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1.1 - FOTOSINTESIS
1.1.1 — Generalidades

El carbono inorganico es la base de la vida organica sobre la tierra. Los
organismos fotosintéticos (plantas superiores, algas, algunas bacterias) constituyen el
ndcleo central de esta transformacion, convirtiendo el didxido de carbono inorganico
(COy) de la atmosfera en carbono organico, en la biosfera, mediante el proceso llamado
Fotosintesis. En las plantas superiores el asiento de este proceso es una organela
subcelular denominada cloroplasto (Figura 1.1). Este presenta dos envolturas, externa e
interna, que encierran un ambiente hidrofilico, el estroma. Suspendida en el estroma se
encuentra una estructura membranal, la membrana tilacoide, la cual presenta
invaginaciones denominadas discos tilacoides. El apilamiento de varios discos
tilacoides constituye la grana, y la membranas tilacoides que unen los discos granales
reciben el nombre de membranas intergrana. La presencia de discos tilacoides, huecos,
intercomunicados, genera un nuevo recinto dentro del cloroplasto, llamado lumen
tilacoidal.

Dado que casi toda la energia requerida por los sistemas biologicos se genera via
fotosintesis, es de entender el interés que se ha demostrado en comprender el
mecanismo y la regulacion de este proceso. El mecanismo de la fotosintesis se ha
dividido historicamente en dos procesos: 1) Etapa luminica , y 2) Etapa oscura. Como
se aclarard mas adelante, estas denominaciones no guardan relaciéon estricta con la
realidad, ya que la segunda, en mayor o menor medida, depende también de la luz.
Existe una compartimentacion de ambas etapas. Mientras que la etapa luminica es un
proceso de membrana, y se lleva a cabo en los discos tilacoides del cloroplasto, la etapa
oscura comprende una serie de reacciones catalizadas por enzimas solubles en el
estroma del mismo. En la etapa luminica (Figura 1:2) se produce la transduccion de la
energia. Los encargados de este proceso, donde la energia luminosa se transforma en
energia quimica, son los fotosistemas, el fotosistema I (PS I) y el fotosistema II (PS II).
Estos fotosistemas son complejos de proteinas con pigmentos de naturaleza liposoluble,
clorofilas y carotenoides, derivados del tetrapirrol los primeros y de una unidad
isoprenoide los segundos. En esta primera etapa la excitacion producida por la energia
luminosa da como resultado la sintesis de un compuesto de elevado poder reductor, el

NADPH, a expensas de la oxidacion de un reductor débil como el agua, dando oxigeno
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molecular (O,). Topograficamente el PS II esta relacionado con la fotdlisis del agua, y
el PS I con la reduccion del NADP. Ademas, entre ambos fotosistemas se establece una
cadena de transporte electronico, donde se libera la energia suficiente para la sintesis de
ATP a partir de ADP y Pi. Tal como sucede en la cadena respiratoria mitocondrial, la
sintesis de ATP tiene lugar gracias a la intervencion de un sistema de bombeo de
protones de un lado hacia el otro de la membrana tilacoidal, y la posterior intervencion
de una ATP sintetasa, que aprovecha la liberacion de energia producida por la reversion
del trafico de protones a favor del gradiente anterior. En el caso del cloroplasto el
bombeo de protones, como consecuencia de la actividad de la cadena transportadora de
electrones, se produce desde el exterior del disco tilacoidal hacia el lumen. Es decir,
cuando un cloroplasto es iluminado el pH en el lumen desciende y en el estroma
asciende. Este fendmeno tiene suma importancia en la regulacion indirecta que la luz
ejerce sobre las enzimas del ciclo de la etapa oscura, pues muchas de ellas muestran un
activacion a pH cercanos a la alcalinidad. En cualquier caso existe una dependencia de
una etapa de la fotosintesis por parte de la otra, ya que la etapa oscura necesita el poder
reductor y el ATP generado en la etapa luminica para su funcionamiento, que la
fotosintesis del carbono es la reduccion del CO; y su fijacion en un compuesto organico.
El ciclo de reduccion fotosintética del carbono, o ciclo de Calvin, tiene lugar en el
estroma, y se puede dividir en tres etapas (Figura 1.3): 1) fijacion del CO, sobre la
ribulosa-1,5- bisfosfato (RuBP), 2) reducciéon del carbono recién fijado, y 3)
regeneracion de la RuBP consumida inicialmente.

En forma resumida se puede considerar que por cada tres moléculas de CO, que
ingresan en el ciclo se sintetiza un compuesto organico de tres carbonos, una triosa
fosfato, que se podria considerar el producto del mismo. La reaccidon inicial es,
entonces, la carboxilacion de tres moléculas de RuBP, una pentosa bifosforilada, con la
incorporacion de tres moléculas de CO, atmosférico, en una reaccion catalizada por la
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), para dar 6 moléculas de 3-
fosfoglicerato, compuesto organico de tres carbonos (Cs). El 3-fosfoglicerato es
entonces fosforilado a 1,3-bisfosfoglicerato por una fosfoglicerato quinasa 'y,
posteriormente, reducido a 3-fosfogliceraldehido por una NADP-gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa. Estas reacciones consumen ATP y NADPH. El 3-

fosfogliceraldehido, y su isdmero la dihidroxiacetona fosfato, se denominan
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Figura 1.1 - Esquema de un cloroplasto de planta superior (tomado de Stryer,
1995) (a), y fotografia al microscopio electronico de una porcion de célula foliar de
guisante bajo plena iluminacion (b), donde se aprecia el gran desarrollo de granulos
de almidon (4).
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genéricamente triosas fosfato. La transformacion de una a otra esta catalizada por una
triosa fosfato isomerasa. De las 6 moléculas de triosa-fosfato generadas, 5 (15 carbonos
en total) son utilizadas para la reobtencion de las 3 moléculas de RuBP utilizadas
inicialmente, mediante una serie de condensaciones e isomerizaciones. La sexta
molécula de triosa fosfato, verdadero producto del ciclo, puede dirigirse hacia la sintesis
del almidon en el mismo cloroplasto, o ser exportada al citoplasma para la sintesis de
sacarosa.

El proceso de regeneracion de la RuBP se inicia con la condensaciéon de una
molécula de 3-fosfogliceraldehido con otra de dihidroxiacetona-fosfato para formar
fructosa-1,6-bisfosfato (FBP), una reaccion catalizada por una aldolasa. Seguidamente,
la FBP es hidrolizada a fructosa-6-fosfato por la fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa).
Los dos primeros atomos de carbono de la molécula de fructosa-6-fosfato son entonces
transferidos mediante una transcetolasa a una tercera molécula de 3-fosfogliceraldehido,
originandose eritrosa-4-fosfato y xilulosa-5-fosfato. Una aldolasa cataliza la formacion
de sedoheptulosa-1,7-bisfosfato por condensacion de la eritrosa-4-fosfato con una cuarta
molécula de triosa-fosfato. La sedoheptulosa-1,7-bisfosfato, por accion de la
sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa, se hidroliza a sedoheptulosa-7-fosfato. Sus dos primeros
atomos de carbono son transferidos por una segunda transcetolasa a la quinta molécula
de 3-fosfogliceraldehido, formandose asi xilulosa-5-fosfato y ribosa-5-fosfato. Tanto la
xilulosa-5-fosfato como la ribosa-5-fosfato se transforman en ribulosa-5-fosfato, por
accion de una pentosa epimerasa en el primer caso, y de una pentosa isomerasa en el
segundo. La ribulosa-5-fosfato, finalmente, es fosforilada a RuBP, con consumo de
ATP, por una fosforribuloquinasa.

Debido al caracter autocatalitico del ciclo, la sexta molécula de triosas-fosfato
podria también incorporarse al mismo, con lo que aumentaria el nivel cloroplastidico de
RuBP y, consecuentemente, el del resto de los intemediarios del ciclo.

Analizando la energética del ciclo, puede observarse que la asimilacion en cada
vuelta del mismo de 3> moles de CO; supone un consumo de 9 moles de ATP y 6 de
NADPH, con formacion neta de 1 mol de triosas fosfato. Si tenemos en cuenta que la
variacion de energia libre en la oxidacion del NADP es de —52.6 kcal/mol, y en la
hidrolisis del ATP de —7.6 kcal/mol, la cantidad de energia consumida en cada vuelta de

ciclo resulta ser de 384 kcal. Dado que la energia acumulada en la sintesis de un mol de
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Figura 1.3 - Ciclo de reduccion fotosintética del carbono en plantas C, (ciclo de
Calvin).CFOCF1, ATPasa  cloroplastidica; NADP-MDH,  NADP-malato
deshidrogenasa; PRK, fosforribuloquinasa, GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, FBPasa, fructosa-1,6 bisfosfatasa, SBPasa, sedoheptulosa-1,7-
bisfosfatasa; G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Adaptado de Ruelland y
Miginiac-Maslow (1999).
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triosas fosfato es de 350.4 kcal, la energia disipada en cada vuelta del ciclo seria solo de

33.6 kcal. Ello representa un rendimiento teérico de alrededor del 91 %.

1.1.2 - Regulacion

El ciclo de Calvin esta integrado por 11 sistemas enzimaticos. Se trata de un
proceso sometido a una regulacion muy precisa, segin exigen: a) su elevado
rendimiento tedrico, b) las limitaciones en los niveles cloroplastidicos de adenilatos y
piridin nucleétidos, y c) el destino final del CO, asimilado. Con respecto a este Gltimo
aspecto, el carbono fijado puede utilizarse para aumentar la concentracion de
intermediarios del ciclo, especialmente la RuBP, para la sintesis de almidon en el propio
cloroplasto, o ser exportado como triosas fosfato al citosol para la sintesis de sacarosa.
El destino que seguira el producto de la reduccion fotosintética del carbono dependera
de multiples factores, actuantes a diferentes niveles de regulacion. Esta se ejerce a nivel
de algunos de los sistemas enzimaticos arriba mencionados (Bassham y Krause, 1969),
y resulta de la accion concertada de factores como el pH, la concentracion de ciertos
iones y metabolitos (Heldt ez al., 1973; Werdam et al., 1975; Krause, 1977, Heber et
al., 1982; Gardemann et al., 1986), y el nivel rédox del sistema (Slovacek y Vaughn,
1982). ’

Aunque todos estos factores dependen de la transicion oscuridad-luz, hay que
hacer énfasis en la fotoactivacion que dichas enzimas reguladoras experimentan al
reducirse, via transporte electronico fotosintético, determinados grupos S-S de la
molécula enzimatica. Esta reduccion introduce modificaciones estructurales esenciales
para la expresion de la actividad (Buchanan, 1980). La activacion, que se alcanza de
forma relativamente rapida con la iluminacion, es la responsable del fenémeno de
“induccion”, fase de un bajo nivel de asimilacion de CO, que tiene lugar cuando la
planta o cloroplastos integros son expuestos a la luz después de un periodo prolongado
de oscuridad (Walker, 1976). En la actualidad es comunmente aceptado que esta
activacion enzimatica dependiente de la luz constituye un importante proceso regulador,
que dirige el metabolismo hacia la sintesis de aziicares y compuestos de reserva durante
el periodo de iluminacién, y hacia su catabolismo en la oscuridad.

La primera indicacion del papel regulador ejercido por la luz sobre determinadas

enzimas del ciclo de Calvin se debe a Ziegler y colaboradores, quienes pusieron de
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manifiesto la activacion por la luz de la NADP-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(Ziegler et al., 1965, Ziegler y Ziegler, 1965 y 1967). Experiencias posteriores con
cloroplastos aislados mostraron que la luz estimula la actividad de la fructosa-1,6-
bisfosfatasa, sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa, NADP-gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y fosforribuloquinasa (Champigny y Bismuth, 1976, Kelly ef al., 1976;
Fischer y Latzko, 1980; Akamba y Anderson, 1981); paralelamente, inhibe la actividad
de una enzima clave del ciclo oxidativo de las pentosas fosfato, la NADP-glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Anderson y Duggan, 1976, Yuan y Anderson, 1987). La
comprobacion, después de la purificacion a homogeneidad, de que estas enzimas no
poseen cromoéforos susceptibles de ser excitados directamente por la luz, sugirio la
necesidad de la existencia de un sistema capaz de captar la sefial luminosa y
transformarla para su utilizacion en la regulacion enzimatica. La accion de la luz sobre
la cadena de transporte electronico fotosintético origina cambios en la membrana
tilacoidal y en la composicion del estroma, los cuales modifican la capacidad catalitica
de ciertas enzimas.

A partir de la purificacion de las enzimas del ciclo, se pudo establecer que
determinados factores proteicos solubles eran funcionales en la estimulacion de la
actividad enzimatica por la luz (Schurmann et al., 1976; Wolosiuk y Buchanan, 1977).
Concretamente, en presencia de membranas tilacoidales y bajo iluminacion, un conjunto
de tres proteinas (ferredoxina, ferredoxin-tiorredoxin reductasa y tiorredoxina), que
constituyen el llamado sistema ferredoxina-tiorredoxina, se mostré capaz de
incrementar la actividad especifica de las enzimas cloroplastidicas fotoactivables
(Wolosiuk et al., 1977, Wolosiuk y Buchanan, 1977; Brezeale et al., 1978; Tischner y
Huttermann, 1978; Wolosiuk y Buchanan, 1978a y 1978b; Buchanan et al., 1979,
McKinney et al., 1979; Buchanan, 1980; Mills et al., 1980; Jacquot et al., 1981; Soulie
et al., 1981; Wink y Hartmann, 1981; Tischner y Schmidt, 1982; Schwenn y Schriek,
1984; Kleczkowski y Randall, 1985; Droux et al., 1988). Estas proteinas exhiben
grupos tidlicos que juegan un papel esencial en el proceso de activacion. La ferredoxina,
fotoquimicamente reducida via transporte electronico fotosintético, reduce entonces,
con el concurso de la ferredoxin-tiorredoxin-reductasa a la tiorredoxina, que a su vez
ejerce la activacion reductora de las enzimas fotoactivables (Figura 1.4). La activacion

reductora mediada por el sistema ferredoxina-tiorredoxina induce un cambio
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conformacional de la molécula enziméatica hacia una forma activa, como consecuencia
de la reduccion de ciertos grupos S-S de la proteina inactiva. Hay que indicar que las
agrupaciones —SH liberadas no intervienen directamente en el propio proceso catalitico.
Ello viene corroborado por el hecho de que la FBPasa fotosintética puede ser también
activada, en condiciones no fisioldgicas, por agentes caotropicos y alcoholes, que deben
introducir cambios estructurales equivalentes por interacciones hidrofobicas,
independientes de procesos rédox.

Bassham y Krause (1969) calcularon la variacion de energia libre de cada una de
las reacciones del ciclo de Calvin en una situacion fisiologica de equilibrio. Los pasos
que se muestran limitantes en este sentido son, por este orden, los catalizados por la
Rubisco, sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa y FBPasa, fosforribuloquinasa y NADP-
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Por otra parte, la sintesis de carbohidratos
(fundamentalmente sacarosa) en el citoplasma requiere la exportacion de triosas fosfato
resultantes de la asimilacion carbonada. Estos compuestos aparecen en el ciclo entre la
reaccion de carboxilacion y la catalizada por la FBPasa, en cambio, el material de
partida para la sintesis de almidon en el propio cloroplasto (fructosa-6-fosfato) es el
producto de la actividad de esta ultima. La modulaciéon de las actividades de estos
sistemas enzimaticos (Rubisco y FBPasa) llevara aparejada la acumulaciéon de unos u

otros intermediarios del ciclo, en respuesta a las necesidades de la planta.

1.1.3 — Fructosa-1,6-bisfosfatasa

Existen dos enzimas con actividlad FBPasa en la célula fotosintética, la ya
mencionada de localizacion cloroplastidica, y una segunda ubicada en el citosol
(Buchanan, 1980; Kelly ef al., 1982). Ambas catalizan la hidrolisis, dependiente de
Mg?*", de la FBP a fructosa-6-fosfato y ortofosfato. La FBPasa cloroplastidica juega un
papel muy importante en la regulacion del ciclo de Calvin; por su parte, la FBPasa
citosOlica esta implicada en la sintesis de sacarosa a partir de las triosas fosfato
exportadas desde el cloroplasto (Zimmermann et al., 1978; Stitt y Heldt, 1985; Khayat y
Daie, 1991; Prado et al., 1991).

