAMPTZFVFV KEGT 1L G KV YV G A KK
GAAGAACTGCAGCAGACAATTGAAAGACATGTGGCTTCATCTAATGCTTAG
E E L Q Q T 1 ERHV ASSNA *

TRX h2 ORF (A]319808)
ATGGCAGCAGAAAATGAGGTGATCGCTGTTCATTCCGATGAATCATGGAAGGAACAGATCCAGAAAGGAACCGAATCC
M A A ENZEV I AV HSDESWIKEZ QI Q K G T E S
AAAAAACTGATTGTGGTGGATTTTACTGCTTCGTGGTGCGGTCCATGCCGTTTTATTGCTCCAATTCTAGCAGAGATT
K K L 1 vVvVDFTASWTCSGZPTCRZFI1TAPI1IT L AEI
GCTAAGAAGACACCTCAAGTCATCTTCCTCAAGGTGGACATTGACGAATTAGAGAGTGTTGCCGAGGAATGGTCTATC
AK K TPOQV 1 FLIKV D11 D ELESV AETEWS I
GAGGCTATGCCAACCTTCTTGCTCTTGAAAGAAGGCATGGAAGTGGATAAGGTAGTTGGTGCTAAGAAGGAAGAACTG
EAMPTIFLLULIKESGMEV DKV V G AIKKE E L
CAGCTGGCAATAACCAAGCATGCAACAACTGTTGCTACTGCTTGA
QLA I TKHATTVATA *

Figura 9. Secuencias nucleotidicas codificantes de las Trxs hl y h2 de guisante
y sus traducciones correspondientes. Se indica el namero de acceso con el cual
se encuentran identificadas ambas secuencias en la base de datos.
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b. Amplificacién de las secuencias gendmicas codificantes de las Trxs citosélicas

hl vy h2 de guisante

La presencia y ubicacion de secuencias intrénicas en los genes de Trxs esta
altamente conservada dentro de cada subtipo de Trx, por ello, el estudio de sus
secuencias genémicas nos ayuda a clasificarla como perteneciente a un subgrupo
determinado (Sahrawy, 1997).

Las parejas de oligos PeahN/PeahC y Peah2N/Peah2C coinciden con el
inicio y final del ORF de ambas Trxs y fueron disefiados para reamplificar las
secuencias gendmicas, PsTRXh1 y PsTRXh2, respectivamente (Fig. 10).

Las secuencias amplificadas (Fig. 10) fueron clonadas en pGem-T y
secuenciadas por ambas hebras. Ambas secuencias poseen dos intrones en la
misma posicién aminoacidica (24 y 66, numeracién segtun la Trx de E.coli) que
estdn conservadas en las Trxs citosolicas de plantas superiores (Fig. 11 A). La
TRX hl posee una secuencia codificante de 1689 pb, con un tamafio de intrones
de 1236 y 90 pb cada uno (Exén 1: 1..96, Intrén 1: 97-1332, Exon 2: 1333..1455,
Intrén 2: 1456-1545, Exén 3: 1546..1689). PsTRXh2 posee una secuencia de 897 pb
(Ex6on 1: 1..87, Intrén 1: 88-408, Exon 2: 409..531, Intron 2: 532-750, Exon 3:
751..897)con dos intrones de 321 y 219 pb (Fig. 11 B). En la figura x, se muestran

las secuencias intronicas de ambas Trxs citosoélicas.

Figura 10. Electroforesis de agarosa al 1.5%, resultado de la
PCR para reamplificar las secuencias gendémicas de ambas
Trxs citosélicas. Electroforesis de agarosa al 1.5%. Calle 1:
marcador molecular, 2: oligos PeahN/PeahC, y 3: oligos
Peah2N/Peah2C. En ambos casos se utilizaron ADNg
extraido por el método del CTAB. Las condiciones del PCR
fueron: 94°C/2 min, 35x [94°C/30s, 65°C/1 min, 72°C/1.5
min ], 72°C/10 min y 4°C hasta recogida.

1018pb ¥
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PsTRXR1 _ESKEELIVVDFTASWCGPCRF IAPFLGELAERKFTNVIFLEVDVDELESVAQD
PeTRXhR2 _ESKELIVVDFTASWCGPCRFIAPILAETARKKTPOVIFLEVDIDELESWVAEE

PsTrxch] brém 1 {(1236hp) PsTrahl Faron (M0hp)
axz asmactg .. aft gt ge gaa cla aag .. tot et gt

PsTRXKL 1689 pb E EL I vV E L K SV A

PsTRX}2 897 pb

PsTrodd Indrdm 1 321hp)  PeTrdd ndrim2 219%hp)
Bad Ak CLE .. Mt EIE EIE  gaa Ha gag agt gt poc
E KL I vY¥Y G L G PV A

Figura 11. Posicion de las secuencias intrénicas de TRX hl (PsTRXh1) y TRX h2
(PsTRXh2) de guisante. A: Secuencias aminoacidicas centrales de ambas Trxs.
Las lineas transversales representan las dos posiciones intrénicas. En azul el
intrén 1 y en rojo el intrén 2. B: Esquema representativo de los intrones y exones
de los genes de ambas Trxs citosolicas. En azul todo lo relativo al intrén 1
(tamafio, lugar de inserciéon nucleotidica y aminodcidos correspondientes), en
rojo todo lo relativo al segundo intrén.
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c. Descripcidn vy estudio comparativo de las secuencias nucleotidicas

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas de las 2 Trxs tipo h de
guisante, pasamos a describirlas y compararlas. Ademads, se realizaran
comparaciones con las sencuencias de las Trxs h3 y h4 de guisante, descritas

recientemente en la bibliografia.

i) Estudio de las secuencias nucleotidicas traducibles

En la figura 12, se muestran las secuencias nucleotidicas que codifican
para las dos Trxs de guisante objeto de nuestro trabajo (41 y h2), junto a las Trxs
h3 y h4, ya descritas. Las secuencias de hl y h2 comparten una homologia del
66%. Cuando se las compara con las secuencias correspondientes de las TRXs h3
y h4 obtenemos, para hl una homologia del 72% con h3 y del 43% con h4. Los
valores correspondientes para el ORF de PsTRXh2 son del 74% y del 42%, con las

h3 y h4 respectivamente.

ii) Estudio de las secuencias de ARNm no codificantes en 3’

El alineamiento de las secuencias 3’-UTR (no se muestra) de las cuatro
Trxs citosdlicas de guisante mostraron las siguientes homologias: 3’-UTR-h1
comparte 40.4%, 44.6% y 35.6% frente a 3’-UTR h2, h3 y h4 respectivamente; 3'-
UTR h2 comparte un 39.6% con la secuencia correspondiente de /3 y 46.5% con la

de h4; h3 yh4 presentan entre ellas un 26.6% de homologia.
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PsTRXh1 ORF (363 pb)
atggcaggttcatcagaagagggacaagttatcagctgtcacagcgttgatgcatggaacgatatccttcacagaggca
atgaatccaagaaactgattgttgtggactttactgcttcttggtgtggaccatgccgtttcattgcaccatteccttgg
tgaattggctaagaagtttacaaatgtcatattccttaaggtggacgtggacgaactaaagtctgttgctcaagattgg
gctgttgaggctatgccaacatttgtgtttgtgaaagaaggaacgattttgggcaaagtggttggagcaaagaaagaag
aactgcagcagacaattgaaagacatgtggcttcatctaatgcttag

PsTRXHh2 OREF (357 pb)
Atggcagcagaaaatgaggtgatcgctgttcattccgatgaatcatggaaggaacagatccagaaaggaaccgaatcca
aaaaactgattgtggtggattttactgcttcgtggtgcggtccatgccgttttattgctccaattctagcagagattge
taagaagacacctcaagtcatcttcctcaaggtggacattgacgaattagagagtgttgccgaggaatggtctatcgag
gctatgccaaccttcttgctcttgaaagaaggcatggaagtggataaggtagttggtgctaagaaggaagaactgcage
tggcaataaccaagcatgcaacaactgttgctactgcttga

PsTRXHh3 ORF (342 pb)
atggcggaagagggacaagtgatcggtgttcacaccgtggatgcttggaaggaacagttagagaagggaaaagcctcaa
agaaactgattgtagttgatttcactgcttcttggtgcggtccatgccgttttattgccccaattttggcagagattge
taaaaagcttacacatgtcactttccttaaggttgacgtggatgaattgaagactgtttccgaggagtggggaattgaa
gctatgccaacattcttgttcttgaaagatggtgaacttgtggacaaagttgtgggtgccaagaaggaggagctgcaat
tgaaaattgacaagcatgcagcttga

PsTRXh4 ORF (393 pb)
atgggctcaattctctcttccctcatcggcggcgaaccagetgecgecttagaatectecgatcacgecgtcaaaacat
tccactcatccgecacgctggecagectecacttcaacgaaatcaaagactcgectegtctegttgtgattgatttctetge
tacgtggtgtggaccgtgtaaaatgatggaaccgattgtttatgccatggctaacgaattcacggacgttgaattcatc
aagatcgacgttgacgaattatcggatgtggcgcaggagtttaaggtgcaggctatgccgacgtttttgttgttgaaga
atggggaagaggtggataagattgttggtgccaaaaaagatgaactcaaaaacaagattaaaaaatacagagcttag

Figura 12. Secuencias nucleotidicas codificantes de las Trxs h de guisante

iii) Estudio de las secuencias génicas 5 -upstream: 5-UTR y posibles secuencias

reguladoras.

Las secuencias nucleotidicas 5-UTR del ARNm vy las secuencias
reguladoras fueron amplificadas por PCR-Walking de forma conjunta. Estas
fueron enviadas y comparadas con los “elementos” existentes en la base de datos
PLACE. En ésta se depositan los elementos reguladores en cis (secuencias
nucleotidicas o “cajas” en 5-upstream) de ADN de plantas que han sido
previamente descritos, por medio de estudios moleculares.

El alineamiento de las secuencias en 5 de ambos genes no mostraron
semejanzas significativas. Sin embargo, los resultados de la comparacion con la
base de datos de secuencias reguladoras mostraron una gran cantidad de
posibles elementos presentes, de 4 a 8pb de longitud. Toda la informacién

obtenida por medio de estos estudios comparativos aportan una informacién
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predictiva, debiendose tener en cuenta, ademas, la posibilidad de la existencia de
estas cajas por un hecho puramente aleatorio. Por estas razones, solo
nombraremos algunos elementos, bien porque otros datos experimentales
corroboran su posible papel como secuencia reguladora, o bien, porque se repiten
en un numero significativamente mayor del que se esperaria de una forma
puramente aleatoria.

En las secuncias 5" de PsTRXh1 (1037 pb) se encontraron numerdsos
elementos descritos en genes que estan involucrados en la formacién y desarrollo
de la semilla. Este dato es relatado aqui debido a que las Trxs  han sido descritas
como proteinas involucradas en el desarrollo de la semilla en multitud de
ocasiones (ver funciones de las Trxs h). Se encontraron varios elementos

reguladores descritos en genes de alfa y beta amilasa de varias especies:

Tabla 1. Posibles elementos reguladores presentes en la secuencia 5"-upstream
de PsTRXh1 descritos en genes amiloliticos de varias especies vegetales. El
numero de referencia permite acceder, a través de la base de datos a toda la
bibliografia relativa al motivo (http:/ /www.dna.affrc.go.jp/ PLACE).

Elemento Secuencia NP repeticiones Referencia
AMYBOX1 taacara 2 5000020
MYBGAHV taacaaa 2 S000181
POLASIG1 aataaa 8 S000080
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A  cctttt 1 5000259
SP8BFIBSP8BIB tactatt 1 5000184
TATCCAOSAMY tatcca 1 5000403
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También, en relaciéon a la semilla, se encontraron posibles elementos
reguladores descritos en varias proteinas de almacenamiento de semilla de
muchas espécies vegetales (genes de alfa y beta-gliadinas, gluteninas, leguminas,

napinas y conglicinas):

Tabla 2. Posibles elementos reguladores presentes en la secuencia 5’-upstream
de PsTRXh1 descritos en genes codificantes de proteinas de almacenamiento.
El ntmero de referencia permite acceder, a través de la base de datos a toda la
bibliografia relativa al motivo (http://www.dna.affrc.go.jp/ PLACE).

Elemento Secuencia NP° repeticiones Referencia
-300ELEMENT tghaaark 1 5000122
AACACOREOSGLUB1 aacaaac 2 S000353
CAATBOX1 caat 2 5000028
EBOXBNNAPA canntg 4 5000144
SEFIMOTIF atatttaww 1 S000006
SEF3MOTIFGM aaccca 1 S000115
SEFAMOTIFGM7S rtttttr 7 5000103
SUREISTPAT21 aatagaaaa 1 S000186
TATABOX2 tataaat 2 5000109

Por otro lado, el resultado de estas comparaciones revelaron la existencia
de potenciales elementos reguladores encontrados en muchos genes relacionados
con diferentes tipos de estrés (hidrico, oxidativo, temperatura, luz, agentes

patégenos) y senescencia en difentes plantas.

148



Resultados

Tabla 3. Posibles elementos reguladores presentes en la secuencia 5"-upstream
de PsTRXh1 descritos en genes relacionados con diferentes tipos de estrés. El
namero de referencia permite acceder, a través de la base de datos a toda la
bibliografia relativa al motivo (http:/ /www.dna.affrc.go.jp/PLACE).

Elemento Secuencia N° repeticiones Referencia
ABRELATERD1 ACGTG 1 S000414
ACGTATERD1 ACGT 6 5000415
CCAATBOX1 CCAAT 2 S000030
DOFCOREZM AAAG 15 S000265
LTRE1IHVBLT49 CCGAAA 1 $000250
MYB1AT WAACCA 1 5000408
MYB2CONSENSUSAT YAACKG 1 5000409
MYBCORE CNGTTR 1 5000176
MYCCONSENSUSAT CANNTG 4 5000407
SEBFCONSSTPR10A  YTGTCWC 1 5000391
WBOXHVISO1 TGACT 1 5000442

Debido a otros resultados obtenidos en esta Tesis nos vemos obligados a
considerar unos posibles motivos reguladores que determinan la expresiéon
especifica en determinadas células 6 tejidos como el vascular, granos de polen o

células de guardia de los estomas.
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Tabla 4. Posibles elementos reguladores presentes en PsTRXH1, y descritos con
la expresion especifica en: Granos de polen, tejido vascular, células de guardia
estomaticas. El nimero de referencia permite acceder, a través de la base de
datos a toda la bibliografia relativa al motivo
(http:/ /www.dna.affrc.go.jp/ PLACE).

Elemento Secuencia NP° repeticiones Referencia
POLLEN1LELAT52 AGAAA 4 5000245
GTGANTGI10 GTGA 8 5000378
ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT 12 S000098
TAAAGSTKST1 TAAAG 5 5000387

Por ultimo, es interesante remarcar el gran namero de posibles secuencias
reguladoras  presentes que se relacionan con genes cloroplastidicos y/o

regulados por la luz
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Tabla 5. Posibles elementos reguladores presentes en la secuencia 5-upstream
de PsTRXh1 descritos en genes regulados por la luz. El nimero de referencia
permite acceder, a través de la base de datos a toda la bibliografia relativa al
motivo (http:/ /www.dna.affrc.go.jp/PLACE).

Elemento Secuencia N° repeticiones Referencia
-10PEHVPSBD TATTCT 2 5000392
BOXIINTPATPB ATAGAA 2 5000296
GATABOX GATA 12 5000039
GTICONSENSUS  GRWAAW 10 5000198
GT1CORE GGTTAA 1 5000125
HDZIP2ATATHB2 TAATMATTA 1 5000373
IBOX GATAAG 2 5000124
IBOXCORE GATAA 4 5000199
IBOXCORENT GATAAGR 1 5000424
INRNTPSADB YTCANTYY 2 5000395
TBOXATGAPB ACTTTG 1 5000383

Del anélisis predictivo de las secuencias reguladoras en 5-Upstream de
PsTRXh2 (287 pb) se pueden destacar practicamente los mismos elementos que
para PsTRXh1. Ademds, encontramos secuencias descritas en genes regulados

por hormonas, principalmente auxina, aunque también 4cido salicilico y etileno.
iv) Estudio de las secuencias intrénicas

En la figura 13 se puede observar que los intrones descritos comienzan
por la secuencias comunes a la mayoria de ellos, -gt- (5") y -ag- (3).

La secuencias intrénicas de ambas Trxs, hl y h2, fueron alineadas entre

ellas con el fin de estudiar algtin patrén compartido, pero no se obtuvieron
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semejanzas significativas. También se realizaron matrices de puntos con cada
uno de los cuatro intrones con el fin de determinar la existencia de secuencias
repetitivas dentro de cada una de ellas, de igual forma no se obtuvieron
resultados significativos. Por dltimo se realiz6 la busqueda de homologias con la
base de datos de ADN utilizando los programas FASTA y BLAST. En todos los
casos se obtuvieron homologias de pequefios fragmentos, de no mas de 30
nucleétidos que aparean con secuencias descritas como clones BAC de ADNg,
sin funcién conocida. Por esta razén no encontramos ningtn dato significativo

que aportar en este aspecto.

PsTrxhl Intron 1 (1236bp)
gtatatatctatcaattgtttttattttttattttccattigaatatggatctcaatttatggottttatttgtgttgtttgtgaatataa
taacatgattataataaataagtggcattcgtttgttttggtacattatgcatctggctatgaaaatcttaatgtgaaaaaaagattgtcc
atgtatttgatttgatcatatatggttctgaaacattattctaggatttgtttgttcggtgttgtttctgttgaaaaaatccctttggtty
tttatgaattatgatgatgatgtgccttaattttcaaatgccgctactcaattactcatgtttgtttccttttttttcaatggaaaaaaag
gatcacaagttgatticataaaaacattttttaatttagtgtattittttgtatttgaatttttttitataatcattttagggaattcctt
gaaaaatgtaaaaaaaaaattgtatttttaagagaccctaatatctaccatactatgttggtgtttagtgtgtgctgtggtttttgtcaca
tggattcaaagtcttcttttgaaattgttgatgccatcaatttagagagtggctattaaaatgctaattttgatgtacattaattggaaag
ggttgatgttaaggtttacaccctcctctcacttataaactattataagtaagtagtttattaaaaatcaattttttcaccgcagaaccaa
acacacacatggtgggtcaccgctaacgcacgtttaaagtctttttcaccaatgtcactgtcaatcttatgtttgatgtttgtgtgtgttt
caatacttcatagattgttaaacattttacacttctaatcctaaaccatgtttttcttgtgtatcattgactagatataatgagtgtctac
ttaatgataaaaatgcatgtgagtgctgtattcctggtggaccaatttttttgcattgtactattccataataataatgttttttattttt
ataattttggtatgcgatgattttgtttgtctgaaaagatatctagtattatctaaggattgtaattatagacctacatgattaattcacc
ttctttgtctgtaattacatgtaacttagtagtatatcatactatatcttaatttagtgcaaacttcaaatataagattcagatattcatc
aaactatgctatcatctcgaaaaatatggtgacccttcttctaattttgtcag

PsTrxhl Intrén 2 (90bp)
gtgacgaattaagagttttatgaaaatgcatcatcggtatagattagttttacatcggcatcttacgataatctgttgattgaattgcag

PsTrxh2 Intron 1 (321bp)
gttaccacttaccttattcttcaattatatatcggctttaatacatgtggtttgcaaaactatagataaagttcatgaaattgttcaatct
tgtcttctgaaaatatttacataacttggttgtttttgtctttgtttgaagagttaacatcaacgtcttcatgatttctagacattacttt
gttggatgaaatgaccgttgtgacttttgcaaaatgtcaatttcatgtttggcttcatttgtaaaccaaccacctttatgcttgtttgttt
aagaattttgacatgcatttaagttaattgctttacactggataatag

PsTrxh2 Intron 2 (219bp)
gtataataataagcatattttaatctctgttacgtcgttcttttttaagtttaatacatgtttgaaatcgcattgagttttataaaatcat
cgtgacatcgtgattttgtcaaactcagagctagtcagggataatacagtcaaattttaccatattttggcatcttatgatgatcatacta
tattaacaatgtttgaaacatgtgtgtactatttcag

Figura 13. Secuencias intrénicas de PSTRXh1 y PsTRXh2.
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II. Caracterizacion Proteinica

a. Caracterizacion aminoacidica de ambas Trxs citosélicas

Las secuencias aminoacidicas traducidas de las Trxs h1 y h2 de guisante se
muestran en la figura 14, presentan todos los aminoacidos funcionales y
estructurales para ser clasificadas como Trxs h. También presentan el centro
activo ~-WCGPC- tipico de la mayoria de las Trxs. En azul se marcan los
aminodcidos presentes en todas las Trxs de plantas superiores, y en rojo se
sefialan los aminodacidos que discriminan a una Trx com tipo h.

El alineamiento entre las Trxs citosélicas de guisante (Fig. 15) muestra una
homologia del 60% entre PsSTRXh1 y PsTRXh2. PsTRXh1 comparte un 68 y 40%
frente a h3 y h4, respectivamente, y PsSTRXh2 presenta valores del 75 y 43% frente
a las mismas. La homologia compartida entre PsTRXh3 y PsTRXh4 es del 46%.
Estos datos revelan mayor proximidad entre las tres primeras frente a PsTRXh4,
y especialmente entre PsSTRXh2 y PsTRXAH3.

A continuacién se muestran algunas caracteristicas quimicas predictivas,
derivadas de sus composiciones aminoacidicas (Fig. 16). Ambas Trxs citosélicas
poseen un peso molecular aproximado de 13 KDa. La proporcién de aminoacidos
apolares es muy parecida en ambas proteinas, sin embargo, PsTRXh1 presenta
una carga neta nula mientras su homologa h2 posee un valor de -5. Estos datos se

traducen en un pl casi un punto mas bajo en el caso de PsTRXh2 (4.62).
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PSTRXh1 MAGSSEEGQVISCHSVDAWND ILHRGNESKKL 1VVDFTASWCGPCRFIAPFLGELA
PSTRXh2 MAA---ENEVIAVHSDESWKEQIQKGTESKKLIVVDFTASWCGPCRFIAPILAEIA

PsSTRXh1 KKFTNVIFLKVDVDELKSVAQDWAVEAMPTFLLLKEGMEVDKVVGAKKEELQLAIT
PSTRXh2 KKTPQVIFLKVDIDELESVAEEWSIEAMPTFVFVKEGT ILGKVVGAKKEELQQTIE

PSTRXh1 KHATTVATA
PSTRXh2 RHVASSNA

Figura 14. Secuencias aminoacidicas de las Trxs hl y h2 de P.sativum.
Coloreados se muestran los aminoacidos conservados

PSTRXN2  —————omomomoee MAA-—-

N SDE
PSTRXh3 ----—————————- MAE---EGOMEGVETVD
PSTRXhl ---——————————- MAGSSEEGQMMSCHSVD
PsTRXh4 MGSILSSLIGGEPAAALESSDHAMKTFESSAR

* * *
PSTRXh2 ILAEI
PsSTRXh3 ILAEI
PsTRXh1 FLGEL
PsTRXh4 MME
i % -

1VYAM
PsTRXh2 HQLANTKEATTVATA 118
PsTRXh3  BQLKIDKRAA----- 113
QQ
KN
*

KEQIQKGTE]
KEQLEKGK.
ND I LHRGNE]

QLHFNEIKDEPREVM 1 DES K

TPQM I | ESMAEENS 1 LLEEGVMEVD
LTHMT KTMSEEWG I LFLEDBELVD
FTNM 1 KSMAQDWAYV| E@TILG
NEFTDMERIKI SDMAQEFKVQ LLLENGEEVDE I D
FoooLLF Ko oRoERERR | koo IIFIx