En principio, al igual que en las restantes enzimas del ciclo de Calvin, se
suponia que la FBPasa se encontraba soluble en el estroma. En cambio, Rodriguez

Andrés ef al. (1987) encontraron un significativo porcentaje de esta enzima ligada a las

11



Introduccion

FBPasa .4
/"Fd ox ‘\(' FTR red -\/ TrX f (m) Ox ‘\(' (NADP'hrAeDH red)

PS |

& AL A/L; ,/L FBPasa
Fd FTR o THM) e ™ (NADP-MDH )

NADP

Figura 1.4 - Mecanismo de fotoactivacion de FBPasa y NADP-MDH por el sistema
ferredoxina (Fd)-tiorredoxina (Trx). FTR: ferredoxina-tiorredoxina reductasa.
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membranas tilacoidales, dependiendo de la concentracion de Mg**, Ko Na‘del medio
de lisis. Asimismo, observaron que la presencia de alcoholes alifaticos favorecia dicha
unién (Rodriguez Andrés et al. 1990), deduciendo que en la union de la enzima a la
membrana estarian implicados /oci hidrofébicos. De acuerdo con esto, Hermoso ef al.,
(1992) mostraron en hojas de espinaca una importante incidencia de la asociacion a
membranas de la FBPasa y su activador natural, tiorredoxina f.

La FBPasa cloroplastidica nativa es un tetramero, donde cada subunidad posee
una masa molecular de 40 kDa (Lazaro et al., 1974 y 1975b, Zimmermann ef al., 1976).
Posee un alto porcentaje de residuos de acido aspartico y glutdimico (Buchanan et al.,
1971, Lazaro et al., 1975a), lo que le confiere caracter acido, con un punto isoeléctrico
de 4.1-43 (Lazaro ef al, 1974). El nimero de residuos de cisteina-cistina, de
importancia en el proceso de activacion reductora, se sitda en torno a los 28 en trigo
(Raines et al., 1988) y Arabidopsis (Horsnell y Raines, 1991), y 32 en espinaca (Chueca
etal., 1977) y patata (KoBman et al., 1992).

Esta enzima presenta una actividad dependiente del pH (Smillie, 1960; Lazaro et
al., 1975a), con un 6ptimo de 8.5, y es inactiva por debajo de 7.8 (Racker y Schroeder,
1958). Es, asimismo, dependiente de Mg®", y presenta con respecto a éste una cinética
sigmoidea (Zimmermann ef al., 1976), y una Km para la forma nativa de 9mM (Charles
y Halliwell, 1980). La cinética se hace hiperbdlica y el valor de la Km pasa a ser de
2mM en presencia de DTT o de tiorredoxina reducida (Charles y Halliwell, 1981). Esta
dependencia del Mg?" afecta al pH 6ptimo de actividad, que pasa a ser 8.0 frente a una
concentracion de Mg de 4-5 mM y en presencia de tiorredoxina reducida.

Con respecto a la concentracién del sustrato, la cinética de la enzima es
sigmoide segiin Lazaro ef al. (1975a) y Zimmermann e¢ al. (1976). Charles y Halliwell
(1980) calcularon un valor para la Km de 0.8 mM. En presencia de DTT este valor
disminuye a 33 puM y la cinética se hace hiperbolica. Los datos presentados por
Zimmermann ef al. (1976) muestran la existencia de una fuerte y similar cooperatividad
en la unién del Mg** y del sustrato, tanto en forma nativa como disociada. Ello resalta el
caracter regulador del Mg®" y FBP vy, al mismo tiempo, minimiza el efecto que la
disociacion de la enzima puede tener sobre su regulacion. Segun Gontero ef al. (1984) el
sustrato no ejerce ningun efecto regulador sobre la enzima reducida por el sistema

ferredoxina-tiorredoxina, de forma similar a lo que ocurre con la sedoheptulosa-1,7-
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bisfosfatasa. Un analisis global de todos los factores reguladores llevé a Hertig y
Wolosiuk (1983) a proponer un comportamiento histerético para esta enzima. Mas
adelante estudios realizados con disolventes organicos y sales neutras llevaron a
proponer que un microambiente hidrofdbico facilitaria in vivo el proceso de activacion
reductora promovido por la luz (Wolosiuk, 1986; Stein y Wolosiuk, 1987).

A nivel molecular la activacion de la FBPasa cloroplastidica por la luz supone
una serie de modificaciones quimicas y conformacionales, a las que contribuyen de
manera directa los cambios de pH y de concentracion de Mg” y de FBP que se
producen en el estroma del cloroplasto como consecuencia de la iluminacién, asi como
la reduccion de la enzima a partir de la cadena de transporte electronico fotosintético,
via ferredoxina-tiorredoxina. Aragnol et al. (1985) observaron que el incremento de pH,
y la unién de la enzima al sustrato y al Mg**, dan lugar a una mayor accesibilidad de los
grupos tiolicos de la molécula enziméatica. Encuentran que la unién de la enzima
reducida al Mg®" tiene un valor de relajacién idéntico al que ocurre en la fase catalitica,
proponen que se trata de dos procesos concomitantes, y que el cambio conformacional
inducido por el pH es el paso limitante de la activacion de la FBPasa. Esta regulacion
indirecta de la FBPasa cloroplastidica por la luz se suma asi a la ya descrita
fotoactivacion reductora de la enzima.

Se encuentran disponibles secuencias aminoacidicas de FBPasas de bacterias
fotosintéticas, cianobacterias y de cloroplastos de plantas superiores (espinaca, guisante,
Brassica napus, trigo, Arabidopsis thaliana y soja, Jacquot et al., 1995). Todas estas
enzimas son muy similares entre si y muestran gran homologia con la FBPasa de higado
de cerdo, una enzima involucrada en la gluconeogénesis, y también con la FBPasa
citosdlica de plantas, lo que sugiere que todas poseen una arquitectura similar. Cuando
se comparan con secuencias de enzimas animales o con la proteina de Rhodobacter
sphaeroides, no reguladas via rédox (Gibson et al., 1990), las FBPasas fotosintéticas,
que si poseen ese tipo de regulacion, muestran algunos aspectos distintivos. Todas las
enzimas de cianobacterias muestran dos residuos conservados de cisteinas en posiciones
102y 109 y, ademas, un tercero en posiciéon 18 (numeracion de Synechocystis sp). Estos
residuos estan ausentes en las secuencias de FBPasas cloroplastidicas de plantas, las
cuales contienen una insercion de alrededor de 17 aminoéacidos con tres residuos de

cisteina (Cys153, Cys173, y Cys178, segun secuencia de guisante) (Marcus ef al., 1988;
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Raines et al., 1988; Carrasco et al., 1994; Jacquot et-al., 1995). De acuerdo con estas
comparaciones de secuencias, la naturaleza rédox regulatoria de las FBPasa
cloroplastidicas y de cianobacterias no tienen el mismo origen molecular. La mayor
evolucion de las FBPasas de plantas se deduce de la insercion de 17 aminoacidos en un
“loop” 'situado entre las unidades estructurales B4 yBS (Figura 1.5a).
Concordantemente, la Trx f cataliza muy eficientemente la activacion de este tipo de
FBPasas. La estructura tridimensional de FBPasa de espinaca (Villeret et al., 1995)
muestra una gran similitud con la de higado de cerdo, salvo por la citada region de
insercion. Esta region esta localizada en un “loop” distal con respecto al sitio activo, en
una esquina exterior en cada uno de los monomeros. La definicion de la estructura no
fue suficiente, sin embargo, para localizar el puente disulfuro donde reside la
regulacidn rédox. Estudios de mutagénesis dirigida han proporcionado mas informacion
acerca de la naturaleza de dicho sitio. Estos resultados sugieren que en las FBPasas
cloroplastidicas, la Cys153 se une alternativamente a la Cysl73 y/o a la Cysl178
(Jacquot et al., 1997b). Ademas, estas enzimas podrian poseer un puente disulfuro no
regulatorio situado entre los residuos Cys49 y Cys190, segin estudios realizados en
guisante (Villeret ef al., 1995). La regulacion de la FBPasa cloroplastidica parece ser,
por lo tanto, un proceso mas complejo que la simple reduccion de un puente disulfuro, y
podria involucrar procesos de isomerizacion transitorios todavia no suficientemente
aclarados (Ruelland y Miginiac-Maslow, 1999).

El correcto funcionamiento de la célula fotosintética requiere una total
coordinacion entre las actividades del cloroplasto y su entorno citoplasmatico. En esa
linea, el nicleo ha asumido un cierto control sobre la génesis y funcionamiento del
cloroplasto. En efecto, algunas proteinas cloroplastidicas estan codificadas en el genoma
nuclear y se sintetizan en ribosomas citoplasmaticos, de donde, posteriormente, pasan
al interior del cloroplasto. Este es el caso, por ejemplo, de la subunidad pequefia de la
Rubisco (Kuhlemeier et al., 1987) , plastocianina (Grossman ef al., 1982), etc. Mas ain,
algunas de estas proteinas exhiben una sintesis fotoinducida, como la subunidad
pequefia de la Rubisco (Kuhlemeier ef al., 1987), NADP-malato deshidrogenasa (Vidal
y Gadal, 1981), FBPasa cloroplastidica de espinaca (Chueca et al., 1984), guisante
(Sahrawy et al, 1988) y trigo (Raines et al., 1988), polipéptidos del LCH II

(Kuhlemeier et al., 1987), la ferredoxin-NADP reductasa, y la tiorredoxina f de espinaca
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Figura 1.5 -Modelos estructurales de FBPasa cloroplastidica (a) y de Trx 7 (b).
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(Carrasco et al., 1992). Estas proteinas cloroplastidicas de codificacion nuclear se
sintetizan como formas precursoras inactivas, de mayor masa molecular que las enzimas
funcionales, merced a una extension existente en el lado N-terminal de la cadena. Dicha
extension, denominada péptido procesador, desempefia una funcion esencial en el
transito de la proteina al interior del cloroplasto, perdiéndose y originando la forma
activa. En el caso de la FBPasa fotosintética de guisante se ha determinado que la
sintesis del precursor de ésta proteina en el citosol comprende, ademas de la secuencia
correpondiente a la proteina (49 kDa), un péptido de transito de unos 10 kDa (Sahrawy
et al., 1990b; Carrasco et al., 1992), relacionado con el transporte hacia el cloroplasto
de la enzima. Se ha descrito, en algunos casos, una sintesis fotoinducida de enzimas de
plantas superiores a nivel traduccional (Fromm et al., 1985) o post-traduccional (Apel y
Kloppstech, 1978; Ernst et al., 1987), si bien en este Gltimo caso puede tratarse
asimismo de una consecuencia de la demanda de ATP para el transito (Olsen et al.,
1989). En la mayoria de los casos, sin embargo, dicha regulacién es transcripcional
(Gallagher y Ellis, 1982; Raines et al., 1988).

1.1.4 - NADP-malato deshidrogenasa

La malato deshidrogenasa (MDH) es de las enzimas mas activas en glioxisomas,
mitocondrias, peroxisomas, cloroplastos, y citosol. Los tejidos de plantas contienen
multiples formas de MDH, y la importancia fisiologica de esta situacién reside en su
participacion en diferentes vias metabolicas. Diferencias en la funcidon se corresponden
con diferencias en la localizacién subcelular. Todas las MDH son dependientes de
NAD, excepto el tipo cloroplastidico (NADP-MDH), que requiere NADP como
cofactor. Las diferentes isoenzimas son codificadas en el niicleo y sintetizadas en los
ribosomas citoplasmaticos. El equilibrio de la reacciéon catalizada por la MDH
generalmente estd desplazado hacia la formacion de malato por reduccion de
oxalacetato (OAA).

En el caso de las plantas C4 el OAA es el producto primario de la fijacién del
CO, atmosférico sobre el fosfoenolpiruvato, reaccion catalizada por la
fosfoenolpiruvato carboxilasa. En estas plantas una abundante actividlad NADP-MDH
esta localizada exclusivamente en los cloroplastos de las células del meséfilo. El malato

producido es, entonces, transportado a las células adyacentes de la vaina vascular,
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donde es descarboxilado (Figura 1.6); el CO, liberado es nuevamente fijado, pero en
este caso por la Rubisco, ingresando en el ciclo de Calvin (Hatch y Slack, 1969; Ray y
Black, 1979). En plantas C4 la NADP-MDH ha sido ampliamente estudiada (Kagawa y
Bruno, 1988), y la secuencia completa de aminoacidos deducida a partir de la
nucleotidica de cDNA, o clones gendémicos de maiz (Metzler et al., 1989) y sorgo
(Cretin et al., 1990, Luchetta et al., 1990; Luchetta et al, 1991). En plantas CAM
(metabolismo acido de la Crasulaseas), de metabolismo parecido en algunos aspectos a
las Ca, las reacciones de carboxilacion y descarboxilacion indicadas estan separadas por
el tiempo, en vez de espacialmente, como ocurre en las C4. La mayor parte de la captura
y fijacion de CO; ocurre durante la noche, generandose OAA que reducido por la
NADP-MDH a malato, se acumula en la vacuola. Durante el dia las plantas cierran sus
estomas para evitar la pérdida de agua por evaporacion, y utilizan el malato acumulado
como fuente de CO; para su refijacion en el ciclo de Calvin.

Mientras que la NADP-MDH en plantas C4 esta basicamente involucrada en la
fijacion del CO,, en plantas C; su funcion esta asociada con la transferencia de
equivalentes de reduccion entre el cloroplasto y el citosol, mecanismo conocido como
lanzadera del malato (Heber, 1974). El malato, generado en el cloroplasto a expensas
del OAA y el NAPH producido en fotosintesis, es transportado hacia el citosol mediante
un translocador de acidos dicarboxilicos ubicado en la membrana interna del cloroplasto
(Ebbighausen ef al., 1987). La NADP-MDH es especialmente activa en situaciones
donde se produce un desbalance entre el NADPH y el ATP generados en el cloroplasto,
o cuando se produce mas NADPH del que puede ser consumido. Esto Gltimo ocurre en
la fase de induccion, que se da cuando las plantas son iluminadas después de un periodo
prolongado de oscuridad (Scheibe ez al., 1986), asi como en condiciones extremas de
iluminacioén, donde todos los sistemas de disipacion de energia estén operando al
méaximo. La sobreproduccion de NADPH es exportada al citosol via reduccion
cloroplastidica de OAA a malato, exportacion de éste al citosol mediante el translocador
de dicarboxilatos, donde tiene lugar el proceso inverso mediante otra malato
deshidrogenasa, ahora NAD-dependiente, con liberacion de NADH. Alternativamente
otra valvula, llamada reduccion fotosintética del O,, actua en reemplazo de la lanzadera
del malato. Evidencias experimentales sugieren que la valvula del malato opera

prioritariamente y que este segundo mecanismo solo se produce en condiciones de
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Figura 1.6 - Flujo de metabolitos entre organelas y entre células del mesoéfilo
y de la vaina vascular en plantas C,, Zea mays (a) y Amaranthus (b). En (a)
las enzimas son: 1, fosfoenolpiruvato carboxilasa, 2, NADP-malato
deshidrogenasa; 3: enzima malica, 4, piruvato diquinasa. En (b): 1,
fosfoenolpiruvato carboxilasa; 2, oxalacetato-aspartato aminotransferasa; 3,
NADP-malato deshidrogenasa; 4, enzima malica, 5, piruvato diquinasa.

Adaptado de Gietl (1992).
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emergencia, para prevenir la sobre-reduccion de los constituyentes de la cadena de
transporte electronico fotosintético y subiguiente fotoinhibicion (Steiger y Beck, 1981).
La valvula de malato es un mecanismo menos perjudicial para la célula que la del Oy, ya
que cuando opera esta Gltima la concentracion de H,O, aumenta, siendo necesaria
entonces la participacion de procesos de detoxificacion del H,O; y productos de su
metabolismo. La importancia fisiologica de la valvula de malato aumenta al considerar
que los equivalentes de reduccion liberados al citosol pueden ingresar a la mitocondria y
dar lugar a la sintesis de ATP (Ebbighausen ez al., 1987).

Varios residuos de cisteina estan localizados en la secuencia de la NADP-MDH,
y todos son especificos de la isoforma regulada via rédox. Dos de estos residuos estan
ubicados en el lado N-terminal, y uno en el C-terminal. Los estudios de Decottignies ef
al. (1988) realizados en sorgo, han demostrado que el puente disulfuro ubicado en la
region N-terminal es regulado por la luz. De hecho, experimentos de mutagénesis
dirigida han confirmado que dicho puente disulfuro es reducible por Trx (Issakidis et
al., 1992). Estudios posteriores han determinado que las cisteinas de la region C-
terminal podrian constituir un segundo punto de regulacion (Issakidis et al., 1993,
Issakidis ef al., 1994). Sin embargo, estudios realizados en guisante han arrojado
algunos resultados diferentes; no obstante, fue comprobado el mecanismo basado en dos
disulfuros regulatorios (Reng ef al., 1993). Los resultados obtenidos hasta el momento
sugieren que la enzima, al estado oxidado, se mantiene en una conformacion cerrada,
mientras que el relajamiento de la estructura, provocado por reduccion, favoreceria la
aparicion de las propiedades cataliticas de la misma.