L
F
=-kkkkk - = K =KkkKkkk -k

PsTRXh1 ERHVASSNA- 120
PsTRXh4 KKYRA----- 130

Figura 15. Alineamiento aminoacidico de las cuatro Trxs h de guisante. (*) y
color rojo: residuos identicos, (:) sustitucion conservativa, (.) sustitucién semi-
conservativa, en rosa se indican los aas conservados en las tres Trxs mas
relacionadas (1, 2 y 3) “CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment”;
(http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)
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A B
Aa hl h2 N°aa Aacidos basicos Carga neta pl

Ala(A) 11 14 PsTRXf 109 15 16 +1 8.0
Cys(C) 3 2 PsTRXm 108 15 13 2 5.4
Asp(D) 6 5 PSTRXh1 120 16 16 0 5.57
S:}“(E) %0 15 PSTRX k2 118 20 15 5 4.62
. I‘;gGg 5 4  TrxE.coli 109 16 11 -5 45
His(H) 3 2 C
Ie(l) 7 10
Lyngg 10 12 KDa. € 280 [1mor/L [1en
Leu(L) 8 9 (L/mol/cm) (DO2s0=1) (DO2s0=1)
Vet(hy 2 3 PsTRXh1 13196 16875 5.93 -10° 0.782
Asn(N) 4 1 PsTRXh2 13.057 16750 5.97 -10° 0.78
Pro(P) 3 4
GIn(Q) 4 4
Arg(R) 3 1
Ser(S) 9 6
Thr(T) 5 8
val(V) 14 11
Trp(W) 3 3
Tyr(¥Y) O 0

Total 120

=
=
[oe]

Figura. 16. Caracteristicas quimicas predictivas de PsTRXh1 y PsTRXh2. A:
Composiciéon aminoacidica de ambas Trxs. En negro se marcan los aminoacidos
apolares, en verde polares sin carga, en rojo basicos y en azul 4cidos. B y C:
Algunos datos ttiles extrapolados de su composicion aminoacidica: Propiedades
eléctricas, peso molecular, valor del coeficiente de extincion molar, etc. Se
incluyen algunos datos de las Trxs fy m1 de P.sativum y de la Trx de E.coli.

Para la determinacién predictiva de la localizacién subcelular, utilizamos
diferentes programas “online” (www.expasy.org) que predicen estadisticamente
la existencia de péptidos de transito o dominios que dirigen las proteinas a los
diferentes organulos (Psort, TargetP, ChloroP ,MITOPROT, Predotar y PTS1). En
ambas proteinas, todos los programas concluian afirmando la localizacién
citoplasmica de ambas Trxs.

En el mismo pértal se analiz6 la posibilidad de modificaciones post-
traduccionales a traves de diferentes programas (YingOYang, Sulfinator, DGP],

NMT, SUMOplot). Estos predicen la existencia de dominios o aminoacidos
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susceptibles de ser fosforilados, glicosilados, sulfatados, etc. Las dos serinas
iniciales de la molécula de PsTRX/h1 -MAGSS-, presentan alta probabilidad (59%
y 95%, respectivamente) de ser fosforiladas segtin el programa “NetPhos 2.0
Server”, especialmente la segunda (Fig. 17). Tanto PsTRXh1 como PsTRXh2
presentan dos dominios (Fig. 17) con alta posibilidad de ser reconocidas por
proteinas SUMO-1. Estas proteinas son miembros de la superfamilia de las
ubiquitinas y su funcionamiento en plantas ha sido puesto de manifiesto
recientemente como moduladores reversibles e irreversibles de la funcién,
localizacién y vida media de algunas proteinas (Viestra et al., 1999).

La posibilidad de determinar estructuras tridimensionales predictivas por
medio de programas informaticos se reserva para el apartado titulado

“estructura tridimensional de Trxs de guisante”.

PSTRXh1 MAGSSEEGQVISCHSVDAWND ILHRGNESKKLIVVDFTASWCGPCRFIAP
PSTRXh2 MAA---ENEVIAVHSDESWKEQIQKGTESKKLIVVDFTASWCGPCRFIAP

44 4% 90.6% 75.6%
PsTRXh1 FLGELAKKFTNVIFLKVDVDELKSVAQDWAVEAMPTFVFVKEGT ILGKVV

PsTRXh2 I1LAEIAKKTPQVIFLKVDIDELESVAEEWSIEAMPTFLLLKEGMEVDKVV
37.2% 90.6% 73.3%

47 .8%
PsSTRXh1 GAKKEELQQTIERH---VASSNA

PSTRXh2 GAKKEELQLAITKHATTVATA
47 .8%

Figura 17. Secuencia de PsTRXh1 y PsTRXh2 supcestibes de ser modificadas
post-traduccionalmente. En azul se marcan dos aminoécidos probables de ser
fosforilados en PsTRXh1l. En rojo las secuencias reconocidas por proteinas
SUMO-1, se subraya el aa lisina principal responsable de la unién. El % de
probabilidad de union se indica al lado de cada dominio marcado.
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b. Expresiéon v purificaciéon de dos Trxs citosélicas recombinantes en E. coli.

Para la expresion heteréloga de las dos Trxs citosdlicas de guisante, se
utiliz6 el sistema pET, que produce grandes cantidades de proteina recombinante
en E. coli.

Las secuencias nucleotidicas codificantes de PsTRXh1 y PsTRXh2, se
amplificaron por RT-PCR, empleando las parejas de oligos PeahN/hC vy
Peah2N/h2C, respectivamente. Se utiliz6 ARNm de hojas de guisante (Fig. 18).
Estos oligos estan disefiados para incorporar en las hebras de ADN recién
sintetizadas, las secuencias de restriccion Ncol (PeahN y Peah2N) y BamHI
(PeahC y Peah2C), a fin de facilitar los procesos de digestién y ligacion dirigida.
Las secuencias correspondientes a ambos ORFs se subclonaron tras la secuencia
promotora de la polimerasa T7 en el vector pET-3d. Con esta construccién se

transformé E. coli (BL21).

Figura 18. Electroforesis de agarosa al 1.5%. RT-PCR para
reamplificar los ORFs de las dos Trxs citosélicas. Calle 1:
marcador molecular, 2: oligos PeahN/PeahC, y 3: oligos
Peah2N/Peah2C. En ambos casos se utilizaron ARNm de hojas
de 15 dias. Las condiciones de la PCR fueron: 94°C/2 min, 35x
[94°C/30s, 65°C/1 min, 72°C/0.5 min ], 72°C/10 min y 4°C
hasta recogida.

En la figura 19 se aprecian los diferentes pasos de la purificacion,
visualizados por electroforesis SDS-PAGE, en condiciones reductoras. PsTRXh1
mostré una elevada termoestabilidad y alta resistencia a la precipitacion por
aumento de la fuerza ionica del medio, dando lugar a un protocolo rapido y muy
eficiente, obteniendose cantidades de hasta 10 mg de proteina, partiendo de un

cultivo inicial de 3 L. PsTRXh2 fue expresada de forma mas débil en E. coli y
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durante los pasos iniciales de la purificacién, parte de la proteina se perdia como
cuerpo de inclusién (aproximadamente un 10-20%). Estos datos junto a su
inestabilidad a temperaturas mayores de 50°C, dio lugar a un protocolo algo méas

complejo que produjo no mas de 6 mg/3 L cultivo inicial.
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Figura 19. Electroforesis (SDS-PAGE) de los diferentes pasos de purificacion
de las dos Trxs citosdlicas de guisante. A. purificacién de PsTRXh1: calle 1:
marcadores moleculares, pesos moleculares (KDa.); calle 2: extracto crudo de E.
coli transformada con pET-3d-TRXh1; calle 3: extracto crudo de E. coli
transformada con pET-3d; calle 4: extracto soluble de E. coli -pET-3d-TRXH1, tras
calentar a 75°C, 10 min; calle 5: PsTRXh1, resultado de la unién de todas las
fracciones de la salida de la columna de sephadex G-50. B. purificacién de
PsTRXHh2 calle 1: marcadores moleculares; calle 2: extracto crudo de E. coli
transformada con pET-3d-TRXh2; calle 3: extracto crudo de E. coli transformada
con pET-3d; Calle 4: PsTRXh2, resultado de la unién de todas las fracciones de la
salida de la columna de sephadex G-50. En la purificaciéon de esta proteina no se
emplean calentamientos.

Tras estos pasos de purificacion restaba la eliminaciéon del ADN que
permanecia en las muestras, éste poseia un tamafio muy pequefio, equivalente a
proteinas de 11-14 KDa (8-12 pb). La eliminaciéon se realizé a través de una
columna de intercambio iénico de DEAE-celulosa, por gradiente de Na CI (100-
600 mM). Para visualizar las fracciones que contenian ADN y proteinas se
realizaron electroforesis SDS-PAGE y de agarosa con las fracciones salientes de la

columna cromatografica. En ambos casos las Trxs elufan en las fases iniciales de
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la cromatografia. El ADN queda fijado al polimero positivo, eliminandose
cuando las fuerza iénica del NaCl es de 300-400 mM. En la figura 22 se muestra la
eliminacion del ADN para la muestra dePsTRXh1, para h2 fue muy parecido
(Figura 20).

A B
Gradiente I A0 273 4 6 8 101214 1618 m 24 30 35 40,45
NaCl

(100-600 mM)

1 10 /20 30 40 5(1 60 70 80

Figura 20. Eliminacion del ADN contaminante de la muestra de PsTRXAh1 por
cromatografia de intercambio iénico. A. Cromatograma de la columna de
DEAE-celulosa. Representa la medida espectofotométrica de las fracciones
salienes, el gradiente salino y la numeracién de las fracciones. B. Electroforesis
SDS-PAGE de las diferentes fracciones salientes, m: marcadores moleculares, el
numero superior representa la fracciéon cromatogréfica. C. Electroforesis de
agarosa (1.5%) para visualizar las fracciones que contenian el ADN, m:
marcadores moleculares, el nimero superior representa la fraccion.
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En la figura 21 se aprecian las 4 Trxs de guisante purificadas. Las Trxs
citosélicas poseen un peso molecular aproximado mostrando un patrén
electroforético identico, aunque diferente al mostrado por las Trxs
cloroplastidicas m1 y f. La cantidad de proteina cargada nos permite apreciar el

grado de pureza de estas Trxs recombinantes.

Figura 21. Electroforesis SDS-PAGE de las Trxs
purificadas, tefiida con plata. Calle 1: marcador
molecular (KDa.); calle 2: PsTRXhl; calle 3:
PsTRXh2; calle 4: PsTRXm1, calleb: PsTRXf. 12pg de
cada una.

Para la obtencién de anticuerpos policlonales anti-PsTRXh1 y anti-
PsTRXh2 de guisante se utilizaron las muestras anteriores purificadas, con las
que se inmunizaron conejos en el servicio de produccién animal de la
Universidad de Sevilla. La eficiencia y titulo de los anticuerpos se comprobd
mediante analisis por western blot con las proteinas purificadas y con extractos

de hojas maduras.
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c. Actividad Trx por medio de medidas enzimaéticas in vitro

i) Reduccién de la insulina

Dentro de la caracterizaciéon proteinica, un aspecto importante es
determinar la capacidad funcional de las proteinas recombinantes mediante
ensayos in vitro. La capacidad de reducir las cadenas de insulina por DTT, es
intrinseca a toda proteina con actividad Trx (Holgrem, 1979). Esta reduccién
produce un aumento de la turbidez del medio, lo cual se puede medir a 650 nm.

Las cuatro proteinas recombinantes demuestran su actividad Trx por
medio de este ensayo, pero PsTRXm1 y PsTRXE1 son las que mayor capacidad de

reduccién presentan sobre la molécula de insulina (Fig. 22).
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Figura 22. Actividad reductora de insulina por Trx y DTT. A: PsTRXh1, 5 mM,
o: PsTRXN1, 2.5 mM, [ : PsTRXA2, 5 mM, V:PsTRXh2, 2.5 mM, —: PsTRXm1, 5
mM, “: PsTRXm1, 2.5 mM, x: PsTRXf, 5 mM, +: PsTRXf, 2.5 mM, m: sin Trx.
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ii) Actividad FBPasa cloroplastidica dependiente de Trx

La actividad FBPasa dependiente de Trx fue ensayada con los siguientes
resultados: Las dos Trxs cloroplastidicas poseen mayor eficiencia en la activacién
de esta proteina, especialmente PsTRXf, considerada su activador fisiolégico;
PsTRXh1 posee tal capacidad, aunque en menor grado que las dos
cloroplastidicas. PSTRXh2, no solo no posee tal cualidad, sino que da lugar a un
efecto inhibidor sobre la FBPasa que presentando menor actividad que el control

sin Trx (Fig. 23).
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Figura 23. Capacidad de activacién de la FBPasa cloroplastidica por Trxs. La
actividad se realiza con 2.5 mM de cada Trx y 2.5 pg / ml de FBPasa. ¥: PsTRXf,
: PsTRXm1, e: PsTRXN1, A:PsTRXh2, m: sin Trx.
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d. Estructura tridimensional de Trxs de guisante.

La esctructura tridimensional supone un paso mas en el conocimeinto del
modo de actuacion de las Trxs de guisante. En las etapas finales de este trabajo se
han iniciado experiencias para la resolucién de las estructuras por medio de
técnicas cristalogréaficas, aunque desde el principio realizamos modelos
tridimensionale predictivos de conformacién terciaria. Estos modelos estan
basados en la existencia de otras Trxs ya resueltas y disponibles en la base de

datos, a través de la plataforma de “Swiss-Model” (Peitsch, 1995).

i) Estudios de modelizaciéon

Lopez-Jaramillo (1995) ya obtuvo modelos teéricos para las tiorredoxinas f
y m de guisante. Wangensteen et al. (2002) actualizé los modelos existentes
gracias a la presencia de nuevas proteinas resueltas y mds afines a las secuencias

cloroplastidicas.

Para la modelizacion de las 2 Trxs citosdlicas se wutilizaron las

coordenadas aportadas por las siguientes estructuras:

Para modelizar PsTRX/1: Trx humana mutada C73S (1ERV, resuelta por
difraccion de rayos X, 1996), Trx humana reducida (1ERT, rayos X, 1996), Trx
humana oxidada (1AUC, rayos X, 1997), Trx humana oxidada (1ERU, rayos X,
1996).

Para modelizar PsTRXh2: Trx h de Chlamydimonas reinhardtii (1EP7A,
rayos X, 2001), Trx h de C. reinhardtii (1EP7B, rayos X, 2001), Trx h oxidada de C.
reinhardtii (LAUC, resuelta por RMN, 1997), Trx h de C. reinhardtii mutada D30A
(1EP8A, rayos X, 2000).
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Seguin nuestros modelos (Fig 24) , ambas Trxs estdn en concordancia con
el tipico “folding” de Trx. Estan formadas por 5 hebras-f, que dan lugar a una
clasica lamina-B “mezclada” y 4 helices-a. que rodean la lamina. Se aprecia la
sucesion tipica a lo largo de la estructura secundaria: f1, a1, B2, a2, 3, a3, 4, 5
y o4. Otro aspecto interesante es la posicion del centro activo (Fig 25), la primera
cisteina se encuentra en el bucle anterior a la helice a2, y la segunda en el inicio
de esta hélice. Esta posicion es caracteristica de las Trxs ya que dejan su centro

activo en un surco o hendidura de la superficie molecular.

Trx h1 Trxh2

Figura 24. Modelizacion de las Trxs hl y h2 de guisante. Se realiz6 bajo el
software “on line” de Swiss-Model. Ambas moléculas presentan el tipico folding
de Trx.
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Figura 25. Centro activo de las Trxs hl y h2 modelizadas. A: PsTRXK1 en estado
reducida. B: PsTRXAh2 en estado oxidada.

ii) Estudios de cristalizacién de las proteinas recombinantes

Tras realizar un barrido de las posibles condiciones de cristalizacién de nuestras

proteinas, se obtuvieron resultados positivos en las siguientes condiciones de

cristalizacion:
N° Condiciones: hi h2 f m
1 30% MPD, 0.1 M Na Acetate pH 4.6, 0.02 M Calcium Chloride X X
10 30% PEG 4000, 0.1 M Na Acetate pH 4.6, 0.2 M Ammonium Acetate X
12 30% iso-Propanol, 0.1 M Na Hepes pH 7.5, 0.2 M Magnesium Chloride X
14 28% PEG 400, 0.1 M Na Hepes pH 7.5, 0.2 M Calcium Chloride X X
24 20% iso-Propanol, 0.1 M Na Acetate pH 4.6, 0.2 M Calcium Chloride X X

Figura 26. Condiciones de cristalizacién para cada una de las Trxs ensayadas.

A partir de estas condiciones, se optimizé el proceso de cristalizacion,
siendo las condiciones finales de cada proteina las descritas en las siguientes

figuras
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PsTRXf condicion 14 PsTRXf condicion 24

Figura 27. Fotografias de cristales de PsTRXf. Se obtuvieron cristales en tres
condiciones de las cuales las mejores son las correspondientes a las condiciones
14 y 24 de kit de barrido (Hampton research). En las fotos se muestran los cristales
obtenidos utilizando el procedimiento de la gota colgante. La morfologia de los
cristales en la condicién 14 son pequefos tetraedros de unos 50 pm de tamafio
maximo. En el caso de la condicién 24 se obtuvieron cristales en forma de agujas
de una longitud de 200 pm

PsTRXm1 condicion 10 Figura 28. Fotografias de cristales de
PsTRXm1. En este caso los mejores cristales
se obtuvieron en la condicién 10 del kit de
Hampton Research. El volumen de la gota
de proteina fue de 20 pL (10 pL de proteina
a 10 mg/mL + 10 pL de disolucién
precipitante) y un volumen de disolucién
precipitante en el deposito de 1 mL. En este
caso los cristales crecieron con morfologia
de platos de unas dimensiones aproximadas
de 100 x 20 x 5 pm.
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PsTRXH1 condiciéon 14 PsTRXHh1 condicion 24 _

Figura 29. Fotografias de cristales de PSTRXK1.- En el caso de esta proteina las
condiciones son equivalentes a las obtenidas con PsTRXf, pero la morfologia de
los cristales obtenidos es distinta.

Respecto a PsTRXh2, en el momento de la escritura de esta Tesis Doctoral
aun no se habian conseguido cristales.

Actualmente, estos estudios se encuentra en fase de optimizacién de las
morfologias de los diferentes cristales de tal forma que permitan un patrén de

difraccion de mejor calidad.
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III. Estudios de complementacién heterdloga en levadura.

Las experiencias de complementaciéon heteréloga en S. cerevisize nos
permite aproximarnos al conocimiento de las posibles las posibles funciones
celulares de las proteinas. EMY63 es una cepa de levadura comun derivada de
EMY60, que presenta una caracteristica especial para nuestro trabajo. A
diferencia de la cepa originaria, posee los dos genes codificantes de sus Trxs
citosodlica inactivos, produciendo un efecto pleiotropico con unas consecuencias
fenotipicas descritas por Muller (1991): auxotrofia frente a la metionina,
hipersensibilidad al peréxido de hidrégeno, alteraciéon del ciclo celular e
incapacidad de utilizar sulfé6xido de metionina como dnica fuente de S organico.
En este trabajo expresamos 4 Trxs de guisante (h1, h2, f y ml) en un contexto
heterélogo, consistente en células de levadura EMY63 con el fin de analizar el
efecto fenotipico que esto produce. La restauracion total o parcial de un fenotipo
de EMY63, por el original presente en EMY60, nos puede indicar su posible papel
celular, y también nos aporta datos sobre la especificidad o solapamiento
funcional entre todos los tipos de Trxs ensayados.

Para la expresion heteréloga de Trxs en las células de levadura, se han
utilizado dos vectores: Ycp2, que da lugar a una expresiéon minima y pFL61, que
da lugar a una gran cantidad de proteina recombinante. Las construcciones se
realizaron reamplificando las secuencias de las Trxs hl, h2, f y ml de
construcciones previas (pGemT o pET3d), siendo subclonadas, via Mlul y BamHI
para Ycp2, o via Notl para el vector pFL61. Las parejas de oligos empleadas
fueron, para hl: MlulhN-peahC (Ycp2), y NotlhN-NotlhC (pFl6l); para h2:
Mlulh2N-peah2C (Ycp2), y Notlh2N-Notlh2C (pFl61); para f: MIulfN-TfC (Ycp2),
y NotlfN-NotIfC (pFl61); para m1: MluImN-PeamC (Ycp2), y NotImN-NotImC
(pFl61). Una vez obtenidas las construcciones en E. coli, éstas eran utilizadas para

transformar la levadura.
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La presencia de las construcciones de ADN en la levadura transformante
fue comprobada por PCR, con las parejas de oligos, Ycp2-5'-Ycp2-3" para Ycp2, y
pFL61Dr-pFL61Ga para pFL61 (Fig. 30), sobre ADN plasmidico extraido. En
ambos casos los oligos flanquean el lugar de insercién. La presencia de Trx
exégena en la levadura transformante fue corroborada por “western blot” con

anticuerpos especificos frente a las cuatro Trxs (Fig. 31).

Ycp2 pFL61
A A
a8 N I
vacio Kl h2 m vacio hl h2

Figura 30. PCR sobre ADN plasmidico de la levadura EMY63 transformada con
las construcciones. Todas las PCR se realizaron por duplicado. Cada clon de
levadura empleado en las experiencias de complementaciéon fue comprobado de
esta forma. Se puede apreciar la reamplificacion de la secuencia de Trx
correspondiente a cada vector.

Ycp2 Ycp2 pFL61 pFL61
Figura 31. Western blot sobre (vacio) TRX+ (vacio) ~TRX+
extractos de levaduras
transformadas, con anticuerpos A, PsTRXH1
policlonales frente a cada una de
las Trxs de guisante. Cada clon de
levadura empleado en las
experiencias de complementacion
fue comprobado de esta forma. Anti PsSTRXf —
R

'
than

Anti PSTRXH2

Todos ellos expresaban la proteina,
excepto los transformados por el  Anti PsTRXml
vector vacio.
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a. Complementaciéon de Trxs de guisante frente a la presencia de agentes

oxidantes.

A lo largo de los dltimos afios, ha sido sugerido que las Trxs protegen al
organismo frente al estrés oxidativo producido por las especies reactivas de
oxigeno Yy, participan en la regeneracién de las proteinas inactivadas por estos
agentes oxidantes. La cepa EMY63 muestra una elevada sensibilidad frente a la
presencia de determinados agentes oxidantes, cuyo origen parece deberse a la
ausencia de Trxs citos6licas que reduzcan a una peroxiredoxina tipo II (Verdougq,
2001).

Para comprobar la capacidad de las Trxs de guisante, para complementar
la sensibilidad presentada por EMY63 frente a agentes oxidantes, células
transformadas con las construcciones que expresan Trxs exdgenas, se ensayaron
sobre medio con diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno (0, 0.4, 0.8,
1.2 mM). Se tomaron fotografias del crecimiento de las levaduras a partir del 2°
dia, pudiendose apreciar en las experiencias con Ycp2 (Fig. 32 A), que a
concentraciones de 0.4 mM del peréxido no existe crecimiento de la levadura
transformada con el vector vacio a las 72 h, sin embargo cuando la TRX 1 de
levadura (ScTRX1) se expresa con este sistema, se produce una reversiéon al
fenotipo EMY60, que le permite crecer a concentraciones de 1.2 mM del agente
oxidante. PsTRXh1 es la Trx exégena, de todas las ensayadas, que mayor
crecimiento aport6 al microorganismo, permitiendole crecer de forma evidente a
concentraciones de 0.8-1 mM. Un aspecto interesante de este resultado es la nula
complementacién presentada por PsTRXh2 a pesar de la homologia existente
entre ella y PsTRXh1. Las Trxs cloroplastidicas mostraron un papel importante
en el crecimiento de la levadura, especialmente en el caso de PsTRXm1, cuyos
niveles de complementacién a 0.8 mM son muy aparentes, produciendo PsTRXf

un crecimiento parcial a estas concentraciones.
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Cuando la experiencia se realiz6é bajo el sistema de expresiéon pFL61, el
patrén de crecimiento se repitié, aunque la magnitud de la complementacién
aumento en algunos casos (Fig. 32 B). PsSTRXf permitié un mayor crecimiento de
la levadura a concentraciones de 0.8 mM, mientras que PsTRXh2 conferia un
efecto de hipersensibilizacién de la levadura frente al per6xido de hidrégeno. Se
puede apreciar que a 0.4 mM de perdxido de hidrégeno no existe crecimiento de
la levadura que expresa PsTRXh2, sin embargo la levadura EMY63 transformada
con el vector vacio, presentd crecimiento practicamente igual al control positivo

tras 72 h de crecimiento.