Es de comprender el sentido fisiologico de la regulacion de la NADP-MDH por
la luz. Esta se produce a través del sistema ferredoxina/tiorredoxina, tal como ocurre
con la FBPasa, aunque en este caso una forma diferente de tiorredoxina, la tiorredoxina

m, es la encargada de su modulacion.

1.1.5 - Tiorredoxinas

Las Trxs son proteinas de baja masa molecular (alrededor de 12 kDa), con
actividad protein-disulfuro oxido-reductasa, ubicuas en bacterias, levaduras, animales y
plantas superiores. Fueron descubiertas en E. coli como involucradas en la reduccion de

ribonucledtidos a sus correspondientes desoxi-ribonucledtidos (Holmgren, 1985).
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A pesar de su baja homologia en la secuencia de aminoacidos, presentan entre si un
tamafio y plegamiento similar, con un nicleo de 5 laminas 3, rodeadas por una corona
de 4 a-hélices (Ecklund ef al., 1991). Dentro de la hélice a-2 todas ellas muestran la
secuencia —W-C-G-P-C-, altamente conservada, la cual posee las dos cisteinas
involucradas en los procesos rédox en los que las Trxs participan (Figura 1.5b). Se han
caracterizado en cloroplastos de plantas superiores dos isoformas de Trx: Trx f,
involucrada en la modulacion de la FBPasa y algunas otras enzimas del ciclo de Calvin,
y Trx m, encargada de la regulacion de la NADP-MDH (Jacquot et al., 1997a). En
este proceso de activacion la ferredoxina-tiorrredoxina reductasa (FTR) canaliza los
equivalentes de reduccion generados en la cadena de transporte electronico fotosintética
desde Fd a Trx. Esta Trx reduce la enzima activable en una reaccion de intercambio tiol-
disulfuro, no enziméatica (Buchanan, 1992). Ambas Trxs son de codificacién nuclear,
sintetizadas en formas precursoras, perdiendo el péptido de transito en el transporte
hacia el cloroplasto. En el citosol existe un tercer grupo de Trxs, denominadas Trxs 4,
de las cuales hasta 5 isoformas han sido descritas en Arabidopsis (Rivera-Madrid ez al.,
1995). Analisis de comparacion de secuencias muestran una filogenia divergente en
ambas Trxs cloroplastidiéas, siendo el tipo m cercano a las Trxs procariéticas, y el f
similar a las de mamiferos (Hartman et al., 1990).

Hay amplia evidencia de la dependencia del sistema cloroplastidico de
ferredoxina-tiorredoxina de varias proteinas relacionadas con la fijacion del CO, (ciclo
de Calvin) y procesos anejos de la actividad fotosintética, como la NADP-MDH vy la
CF,-ATPasa (Buchanan et al., 1994). Existe también una isoforma cloroplastidica de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la cual es inactivada por la luz con intervencion del
sistema ferredoxina-tiorredoxina. Esta enzima interviene no sblamente en procesos
anabolicos, sino también en catabolicos (Scheibe, 1991). Todos los componentes
necesarios del sistema ferredoxina-tiorredoxina, a saber, ferredoxina, ferredoxina-
tiorredoxina reductasa y tiorredoxina, han sido aislados de organismos fotosintéticos,
desde cianobacterias hasta plantas C4 (Droux et al., 1987, Huppe et al., 1990, Cossar et
al., 1994), sugiriendo la universalidad de este sistema en el reino vegetal. Aunque estos
estudios han proporcionado una base bioquimica bastante firme sobre la funcion de las
tiorredoxinas en el cloroplasto, algunas cuestiones permanecen pobremente entendidas

(Jacquot et al., 1997a). Nuevas proteinas relacionadas con las tiorredoxinas, como la
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glutarredoxina y protein disulfuro isomerasas, han sido recientemente descubiertas en
plantas, y es posible que ellas, al igual que las Trxs, puedan tener participacion en la
regulacion rédox cloroplastidica.

Por otra parte, no estd claramente demostrado el significado fisiologico de la
existencia de varios tipos de Trx en la célula fotosintética. Generalmente es asumido
que la Trx f es la Gnica capaz de activar eficientemente a la FBPasa (Jacquot ef al.,
1997a). Sin embargo, en presencia de los moduladores FBP y Ca®** la Trx m de
espinaca es capaz de activar la FBPasa homologa (Schiirmann ef al., 1985). Mas aun,
en nuestro laboratorio se ha demostrado que la Trx m de guisante puede activar a la
FBPasa homologa altn en ausencia de dichos moduladores (Lopez Jaramillo ef al.,
1997). Por otro lado, el descubrimiento de Pasternak et al. (1996) de que el promotor
del gen de Trx en Rhodobacter sphaeroides contiene una secuencia regulada por
oxigeno, apoyaria la idea de que el tipo procariotico de Trx (Trx m) puede tener
participacion en la defensa contra el estrés.

Se ha descrito un nuevo grupo de peroxidasas dependientes de grupos tioles. Las
peroxidasas dependientes de tiorredoxinas (peroxirredoxinas) forman un grupo de
enzimas protectoras anti-peroxido que no guardan homologia con otras isoperoxidasas,
pero conservan la secuencia DFTPVCPTE en la region C-terminal de la proteina. El
residuo de cisteina en esta secuencia tiene un papel central en la actividad catalitica
(Chae et al., 1994). La reduccion del sustrato peroxido implica la oxidacion de este
residuo de cisteina, para finalmente formar un puente disulfuro con otro resto de cisteina
de la molécula proteica. La regeneracion de la enzima es llevada a cabo por el sistema
ferredoxina/tiorredoxina. En plantas han sido identificadas peroxirredoxinas en Bromus
secalinas (Goldmark ef al., 1992), cebada (Aalen ef al., 1994), espinaca y Arabidopsis
(Baier y Dietz 1996). Si la tiorredoxin-peroxidasa esta, de hecho, presente en el
cloroplasto, podria usar Trx m como sistema de regeneracion. Otra posible funcién del
tipo procariético, la Trx m, podria ser el control traduccional del mRNA, como fue
postulado en C. Reinhardtii (Danon y Mayfield, 1994).

Con respecto a las Trxs extracloroplastidicas, a las Trxs 4 se les ha asignado
distintas funciones en plantas. Varios estudios las involucran en el proceso de
removilizacion de reservas en semillas (Lozano et al., 1996), pero todavia no se les ha

asignado una clara funcién en hojas. Esto se debe principalmente a la gran cantidad de
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isoformas de Trxs / presentes. Por ejemplo, una de éstas se manifiesta como un potente
activador in vifro de la NADP-MDH, siendo eficientemente reducida por el sistema
ferredoxina-tiorredoxina (Stein et al., 1995). Hay observaciones que asignan funciones
especificas a las Trxs / en 6rganos reproductivos (Li ez al., 1995; Bower et al., 1996).
Finalmente, la observacion en plantas de arroz de la elevada concentracion de Trx 4 en
el floema (Ishiwatari ef al., 1995), ha hecho pensar que la funcién fisiologica mas
importante de las Txs A tenga que ver con la participacion en la expresion de
determinados genes, via sefiales moleculares asociadas a cierto tipo de receptores,. Se
ha encontrado que los factores de transcripcion fos y jun, involucrados en respuestas
frente al estrés oxidativo, son regulados en forma rédox con la posible participacion de
Trx h (Babiychuk er al. 1994). Recientemente, ademas, se ha encontrado que una
proteina tipo tiorredoxina, localizada en el cloroplasto, se induce por déficit hidrico en
patata (Rey ef al., 1998). Esta evidencia experimental esta apoyando la idea de que las

tiorredoxinas podrian ejercer un papel protector frente a diferentes situaciones de estrés.

1.2 - RESPUESTA DE LAS PLANTAS A CONDICIONES DE ESTRES

Las plantas estan siempre expuestas a la fluctuacion de muchos factores
ambientales que afectan al ritmo fotosintético. El factor mas importante para la
fotosintesis, la radiacion solar, esta continuamente variando, y los otros factores no
siempre estan en condiciones favorables cuando la luz no es limitante. La disponibilidad
de CO; para los cloroplastos es deprimida por la sequia via cierre estomatico, mientras
que las bajas temperaturas disminuyen la tasa de fijacion del CO,. Ante tales
circunstancias la capacidad de drenaje de los fotones absorbidos esta disminuida, con
acumulo de potencial reductor (NADPH) y energético (ATP). Esto, junto con el efecto
directo de la radiacion sobre moléculas fotosensibles de los fotosistemas (clorofilas,
D1,D2, etc), produce dafios que pueden poner en peligro la viabilidad de la planta, y
siempre disminuir su rendimiento.

Cuando la cantidad de fotones incidente en una hoja excede la capacidad de
utilizacion de los mismos, la energia de excitacion y los equivalentes de reduccion
generados producen especies parcialmente reducidas de oxigeno y radicales libres en el
cloroplasto, moléculas reactivas que oxidan determinadas moléculas diana. Las plantas

tienen muchos sistemas para disipar la energia procedente del exceso de fotones, bien
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suprimiendo la produccion de moléculas reactivas, bien drenando la energia en exceso
en forma de fluorescencia y calor. Varios mecanismos son puestos en juego por las
células fotosintéticas para evitar el dafio producido por el exceso de fotones:
fotorrespiracion, regulacion del PS II asociada al gradiente de protones tilacoidal,
fotorreduccion del oxigeno molecular a agua, fotofosforilacion ciclica, y ajuste de la
tasa de excitacion del PS Iy PS II.

Deficiencias de ciertos nutrientes minerales, tanto macro (fosfatos, Mg*") como
micro (Fe, Cu, etc) pueden también hacer disminuir el ritmo fotosintético. Sumado a las
condiciones ambientales, algunos factores endogenos afectan la capacidad de utilizacion
de los fotones por parte de la hoja. Por ejemplo, una baja utilizacion de fotosintatos en
los 6rganos de destino afecta negativamente la capacidad fotosintética de la hoja.

Es importante considerar, ademas, que la foto-produccion de radicales y especies
activas de oxigeno siempre existe en el cloroplasto, ain cuando las condiciones para la
fotosintesis sean favorables. Por lo tanto, la presencia de un sistema protector es
esencial para evitar el dafio celular. El oxigeno liberado en el cloroplasto, producto de la
fotolisis del agua, es principalmente reducido al nivel del Fotosistema I (reaccion de
Mehler), con la formacion resultante de superoxido. Este radical es dismutado a O, y
H;O; por la superéxido dismutasa. Este peroxido puede rapidamente alcanzar niveles
toxicos (10 uM), deletéreo para algunas de las enzimas reguladas por sistemas rédox
(tiol-disulfuro) en el mecanismo de asimilacion del carbono. El peroxido de hidrdgeno
es, entonces, removido por una ascorbato peroxidasa cloroplastidica, con la formacion
secuencial de monodehidroascorbato y dehidroascorbato (Foyer y Mullineaux, 1998).
En el proceso de regeneracion de ascorbato (Figura 1.7), el primero es reducido por Fd
via una monodehidroascorbato reductasa, y el segundo a través de una glutation
reductasa acoplada a NAD(P)H (reaccion peroxidasa de Mehler), un sistema esencial
bajo condiciones de estrés (Noctor ef al., 1998). La alta concentracion de ascorbato en
el cloroplasto (10-30 mM) aumenta como respuesta al incremento de la intensidad de la
luz debido a su participacion, no solo en el ciclo de la peroxidasa de Mehler, sino
también como reductor de otras especies activas de oxigeno. Ademas, éste compuesto
esta también comprometido en los pasos de deepoxidacion del ciclo de la violoxantina.

En relacion a estos mecanismos, la alta concentracion de Trx / encontrada en el

floema (Ishiwatari et al., 1995) ha permitido sugerir que la Trx 4 puede ejercer una
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Figura 1.7 - Sistemas detoxificantes del anion superdxido y peréxido de
hidrégeno que operan en el cloroplasto. (A) sistema tilacoidal: (a) difusion al
estroma del radical superéxido generado dentro de las membranas
tilacoidales;, (b) dismutacion del ani6n superdxido catalizada por la
superoxido dismutasa (SOD) ligada a las membranas tilacoidales;, (c)
reduccion del peroxido de hidrogeno por ascorbato (AsA) catalizada por la
ascorbato peroxidasa ligada a la membrana tilacoidal (tAPX), (d) reduccién
del radical monodehidroascorbato (MDA) por la ferredoxina reducida en el
PS 1. (B) sistema que opera en el estroma: (f) reaccion de SOD de estroma;
(g) reduccion de peroxido por la ascorbato peroxidasa de estroma (sAPX); (h)
reduccion del monodehidroascorbato por NAD(P)H, catalizada por
monodehidroascorbato reductasa; (i) dismutacion espontinea del MDA a
dehidroascorbato (DHA) y AsA; (j) reduccion de DHA a AsA por una GSH
catalizada por DHA reductasa, (k) reduccién de NADP por ferredoxina
reducida catalizada por Fd-NADP reductasa, y produccion de NADH
catalizada por una transhidrogenasa; y (1) reducciones del glutation oxidado
por NADPH catalizada por glutation reductasa. Adaptado de Asada (1994).

25

0000000000000 000OCOCCCOOOONOO




Introduccion

funcion como agente antioxidante bajo condiciones de estrés. Esto esta apoyado por el
bajo potencial rédox de las Trxs (entre —200 y ~300 mV), en comparacion con los de

ascorbato (+58 mV) y glutation (-250 mV) (Salamon et al., 1995).

1.2.1 - Estrés luminico y fotoinhibicién

La fotoinhibicion se puede definir como la inhibicion, dependiente de la luz, de
las reacciones fotosintéticas reguladas por ésta (Osmond, 1994). Entender la
fotoinhibicion requiere aclarar primero como opera el aparato fotosintético en presencia
de un exceso de fotones. Con intensidades de luz cercanas a 750 pmol m? s™ (PAR), las
plantas estan ya expuestas a un exceso de fotones del 50 % (Anderson y Osmond,
1987), lo que en otras palabras significa que la eficiencia fotosintética puede bajar al 50
%. El blanco principal de la fotoinhibicién es el PS II. Su vulnerabilidad esta
relacionada con la capacidad que tiene de generar oxidantes, y reductores, lo
suficientemente fuertes como para quedar fuera del control de los mecanismos
fisiologicos de regulacion.

Se han identificado dos rutas distintas para el dafio fotoinducido al PS II,
denominadas como mecanismos del lado aceptor, y mecanismos del lado dador
(Andersson y Barber, 1996). Los primeros conllevan la recombinaciéon del par
P680"Phe’, donde el P680 es el dador primario del PS II y Phe (feofitina) el aceptor
primario de electrones de este fotosistema (Figura 1.2). La recombinacién ocurre
cuando la plastoquinona Q4 es doblemente, no secuencialmente, reducida, por ejemplo
con alta iluminacion, lo que provoca la formacion de un estado triplete del P680 que
lleva a la formacion del altamente toxico oxigeno singlete. Como consecuencia se
produce la proteolisis de la proteina D1. Los mecanismos que operan del lado del dador
no son, sin embargo, dependientes de la presencia de oxigeno, y resultan del dafio
debido a la larga vida de ciertos estados de oxidacion (por ejemplo P680™). El alto
potencial rédox de esos estados provocan la oxidacion de pigmentos y aminoacidos. La
generacion de especies reactivas de oxigeno no afecta exclusivamente al PS II. En
especial se cita a ciertas enzimas del ciclo de Calvin, FBPasa y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, como afectadas inicialmente por la fotoinhibicion (Asada,
1994). Para hacer frente a este dafio las plantas poseen varios mecanismos para la

supresion de las moléculas reactivas foto-producidas, ya mencionados anteriormente.
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Cuando la capacidad de los mecanismos de proteccion es excedida, el dafio conlleva

la degradacion de la clorofila y la destruccion del cloroplasto.