A) 0mM 0.4mM 0.8mM 1.2mM

Ycp2 72h 48h 72h 48h 72h 96h 72h
vacio &

PsTRXHh1
PsTRXh2
PsTRXf
PsTRXm1
AtTRXh2
AtTRXHK3
ScTRX1

[ N N N N N N N
OO DTOP @

vacio
PsTRXH1
PsTRXh2
PsTRXf
PsTRXm1
AtTRXh2
AtTRXh3
ScTRX1
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Figura 32. Complementacion heterdloga en levadura en la defensa
frente a agentes oxidantes, bajo el sistema de expresion de Ycp2 (A) y pFL61
(B). El experimento se realizé depositando 3 gotas de 7 pl de cultivo con
diferentes concentraciones celulares, como se explica en materiales y métodos. El
medio contenia YNBgal (Ycp2) oYNBglu (pFL61) adicionado con adenina, lisina,
histidina, metionina y peréxido de hidrégeno en las concentraciones indicadas.
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Con el fin de corroborar la hipersensibilizaciéon que confiere la expresion
de PsTRXHh2, se creci6 la levadura bajo control de Ycp2 en placas redonda y
comprobamos el halo de inhibicién producido por un disco embebido en 100 mM
de HxO, (Fig. 33). El halo es minimo en las células que expresan la Trx de
levadura, demostrando una elevada complementacion y baja sensibilidad. La
expresion de PsTRXh1, AtTRXh3, PsTRXm1 y PsTRXf confiri6 sensibilidad del 22,
40, 45 y 66% respectivamente, comparada con la producidad por el vector vacio
(referida al 100% de Ycp2, resultado de la cuantificaciéon del diametro del halo).
La expresion de PsTRXh2, da lugar a una sensibilidad ligeramente mayor que la

presentada por la levadura sin Trx citosoélica (+18%).

PsTRXh1 PsTRXh2 PsTRXf PsTRXm1

Ycp2 AtTRXh2 AtTRXh3 ScTRX1

Figura 33. Complementacién heter6éloga frente a agentes oxidantes por
medio de experiencia de halo de inhibicion.

La sensibilidad frente a agéntes oxidantes se ensay6 también con tercbutil
hidroperéxido (TBHP; 0.2, 0.4, 0.8 y 1.2 mM) en el mismo medio minimo

utilizado para las experiencias de H>O». Bajo el control del vector centromérico
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(Fig. 34, A) todas las Trxs ensayadas, excepto PsTRXf, complementaron el
crecimiento a concentraciones de 0.4 mM, especialmente las dos Trxs citosolicas.
A partir de esta concentracién sélo presenté crecimiento la levadura que
expresaba su propia TRX1. Cuando las experiencias se realizaron con pFL61 (Fig.
34, B), las 4 Trxs de guisante confirienron resistencia a concentraciones de 0.4
mM, e incluso PsTRXAh1 lo hacia a concentraciones de 0.8 y 1.2 mM del agente

oxidante.
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Figura 34. Complementaciéon heteréloga en levadura en la defensa frente a
tercbutilhidroperéxido, bajo el sistema de expresiéon de Ycp2 (A) y pFL61 (B).
El experimento y los medios empleados se describen en la figura 30. Las
concentraciones de agente oxidante se indican en la parte superior.
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b. Complementacién de Trxs de guisante en la utilizacién del S inorgdnico como

unica fuente de S

El fenotipo mas evidente de todos los que presenta la levadura EMY63 es
el requerimiento de metionina. Esta carencia se traduce en la incapacidad de usar
los iones sulfato del medio para la biosintesis de aminoécidos azufrados, y ésto se
debe al hecho de que se necesita Trx que aporte equivalentes de reduccién a una
enzima implicada en la ruta de asimilacién del sulfato. De hecho, en los tltimos
afios se ha discutido mucho sobre la posibilidad de que la Trx lleve a cabo la
reduccion del 3’-fosfoadenosina 5'-fosfosulfato (PAPS) a sulfito en E. coli y
levadura.

La incapacidad de EMY63 para crecer en un medio carente de S organico
puede ser solventada por la expresiéon de Trxs exdgenas en estas células. Para
ello, las levaduras fueron sembradas en medio B, adicionado con lisina, histidina
y adenina. Este medio minimo presenta la cualidad de estar libre de S orgénico.
La auxotrofia del aminodcido metionina dependiente de la carencia de Trx, se
puede comprobar en la figura 35, en el fenotipo mostrado por las células
transformadas con Ycp2, mientras que la expresiéon de ScTRX1 conduce a una
reversion de este fenotipo hacia un prototrofismo de la metionina. Bajo la
expresion heteréloga de Ycp2, ninguna de las Trxs de planta ensayadas en estas
experiencias complementaron el crecimiento en este medio. Bajo pFL61 sélo
PsTRXh1 de las Trxs de guisante, conferia un débil crecimiento en este medio,

frente al mayor crecimiento aportado por las Trxs de Arabidopsis.
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Ycp2 pFL61

Met+ Met- Met+ Met-
72h 72h 96h 72h 72h

vacio @ & ®

PsTRXh1 ® @ o

PsTRXh2 ® o L
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PsTRXm ® & ©
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Figura 35. Complementaciéon heteréloga en levadura en medio libre de S
organico El experimento se describe en la figura 30. En esta ocasion las levaduras
se depositan en medio minimo carente de S organico (medio B).
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c. Complementaciéon de Trxs de guisante en la reversion del sulféxido de

metionina (SOMet).

La amplia existencia en seres vivos de sistemas enzimaticos dedicados a la
reduccion de sulféxido de metionina fue descrita por Brot y Weissbach. La
metionina es un aminodcido especialmente susceptible al dafio oxidativo,
existiendo, en procariotas y eucariotas, enzimas capaces de reducir
especificamente el sulféxido de metionina, tanto como aminoacido libre como
cuando forma parte de las cadenas polipeptidica. En levadura se ha comprobado
la capacidad de ésta para usar el sulféxido de metionina como fuente de
metionina, y que en esta ruta metabdlica estd involucrada la enzima sulféxido
metionin reductasa que a su vez es reducida por Trxs citosélicas. Por tal razén, la
carencia de Trxs citosolicas en EMY63 da lugar a que la cepa sea incapaz de
metabolizar el sulféxido de metionina (Mouaheb et al., 1998). La existencia de
sulfoxido de metionina en un medio libre de S orgéanico nos permite evaluar la
capacidad de las Trxs heterélogas de complementar el crecimiento de EMY63.
Como ninguna Trx de guisante fue capaz de producir crecimiento en medio libre
de S organico, podremos concluir que el crecimiento en presencia de SOMet se
debera exclusivamente a la metabolizacion de este compuesto.

Para estas experiencias, los diferentes clones fueron sembrados en medio
s6lido, libre de S orgénico (medio B, adicionado con lisina, histidina y adenina) al
que se le afiadi6 sulféxido de metionina, 0.5 mM. De esta forma, el crecimiento de
la levadura depende, de la capacidad de la Trx exégena para reducir el sulféxido
de metionina. Como se aprecia en la figura 36, las células transformadas con el
vector vacio Ycp2 fueron incapaces de utilizar el sulféxido de metionina para
crecer en este medio, mientras que la levadura que expres6 ScTRX1 bajo el
control del promotor gall, fue la que mayor crecimiento presento,

corroborandose asi, la actuacién de la Trx en la reduccién indirecta del
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compuesto. Ambas Trxs citosdlicas de guisante fueron capaces de complementar
el crecimiento en este medio, especialmente PsTRXh2. Cuando las Trxs eran
expresadas por pFL61 las cuatro Trxs de guisante complementaron el crecimiento

de forma evidente.

Ycp2 pFL61
SOMet SOMet
Mett  o5mMm Met+ 0.5mM
72h 72h 72h 48h 72h
vacio 0 o &
PsTRXh1 I} o
PsTRXh2 ® ® L 4
PsTRXf I o
PsTRXm1 N I O
AtTRXh2 BB ] @
AtTRXh3 BB ®
ScTRX1 ® @ Q

Figura 36. Complementacién heteréloga en levadura en medio B con sulféxido
de metionina como tinica fuente de S organico. El experimento se describe en la
figura 30. Las levaduras son depositadas en medio minimo carente de metionina,
pero con 0.5 mM de sulféxido de metionina. El crecimiento en este medio es
proporcional a la capacidad de las Trxs exégenas, en la reduccién de la enzima
sulfoxido metionin reductasa, responsable directa de la reversién a metionina del
producto de la oxidacién de este aminoécido.
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IV. Estudios de expresion génica de las Trxs citosélicas de guisante.

A lo largo del desarrollo de este trabajo decidimos estudiar la expresion
génica de las Trxs citosdlicas de guisante, tanto en su magnitud como su
localizaciéon tisular. Con tal fin decidimos emplear dos técnicas diferentes, en
primer lugar se realizaron las cuantificaciones relativas de los niveles de ARNm
de PsTRXh1 y PsTRXh2, en diferentes 6rganos de plantula y de planta adulta por
medio de PCR en tiempo real. En segundo lugar, estudiamos el patréon de
expresion tisular por medio de la expresion heteréloga de plantas transgénicas de
A. thaliana que expresaban el gen GUS bajo el control de los promotores de ambas
Trxs citosolicas de guisante, permitiendonos visualizar  directamente la

localizacién tisular de estas expresiones.

a. Cuantificacién de la expresion génica de ambas Trxs citosdlicas por PCR en

tiempo real

Para medir los niveles de ARNm de las dos Trxs citos6licas de guisante en
diferentes 6rganos de planta adulta, se realizaron cuantificaciones relativas por
PCR a tiempo real. En los cdlculos de la cuantificacion se utilizé el ARNr 18s
como control normalizador en cada tejido u 6rgano analizado. En la figura 37A
se muestran los niveles de expresion de PsTRXH1, en diferentes 6rganos. Este gen
se expresO practicamente en todos los tejidos ensayados, principalmente en hojas.
Sin embargo, los niveles presentados por PsTRXh2 fueron mucho més bajos que
los valores obtenidos para su homologa /hl en el mismo tejido, aunque
detectables por PCR. Sus niveles de expresiéon nunca super6 el 1% del mostrado

por hl (Fig. 37B).
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100 A B
PsTRXH1 PsTRX2
4 hoja 100 014
T N flor 100 055
20 21 T tallo 100 0.71
- raiz 100 0.85
: : grano 100 0.87
hoja flor tallo raiz grano

Figura 37. Cuantificacién de la expresion génica de PsTRXh1 y PsTRXh2 en
diferentes 6rganos. La expresion se estudia por PCR en tiempo real, empleando
ARNr 18s como control interno. Los valores finales se obtienen tras aplicar el
método doble delta. A. Expresion relativa de PsTRXh1 en diferentes 6rganos. B.
Comparacion de los valores de expresion de PsTRXh2 en relacion a la expresion
de PsTRXh1 en el mismo 6rgano.

La expresion de PsTRXh2 fue muy baja en tejidos de plantas adultas. Sin
embargo, cuando se comparé la expresion entre ambos genes en plantulas de 12
dias, estas diferencias se acortaban, mostrando PsTRXh2 un nivel de expresion

medio del 16% y 18% respecto al de K1, en hojas y raices, respectivamente.
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b. Localizacién de la expresién génica en plantas transgénicas de Arabidopsis

thaliana.