1.2.2 — Estrés luminico asociado a estrés térmico

Como se ha mencionado, la exposicion de las hojas a una elevada irradiancia
puede redundar en el dafio de la maquinaria fotosintética. La presencia simultanea de
otros factores estresantes, como la sequia o las bajas temperaturas, puede aumentar la
susceptibilidad a la fotoinhibicién por elevadas irradiancias (Powles, 1984). En
contraposicion, la luz parece tener un efecto protector frente a altas temperaturas
(Havaux y Strasser, 1990, 1992; Havaux ef al., 1991). El sentido bioldgico de esta
proteccion se puede explicar considerando que ambos factores, alta luz y calor,
generalmente se dan en forma simultanea en la naturaleza. Pero en algunos casos, en
climas templados y frios, las plantas estdn a menudo expuestas a altas irradiancias junto
a bajas temperaturas. '

A la fotoinhibicion que se da en estas condiciones se la ha relacionado
generalmente con la actividad del PS 11, provocando la generacion de muchos centros de
reaccion inactivos de este fotosistema (Krause, 1994). Este fenomeno tiene el sentido
fisiologico de conferir estabilidad al aparato fotosintético frente a un exceso de fotones
que no puede ser aprovechado por el mismo. Desde este punto de vista la fotoinhibicion
ejerceria una funcion protectora. A medida que se prolongan las condiciones de estrés
las plantas se hacen menos susceptibles de suffir fotoinhibicion, logrando cierto tipo de
aclimatacion. Algunos autores han propuesto, incluso, que la aclimatacion a bajas
temperaturas podria aumentar la tolerancia a elevadas intensidades de luz (Somersalo y
Krause 1989, 1990). La mayoria de los trabajos relacionados con el efecto de las altas
irradiaciones asociadas a elevadas o bajas temperaturas, se circunscriben a la etapa
luminica de la fotosintesis. Es logico pensar que las plantas necesitan adecuar otros
mecanismos, como el de la reduccion del CO,, para hacer frente a esta condiciones de
estrés. Como se ha mencionado, el estrés implica la generacion en el cloroplasto de
especies reactivas de oxigeno, con la consecuente alteracion del equilibrio rédox del
mismo. Sera interesante analizér como responden los sistemas enzimaticos regulados

por oxido-reduccion frente a estas condiciones.
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Aparte de su papel regulador en el ciclo de Calvin, la enzima FBPasa tiene una
importante funcion fisiologica, que es la de desviar el carbono reducido en fotosintesis
hacia la formacion de almidén transitorio dentro del cloroplasto, en momentos en que
las condiciones ambientales permiten una alta tasa de fotosintatos, y en que la demanda
de azucares por otros 6rganos de la planta no es apremiante, con una sintesis de sacarosa
en el citosol deprimida. Esto permite que cuando las condiciones de movilizacion de
sacarosa via floema se restablezcan, el almidon se degrade para dar lugar a la formacion
nuevamente de triosas-fosfato, que son exportadas al citosol para servir de sustrato para
la sintesis de sacarosa. Se ha determinado en estudios previos la modulacién por la luz
de la expresion de esta enzima, tanto a nivel traduccional como transcripcional, asi
como la regulacion de su actividad. Esta ultima tiene lugar por un proceso rédox via la
intervencion de su activador fisiologico, la Trx f.

Por su parte, la NADP-MDH en plantas C4 cumple una funcion importante en el
ciclo de movilizacion del carbono, primariamente fijado en las células del mesoéfilo,
hacia las células de la vaina vascular, en cuyos cloroplastos tiene lugar la reduccion
fotosintética del mismo. Pero en plantas C;, como es el caso del guisante, su actividad
estaria dedicada casi exclusivamente a equilibrar el estado de oxido-reduccion entre el
estroma del cloroplasto y el citosol. Esta enzima, al igual que la FBPasa, esta regulada
via rédox, y su activador fisioldgico es la Trx m.

Los objetivos a cumplir en una primera etapa se llevaron a cabo sobre plantas
crecidas en condiciones normales de luz, temperatura y humedad, tendentes a resolver

las siguientes cuestiones:

L Evolucion del sistema modulador de la FBPasa y de la NADP-MDH durante la
ontogenia de plantas de guisante. Estos estudios se realizaron a los niveles de: a)
medicion de las correspondientes actividades enzimaticas, y b) determinacion de
la expresion transcripcional y traduccional de las citadas enzimas, y de sus

moduladores Trx fy Trx m.

1L Niveles de actividad y expresion transcripcional y traduccional de FBPasa,
NADP-MDH, Trx fy Trx m, en distintos o6rganos de la planta de guisante

durante su ontogenia.
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Las plantas durante su desarrollo estan sujetas en numerosas ocasiones a
condiciones adversas del ambiente. Para hacer frente a tales situaciones ponen en juego
diversos sistemas de proteccion. Si la capacidad de estos sistemas no es superada, las
plantas sobreviven logrando aclimatarse. En general, los primeros sintomas de estrés
estan relacionados con la generacion de especies activas de oxigeno, y los mecanismos
de defensa que se ponen en juego tienden a detoxificar la célula de tales compuestos
perjudiciales. Por su potencial rédox, las Trxs podrian actuar como moléculas
antioxidantes, cumpliendo funciones similares al ascorbato y glutation. Ademas, en lo
que atafie al proceso fotosintético en si, el PS I es especialmente sensible a condiciones
de estrés ambiental. El funcionamiento de la maquinaria fotosintética, en estos casos,
depende de la velocidad de reparacion, sintesis y ensamblado de los componentes de
dicho complejo. Existen antecedentes que dan a la regulacion rédox, via el sistema
ferredoxina/tiorredoxina, especial intervencién en estos mecanismos de reparacion.

En una segunda etapa los estudios se realizaron en plantas expuestas a

condiciones desfavorables del ambiente, y los objetivos a cumplir fueron los siguientes:

IOI.  Analizar los niveles de expresion de las Trxs fy m y de sus proteinas diana

FBPasa y NADP-MDH, en plantas sometidas a elevadas irradiancias.

IV.  Asociar las condiciones de estrés luminico a altas o bajas temperaturas, y

estudiar los niveles de expresion de las citadas proteinas.

Con estos objetivos se pretendia, por un lado, ayudar a dilucidar la participacion
de las Trxs en los mecanismos de defensa antiestrés y, ademas, estudiar las posibles
modificaciones en la actividad y en los niveles de expresion de las enzimas FBPasa y
NADP-MDH cuando las condiciones dejan de ser las adecuadas para un crecimiento

normal de las plantas.
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Para alcanzar los objetivos enunciados se disefio el siguiente plan de trabajo:

a - Expresion heterologa y purificacion de FBPasa para obtener anticuerpos
policlonales. De anti-NADP-MDH, anti-Trx f y anti-Trx m existia una dotacion

suficiente en nuestro laboratorio.

b - Expresion heterdloga y purificacion de Trx m con vistas a su utilizaciéon en las
determinaciones de actividlad NADP-MDH dependiente de Trx exégena. Para la
medicion de la actividad FBPasa se utilizé Trx f expresada y purificada previamente

en nuestro laboratorio.

¢ - Estandarizacion de las condiciones de cultivo adecuadas para que las plantas de

guisante pudieran completar el ciclo ontogénico en hidroponia.

d - Puesta a punto de la técnica de RT-PCR para el analisis de los niveles de expresion

transcripcional en muestras foliares, y de otros 6rganos, de plantas de guisante.

e - Determinacion de actividades enzimaticas y niveles de expresion transcripcional y
traduccional durante la ontogenia, en muestras foliares y de diferentes organos

procedentes de plantas crecidas en condiciones ambientales normales.

f- Imposicion de condiciones de estrés, y medicion de respuestas de tipo fisiologico de

las plantas para analizar la magnitud del efecto alcanzado.

g - Mediciones de actividades enzimaticas, niveles proteicos y de mRNAs especificos,
en plantas expuestas a condiciones de estrés luminico, y de estrés luminico asociado

a estrés térmico.
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Materiales y métodos

3.1 - Material botanico
Los estudios se realizaron utilizando plantas de guisante (Pisum sativum cv

Lincoln).

3.2 - Condiciones de crecimiento

3.2.1 - Germinacion

Las semillas se dispusieron sobre vermiculita adecuadamente humedecida en
bandejas de plastico. La germinacién se condujo en camara climatica a 100 pmol. m? s™
(PAR) de irradiacion, en fotoperiodo de 16 horas y 25/20°C de temperatura dia/noche. Se
aplico un riego periodico y las plantulas se recogieron transcurridos 10 dias para proceder

a su colocacion en macetas de cultivo hidropénico.

3.2.2 - Crecimiento en hidroponia

Plantulas de 10 dias desde la siembra inicial fueron transplantadas a macetas de
cultivo hidroponico en las condiciones descritas para germinacion (condiciones control). Las
macetas utilizadas fueron de dos tipos. Cubetas cilindricas de metacrilato transparente de
2 litros de capacidad, redubiertas con plastico negro para evitar el desarrollo de algas. La
tapa de las mismas también era de color negro y poseia seis agujeros por los que se
introducian las plantulas, sostenidas por pequefios cilindros de espuma de plastico. Este tipo
de macetas se utilizé en los ensayos de ontogenia. Para los ensayos de estrés luminico
resultaron inadecuadas debido a que la excesiva irradiancia provocaba el calentamiento de
la solucion hidroponica, a causa del plastico negro que las recubria. Es estos ensayos se
emplearon recipientes de corcho blanco (tergopol) de 5 litros de capacidad, herméticamente
cerrados para evitar el paso de la luz. En cada uno de ellos se colocaron 12 plantas a través
de sendos agujeros, sostenidas con cilindros del mismo material que el recipiente, que no
dejaban pasar la luz al interior del mismo. Los medios de cultivo eran continuamente
aireados a través de finos tubos de vidrio que se introducian en las soluciones hidroponicas,
por los que se insuflaban pequefias corrientes de aire producidas por bombas impulsoras. En
los ensayos de ontogenia, a medida que el tamafio de las plantas lo exigia, fue necesario ir
colocando guias de madera fijadas en las tapas de las macetas.

El medio liquido de cultivo utilizado fue del de Hewitt (1960), con la siguiente
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formula de preparacion:

Solucion A de micronutrientes:

BO;H; 14375 g
S04Zn.7TH,0 0.1099 g
CibMn 4H,0O 0.9002 g
SO,Cu.5H,0 0.1000 g
H,;O hasta 500 ml
Solucién B de macronutrientes:
(NO3),Ca.4H,0 225220 g
NO:K 1.7620 g
(NOs),Mg.6H,0 3.1932 ¢
EDTA Fe 14112 ¢
H;O hasta 1000 ml

Solucién C de macronutrientes:

5.7460 g

H,O

hasta 1000 m!

Solucién D de macronutrientes:

POHK

12.6880 g

H,0

hasta 1000 ml

La férmula para la preparacion de 5 litros de medio nutritivo fue la siguiente:

Solucién A de micronutrientes 5ml
Solucion B de macronutrientes 250 mi
Solucion C de macronutrientes 250 ml
Solucién D de macronutrientes 250 ml
H,O hasta 5000 ml

Posteriormente se ajusto el pH hasta un valor de 5.5 con KOH 1N.
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La concentracion final del medio de cultivo era entonces:
NOs 11.65 meq/l
POHy 466 “
SO~ 233 “
K' 596 “
Ca* 954 «
Mg 358 «
Fe 10.00 ppm
Mn 050 *
B 050 *
Cu 0.05 “
Zn 005 “

Diariamente se reponia el agua transpirada, y el medio de cultivo se cambiaba

totalmente cada 10 dias.

3.2.3 - Tratamientos de estrés

En estos ensayos los recipientes conteniendo las plantas se colocaron bajo focos
halégenos de 1500 W, interponiendo entre ambos, para evitar un sobrecalentamiento del
material vegetal, una piscina con una columna de agua circulante de 5 cm de espesor. En
estas condiciones se consiguio que la radiacion fotosintéticamente activa que incidia sobre
las plantas fuera de 2000 a 2500 pmol.m™ 5™, Este sistema se colocé dentro de una camara
climatica Koxka, modelo Api 19/2 MPG, en la cual se ajust6 el control de temperatura
dia/noche a valores de 25/20°C (temperatura normal) 6 35/30°C (temperatura alta). Para
ensayos a bajas temperaturas (15/10°C, u 8°C en luz continua) fueron desconectadas las
resistencias de la camara. Con este sistema se lograron diferentes combinaciones de estrés

luminico y térmico.

3.3 - Fotosintesis neta

3.3.1 — Fundamento y descripcion del equipo

La determinacion de la tasa de fotosintesis neta se realizé mediante IRGA (infra-red
gas analyzer). El método se basa en que las moléculas gaseosas heteroatomicas (CO, y

H,0, fundamentalmente entre las existentes en el aire) exhiben una absorcion al infrarrojo,
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siendo maxima para el CO,a 4.25 um. Una fuente de incompatibilidad es el vapor de agua
de la atmosfera, asi como el emitido por la propia planta en la transpiracion, hecho agravado
por su presencia en cantidades muy superiores a la del CO, atmosférico (unas 340 partes por
mill6n). Sin embargo, el vapor de agua tiene su maximo de absorcion a 2.7 um, con lo que
el problema se podria obviar efectuando la medida a 4.25 pm, longitud de onda a la que la
absorcion del vapor de agua es pequefia. No obstante, y para eliminar problemas adicionales,
el vapor de agua se va retirando del circuito gaseoso haciendo circular €ste por una columna
de perclorato potasico, un desecante poderoso.

Hay que indicar que mediante este procedimiento se lleva a cabo una medida de
fotosintesis neta, es decir, se determina el CO, asimilado por la hoja menos el CO, emitido
por respiracion, tanto mitocondrial como en fotorrespiracion. Por lo tanto, se mide el CO;
neto incorporado por la planta. El equipo utilizado es un LiCor mod. LI-6200, de circuito
cerrado. Ello quiere decir que, una vez iniciada la medida, no hay aporte exdgeno de gas
alguno. En consecuencia, la concentracion de CO, del circuito ira disminuyendo con el
tiempo a causa de la actividad fotosintética de la planta, constituyendo la medida de esta
caida la base de la determinacion. El esquema experimental del equipo esta constituido por
la camara fotosintética, que albergara la planta o parte de la misma, unida mediante tubos
adecuados (impermeables y no absorbentes para el CO,) al equipo de medida o IRGA
propiamente dicho. Entre ambos se intercala una bomba de impulsion de la masa gaseosa
estanqueizada, asi como la columna absorbente de perclorato potasico antes mencionada.
Adicionalmente el equipo permite intercalar opcionalmente una columna de cal sodada
(Figura 3.1 a).

La célula de medida es una camara de metacrilato incoloro de 250 ml de capacidad,
que puede cerrarse a través de una charnela, aprisionando entre las dos mitades de forma
estanqueizada una hoja, o parte de la misma en nuestro caso. Mediante un dispositivo
fabricado al efecto, la cdmara delimita como superficie a fotosintetizar un disco foliar de
3.14 cm’. Esta célula fotosintética alberga varios sensores en su interior: de humedad, de
temperatura del aire, y de temperatura de la hoja, amén de unos microventiladores que
homogeneizaréan el contenido gaseoso de la célula. En el exterior existe adosado un sensor

cuantico para medida de la radiacion incidente sobre la cAmara (Figura 3.1b).

40



oo

Materiales y métodos

3.3.2 — Medida de fotosintesis neta

La fotosintesis neta se determiné a la concentracion de CO, ambiental
(aproximadamente 340 ppm), medida al comienzo de la experiencia, y bajo una irradiacion
del tejido foliar de la camara de 1000 pmol.m™.s™ PAR, determinada in situ por el sensor
cuéntico anejo a la célula de medida. El equipo se calibro antes de cada serie de
determinaciones con una concentracion de CO, de 300 ppm en aire, suministrada por un
pequefio cilindro de concentracion certificada (Abello-Linde). De las distintas posibilidades
del equipo, el IRGA se configur6 para que realizase una medida del CO, circulante cada 30
segundos, durante 5 minutos. Una vez introducidos en la memoria del equipo los datos de
superficie foliar irradiada y la presién atmosférica ambiental, los datos finales de fotosintesis
neta eran proporcionados por el ordenador del IRGA a partir de las medidas anteriores. La
presion atmosférica ambiental, asi como la temperatura del aire circulante, sirven para
reducir los valores de CO, leidos a condiciones normales de presion y temperatura, lo que
lleva a cabo el aparato de forma continuada merced a la capacidad de calculo de la
computadora incorporada.

La determinacion se lleva a cabo in vivo, es decir, sin separar la hoja del pie de
planta, hoja que luego queda incorporada al metabolismo general del vegetal. Los valores
de CO; circulante leidos cada 30 segundos vienen expresados en partes por millén (ppm)
en relacion v/v. Teniendo en cuenta que la medida en IRGA es una determinacion
espectrofotométrica basada, como todas ellas, en relaciones molares, los datos primeros
obtenidos por el aparato vendran expresados en pumol/litro, que son inmediatamente
transformados en ppm (v/v) por el ordenador incorporado. No obstante, los valores finales
de fotosintesis neta aparecen expresados en umol de CO, asimilado por unidad de tiempo

(segundos) y de superficie foliar (m?).

3.4 - Medidas de fluorescencia

La energia luminosa absorbida por la clorofila de una hoja es usada
fundamentalmente para llevar a cabo el proceso fotosintético, aunque parte puede perderse
como calor o volver a emitirse como fluorescencia. La fluorescencia de la clorofila a de
plantas superiores refleja la actividad fotosintética que tiene lugar en el cloroplasto,

dependiendo de multiples factores como el transporte electronico fotosintético a lo
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PAR [
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DESECANTE TRAMPA DE CO,
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Figura 3.1 - Esquema experimental (a) y camara de medida (b) del IRGA (infra-red gas

analyzer)
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largo de la membrana tilacoidal, el gradiente protonico generado entre el estroma y el
lumen tilacoidal, 1a sintesis de ATP, la fosforilacion del LHC 11, y las reacciones enzimaticas
del ciclo de Benson-Calvin. A temperaturas fisiologicas la fluorescencia es emitida
fundamentalmente por el fotosistema II, por lo que los cambios inducidos en fluorescencia
y su cinética como respuesta a situaciones de estrés, se deben principalmente a variaciones
en dicho complejo (Baker y Horton, 1988).

Kautsky y Hirsch (1931) observaron cambios en la fluorescencia de la clorofila a
cuando una hoja se iluminaba rapidamente después de un periodo de adaptacion a la
oscuridad de unos 15-20 minutos. La cinética caracteristica de esta inducciéon de la
fluorescencia constituye el efecto Kautsky, cuyas fases se denominan OIDPSMT
(Papageorgiu, 1975). En el presente trabajo solamente se han analizado las fases OIDP.
Cuando el tejido foliar utilizado se ilumina con una intensidad de luz incapaz de generar un
transporte electronico, y todos los centros de reaccion ain permanecen “abiertos” (Qa
oxidado), aparece una sefial de fluorescencia inicial denominada F,, propia de la antena.
Posteriormente, la iluminacién con luz actinica suficientemente intensa provoca un
incremento de fluorescencia desde F, a un punto de inflexion I, seguida de una depresion
denominada fase D, que reflejan situaciones de equilibrio entre las formas de reduccion y
reoxidacion de Qa. Finalmente se alcanza un pico (P) o valor de fluorescencia maxima (Fy)
cuando todos los centros de reaccion estan “cerrados” (Qa reducido). La relacion Fy/ Fo
tiene un valor comprendido entre 4 y 5, y distintas condiciones de estrés son capaces de
inducir variaciones en el mismo.

La medida de la fluorescencia se puede efectuar utilizando luz de una longitud de
onda determinada, y detectar la fluorescencia en la zona correspondiente a 685 nm. Este
método de medida, aunque util, limita las posibilidades experimentales, ya que es dificil
medir la fluorescencia inicial F, (se consigue drenando los electrones que pudieran existir
atrapados a nivel del PS II, mediante unos cuantos pulsos de baja intensidad por arriba de
700 nm, que pone en marcha el PS Iy drena dichos electrones), no permite el analisis del

“quenching”, y cada aumento de intensidad luminica provocara el de la fluorescencia,
complicando atin mas la ihterpretacién de los resultados. Sin embargo, el uso de una luz
modulada débil como radiacion de medida, en conjuncién con un sistema de fluorescencia

que solo recoge la emitida a la frecuencia y fase de la luz modulada, permite hacer una
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medida de la fluorescencia en presencia de luz continua de cualquier longitud de onda.
Normalmente, la luz modulada es de una intensidad baja (10 mW.m?), incapaz de generar
una curva de fluorescencia. Una fuente de luz continua (luz actinica) con una intensidad de,
al menos, 20 mW.m? se incluye en instrumentos de este tipo para inducir la curva de

Kautsky.

3.4.1 - Descripcion del fluorimetro de fluorescencia modulada

El sistema minimo del fluorimetro de fluorescencia modulada desarrollado por el Dr.
Schreiber (Universidad de Wiirzburg) se denomina PAM (Walz, Effeltrich, Alemania). Esta
constituido por la unidad de control PAM 101, la unidad emisor-detector ED 101, y la fibra
optica F 101. El equipo comprende, ademas, las unidades PAM 103 y la fuente de luz FL
103. La unidad PAM 101 controla la intensidad y frecuencia de la luz modulada mediante
pulsos de luz de 650 nm de 1 us de duracion. Los pulsos pueden ser de 1.6 kHz para la
determinacion de F, o de 100 kHz cuando se estudia la cinética de la sefial de fluorescencia
inducida por luz, ya que en este Giltimo caso se mejora la relacion sefial/ruido. El haz de luz
pulsado atraviesa un filtro de paso corto (longitud de onda < 680 nm) con el que se elimina
la componente de cola de longitud de onda larga. Este haz llega hasta la hoja a través de la
fibra 6ptica F 101; se crea, entonces, una sefial de fluorescencia que, conducida nuevamente
por la fibra optica F 101, llega al fotodiodo detector de la unidad ED 101, que esta
protegido con un filtro de paso largo (longitud de onda > 700 nm). Ademas, el sistema de
preamplificaciéon que contiene este modulo elimina selectivamente todas las sefiales, a
excepcion de la fluorescencia excitada, durante los pulsos de medida de 1 us, siendo otra
vez amplificada selectivamente dicha sefial en la unidad PAM 101.

La informacion generada fue procesada a través de un sistema informatico acoplado
a dicho equipo. Junto a los médulos descritos esta la unidad PAM 103, que regula el tiempo
y la intensidad de los pulsos de luz actinica procedentes de una lampara Schott KL 1500/KL
1500 (Walz) que se encuentra en la unidad FL 103. Esta fuente se suele utilizar en la
generacion de pulsos saturantes de luz para la determinacion de los valores maximos de

fluorescencia (Fyy).
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3.4.2 - Determinacion de los valores de Fo y Fy.

Se determinaron la fluorescencia maxima (Fy) y la fluorescencia basal (Fo) en hojas
adaptadas a la oscuridad durante 20 minutos. La determinacion de la sefial de fluorescencia
F, fue llevada a cabo por el PAM 101 usando un rayo de luz modulada de frecuencia de 1.6
kHz y una intensidad de luz de 10 mW.m™, incapaz de inducir una transicién electrénica.
La fluorescencia maxima Fy fue determinada utilizando luz modulada con una frecuencia
de 100 kHz y aplicando un pulso de luz actinica saturante de 20 W.m™, suficiente para
reducir todo Qa. Los valores de F,, F\ y parametros cinéticos fueron tratados con un

programa de ordenador suministrado por la casa Walz, denominado DA-100, version 1.06a.

3.5 - Toma de muestras y preparacion de extractos foliares

Las muestras de hojas y demas tejidos analizados se recolectaron a los tiempos
determinados, y luego de registrar el peso fresco de las mismas se conservaron a -80°C hasta
su utilizacion.

Los extractos foliares se prepararon homogeneizando el tejido vegetal congelado a
una relacion 1/4 (p/v) con tampoén Tris-CIH 25 mM pH 7.5, Cl,Mg 5 mM, 2-mercaptoetanol
SmM, EDTA Na, 0.5 mM, y centrifugando posteriormente a 11000xg durante 15 min. En
el sobrenadante se determiné el contenido de proteinas, se midieron las actividades
enzimaticas, o se analizo el contenido de proteinas especificas mediante ELISA o Western-

blotting.

3.6 - Determinacién del contenido en clorofila

Se determino el conténido en clorofila segun el método de Arnon (1949). El tejido
vegetal congelado fue homogeneizado en una relacion 1/8 (p/v) con una mezcla
acetona/agua (4/1). Se centrifugd a 11000xg 5 min. El sobrenadante se pas6 a una probeta
graduada o a un matraz aforado, y en el precipitado se repitio la extraccion dos veces mas.
Se reunieron los extractos, y se enraso a un volumen aproximado a 1/100 (p/v) de tejido
original / liquido extractante. Estas operaciones se realizaron en la penumbra para evitar la
fotodegradacion de la clorofila. Finalmente se leyé la absorbancia de la solucion a 652 nm,
y se calculo la concentracion de clorofila considerando que una absorcion especifica de 34.5

x 10’ corresponde a una concentracion de 1g/ml de clorofila.
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3.7 - Determinacion del contenido de proteinas

El contenido de proteinas solubles totales se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Bradford (1976). Se mezclaron 800 ul de cada dilucion de muestra y 200 pl de
solucion colorante sin diluir (solucion de Azul Coomassie G-250 en acido fosforico y
metanol , BioRad). Como patrén se utilizaron soluciones de distinta concentracion de

albimina sérica.

3.8 - Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La electroforesis vertical en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, segun
Laemmli (1970), se lievo a cabo como control de pureza en los procesos de purificacion de
proteinas, y como primer paso en la técnica de Western-blotting. Se utilizaron dos
concentraciones diferentes de acrilamida/bisacrilamida en el gel separador: 15% para las
tiorredoxinas, y 12.5% para FBPasa y NADP-MDH. Para el gel concentrador se utilizd una
concentracion del 6%. Las formulas de preparacion en cantidad necesaria para dos mini-

geles (Mini-Protean II, BioRad) se expresan en la siguiente tabla:

Gel separador 15 % | Gel separador 12.5 % | Gel concentrador 6 %
Acrilamida 30% / 5ml 4.17 ml 0.6 ml
bis-acrilamida 0.8%
Tris CIH 1.5 M pH 2.5ml 25ml 0.75 ml
8.8
Agua destilada 2.36 ml 3.18 ml 1.62 ml
SDS 10 % 100 pl 100 pl 30 ul
Persulfato amonico 50 ul 50 ul 15 pl
10 %
TEMED 5ul 5ul 3.6ul

El desarrollo electroforético se llevo a cabo con tampon Tris-CIH 0.025 M pH 8.3,

glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v), a un voltaje constante de 100 voltios hasta que el

colorante marcador llegaba cerca del final del recorrido de la placa.

Como marcadores de peso molecular se utilizo una mezcla (Pharmacia) compuesta

por las siguientes proteinas liofilizadas:
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Proteina Masa molecular

Fosforilasa b 94000 daltons

Albimina 67000

Ovoalbumina 43000

Anhidrasa carbonica 30000

Inhibidor de tripsina 20100

Lactoalbumina 14400

100 pg de cada una de ellas se disolvio en 100 pl de tampén Tris-CIH 0.125 M pH
6.8, de los que se utilizaban 10 ul para cada gel. Después de afiadirle tampon de muestra
Tris-CIH 0.125 M pH 6.8, SDS 4 %, 2-mercaptoetanol 5 %, sacarosa 20 %, y azul de
bromofenol 0.002 % en proporcion 1/1 (v/v), tanto las muestras como los marcadores de
peso molecular se calentaron en un bafio de agua a 100°C durante 5 minutos.

Al finalizar la electroforesis los geles se tifieron con una solucion de azul Coomasie
R-250 (Sigma) al 0.025 %, en una mezcla de metanol / acido acético / agua destilada en
proporcion 45/10/45, con agitacion suave durante 2 horas. Posteriormente se decoloraron

en una solucidn de etanol / acido acético / agua destilada en proporcion 30/10/60.

3.9 - Expresion heterologa de FBPasa y de Trx m de guisante en E. coli, y posterior
purificacion de la proteina obtenida.

El objetivo fue contar, en el caso de la FBPasa, de proteina en un grado de pureza
adecuado para la generacion de anticuerpos policlonales en conejos, vy, en el caso de la Trx
m, para utilizarla en la determinacion de la actividlad NADP-MDH dependiente de Trx m
exdgena. En nuestro laboratorio se contaba con una cantidad suficiente de anticuerpos
policlonales anti-NADP-MDH, anti-Trx f'y anti-Trx m, asi como de proteina Trx f
purificada para la determinacion de actividad FBPasa dependiente de Trx f exogena.

De forma general los pasos a efectuar en la expresion de genes foraneos en células
de E. coli son los siguientes:

a - Insercion del gen en un vector de expresion, generalmente un plasmido que ha de
contener los siguientes elementos:
e Secuencias que codifiquen un marcador seleccionable, y que aseguren el

mantenimiento del vector en la célula.
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e Un promotor de transcripcion controlable.
e Secuencias de control traduccional, como las del sitio de union al ribosoma.
e La presencia de un polilinquer que facilite la insercion del gen.
b - Una vez construido, el plasmido recombinante es introducido en una cepa
adecuada de £. coli por transformacion. La transferencia de DNA plasmidico al
interior de E. coli (transformacion) fue demostrada por Cohen et al. (1972) a
partir de las observaciones de Mandel y Higa (1970), segun las cuales la
exposicion de E. coli a C1,Ca a una temperatura proxima a los 0°C favorecia la
entrada de DNA del bacteriofago lambda (transfeccion). Este tratamiento con
Cl,Ca en frio origina un estado especial denominado “competencia”. El protocolo
original ha sufrido pocas modificaciones.
Para llevar a cabo este paso es necesario previamente la preparacion de células
competentes. Se utilizaron células de £. coli de la cepa BL21(DE3), y los vectores pET 3d
y pET 12a.

3.9.1 - Preparacion de células competentes de E. coli

Se tomaron 10 pl de un cultivo en fase estacionaria de la cepa correspondiente de
E. coli, y se diluy6 1000 veces en LB (medio Luria-Bertani). Se llevo a incubar a 37°C con
agitacion hasta alcanzar la fase exponencial temprana de crecimiento (Asoomm= 0.4-0.6). A
partir de este momento se trabajo en fiio, pues la supervivencia de las células competentes
esta limitada por la temperatura. A continuacion se recogieron las células por centrifugacion
a 3000xg durante 10 minutos y, resuspendiéndose en 30 ml de una solucion de Cl,Ca 60
mM en PIPES 10 mM pH 7 y glicerol al 15 %, se dejaron incubando en hielo 40 minutos.
Se volvieron a recoger por centrifugacion de 10 minutos a 2100xg y de nuevo se
dispersaron en 6 ml del tampon anterior. Se fraccionaron en alicuotas de 200 pl, las que se
conservaron a -80°C hasta su utilizacion. Posteriormente se procedié a la transformacion de

éstas células competentes.

3.9.2 - Transformacion de células competentes.
A una alicuota de 200 pul de células competentes se afiadieron 0.1-1 pug del DNA

plasmidico de transformacion. Se dej6 incubando en hielo durante 1 hora, sometiendo
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posteriormente las células a un choque térmico de 42°C durante 2 minutos. Se volvi6 a
colocar en hielo 5-10 minutos, y se adicionaron 800 ul de medio LB sin ampicilina. Una
incubacién a 37°C durante 30 minutos permitia la expresion de la resistencia a la ampicilina.
Finalmente se sembraron de 20 a 200 pl del cultivo en placas selectivas de LB-agar con 100
ng/ml de ampicilina, y se dejaron crecer a 37°C durante toda la noche. Se pudo proceder,

entonces, a la expresion heteréloga en E.coli.

3.9.3 - Expresion de plismidos recombinantes

a - De una placa de Petri desarrollada como en 3.9.2, se pic6 una colonia aislada y se
colocd en un tubo estéril con 3 ml de LB y 3 pl de ampicilina (100 mg/ml), incubando
a 37°C aproximadamente 12 horas.

b - En un matraz Erlenmeyer de 500 ml de capacidad se colocaron 150 ml de LB, 150 pl
de ampicilina (100 mg/ml) y 150 pl del cultivo obtenido segiin a. Se coloco el
Erlenmeyer en agitacion orbital a 37°C durante una noche. El resto, no utilizado, de
la solucion obtenida en a, se conservd para el aislamiento del plasmido mediante
miniprep y posteriormente chequearlo mediante electroforesis en geles de agarosa.

¢ - La suspension resultante se distribuye en matraces Erlenmeyer a razon de 30 ml por
litro de LB, adicionando ademas 1 ml de ampicilina (100 mg/ml). Se incub6 en
agitacion orbital a 37°C hasta que la absorbancia de la suspension a 600 nm se situd
entre 0.8 y 1, lo que llevaba aproximadamente 4 horas.

d - Alcanzada la absorbancia adecuada se afiadi6 a la suspension 500 pl de IPTG 0.1 M
estéril, y se incub6 a 37°C 6 horas.

e- La suspension se centrifugd a 5000xg durante 15 minutos, y se descartd el
sobrenadante. En el precipitado se encontraban las células, que se conservaron a -
80°C hasta su lisis.

f - Previamente a la lisis las células se dispersan en tampoén de resuspension Tris-CIH 30
mM pH 7.9, Cl;Mg 3 mM, CINa 300 mM, 2-mercaptoetanol 1.4 mM.

g - La suspension se paso por prensa 2 veces a 800 psi.

h - Se centrifugd a 12000xg. Se conservo el sobrenadante para proceder a la purificacion

de la proteina.
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3.9.4 - Purificacion de FBPasa cloroplastidica
Se llevo a cabo utilizando los métodos desarrollados en este laboratorio por Lazaro
et al. (1974) y Pla et al. (1981), con algunas modificaciones. Todas las operaciones se
llevaron a cabo a 4°C. El perfil de elucion en los procesos cromatograficos se obtuvo
midiendo la transmitancia a 280 nm en una célula de flujo continuo de 2 mm de paso 6ptico,
donde se hubo ajustado previamente el maximo de transmitancia con el tampén de elucion.
Se empled el siguiente procedimiento:

a - El sobrenadante obtenido en el punto anterior se calent6 a 60°C durante 30 minutos,
tras los cuales se enfrié rapidamente en hielo. A partir de ahora se trabaja a 4°C. Se
centrifug6d 15 minutos a 16300xg, y se recupero el sobrenadante.

b - Se agrego la cantidad suficiente de SO4(NH,), para obtener una solucion al 35% de
saturacion. Se centrifugd 15 minutos a 16300xg y se conservo el sobrenadante. Se
afiadio a éste la cantidad necesaria de SO4(NH,), para alcanzar el 80 % de saturacion,
y de nuevo se centrifugd 15 minutos a 16300xg. Descartamos el sobrenadante y el
precipitado se resuspendi6 en tampon acido acético/acetato de Na 0.05 N pH 5.5. Se
dejo dializando toda la noche en el mismo tampoén, en un volumen de 1 1 por cada 10
ml de solucion de proteina.