La construcciéon de plantas transgénicas que expresan el gen GUS,
promovido por las secuencias promotoras de plantas, ha sido un tipo de
experimento muy desarrollado en los tultimos afios que ha permitido un avance
enorme en el campo de la expresion génica de plantas. En este trabajo llavamos a
cabo la construccion de plantas transgénicas, via A. tumefaciens, y utilizando el
vector binario comercial pBI101 disehado para estas experiencias. A partir de las
secuencias genomicas 5-Upstream, obtenidas por PCR walking se diseharon
oligos especificos con las secuencias de restriccion BamHI (directo) y Sall
(inverso). Por PCR se reamplificaron los fragmentos correspondientes de 1037pb
para el gen PsTRXh1 y 297pb para PsTRXh2, desde el triplete de inicio de la
traduccién en sentido 5-upstream. Ambas secuencias fueron subclonadas en el
vector pBI101, en posicion 5 del gen de la B-glucuronidasa, de tal forma que la
expresion de éste dependiera de las secuencias insertadas precedentes. Las
construcciopnes resultantes, pBI101prhl y pBI101prh2 fueron utilizadas para
transformar A. tumefaciens, siendo esta bacteria utilizada para transfectar plantas
de A. thaliana. También se utiliz6 la construccién control con el vector vacio
pBI101.

En la primera generacién de transformantes se obtuvieron 4 plantulas o
lineas de la construcciéon pBI101prhl, 8 plantulas de pBI101prh2 y 3 de la
construccion pBI101. Cuando fueron sometidas a autofecundacion las
descendencias de cada una de ellas mostraron proporciones de transformantes
del 50-75%. De cada linea se seleccionaron 3 descendientes homocigotos para
realizar los diferentes experimentos con sus semillas (3* generacién). Todos ellos

eran homocigotos para la insercion.
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El andlisis histoquimico de la actividad GUS se realizé periédicamente
sobre las plantulas (crecidas en placa) y los diferentes tejidos de plantas adultas
(crecidas en tierra). Inicialmente se tomaron muestras cada dia, tras la
germinacion, y posteriormente se realizaron estudios mas especificos, centrados
en un organo. Las plantas transgénicas transformadas con pBI101 vacio no

mostraron coloracién en ningtn tejido.

i) Patron de expresion de A. thaliana PrTRXh1::GUS

En experiencias preliminares con las diferentes lineas transgénicas
transformadas con la construccién pBI101prhl, determinamos un patrén de
expresion tisular bien definido. El analisis histoquimico de la actividad GUS de
las plantas de A. thaliana en desarrollo, mostré coloraciéon especifica en tejido
conductor. Como se puede apreciar en la figura 38, tras dos dias de germinacion
aparece sefial en cotiledones. Esta sefial va quedando relegada a los haces
vasculares de tejidos verdes, conforme el sistema circulatorio se diferencia. Se
puede apreciar a los 12 dias que la expresion se da en haces vasculares de tallos,
cotiledones y hojas, siendo su expresion més fuerte en tejidos jovenes.

Cuando la sefial se estudi6 sobre plantas con flor, el patron de expresion
sufrio un cambio cualitativo y cuantitativo. Los haces vasculares siguen
expresando GUS pero lo hacen de forma mas débil en las hojas de la roseta (Fig
39). Sin embargo, descubrimos que este promotor inducia la expresié GUS en
determinados tejidos florales (Fig. 40). La localizaciéon especifica de actividad

glucuronidasa se daba en estigma floral (Fig. 41A) y en granos de polen (Fig. 41B)
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T2

Figura 38. Expresion del gen GUS en plantulas transgénicas de A. thaliana bajo
el control de las secuencias reguladoras del gen PsTRXHh1 (PrTRXh1::GUS).

Figura 39. Expresion del gen GUS bajo el control de las secuencias reguladoras
del gen PsTRXHh1 (PrTRXHh1::GUS) en hojas de la roseta de plantas transgénicas
de A. thaliana
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A / "

Figura 40. Expresion del gen GUS bajo el contorl de las secuencias reguladoras
del gen PsTRXh1 (PrTRXh1::GUS) en flores de plantas transgénicas de A.
thaliana. La expresion queda relegada a determinados tejidos florales. A. Visién
a la lupa. B. Visién de un aplastado a microscopia 6ptica
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A

Figura 41. Expresion GUS en plantas transgénicas de A. thaliana
(PrTRXHh1::GUS). Localizacién especifica en tejidos florales. A. El gen GUS se
expresa en estigma floral. B. La expresiéon se da especificamente en granos de
polen.

ii) Patron de expresion de A. thaliana PrTRXh2:GUS
Las plantas de A.thaliana transformadas con la construccion pBI101prh2

no mostraron coloracién por expresiéon del gen GUS, a lo largo de su desarrollo

en ningun tejido de la planta.
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V. Estudios de expresién proteinica de Trxs tipo h de guisante

a. cuantificacién proteinica de pléantulas en desarrollo

Para estudiar la cantidad de Trxs durante las primeras etapas del
desarrollo se tomaron muestras de plantulas de 4 a 20 dias de germinacion (Fig.
42A). Muestras de hojas y raices fueron procesadas como se describe en
materiales y métodos, y un total de 30 pg de proteinas fueron utilizadas en el
reconocimiento inmunolégico. El valor obtenido tras la cuantificacion de la
banda por western blot estd normalizado por cantidad de proteina (Fig. 42B). La
cantidad de proteina por célula es un valor muy variable durante los primeros
dias del desarrollo en los tejidos verdes, por la aparicion del aparato fotosintético,
de tal forma que para evitar este problema, se normaliz6 respecto al contenido en
ADN, por medio de la cuantificaciéon de bandas obtenidas en electroforesis de
agarosa (ADN) (Fig. 42C). El valor final es proporcional al contenido celular (Fig.
42D).

En la figura 38D, se aprecia que las cantidades de proteinas cuantificadas
con cada anticuerpo policlonal, durante el desarrollo plantular describe patrones
cuantitativos diferentes entre las Trxs de guisante. Las Trxs cloroplastidicas
aumentan en tejidos verdes, paralelas al crecimiento del desarrollo fotosintético,
mientras que su deteccion en tejidos radiculares no fue posible por medio de esta
técnica. Los anticuerpos frente a Trxs citosélicas dieron lugar a dos patrones de
expresion drasticamente diferentes. El anticuerpo frente a PsTRX/#1 mostré una
disminucién de proteina a lo largo del desarrollo plantular, en hojas y en raices,
mientras que el anticuerpo frente a PsTRXh2 dio lugar a un patrén contrario, con
aumento en tejidos foliares y deteccién proteinica en raices a partir del dia 15 del
desarrollo. En ambos casos, los niveles proteinicos fueron mayores en hojas que

en raices.
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Figura 42. Patrén de expresion proteinica relativa en el desarrollo plantular. A.
Plantas de guisante a lo largo del estudio plantular. Se mide en dias (4-18) tras la
germinacién B. Western blot con los diferentes anticuerpos policlonales sobre 30
pg de extracto proteinicos, en hojas y raices C. Electroforesis de agarosa con los
extractos de hoja y raiz, utilizando el mismo volumen empleado en la
electroforesis de proteina (30 pg). D. Cuantificacién realtiva con los diferentes
anticuerpos tras normalizar con ADN, para relacionarlo por contenido celular.
Nos son comparables entre los diferentes anticuerpos.
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b. Inmunolocalizacion tisular de ambas Trxs de guisante

Para conocer el patrén de expresion, a nivel tisular, de ambas Trxs h
decidimos realizar inmunolocalizaciones utilizando ambos anticuerpos
policlonales frente a ambas Trxs h. Para ello, se incluyeron muestras de hoja, raiz
tallo y tejidos florales de plantulas de 10 dias en parafina, y tras los cortes y el
tratamiento inmunocitoquimico identificamos el patrén de expresién proteinico

mostrado por ambos anticuerpos a nivel tisular (microscopia 6ptica).
i) Inmunolocalizacion utilizando anticuerpos frente PsTRXh1

Las fotografias (fig. 43) revelaron la presencia de sefial de reconocimiento
principalmete en tejidos conductores, a diferentes niveles (Floema y xilema). Por

otro lado, se puede identificar que muchas de estas sefiales se localizaron a nivel

de nucleos celulares de células de guardia de los estomas.
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Figura 43. Inmunolocalizacién tisular empleando anticuerpos frente a
PsTRXh1 A y B: Hoja. C: Raiz longitudinal. D: Raiz transversal. E: Tallo
transversal. Las flechas azules indican sefiales en tejido vascular (xilema y
floema). Las flecha negra indica sefal en el nidcleo de las células de guardia
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ii) Inmunolocalizacién utilizando anticuerpos frente PsTRX/2

El patron de expresion mostrado por estos anticuerpos fue igual al

identificado en el caso anterior, aunque estas sefiales fueron mucho més intensas,

especialmente en cortes de tallo (Fig. 44).

Figura 44. Inmunolocalizacién
tisular empleando anticuerpos
frente a PsTRXh2 Ay B: Hoja. Cy D:
Tallo transversal. E: Raiz transversal.
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VI. Papel in planta de las Trxs de guisante en la defensa frente a agentes

oxidantes.

Tras los resultados obtenidos en las experiencias de complementacion
heter6loga en levadura decidimos corroborar el papel in planta de las Trx como
moléculas antioxidantes. Para ello, plantulas de guisante fueron tratadas con en
concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno y TBHP (0, 5, 10, 15, 20, 25
mM), realizandose cuantificaciones de la expresiéon génica y de la cantidad
proteinica, para cada una de las Trxs estudiadas, por PCR a tiempo real y

western blot con anticuerpos, respectivamente.

a. Cuantificacién de la expresiéon génica por PCR en tiempo real de raices v hojas

de plantulas tratadas con agentes oxidantes

Las graficas de la figura 45 muestran que los niveles de expresién de
PsTRXh2 decrecen en presencia de ambos agentes oxidantes, especialmente los
transcritos de raices tratadas con TBHP donde, en ocasiones los niveles llegan a
ser inapreciables. Sin embargo, PsTRXh1 mostr6 un patrén de expresion
contrario, bajo estas condiciones de estrés. Este gen aument6 sus niveles de
expresion en raices tratadas con peréxido de hidrégeno, mientras que en las hojas
tratadas con este hidroperéxido no parecia variar su expresion. Cuando el agente
oxidante era TBHP los niveles aumentaron principalmente;j en hojas, aunque con

una tendencia mas irregular.
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Figura 45. Cuantifica cion relativa por PCR en tiempo real de ambas Trxs h de
guisante. En color naranja representan los valores de expresiéon de PsTRXh1, Las
barras negras representan el valor de expresion de PsTRXh2. El eje de abcisa
representa la concentraciéon de agente oxidante utilizado (mM). Los valores de
expresion se obtienen por el método 224°T normalizandose con los niveles de
transcriptos del ARNr 18S. Las expresiones de ambos genes estdn relacionadas
respecto al valor de expresion de PsTRXh1 en la condicion control (0 mM). Estos
datos son el resultado de tres experimentos diferentes e independientes.
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b. Cuantificacién de la cantidad de proteina por western blot de raices v hojas de

plantulas tratadas con peréxido de hidrégeno

Los Western blots (Fig. 46) mostraron, en el caso de anticuerpos anti 41 un
claro patrén de aumento en raices, mientras que en hojas, este incremento no fue
tan evidente como en el tejido radical. En el caso del anticuerpo frente a PsTRXh2
estos incrementos de cantidad de proteina fueron madas evidentes en ambos

tejidos, aunque con determinada irregularidad en la respuesta creciente.

Anti PSTRXh1 Anti PSTRXh2

219205 256 943
180 191

150 136

100100 91

Figura 46. Cuantificacién de la cantidad de proteina por Western blot: En verde
se representan los valores obtenidos en hoja, y en amarillo en raices. El eje de
abcisas representa la concentracion de agente oxidante empleando. En la
electroforesis se emplearon 50 pg de extractos de hojas y 30 pug de raices. En todas
las experiencias se repitieron las tendencias mostradas al emplear cada uno de los
anticuerpos.
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Discusion

Las Trxs h de plantas superiores constituyen un sistema de proteinas muy
complejo, compuesto en A. thaliana, tras la finalizacién de su proyecto de
secuenciacion gendmica. Esta planta estd compuesta por 8 Trxs h y otras
proteinas relacionadas (Meyer et al., 2002). En el alamo, cinco miembros han sido
recientemente descritos (Gelhaye ef al., 2004b) y otras cuantas secuencias son
conocidas en diferentes espécies de mono y dicotiledoneas. Sin embargo,
actualmente es necesaria la realizacién de diferentes trabajos que consigan aclarar
su implicacién en diferentes funciones celulares, y sobre todo la cuestién
impuesta referente a la especificidad o redundancia funcional entre todos los
subtipos diferentes de Trxs h coexistentes en un mismo organismo.

Nuestra intencion al comenzar este trabajo fue describir y comenzar a
caracterizar el sistema de Trxs h de guisante para poder aumentar el
conocimiento de esta subfamilia de Trxs en plantas superiores. Por aquellas
fechas, no estaba descrita en la base de datos de PubMed ninguna secuencia
nucleotidica o aminoacidica de Trx / de guisante. Sin embargo, actualmente,
sabemos de la existencia de 4, dos de ellas recientemente caracterizadas, cuyas
funciones parecen estar relacionada con la germinacion de la semilla, son las
denominadas PsTRXh3 y PsTRXh4 (Montrichard et al., 2003). En nuestro trabajo
describimos y caracterizamos PsTRXh1 and PsTRXh2 como dos Trxs h, que
muestran comportamientos fisiolégicos muy diferentes y que muestran

diferentes comportamientos frente a los desequlibrios redox.

197



Discusion

L. Justificacion del trabajo realizado

Desde su primera descripcion en microorgansmos hasta el dia de hoy, la
presencia de Trxs se ha puesto de manifiesto en la gran mayoria de los
organismos estudiados. Sus papeles fisioldgicos han sido y son, especialmente
hoy en dia, un campo de trabajo en el cual resta una gran cantidad de incognitas.
Actualmente el estudio funcional de estas proteinas se encuentran en proceso de
resolucion gracias a un enorme ntmero de trabajos de investigaciéon publicados
“diariamente” en la bibliografia cientifica. Su importancia radica en el hecho de
que estas proteinas estdn siendo involucradas, en un ntmero cada vez mas
creciente, de rutas metabolicas. Este hecho confiere a las Trxs una gran
importancia tedrica y préctica que, por otro lado, estd derivando en estudios de
otra indole (Industria farmacéutica, alimenticia y médica). Sus funciones son tan
variadas como importantes, estando las Trxs involucradas en papeles fisiol6gicos
tan relevantes como, por ejemplo, la regulacion de ciertos factores de
transcripcién, la participacion en el control del equilibrio redox y la eliminacién
de los dafios producidos por los ROS, intervienen en el control del ciclo celular,
en el desarrollo embrionario en mamiferos y plantas, y regulan varias enzimas
clave de multitud de rutas metabdlicas.

Dentro del estudio de las Trxs de plantas, las cldsicamente denominadas
como h (de heterotrofas, haciendo alusién a su descubrimiento en tejidos no
fotosintéticos) son las mas nimerosas y complejas en su estudio. Funcionalmente
son poco conocidas y es necesaria la realizacién de experiencias que aporten
nuevos datos estructurales y funcionales para llegar a conocer el papel fisiolégico

de estas proteinas.
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Esta Tesis se realiz6 estudiando las Trxs tipo de h en guisante, debido a
que esta especie ha sido el modelo de trabajo en nuestro laboratorio en los
altimos 20 afios. La fructosa-1,6-bisfosfatasa cloroplastidica ha sido el centro de
los proyectos de investigacién en nuestro grupo, y a partir de ésta, en afios
posteriores, se describieron y caracterizaron dos Trxs cloroplastidicas (PsTRXm1
y PsTRXf) que realizan una regulacién redox sobre ésta y otras enzimas
fotosintéticas.

Por estas razones, en nuestro laboratorio existian, al inicio de este trabajo,
el material de partida y la infraestructura necesaria para abordar el estudio de
Trxs en localizaciones diferentes al cloroplasto. Por otro lado, todos los afios de
experiencia en el estudio de estas pequefias proteinas han sido decisivos para la
obtencion de los resultados finales de esta Tesis.

Ademas el estudio de Trxs en guisante suponen una alternativa a los

modelos descritos en A. thaliana.

II. Caracterizacion de las Trxs

Tras la obtencion de las secuencias nucleotidicas de PsTRXh1 y PsTRXh2,
estas fueron identificadas como Trxs tipo &, ya que sus secuencias aminoacidicas
traducidas poseia todas las caracteristicas para ser clasificadas como tales.
Ademas, las secuencias gendémicas de ambos genes contenian los dos intrones en
posiciones conservadas dentro del grupo de las Trxs h de plantas (Sahrawy et al.,
1996). Las secuencias aminoacidicas revelaron que ambas Trxs poseian similar
peso molecular, contiendo en su estructura primaria todos los aminoacidos
funcionales y estructurales para ser agrupadas dentro del grupo de las Trxs tipo
h. Ademas posefan el tipico centro activo de las Trxs -WCGPC-. Ambas
proteinas, junto con su homoéloga PsTRXK3, pertenecen a la subclase 1 dentro de

la reciente clasificacion de las Trxs h (Gelhaye et al.,, 2004b), mientras que
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PsTRXh4 esta agrupada dentro de la subclase 2, junto a las Trxs AtTRXh2 6
PtTRXh5, debido principalmente a su extensiéon N-terminal.

Ambas Trx carecen de péptido de transito por lo que se asume que son
proteinas citosdlicas. Posiblemente no se encuentren asociadas a membranas ya
que durante el proceso de purificaciéon siempre se mantenian en la fraccién
soluble. Sin embargo, otras consideraciones respecto a sus localizaciones
subcelulares deben tenerse en cuenta, sobre todo desde que se ha descrito la
presencia de Trx tipo h en otros organulos como las mitocéndrias (Gelhaye et al.,
2004a).

El clésico proceso de purificacion de estas proteinas nos permitié conocer
diferentes caracteristicas fisicas y quimicas de ellas. PsSTRX/1 posee una mayor
termoestabilidad, presentando una temperatura media de desnaturalizaciéon de
aproximadamente 70°C. PsTRXh2 es mas termolabil, desnaturalizandose
completamente a temperaturas cercanas de 55°C. PsTRXh2 presenté una
solubilidad menor y una mayor tendencia a la formaciéon de estructura
cuaternarias, espeécialmente dimeros.

El comportamiento de ambas proteinas durante los experimentos in vivo
(complementacion heteréloga en EMY63) e in vitro (actividades enzimaticas)
confirmaron que ambas pertenecen al grupo de proteinas con actividad Trx.
Ademas, su modelizacién tridimensional se ajusté perfectamente al clasico folding

presentado por todas las Trxs resueltas por el momento.

II1. Localizacidn tisular

PsTRXh3 y PsTRXh4, han sido recientemente descritas (Montrichard et al.,
2003) y su expresion queda relegada casi exclusvamente a la semilla. Por
consiguiente, su papeles fisiol6gicos estan probablemete asociados con la

geminacién de la semilla, ya que PsTRXh4 desaparece tras la protusion de la
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radicula, y las cantidades de PsTRX/3 descienden tras la germinacion. En nuestro
trabajo hemos demostrado que ambos genes muestran un patrén de expresion
drasticamente diferente. PsTRXh1 se expres6 en todos los tejidos ensayados de la
plantula, mientras que PsTRXh2 mostré unos niveles de expresion muy bajos,
aunque existentes. La diferencia de magnitud entre ambas expresiones es un dato
importante que refleja un diferente papel fisiologico.

Las experiencias de fusiéon con el gen chivato GUS nos permitié conocer
que PsTRXHh1 se expresa en tejido vascular y organos reproductores (polen y
estigma floral). La expresion GUS en haces vasculares explica la presencia de
transcritos en todos los tejidos ensayados por PCR, sin embargo la carencia de
sefial en haces de raiz nos plantea la duda de si la informacién necesaria para la
expresion en tejidos radiculares, esta presente, o no, en el fragmento regulador
que se empled para la construccion de las plantas transgénicas. Por otro lado,
quizés la secuencia reguladora utilizada era suficientemente grande, pero en este
caso no se podria explicar la expresion demostrada en raiz por PCR. De cualquier
manera, en este trabajo, se utilizaron secuencias reguladoras de guisante en
plantas de A. thaliana, lo cual podria explicar que la informacién obtenida no sea
completa. Las inmunolocalizaciones de PsTRX/1 corroboran la presencia de esta
proteina en tejido vascular, a nivel de floema y xilema.

La carencia de sefial GUS en las construcciones con promotores de h2 se
debe, probablemente, al bajo nivel de expresiéon de este gen, como hemos
demostrado por PCR. Algunas Trxs h de A. thaliana presentan, asi mismo muy
bajos niveles de expresion, casi indetectables por Northern blot (por ejemplo,
AtTRXh2 6 AtTRXh7) (Reichheld et al., 2001). Sin embargo, es posible que con
apenas 300 pb de secuencias reguladoras, falten esos elementos reguladores que
proporcionan la presencia de GUS en A. thaliana. Las inmunolocalizaciones

utilizando los anticuerpos frente a PsTRXh2 dan un patréon identico al de
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PsTRXHh1 pero mas fuerte, siendo lo mas probable ésta que se deba a reacciones

cruzadas entre este anticuerpo y PsTRXh1 u otra proteina Trx.

IV. Posibles funciones fisiolégicas de PsTRXHh1 y PsTRXh2

a. Metabolismo del azufre

La complementaciéon heteréloga mostré que ninguna Trx de guisante de
las ensayadas en este trabajo parecen estar involucradas en la biosintesis de
metionina. Estos datos estan de acuerdo con un trabajo previo donde sélo una
Trx h de A. thaliana, AtTRXh2, parecia estar involucrada en tal funcién (Mouaheb
et al., 1998). Este dato, junto con el continuo descibrimiento de nuevas Trxs de
plantas superiores, nos sugiere que otra Trx h de guisante, ain desconocida,
podria estar involucrada en tal funcién. Inicialmente podemos pensar que la alta
identidad entre PsTRXh4 y AtTRXh2, ambas agrupadas en la subclase 2 dentro
del grupo de las Trxs, sugiere que PsTRXh4 podria cumplir tal funcién en EMY63
y por consiguiente en las células de guisante. Sin embargo la no expresion de este
gen en estadios, ni siquiera plantulares, podria invalidar esta suposicién. En
cualquier caso, experiencias de complementacién heteréloga con PsTRXh3 y

PsTRXh4 permitirian aportar algo de conocimiento sobre tal cuestion.

b. Estrés oxidativo

Sin embargo, las experiencias con levadura nos permitié conocer que
ambas Trxs estaban fisiolégicamente relacionadas con el control de los dafios
producidos por agentes oxidantes. Por un lado, ambas Trxs h parecen estar
involucradas en la reversion de compuestos celulares oxidados. En las

experiencias de complementaciéon del crecimiento de EMY63 transformada.
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Utilizando SOMet como tnica fuente de S organico descubrimos que ambas Trxs
h eran capaces de proporcionar crecimiento de la cepa mutante que las
expresaba. La habilidad del doble mutante para usar el SOMet como tnica fuente
de S orgédnico depende de la actividad presentada por la enzima sulféxido-
metionil-reductasa. Que la levadura transformada crezca en este medio, implica
la eficiencia de la Trxs exoégena para reducir a esta enzima. Las dos, PsTRXh1 y
PsTRXh2 podrian estar involucradas en tal funcién en las células de guisante,
sobre todo desde que ha sido descrita la interaccion entre esta enzima y una Trx h
de A. thaliana (Marchand et al., 2004).