¢ - La solucion anterior se pasé por una columna de Sephadex G-100 (Pharmacia) de 4
x 60cm, previamente equilibrada con el tampoén acético/acetato anterior, a un flujo de
0.5 ml/min, recogiéndose fracciones de 10 ml. En cada fraccion se midié la actividad.

d - Las fracciones activas se reunieron y se pasaron por una columna de DEAE celulosa
DE-52 (Whatman) de 1.7 x 27 cm, equilibrada con tampon acético/acetato, a un flujo
de 1.5 ml/min. Al pH empleado (5.5) la FBPasa quedaba fijada a la columna. Después
de lavar con el mismo tampoén hasta recuperar el maximo de transmitancia en el
registro proteico, la elucion del material fijado se llevo a cabo aplicando un gradiente
continuo de fuerza i6nica entre 0 y 1 M de CINa, preparado en el tamp6n anterior. La
fracciones en el ultimo pase fueron de 2.5 ml. Se recogieron las que presentaban
actividad FBPasa.

e - Para eliminar los ultimos restos de impurezas la proteina se pas6 por una columna de
Sephacryl 1 (Pharmacia) equilibrada con el tampén acético/acetato anterior. Las

fracciones con actividad se conservaron a -80°C.
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El progreso de purificacion se sigui® midiendo la actividad enzimatica y la

concentracion proteica después de cada paso.

3.9.5 - Purificaciéon de Tiorredoxina m.
El procedimiento fue mas simple que el usado para la FBPasa con el que se pueden
mencionar las siguientes variaciones:
a - El choque térmico se realizé a 85°C durante 10 minutos.
b - La precipitacion con SO4(NHy); se realizo entre el 40 % y 85 % de saturacion.
¢ - La proteina homogénea se obtuvo mediante un solo pase por una columna de
Sephadex G-50 (Pharmacia) de 4 x 60 cm, a un flujo de 1.5 ml/min. En cada fraccion
se midié la concentracion de proteinas segin Bradford (1976), y la capacidad
moduladora determinando la activacion de una solucion purificada de FBPasa a pH
7.9. Cabe aclarar que la Trx m de guisante se ha comprobado que provoca la
activacion de la FBPasa de la misma especie (Lopez Jaramillo ef al. 1997). Las

fracciones activas se conservaron a -80°C.

3.10 - Actividades enzimaticas
3.10.1 - Actividad FBPasa no dependiente de tiorredoxina endégena
En un par de cubetas de cuarzo de 1 ml de capacidad (4 mm de ancho de ventana

y 1 cm de paso optico), se adicionaron:

Tampén Tris-CIH 0.5 M pH 8.8 200 pl (100 mM)
EDTA Na; 10 mM 100 pl (1 mM)
Cl:Mg 100 mM 100 pl (10 mM)
Fructosa-1.6-P, 6 mM (*) 100 wl (0.6 mM)
NADP' 3 mM 100 ul (0.3 mM)
Glucosa-6-P deshidrogenasa (140 U/ml) 5 ul (0.7 unidades)
Fosfohexosa isomerasa (350 U/ml) 5 ul (1.75 unidades)
Agua destilada 290 ul

Extracto foliar 100 pl

(*) No se coloco en la cubeta correspondiente al blanco, en la cual se
adicionaron 390 pl de agua destilada en lugar de los 290 ul del problema.
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Las cubetas se colocaron en un espectrofotometro (Perkin Elmer, modelo Lambda
5) con departamento de cubetas termostatizado a 28°C. Se sigui6 el curso de la reaccion por
registro continuo a 340 nm. La actividad enzimatica se expreso en Ul (una Ul es la cantidad
de enzima que provoca la reduccion de 1 pmol de NADP™ por minuto, coeficiente de

absorcion molar del NADPH = 6220).

3.10.2 - Actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina endogena
Se utilizé béasicamente el método en dos pasos de Hertig y Wolosiuk (1980). En
tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad se colocé la siguiente mezcla de activacion de la

enzima:

Tampén Tris-CIH 0.5 M pH 7.9 20 pl (100 mM)
DTT 50 mM 5ul (2.5 mM)
Fructosa-1.6-P; 4 mM (*) 10 ul (0.4 mM)
ChLCa 1 mM 5 ul (50 uM)
Extracto foliar 50 ul

Agua destilada 10 ul

(*) No en el tubo correspondiente al blanco, que llevo 20 pl de agua
destilada en lugar de 10.

Se preincubd a 28°C durante 10 minutos, y se trasladé a una cubeta que contenia 0.9

ml de la siguiente mezcla:

Tampoén Tris-CIH 0.5M pH 7.9 100 ul (100 mM)
C,Mg 100 mM 10 pl (1 mM)
Fructosa-1.6-P, 6 mM (*) 60 ul (0.4 mM)
EGTA 1 mM 20 ul (20 uM)
NADP® 3 mM 100 ul (0.3 mM)
Glucosa-6-P deshidrogenasa (140 U/ml) 5 wl (0.7 unidades)
Fosfohexosa isomerasa (350 U/ml) 5 ul (1.75 unidades)
Agua destilada 600 pl

(*) No en la cubeta del blanco, que llevd 660 pl en vez de 600.
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La determinacion del NADPH originado se realizd por registro continuo a 340 nm,

como se indico anteriormente en 3.10.1.

3.10.3 - Actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina exdégena
La existencia de un defecto de Trx endogena se intentd averiguar efectuando la
misma determinacion que en 3.10.2, pero agregando a la mezcla de activacion Trx f

exogena, de la siguiente forma:

Tampon Tris-C1H 0.5 M pH 7.9 20 pl (100 mM)
DTT 50 mM 5 ul (2.5 mM)
Fructosa-1.6-P, 4 mM (*) 10 pl (0.4 mM)
Cl,Ca 1 mM 5 pl (50 uM)
Trx f (aproximadamente 5 pg / 10 pl) 10 pl (5 pug)
Extracto foliar 50 wl

(*) No en la cubeta blanco, que llevara 10 pl de agua destilada.

3.10.4 - Actividad NADP'-MDH dependiente de tiorredoxina endégena
Se ha empleado, modificado, el método en dos pasos de Fickenscher y Scheibe
(1983). En un par de células espectrofotométricas de cuarzo, de 1 ml de capacidad, 4 mm

de ancho de ventana, y 1 cm de paso optico se colocd la mezcla de activacion siguiente:

Se preincubd 20 minutos a 28°C, y entonces se agregaron 950 ul de la mezcla de reaccion

Tampén Tris-CIH 1 M pH 8.0 10 pl (200 mM)
DIT 1.25M 5 ul (125 mM)
Extracto foliar 25 ul

Agua destilada 10 ul

siguiente:
Tampén Tris-CIH 1 M pH 8.0 100 pl
Oxalacético 10 mM (*) 100 pl (1 mM)
NADPH 2 mM 100 pl (0.2 mM)
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EDTA Na; 12.5 mM 100 pl (1.25 mM)
Agua destilada 550 ul

(*) No en la cubeta blanco, en la cual se adicionaron 650 pl de agua
destilada, en lugar de los 550 pl del problema.

Las cubetas se colocaron en el departamento termostatizado del espectrofotometro
y se siguio el curso de la reaccién por registro continuo a 340 nm. La actividad enzimatica
se expreso en UI (una Ul es la cantidad de enzima que provoca la oxidacion de 1 pmol de

NADPH por minuto; coeficiente de absorcion molar del NADPH = 6220).

3.10.5 - Actividad NADP'-MDH dependiente de tiorredoxina exégena
La existencia de falta de Trx endogena se determiné efectuando la determinacion

anterior, pero agregando a la mezcla de activacion Trx m exdgena, de la forma siguiente:

Tampén Tris-CIH 1 M pH 8.0 10 pl (200 mM)
DIT1.25M 5 ul (125 mM)
Trx m (aproximadamente 5 pg / 10 ul) 10 pl

Extracto foliar 25 ul

El resto de la reaccion sigue igual que en 3.10.4.

3.11 - Generacion de anticuerpos policlonales

Se prepararon frente a FBPasa cloroplastidica de guisante. Anti-NADP-MDH, Trx
JfyTrx m no fue necesario pues habia existencias suficientes en el laboratorio. Se utilizaron
conejos de raza New Zealand, machos, de 3-4 kg de peso. Se inocularon 400 ug de
proteina purificada, obtenida previamente mediante expresion heterologa en E. coli, en
cuatro dosis de 100 ug cada vez, separadas por intervalos de 14 dias. La inoculacion se
realizé por via subcutanea en el lomo del animal, disolviendo los 100 pg en 0.4 ml de
tampén acético-acetato 50 mM pH 5.5, y mezclando con un volumen igual de adyuvante
completo de Freund, en la primera dosis, y del adyuvante incompleto en las tres restantes.
Las sangrias controles se realizaron por extraccion de la vena marginal de la oreja,

llevandose a cabo la primera antes de empezar la inmunizacion (suero no inmune control),
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y otra al final de la misma para ver el titulo del suero. No fue necesario seguir la
inmunizaciéon puesto que en la cuarta inoculacion se consiguid el titulo adecuado
determinado por ELISA. La sangria final se llevo a cabo por puncidn cardiaca. En todos
los casos se dejo coagular la sangre a temperatura ambiente durante 5 horas, llevandose
luego a 4°C durante toda la noche para la retraccion del coagulo. Se centrifugd entonces dos
veces a 750xg durante 20 minutos, recogiéndose el suero. Para evitar posibles interferencias
debidas al complemento, el suero obtenido se calent6 a 56°C durante 15 minutos. No se
considerd necesario enriquecer la fraccion IgG del suero después de comprobar su

especificidad mediante Western-blot.

3.12 - ELISA
Se llevo a cabo en placas “microtiter” de fondo plano, mediante la siguiente rutina:

a - Se fjjo el antigeno (proteina) sobre los pocillos, depositando en cada uno de ellos 200
pl de una solucion 1 pg/ml de antigeno en tampén de fijacion CO;Na,-COs;HNa 50
mM, pH 9.6, que ademas contenia 0.02 % de N3;Na en diluciones crecientes 1/5. Se
mantuvo la fijacion por incubacién a 37°C durante 3 horas, o toda una noche a 4°C.

b - Los pocillos se lavaron 3 veces con tampon PBST, que es el tampon PBS (POHK-
PO4HNa; 20 mM pH 7.4, CINa 154 mM) adicionado de 0.05 % (v/v) de Tween 20,
utilizando 300 pl por pocillo cada vez, y dejando estar 3 minutos por lavado. En este
punto las placas se guardaron a —20°C, o bien se continué con ¢.

¢ - Posibles enlaces inespeciﬁcos se bloquearon agregando a cada pocillo 300 ul de
tampon PBSA (PBS con 0.1 % de albumina sérica bovina). Se mantuvo 30 minutos
a temperatura ambiente.

d - EI PBSA de los pocillos se desecho, y se agrego a cada uno la solucién de anticuerpos
constituida por una dilucién al 1/1000 del correspondiente suero en tampon PBSTA
(PBST con 0.1 % de albtimina sérica bovina). Se incub6 a 37°C durante 1 horay se
efectuaron los lavados como en b.

e - Se agregaron a cada pocillo 200 ul de anti-IgG (anti-conejo desarrollado en cabra)
marcado con peroxidasa (Sigma), diluido al 1/1000 con tampén PBSTA, y se incubd
a 37°C durante 1 hora. Efectuar lavados comoen by en e.

f- A cada pocillo se agregaron 200 pl de soluciéon sustrato preparada
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extemporaneamente, constituida por 0.04 % de o-fenilendiamina y 0.012 % de H,0O,
(40 pl de perhidrol Merck) en tampon citrato-fosfato 0.1 M pH 5.0. Se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

g - La reaccion se detuvo adicionando a cada pocillo 100 ul de SO4H; 4N, y se ley6 la

absorcion a 492 nm en el lector Titertek Multiskan Plus.

3.13 — Western-blot

Una vez finalizada la electroforesis se realizo la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa (Millipore). El gel y 1a membrana se equilibraron durante 15 minutos a
temperatura ambiente con tampén de transferencia (Tris-CIH 0.025 M, glicina 0.192 M, pH
8.3, metanol 20 %). Posteriormente se realiz6 la transferencia electroforética en el tampon
anterior a 100 V durante 1 hora, en un equipo Mini-Trans Blot (BioRad). Terminada la
transferencia la membrana se revel inmediatamente, o se dejo secar y se guardd a 4°C hasta
el momento de su utilizacion. Antes del inmunorrevelado la membrana se tifid con Rojo
Ponceau (Ponceau S al 0.4 % en acido tricloroacético al 3 %) durante 10 min, y se decoloro
el fondo con agua hasta que las bandas se vieran nitidamente. Se sefialaron las posiciones
correspondientes a los marcadores de peso molecular, o bien se recort el trozo de
membrana que los contenia, que se dejo secar y se guardé a resguardo de la luz. El resto de
la membrana se termind de destefiir para continuar con el revelado, de la siguiente forma:

a- La membrana de nitrocelulosa se incubé en PBS con 5 % de leche en polvo
desnatada, durante 2 horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°, para
bloquear los sitios de enlace inespecificos, y se lavo una vez con PBST para eliminar
los restos de solucién de bloqueo.

b - Se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion de vaivén con una
dilucién 1:1000 de anticuerpo en PBSTA (1 % albimina), y se lavo 5 veces, 6
minutos cada vez, con PBST.

¢ - Incubamos durante 2 horas a temperatura ambiente con una solucidn anti-IgG de
conejo desarrollada en cabra marcada con peroxidasa a una dilucion de 1/1000 en
PBSTA (1 % albimina).

d - Se lavo 3 veces con PBST y 2 veces con PBS, durante 6 minutos cada vez.

e - Finalmente, la membrana se revel6 con la solucion de revelado, constituido por 20 mg
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de 4-cloro-1-naftol, 4 ml de 1-propanol, 20 ml de PBS y 20 ul de H,0, (perhidrol
Merck) preparada extemporaneamente, durante un tiempo maximo de 50 minutos. La

reaccion se detuvo con agua destilada.

3.14 - Sintesis “in vivo” y determinacion de la vida media de proteinas.

a-

f-

Se empled la siguiente rutina:

Se diluyeron 500 pCi de **S-metionina (a.e. > 1000 Ci/mmol, Amersham) en una
solucién al 2 % de Tween 80 (v:v), con la que se pincelaron las hojas de guisante. Se
escogieron para esto las ultimas hojas expandidas de plantas que tenian 20 dias desde
la siembra.

Se recolectaron muestras a distintos tiempos, desde 1.5 horas hasta 27 horas, y se
conservaron en tubos Eppendorfa -20°C.

El material se homogeneiz6 en mortero en tampon PBS. Centrifugamos en
microcentrifuga, y del sobrenadante se colocaron 3 pl en una tira de papel Whatman
3 para medir la radiactividad total incorporada, y otros 5 ul en otra tira de papel
Whatman 3 para determinar las proteinas precipitadas con acido tricloroacético.

El resto del sobrenadante se coloco en un tubo al que se adicion6 tampén PBS que
contenia 50 mM metionina y Tritén X-100 al 10 % (v:v), en un volumen tal que la
solucion final quede al 2 % en Trit6n.

Se afiadié el anticuerpo especifico de la proteina que se pretendia analizar, e
incubamos durante toda la noche a 4°C.

La radiactividad incorporada en las proteinas precipitadas con TCA se determind
agregando a la segunda tira de papel una solucion de TCA al 10 % conteniendo
metionina 0.1 %, y se calento al bafio Maria durante 20 minutos. Las tiras se lavaron
con TCA al 10 % frio, etanol y éter, y se dejo secar. Se colocaron en un vial de
centelleo, se afiadieron 15 ml de Aquasol y se midi6 la emision en un contador de
centelleo. Esto mismo se hizo con la primera tira para determinar la radiactividad
total.