Por otro lado, la restauraciéon de la sensibilidad frente al peréxido de
hidrégeno que presenta EMY63 nos permitio relacionar a PSTRXH1 con el control
de los desequilibrios redox a través de la detoxificacién de los agentes oxidantes.
Ademaés, los resultados encontrados en la cuantificacion de la expresiéon génica
de plantulas estresadas, junto con la cuantificacién proteinica nos permitié
corroborar los resultados extraidos, para esta proteina, de las experiencias con
EMY63. La complementacién heterdloga frente a los agentes oxidantes de las
Trxs h de plantas superiores se debe, segin ha sido descrito, a la interaccién
directa entre la proteina heterdloga de planta y una peroxirredoxina (Prx) tipo-II
de levadura (Verdoucq et al., 1999). Una Prx, tambien tipo-II, homoéloga a la
descrita en levadura fue descrita en planta, siendo caracterizada como proteina
cloroplastidica, mitocondrial y citis6lica (Verdoucq et al., 1999; Brehelin et al.,
2003, Horling et al., 2003). Las Prxs son proteinas ubicuas que actian como
moléculas antioxidantes (Dietz et al., 2002, Dietz, 2003), siendo las Trxs
identificadas como uno de sus agentes reductores en la cadena de detoxificaciéon
celular NADP-Trx-Prx (Chae et al., 1994, Kwon et al, 1994). Ademas,
recientemente ha sido descrita una Prx tipo-II en A. thaliana como diana de una

Trx h (Yamazaki et al., 2004).
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Basandonos en nuestros datos experimentales y en la bibliografia
precedente, proponemos a PsTRXh1 como una proteina antioxidante que actua
principalmente a través de su capacidad de reducciéon de Prxs. Ademas, ha sido
descrito en A. thaliana una Prx tipo-II (PrxIIB) que no mostré variaciones de su
expresion génica en estrés inducido por luz, sales o agentes oxidantes (Brehelin et
al., 2003), y por tal razén, PsTRXhl podria actuar regulando la capacidad
detoxificadora de estas Prxs a través de su capacidad de reduccién. Resultados
similares se obtuvieron en una nueva Prx tipo-II de guisante caracterizada
recientemente, cuyos niveles de expreseién génica frente a agentes oxidantes
permanecian invariables (Bernier-Villamor et al., in process)

Un aspecto interesante es, que segun el tejido ensayado y el
hidroperéxido empleado la respuesta de PsTRXh1 fue diferente. Las raices de
plantas tratadas con H,O, mostraron un mayor aumento en el nimero de
transcritos del gen, sin embargo, las hojas de esas mismas plantas no sufrieron
variaciones aparentes en la expresion génica. Esto podria ser explicado teniendo
en cuenta que en el tratamiento empleado para estresar las plantas, los tejidos
radiculares se ven mds afectados que la hoja, donde quizas llega menos agente
oxidante, debido a que este fuera detoxificado camino a los tejidos verdes.
También se puede contemplar la posibilidad de diferentes sistemas de
detoxificacion en los diferentes tejidos de la planta, con determinadas
preferencias en funcion del tejido. Por otro lado, en los western blots se puede
apreciar que existe un paralelismo en la respuesta de expresiéon proteinica con
respecto al aumento de transcritos de PsTRXF1, lo cual indicaria una regulaciéon
principalmente transcripcional. Cuando el agente oxidante empleado fue el
TBHP, el estrés inducido era mayor. A partir de 20 mM encontramos las plantas
decaidas, con tejidos laxos. El aumento de los transcritos fue mas evidente en
hojas que en raices. Este hecho podria explicarse teniendo en cuenta que este

hidroperéxido posee una mayor capacida de transporte a través de los tejidos

204



Discusion

debido a su hidrofobicidad. Sin embargo, este aumento fue mas irregular
posiblemente debido a la mayor capacidad dafina de este hidroperéxido, como
pudimos apreciar visualmente en las plantas tras el tratamiento. Este hecho
podria producir una respuesta no completamente fisiolégica, a elevadas
concentraciones del agente oxidante, en los diferentes tejidos, explicando asi que
estos niveles en hojas se mantuvieran practicamente invariables. El
comportamiento proteinico en este tratamiento también mostré un perfil
creciente pero irregular. Sin embargo, deberiamos indicar la posibilidad de una
especificidad detoxificadora en funcion del hidroperéxido oxidante en la planta.
Cuando analizamos los datos obtenidos de PsTRXh2 en las experiencias
de complementacién y de plantas extresadas encontramos un comportamiento
muy diferente para esta proteina respecto a su homoéloga PsTRXh1. Primero, la
expresion de PsTRXA2 en EMY63 conducia a un diferente patron de crecimiento
dependiendo del hidroperéxido empleado. En presencia de TBHP, esta Trx
confirié crecimiento a la levadura transformada; sin embargo, cuando el agente
oxidante empleado fue el peréxido de hidrégeno, esta proteina no fue capaz de
complementar para tal funcién en el doble mutante. Un efecto similar fue
observado en la expresion heteréloga de AtTRXh2 in esta levadura. Este hecho
podria ser explicado facilmente teniendo en cuenta el trabajo de Jeong y col.
(Jeong et al., 1999), quienes caracterizaron dos tipos diferentes de Prxs que
mostraron preferencias opuestas en la reduccion de peréxido de hidrégeno o
alquil hidroperéxidos. Otra posibilidad que nos permitiria explicar esta dualidad
de comportamiento seria una compensacion metabdlica como la que ha sido
recientemente explicada (Munhoz and Netto, 2004). La levadura mutante, carente
de una de sus Prxs citosdlicas, mostraba una elevada sensibilidad frente al TBHP,
aunque presento resistencia al H,O,. Esta resistencia se demostré que se debia a

una aumento de la actividad catalasa en las células mutantes. De esta forma, la
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ausencia de Prx reducida en EMY63 podria producir una compensacién
metabdlica similar debido a la expresion heteréloga de PSTRXh2 o de AtTRXh2.

En segundo lugar, en las experiencias de halo de inhibicion frente al H>O»
y de expresion heteréloga en pFL61, la expresion de PsTRXh2 confirié a EMY63
una mayor sensibilidad frente a este hidroperéxido que la mostrada por la cepa
control (vector vacio). Este fendmeno ya fue descrito para una Trx cloroplastidica
de A. thaliana, AtTRXm3 (Issakidis-Bourguet et al., 2001). PsTRXh2 mostré un
comportamiento contrario al de su homéloga h1l en EMY63, y segtin los datos
precedentes pensamos que esta expresion heteréloga podria conducir a la
inhibicién de la Prx de levadura. La elevada expresion de PsTRXh2 en EMY63,
utilizando pFL61 como vector causé una mayor hipersensibilizaciéon. Este vector
produce una sobre expresiéon heterdloga en la levadura transgénica, lo cual
podria conducir a interacciones inespecificas entre la proteina heteréloga y la
diana de levadura, sin embargo en este caso, estas experiencias nos sirvieron para
demostrar que un exceso de PsTRXh2 causa una mayor hipersensibilidad,
posiblemente debido a una mayor inhibicién de la Prx.

Inicialmente pensamos que la hipersensibilizacién presentada por EMY63
podria deberse a las diferencias evolutivas sufridas entre las proteinas dianas
correspondientes, entre guisante y levadura. Sin embargo, en las experiencias con
plantas extresadas, utilizando ambos hidroperéxidos, encontramos que los
niveles de transcritos de PsTRXh2 mostraron una disminuciéon de sus niveles en
los tratamientos con agentes oxidantes, siendo este descenso muy dréstico en el
caso del TBHP donde en ocasiones sus niveles llegaron a ser inapresiables. Sin
embargo, cuando lo que estudiamos era la variacion en la cantidad de proteina,
utilizando anticuerpos frente a PsTRXh2, éstos, mostraron aumentos en ambos
tejidos tratados, raices y hojas. Estas diferencias entre niveles de transcritos de
ARNm y de proteina puede ser facilmente explicable teniendo en cuenta la

posibilidad de reaccién cruzada mostrada por este anticuerpo frente a PsTRXA1.
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Ademas los niveles de expresiéon de PsTRXh2 fueron tan bajos que es posible que
sus niveles proteinicos sean dificilmente detectables, y lo peor, enmascarados por
otras Trxs més abundantes como puedan ser PsTRXh1, o incluso PsTRXh3 con la
que comparte alta homologia. Poder explicar el papel que esta Trx posee en la
célula es dificil. Por un lado, si tenemos en cuenta que sus niveles de ARNm son
muy bajos, esto dara lugar a una muy baja cantidad de proteina y ésta podria
cumplir alguna funcién desconocida por ahora, siendo posible que no llegue a
interaccionar con Prxs, por lo que no se daria este efecto inhibidor a nivel
fisiolégico. Otros datos experimentales son necesarios para poder explicar de
forma fehaciente su funcion celular. Pero, en cualquier caso, no debemos olvidar
la posibilidad de que PsTRXAh2 esté actuando a nivel celular inhibiendo a Prxs de
guisante. Este hecho supondria un nuevo papel dentro de las Trxs h. En cualquier
caso, lo que queda demostrado es que esta proteina posee unos determinantes de
especificidad en su superficie molecular que condiciona la inhibicién de algunas
proteinas con las que interacciona. Estas proteinas diana pueden ser
perfectamente reducidas por otras Trxs, como PsTRXk1, sin embargo, PsTRXh2
interaccionaria con ellas actuando a modo de competidor. Este hecho puede ser
apoyado por la inhibicién que esta misma proteina ejerce sobre la FBPasa
cloroplastidica en los ensayos in vitro. Inicialmente este ensayo enzimético se
realiz6 con un interés més bien estructural, principalmente, debido a la diferente
compartimentaciéon que ambas proteinas presentan. Esta inhibicién nos podia
aportar alguna informaciéon estructural clave en la interaccion entre Trxs y
proteinas diana, ya que en nuestro laboratorio se han realizado estudios
estructurales de los aminoacidos implicados en tales interacciones (Wangensteen
et al., 2001). Esta inhibicién fisiolégica podria tener un significado biolégico
teniendo encuenta que ha sido establecido que algunos radicales libres pueden
actuar como sefales de transduccion bajo condiciones de estrés bidticas y

abioéticas (Karpinski et al.,, 1999, Mullineaux and Karpinski, 2002, Orozco-
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Cardenas et al.,, 2001). En ausencia de desequilibrios redox los ROS estin
presentes en unas concentraciones minimas y necesarias para el buen
funcionamiento celular. En cualquier caso, para poder demostrar tales
afirmaciones se hace necesaria la realizacion de nuevos experimentos, siendo la

superficie molecular de de PsTRX/2 un aspecto muy interesante.
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Conclusiones

Se han clonado dos nuevas Trxs de guisante (Pisum sativum cv.
Lincoln), cuyas secuencias nucleotidicas y aminoacidicas deducidas han
sido caracacterizadas, permitiendonos clasificarlas como pertenecientes a
la subfamilia de las Trxs h. Ambas, fueron expresadas y purificadas como
proteinas recombinantes, lo cual nos permiti6 caracterizarlas como
enzimas con actividad Trx.

PsTRXHh1 es una Trxs h de guisante, con un patréon de expresion
génica tisular muy caracteristico, se expresa en haces vasculares, granos
de polen y estigma floral, habiendo sido detectada como proteina en
haces vasculares. Funcionalmente parece estar relacionado con la defensa
frente a agentes oxidantes. La presencia de esta proteina en ntcleos de las
células de guardia de los estomas, podria representar algin tipo de papel
regulador.

PsTRXh2 es una Trx h de guisante cuyos niveles de expresion
génicos son muy bajos, por lo que no ha sido posible su deteccion tisular.
El papel fisiolégico de esta proteina permanece de momento desconocido
aunque parece ejercer una funcion inhibidora con algunas proteinas con
las que interacciona.

PsTRXm1 y PsTRXf son dos Trxs de guisante de localizacion
cloroplastidica que se revelaron como posibles moléculas antioxidantes en
las experiencias de complementacion heteréloga en levadura.

Las Trxs en Pisum sativum constituyen una familia multigénica, al
igual que en A. thaliana, compuesta hasta ahora por siete Trxs, cuatro tipo
h, y tres cloroplastidicas. Todas ellas presentan diferentes patrones de
expresion y estando involucradas en diferentes funciones, indicando estos
hechos la no existencia de redundancia funcional en sus papeles

fisiologicos.
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