Después de la incubacion, al extracto que se habia dejado en contacto con el
anticuerpo se agregd Proteina-A Sepharosa en proporcion de 0.5 mg por ul de

anticuerpo afiadido originalmente. Se incub6 una hora y media a temperatura ambiente
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con agitacion suave.

h- Se centrifugd 1 minuto en microcentrifuga. En este punto se podia separar el

3.15 -

sobrenadante para incorporarle un anticuerpo especifico de otra proteina que se
quisiera analizar, repitiendo los pasos anteriores. Se lavo el sedimento de la Proteina-
A Sepharosa 3 veces con PBS, 10 mM metionina, 1 % Triton, y 2 veces con PBS, 10
mM metionina, 0.1 % SDS. Después de cada lavado se centrifugaba en
microcentrifuga 1 minuto, y se descartaba el sobrenadante. Tras el ultimo lavado se
afiadieron 25 pl de tampon de carga para proteinas, se calent6 al bafio Maria durante
5 minutos, y se centrifugd en microcentrifuga. Del sobrenadante se separaron 5 pl,
que se colocaron en un vial con liquido de centelleo para medir la radiactividad
incorporada en la proteina bajo estudio.

Para realizar una determinacion mas precisa de la radiactividad incorporada en la
proteina que nos interesa, los restos de sobrenadantes de los diferentes muestreos se
sometieron a una electroforesis en gel de poliacrilamida de forma habitual. Finalizada
la misma, los geles se tifieron, decoloraron, y secaron.

Finalmente, los geles marcados radiactivamente se colocaron en el equipo
Phosphoimager, y se dejé exponer el tiempo adecuado a la intensidad de la
radiactividad incorporada. Con el soporte informatico asociado al Phosphoimager se

densitometraron las diferentes bandas obtenidas.

Aislamiento de DNA
3.15.1 - Extracciéon de DNA genémico de tejidos vegetales
Se empleo la siguiente rutina:

a - Colocamos aproximadamente 3 g de tejido foliar en un mortero enfriado
previamente con nitrogeno liquido. Se afiadio al mismo mas nitrogeno liquido y
se redujo el tejido a polvo fino con ayuda de un pistilo, adicionando mas nitrégeno
liquido si era necesario, para evitar descongelaciones

b - Se agregaron 15 ml del siguiente tamp6n de extraccion, previamente calentado
a 95°C: 2x Tris-CIH 100 mM pH 8, EDTA 20 mM, CINa 1.4 M, CTAB (bromuro
de cetiltrimetil amonio) 2 % (p:v), PVP 1 %, se autoclavo y una vez enfriado se

agrego un 2 % de 2-mercaptoetanol (v:v).
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C~-

k-

La suspension se pasé del mortero a un tubo de centrifuga de 50 ml resistente a
solventes organicos, que se tapo e incubd durante 30 minutos a 56°C con agitado
ocasional y suave. Luego se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se afiadieron 15 ml de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v), y se mezcld para
formar emulsion, centrifugandose a 8000xg durante 10 minutos a 20°C (por
debajo de 15°C el CTAB precipita).

La fase acuosa superior se transfirio a un tubo estéril de vidrio Corex y se agregd
un volumen x10 (aproximadamente 1.5-2 ml) de CTAB al 10 % (p:v) en CINa 0.7
M. Se repiti6 la extraccion con 15 ml de la mezcla anterior de cloroformo:alcohol
isoamilico, agitando suavemente y centrifugandose de nuevo en las condiciones
anteriores.

Se reunieron ambas fases acuosas y se afiadio un volumen igual (aproximadamente
15 ml) de tampon de precipitacion (Tris-CIH 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, CTAB
1 %). El precipitado se dejé sedimentar 30 minutos a temperatura ambiente,
centrifugandose luego a 1500xg durante 15 minutos.

El precipitado se resuspendio en tampon TE (Tris-CIH 10 mM pH 8, EDTA 1
mM, CINa 1 M) y se calent6 a 65°C durante 5 minutos. Generalmente se obtuvo
una elevada cantidad de DNA, por lo que se recogieron fracciones de lo que se
iba disolviendo, y se agregaba mas tampon para extracciones subsiguientes.

Se volvi6 a precipitar el DNA con 2 voliimenes de etanol absoluto enfriado a -
20°C, dejando sedimentar 30 minutos o, incluso, toda la noche si era necesario.

Se céntriﬁxgé en microéentriﬁxga 2 minutos, y se lavo el precipitado 3 veces con
etanol al 65 % primero, y con etanol del 85 % después. Los lavados tenian por
objeto eliminar restos de CTAB vy sales. Se seco al vacio sin dejar transcurrir
demasiado tiempo, porque luego es muy dificil la resuspension

Se resuspendio en aproximadamente 200 pl de TE, o de agua si la solucion se iba
a usar inmediatamente, llevandose a cabo la cuantificacion y electroforesis en
agarosa al 8% para comprobar la pureza del DNA obtenido.

En el caso de (jue la solucion de DNA tuviera restos de RNA o de proteinas, se

realizé una incubacion posterior con RNasa A y, luego, con proteinasa K.

59



Materiales y Métodos

3.15.2 - Aislamiento de DNA plasmidico.

La preparacion de DNA plasmidico se realizo a partir de cultivos en fase
estacionaria (habitualmente crecidos durante toda la noche en medio LB con ampicilina) de
la cepa portadora. En funcion del volumen del cultivo se habla de miniprep (3 ml), midiprep
(20-30 ml) o maxiprep (200-250 ml). En el presente trabajo solo se realizaron minipreps,
siguiendo el procedimiento de lisis alcalina descrito por Ish-Horowicz et al. (1981). Este
consiste basicamente en el tratamiento con una solucidon de NaOH y SDS, para lisar las
células y desnaturalizar el DNA vy las proteinas, y una posterior neutralizacion con acetato
potasico (AcK) pH 4.8, que origina la precipitacion del DNA cromosoémico y proteinas. El
DNA plasmidico, por su especial topologia, se renaturaliza correctamente y queda soluble.
Para mejorar la accion desnaturalizante de proteinas, a la solucion de AcK se le afiadia acido
formico hasta pH 5.5. Finalmente, con el DNA extraido se continué la miniprep mediante
extracciones con fenol-cloroformo y cloroformo-alcohol isoamilico. El procedimiento
detallado fue el siguiente:

a - Se centrifugan 3 ml de cultivo en fase estacionaria en microcentrifuga, y las células se
resuspenden en 100 pul de tampén TE IT (Tris-CIH 50 mM pH 7.6, EDTA 10 mM).
Se adicionan entonces 200 pl de NaOH 0.2 Ny SDS 1 %. Se agita y se incuba en
hielo durante 5 minutos.

b - El lisado se neutralizo afiadiendo 150 pl de una solucién de AcK 3 My acido formico
1.8 M, se mezcld bien y se dejo incubando en hielo durante 10 minutos. Los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion durante 10 minutos. El sobrenadante se
transfirié a un tubo Eppendorf con 200 pl de isopropanol frio, se agité y se dejo
precipitar durante 5 minutos a -20°C.

¢ - Se centrifug6 10 minutos, lavandose el precipitado con etanol al 70 % frio. Se
resuspendié en 100 pl de TE (Tris-CIH 10 mM pH 8, EDTA 1 mM), se afiadié RNasa
hasta una concentracion de 1 pug/ml y se incub6 a 37°C durante 1 hora.

d - Para eliminar las proteinas se adicionaron 200 pl de TE, y se fenolizo 2 veces con 200
ul de fenol-cloroformo, y 1 vez con 200 ul de cloroformo-alcohol isocamilico (24:1
vIv).

e - Para precipitar el DNA se afiadieron 150 ul de acetato aménico 7 M y 600 pl de

etanol absoluto, dejandose a -20°C durante 20 minutos. Finalmente, el precipitado se
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centrifugo, se lavo con etanol al 70 %, y se resuspendio en 50 pl de TE.

3.15.3 - Extraccion de DNA de geles de agarosa.

En estos casos la electroforesis se realizo en agarosa de bajo punto de fusion
(NuSieve GTG, FCF Corporation), al 1 % en tampén TAE con baja concentracion de
EDTA. Se siguio el procedimiento que se describe a continuacion:

a - Una vez identificada en el transiluminador la banda de interés en el gel tefiido con
bromuro de etidio, se corta y coloca en un tubo Eppendorf. Se agregé fenol
tamponado (fenol llevado a pH 7 con Tris-CIH) y se agita por vortex,
manteniéndose el tubo, luego, en nitrogeno liquido durante 3 minutos.

b - Centrifugado a temperatura ambiente, se recoge el sobrenadante, al que se agrega
1 volumen de fenol-cloroformo 1:1 v/v. Se agita por vortex y centrifuga a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Recogido el sobrenadante, se agrega 1
volumen de isopropanol conteniendo un 10 % de acetato de Na 3 M, pH 5. Se
coloca a -80°C durante 30 minutos o mas.

¢ - Se centrifuga a 10000xg a 4°C durante 15 minutos y, descartado el sobrenadante,
el precipitado blanco de DNA se seca en vacio a temperatura ambiente,
disolviéndose en 20 pl de agua.

d - La concentracién y pureza del DNA obtenido se analiza midiendo la absorbancia
a 260 y 280 nm y realizando una nueva electroforesis en agarosa normal al 1 %.
Si dicho DNA se va enviar a secuenciar, se realiza un PCR para ver si origina el

fragmento apropiado.

3.16 - Extraccion de RNA total
En las extracciones de RNA total y de mRNA se utilizd material libre de
contaminacion con RNasas. Tanto el material plastico descartable (puntas de pipetas y tubos
Eppendorf), como el de vidrio y porcelana, fue enjuagado con cloroformo y posteriormente
autoclavado.
a- Se colocan aproximadamente 500 mg de tejido foliar en un mortero enfriado

previamente con nitrogeno liquido. El tejido se reduce a un polvo fino, adicionando
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d-

e -

al mortero intermitentemente mas nitrégeno liquido, si fuera necesario, para evitar
descongelaciones

Se agregan al mortero 5 ml de solucion desnaturalizante (tiocianato de guanidina 4 M,
citrato de sodio 25 mM, N-lauril sarcosina 0.5 %, 2-mercaptoetanol 0.1 M), y se
homogeneiza el tejido con ayuda de un pistilo.

Transferido el homogenado a un tubo de polipropileno se agrega 0.1 ml de acetato de
sodio 2 M pH 4, mezclandose suavemente por inversion. Afiadimos ahora 1 ml de
fenol saturado en agua, se mezcla suavemente, y se agregan 0.2 ml de
cloroformo:alcohol isoamilico 49:1 (v/v). Una vez mezclada suavemente, se incuba
la suspension 15 minutos a 4°C.

Previa centrifugacion durante 20 minutos a 10000xg a 4°C, la fase acuosa superior se
transfiere a un tubo limpio. Se precipita el RNA agregando 1 volumen (5 ml) de
isopropanol. Las muestras se incuban a -20°C durante 30 minutos, se centrifugan 10
minutos a 10000xg a 4°C, descartandose el sobrenadante.

El pellet de RNA se arrastra con 1 ml de solucion desnaturalizante, transfiriéndose la
suspension a un tubo Eppendorf de 2 ml. Se precipita el RNA con 1 ml de
isopropanol manteniéndose durante 30 minutos a -20°C. Se centrifuga 10 minutos a

10000xg a 4°C, descartandose el sobrenadante.

f- El precipitado se resuspende en etanol del 75%, se mezcla por vortex, y se incuba 15

minutos a temperatura ambiente para disolver las cantidades residuales de guanidina
que contaminan €l RNA. Se centrifuga 5 minutos a 10000xg a 4°C, y se elimina el

sobrenadante. Se seca el precipitado de RNA por vacio durante 5 minutos.

g - El precipitado se disolvié en 200 pl de agua libre de RNAsas. Se incuba 15 minutos

3.17 -

a 60°C, guardandose la solucion de RNA a -80°C.

Extracciéon de RNA mensajero

Se utilizd el kit de Boehringer Mannhein, con el que se aisla RNA mensajero

poliadenilado utilizando oligo-dT biotina y particulas magnéticas de estreptavidina. Se

siguieron las especificaciones del fabricante, con algunas modificaciones. Utilizamos el

método de extraccion con tiocianato de guanidina debido al alto contenido de RNasa de los

tejidos vegetales (Wadsworth ef al 1988, Venugopalan y Kapoor 1997). El protocolo fue
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el siguiente:

a - Se colocaron 100 a 500 mg de tejido en un mortero enfriado previamente. Se afiadid
nitrégeno liquido y se redujo el tejido a un fino polvo. Sin dejar que se descongelara,
se agregé tampon de lists I (Tris-CIH 0.1 M pH 8, tiocianato de guanidina 4 M, DTT
1 % p:v, laurilsarcosina 0.5 % p:v) en una proporcion de 400 ul de tampon por cada
100 mg de tejido. Se homogeneizo el tejido con el tampodn, se paso 4 veces por aguja
y jeringa estériles, y se deposito el homogenado en tubos Eppendorf de 2 ml.

b - Centrifugada la suspension durante 30 segundos a 11000xg, transferimos 400 pl del
sobrenadante a otro tubo que contenia 1.1 ml de tampén de dilucion (Tris-CIH 0.1 M,
CILi 5 M, EDTA 0.5 M, y se ajusta finalmente a pH 8-8.5).

c- Se agregan 1.5 pl de oligo-dT biotina, y se dejan los tubos en mezcla frigorifica (CINa
mezclado con hielo granizado), mientras se preparan las particulas magnéticas.

d - Alicuotas de 150 pl de suspension de las mismas se dispusieron en sendos tubos, que
se colocaron en el separador magnético, descartandose el liquido de conservacion. Las
particulas se lavaron una vez con tampén de lisis I (Tris-CIH 0.1 M pH 7.5, CILi 0.3
M, EDTA 10 mM, dodecil sulfato de Li 1 %, DTT 5 mM), y se volvieron a separar
magnéticamente, desechandose las aguas de lavado.

e- A los tubos con las particulas se agregaron los extractos con oligo-dT biotina,
mezclandose suavemente hasta dispersion total. Los tubos se mantuvieron en la
mezcla frigorifica durante 5 minutos, seguido de 3 minutos mas en el separador. Se
descarto la solucion sobrenadante, y las particulas se lavaron 3 veces con el tampon
de lavado (Tris-CIH 10 M, CILi 0.2 M, EDTA 1 M), separando las particulas y
descartando el liquido cada vez.

f- Las particulas se resuspendieron en 25 pl de agua libre de RNasas, calentandose la
suspension a 65°C durante 2 minutos. Se separaron las particulas magnéticamente, y
la solucion de mRNA se transfiri6 a un nuevo tubo, conservandose a -80°C hasta su
uso.

g - Las particulas magnéticas se podian reutilizar dos veces mas. Para ello, luego de eluida
la solucion de mRNA, se resuspendieron en 100 pl de agua libre de RNasas. Se
dejaron estar 2 minutos a 65°C y, una vez separadas las particulas y descartado el

sobrenadante, se resuspendieron en 150 ul del tampé6n de conservacion (Tris-CIH 10
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M pH 7.5, cloroacetamida 0.1 %, metilisotiazolone 0.01 %).

3.18 - RT-PCR

Se han desarrollado numerosas técnicas para medir la expresion de genes en células
y tejidos. Se pueden mencionar entre las mas usadas la transferencia, previa electroforesis
en geles de poliacrilamida, del RNA a membranas de nylon o nitrocelulosa, y la hibridacion
con una sonda de cDNA marcada, seguida de revelado ( Northern blot); la sintesis de DNA
copia (cDNA) a partir de un molde de RNA mediante una transcriptasa reversa, acoplada
a la amplificacion por PCR del fragmento obtenido (RT-PCR); ensayos de proteccion frente
a RNasas; hibridacion in situ; “primer extension”; “dot blots”, etc. De todas ellas la técnica
de RT-PCR es considerada la mas sensible y versatil. Puede ser usada para determinar la
presencia o ausencia de un transcrito, para estimar los niveles de expresion de un gen
determinado e, incluso, para clonar DNA sin la necesidad de una libreria de cDNA. Aunque
adolece de una falta de precision a la hora de calcular los niveles exactos de expresion de
un gen, debido principalmente a la naturaleza exponencial de la amplificacién, es muy
apropiada para comparar las cantidades relativas de un mRNA especifico en diferentes
tejidos, o en un mismo tejido en distintas condiciones fisiologicas. Para llegar a este objetivo
se necesita una cuidada puesta a punto de la técnica, que comienza con el disefio de los
oligonucleotidos y finaliza con la determinacion del programa mas adecuado en el equipo
de PCR.

Generalmente para la primera reaccion, la sintesis de ¢cDNA, se utilizan las
transcriptasas reversas de AMV (avian myeloblastosis virus) o de MMLV (Moloney
murine leukemia virus), y para la segunda, la amplificacion por PCR, las DNA polimerasas
de Thermus aquaticus (1aq) o de Thermus flavus (Tf). La mayoria de los protocolos de
RT-PCR en los que se usa AMV RT y Taq polimerasa , recomiendan la inactivacion de la
transcriptasa reversa luego del primer paso mediante dilucién, con el objeto de eliminar los
efectos inhibitorios de la primera sobre la segunda. En el presente trabajo se ha optado por
la utilizacion del kit de Promega “Access RT-PCR System”, que incorpora AMV RT para
el primer paso de sintesis de cDNA, y para la amplificacion la DNA polimerasa de Thermus
Sflavus (1fl), sobre la que, aparentemente, la AMV RT no tiene efectos negativos. Este

sistema incluye un Unico tamp6n optimizado para ambas reacciones, lo que permite realizar
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la reaccion completa de RT-PCR de una sola vez en un Gnico tubo. El evitar la necesidad

de diluciones redunda en un menor tiempo de mano de obra, y en la obtencién de resultados

con menor error experimental.

3.18.1 - Diseiio de oligonucledtidos

La aplicabilidad de la técnica de RT-PCR tropieza con dificultades cuando se trata

de genes de una longitud mayor de 1kb, tal como es el caso de los correspondientes a la

FBPasa y a la NADP-MDH. En estas situaciones es apropiado utilizar oligonucleétidos de

alrededor de 30 bases, complementarias a la secuencia que se quiera amplificar.

Las secuencias de oligonucledtidos utilizadas son las siguientes:

Proteina Extremo | Nombre Secuencia
FBPasa 5 FBP-N | -ATGGCTGTGAAGGAAGCAACTAGTGAGAC-
FBPasa 3' FBP-C -TTAAGCTAAGTACTTTTCAACCTTCTCCAC-
NADP-MDH 5 MDH-N | -TCTGTTGCACCAAATCAAGTGCAGGTTCC-
NADP-MDH 3' MDH-C | -CATTTCGCCGGGGAGCATGGTGTCGCCAGG-
Trx f 5' TN -cacggecatgg TAGGGAAAGTAACC-
Trx f 3 Tf-C -aaggatccCTAACTAGACCGAACAGTG-
Trxm 5 Tm-N -gctcatatgGCTGTAAATGAAGTTCA-
Trx m 3' Tm-C -ttggatccTCAAATATACTTTTCCAC-

En mayusculas aparecen las bases complementarias a la secuencia original.

3.18.2 - Mezcla de reaccion

Para FBPasa y NADP-MDH se utiliz6 la siguiente mezcla de reaccion, para un

volumen total de 25 pl:

Tampoén de Reaccion 5x 5ul
dNTP (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 10 mM 0.5 ul
digoxigenina-11-dUTP 1 mM 0.25 ul
SOMg 25 mM 1ul
AMV RT (5 unidades/pl) 0.5 ul
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Tfl DNA polimerasa 0.5l
H,O0 libre de RNasas 10.25 ul
inhibidor de RNasas (40 unidades/pl) 1l
molde de mRNA (aproximadamente 50 ng/pul) 5ul

Para las tiorredoxinas f'y m se utilizo una menor cantidad de molde para lograr una

respuesta cuantitativa apropiada. La mezcla de reaccion fue la siguiente:

Tampon de Reaccion 5x 5ul
dNTP (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 10 mM 0.5 ul
digoxigenina-11-dUTP 1 mM 0.25 ul
SOMg 25 mM 1ul
AMV RT (5 unidades/pl) 0.5u
Tfl DNA polimerasa 0.5ul
H,O libre de RNasas 15.25 ul
inhibidor de RNasas (40 unidades/ul) 1ul
molde de mRNA (aproximadamente 50 ng/ul) 1wl

La adicion de digoxigenina en la mezcla de reaccién, para que fuera incorporada

durante la amplificacion del fragmento de interés, evit6 la necesidad de realizar hibridaciones

con sondas marcadas para el revelado.

3.18.3 - Programa

Para FBPasa y NADP-MDH se utilizo el siguiente programa:

Reaccion Temperatura | Tiempo
1 paso Transcripcion reversa | 48°C 45 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
40 ciclos “Annealing” 58°C 2 min
Polimerizacién 68°C 3 min
1 paso Polimerizacidén 68°C 10 min

En el caso de las tiorredoxinas se redujo el niamero de ciclos, y en cada uno de ellos
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la duracién de la polimerizacion fue también menor, al igual que la reaccion final de

polimerizacion. El programa utilizado fue el siguiente:

Reaccion Temperatura | Tiempo
1 paso Transcripcion reversa | 48°C 45 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
25 ciclos “Annealing” 58°C 2 min
Polimerizacion 68°C 2 min
1 paso Polimerizacion 68°C 7 min

3.19 - Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Concluida la reaccion de RT-PCR, se realizo la electroforesis en gel de agarosa 1.5
% en tampon TAE (40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA Na,.2 H,O, pH 8.5). En cada pocillo
se deposité 1 pl de la solucion de cDNA producto del RT-PCR y 5 pul del tampén de carga

(azul de bromofenol 0.3 %, glicerol 30 %). La tension aplicada fue de 10 volt/cm.

3.20 - Transferencia de acidos nucleicos a membrana de nylon

Finalizada la electroforesis se realizo la transferencia del DNA a una membrana de
nylon cargada positivamente (Boehringer) durante una noche, utilizando tampén SSC 20x
(CINa 3 M, citrato de Na;.3 H,0 0.3 M, pH 7.0). El gel se limpi6 durante 30 segundos en
el tampdn SSC, y se deposito sobre 3 tiras de papel Whatman 3, previamente humedecido.
Con los extremos de las tiras sumergidos en el tamp6n, se coloco sobre el gel la membrana
de nylon, también impregnada con tampén. Sobre la membrana se depositaron otras tres
tiras de Whatman 3 humedecidas y, encima de éstas, una columna de 15 cm de papel
absorbente. Finalmente, sobre el papel absorbente se colocod un peso aproximado de 2 kg.
El tampon SSC ascendia haciendo pasar el DNA del gel a la membrana de nylon cargada

positivamente, donde quedaba fijado.

3.21 - Revelado de la digoxigenina incorporada durante la reaccion de RT-PCR

Para la visualizacion de las bandas de DNA se utilizé el kit de Boehringer de
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deteccion de digoxigenina, por reaccion colorimétrica de fosfatasa alcalina. Se emple6 el
siguiente protocolo, en relacion a una membrana de nylon de 10x10cm:

a- Selavo la membrana 1 minuto en tampon 1 (4cido maleico 0.1 M, CINa 0.15 M pH
7.5) adicionado con 0.3 % (v/v) de Tween 20.

b - Se desecho el liquido de lavado, y se incub6 la membrana durante 30 minutos con 100
ml de tampdn 2 (solucion de bloqueo del kit al 10 % p/v, en tampén 1).

¢ - Se descart6 el tampén 2, y se incub6 la membrana en 20 ml de solucion de conjugado
anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina 150 mU/ml en tampén 2.

d - Se desechd la solucion y se lavo la membrana, 2 veces durante 15 minutos cada vez,
con 100 ml de tampon 1, y una vez 2 minutos con tampén 3 (Tris-CIH 100 mM, CINa
100 mM, C,Mg 50 mM, pH 9.5).

e - Se descarto el liquido de lavado, y se depositaron sobre la membrana 10 ml de
solucion de sustrato (200 pl de solucion NBT/BCIP — nitroblue tetrazolium/5-bromo-
4-cloro3-indolil fosfaro - en 67 % de dimetil sulfoxido, por 10 ml de tampén 3). El
color se desarrolla en oscuridad, sin agitacion.

f- Se detuvo la reaccion sumergiendo la membrana en 50 ml de tampén 4 (Tris-CIH 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) durante 5 minutos.

g - Finalmente la membrana se dejo secar al aire, y se procedio a la densitometria.

3.22 - Densitometria y cuantificacion de las bandas resultantes
La densitometria se realizo empleando un densitémetro Shimadzu CS-9000. En
algunos casos, alternativamente, se utilizo un escaner LG Scanworks 66a, y la imagen fue

luego analizada mediante el programa informatico QuantiScan version 1.25.

3.23 - Analisis estadisticos
Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizé el programa SPSS version 7.5
para Windows y Statgraphics version 7.0. Las barras representadas en las figuras

corresponden al error estandar.
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4.1 - Evolucion del sistema modulador de la FBPasa y de la NADP-MDH durante
la ontogenia de plantas de guisante crecidas en condiciones normales de luz y

temperatura

4.1.1 - Parametros de crecimiento

El crecimiento de las plantas de guisante se realizé en camara boténica bajo
condiciones controladas de luz (200 pumol.m?.s?) en fotoperiodo de 16 horas),
temperatura (25/20°C dia/noche) y humedad relativa (70 %). La siembra se realizd
sobre vermiculita y, pasados 10 dias, se llevd a cabo el trasplante a macetas con
solucion hidropénica. A partir de este momento se realizaron muestreos cada 10 dias,
siendo el Gltimo a los 50 dias. En este momento las plantas se encontraban fructificadas,
y se considerd que habian completado su ciclo ontogénico. Los tres primeros muestreos
(10, 20 y 30 dias) correspondieron al estado vegetativo, a los 40 dias las plantas estaban
florecidas, y a los 50, como se menciond, fructificadas. Este patron de desarrollo fue el
mismo en todas las repeticiones efectuadas.

Puesto que el guisante desarrolla hojas compuestas (paripinnadas) los muestreos
se realizaron eligiendo los foliolos de mayor desarrollo, que eran los peciolados. La hoja
de guisante también presenta foliolos sésiles, de morfologia diferente a los peciolados.
Las determinaciones para establecer el perfil de expresion y actividad de los sistemas
moduladores de la FBPasa y NADP-MDH se realizaron sobre foliolos peciolados; los
foliolos sésiles solo se recogieron y analizaron para compararlos con los anteriores en
fase vegetativa de crecimiento (30 dias de crecimiento en hidroponia). Por otro lado, es
digno de mencionar que a partir de los 30 dias de crecimiento en hidroponia empezaron
a diferenciarse foliolos peciolados mas externos, de morfologia similar aunque de
tamafio considerablemente inferior a los foliolos peciolados mas cercanos al tallo, y que
son los primeros en aparecer. Estos foliolos mas externos no fueron considerados en los
analisis.

En el primer muestreo, a los 10 dias, las plantas presentaban 4 hojas
desarrolladas, siendo la de foliolos de mayor tamafio la pentltima expandida. El peso
fresco de los foliolos en este momento oscilo entre 50 y 150 mg (Figura 4.1 a). En el
segundo muestreo, 20 dias, las hojas mas desarrolladas eran las antepeniltimas

expandidas. El nimero total de hojas alcanzaba a 8, y el peso promedio de los foliolos
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Figura 4.1 - Evolucién del peso fresco y del nimero de foliolos
durante la ontogenia en condiciones normales de crecimiento.
Peso fresco de foliolos peciolados: (a) 10 dias de crecimiento
hidropénico; (b) 20 dias; (c) 30 dias; (d) 40 dias; (e) 50 dias.
Porcentaje de hojas con mas de 2 foliolos peciolados (f).
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peciolados oscilaba entre 50 y 200 mg (Figura 4.1 b). En el tercer muestreo las plantas
presentaron hasta 14 hojas expendidas, siendo las de mayor peso fresco las ubicadas en
el tercio medio. El peso de los foliolos no vari¢ sustancialmente con respecto al
muestreo anterior, y se ubicé entre 50 y 200 mg (Figura 4.1 c); el mayor desarrollo
foliar estaba dado por la diferenciacion de un mayor numero de foliolos peciolados,
principalmente en las hojas superiores. En este momento el porcentaje de hojas que
presentaron mas de dos foi_iolos peciolados fue alrededor del 40 % (Figura 4.1 f). En el
cuarto muestreo, 40 dias, las plantas se encontraban en floracion, estadio que solo durd
unos pocos dias, puesto que rapidamente comenzaban a desarrollarse los frutos. Salvo
las hojas superiores, cuyo peso fue significativamente inferior, el peso fresco de los
foliolos fue mas o menos homogéneo en toda la planta, y oscild entre 100 y 250 mg
(Figura 4.1 d). El menor peso fresco de los foliolos de las hojas superiores puede
deberse a la diferenciacién de un mayor nimero de €stos, hasta 6. En este muestreo
alrededor del 60 % de las hojas poseian mas de dos foliolos peciolados (Figura 4.1 f).
Cabe mencionar que en Vningl'm caso se tomaron en cuenta las hojas completamente
senescentes de la parte inferior de las plantas. En este cuarto muestreo el nimero de
hojas verdes alcanzo a 17, aunque el numero total, verdes mas senescentes, podia
superar las 20. En el Gltimo muestreo, 50 dias, se aprecio una notable disminucion del
peso fresco en las hojas superiores, asociado a un aumento del porcentaje de las que
presentaban mas de dos foliolos peciolados, que fue alrededor del 80 %. Los foliolos
mas pesados, que superaban los 250 mg, fueron los de la parte mas inferior de las

plantas y, por lo tanto, los que se encontraban proximos a senescer.

4.1.2 - Clorofila }

Los analisis se realizaron agrupando los foliolos, de acuerdo a su posicion en la
planta, en superiores, intermedios e inferiores. Teniendo en cuenta la totalidad de los
foliolos a lo largo de la ontogenia, el contenido de clorofila se ubico entre 1.5 y 3 mg
por gramo de peso fresco (Figura 4.2). En general, el contenido de clorofila disminuy6
desde las hojas superiores hacia las inferiores. En este analisis se descartaron las hojas

con signos evidentes de senescencia.
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Figura 4.2 - Evolucion del contenido en clorofila durante la ontogenia,
en foliolos de hojas superiores (CJ), intermedias ¢ inferiores (M) .
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Figura 4.3 - Fotosintesis neta en foliolos de hojas superiores ([7),
intermedias (‘) e inferiores (M), en estado vegetativo (30 dias), floracion
(40 dias) y fructificacion (50 dias).
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4.1.3 - Fotosintesis neta

La tasa de fotosintesis neta, medida como consumo de CO,, en un equipo IRGA,
fue mayor en hojas superiores e intermedias con respecto a las inferiores (Figura 4.3).
Aquéllas, mas activas fotosintéticamente, presentaron valores entre 10 y 20 pumol de
CO; . m? . seg’, tanto en estado vegetativo (30 dias de cultivo hidropénico) como en

floracion (40 dias) y fructificacion (50 dias).

4.1.4 - Proteinas totales

En general se cumplié un perfil similar al del contenido en clorofila. Las hojas
inferiores presentaron en todos los muestreos valores 2 a 3 veces inferiores al de hojas
intermedias y superiores (Figura 4.4). No hubo en estadios finales diferencias entre
hojas intermedias y superiores. Coincidiendo con la floracion (40 dias) se registrd una
caida en el contenido de proteinas, principalmente en hojas superiores. Esto pudo

haberse debido a una mayor removilizacién hacia 6rganos reproductivos.

4.1.5 - Actividad FBPasa no dependiente de tiorredoxina (a pH 8.8)

Si los resultados se expresan por unidad de peso fresco las hojas superiores
presentaron una mayor actividad con respecto a las intermedias e inferiores (Figura 4.5).
Como sucedi6 con el contenido de proteinas totales, se registré una caida en los valores
de hojas superiores de plantas en floracion. En cambio, cuando los resultados se
expresan por unidad de proteina, los valores de hojas superiores se acercaron a los de
hojas intermedias e inferiores (Figura 4.6). En los dos primeros muestreos las hojas
intermedias tuvieron valores inferiores. Posiblemente esto fuera debido a que el

metabolismo en estas hojas esté desplazado hacia la actividad de otras enzimas.

4.1.6 - Actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina endégena (a pH 7.9)

Al igual que con la actividad a pH 8.8 se registrd, a lo largo de la ontogenia, una
disminucién en los valores de actividad a pH 7.9 desde las hojas superiores hacia las
inferiores (Figura 4.7). En hojas superiores, ademas, se not6 una disminucion a medida

que el cultivo avanzaba. Cuando los valores se expresan por unidad de proteina los
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Figura 4.4 — Contenido de proteinas solubles totales durante la ontogenia en
foliolos de hojas superiores (), intermedias (i) e inferiores (H).
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Figura 4.5 — Actividad FBPasa a pH 8.8 expresada por unidad de peso fresco
durante la ontogenia en foliolos de hojas superiores ((J), intermedias (%) e
inferiores (M)
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Figura 4.6 — Actividad FBPasa a pH 8.8, expresada por unidad de proteina,
durante la ontogenia en foliolos de hojas superiores ((J), intermedias
inferiores (H).
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Figura 4.7 - Actividad FBPasa a pH 7.9, expresada por unidad de peso fresco,
durante la ontogenia en foliolos de hojas superiores (O), intermedias (%) e inferiores

(m).
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valores se hacen similares, aunque, tal como sucedi6 con la actividad a pH 8.8, los de
hojas medias resultaron inferiores a los de superiores e inferiores en el primer muestreo

(Figura 4.8).

4.1.7 - Actividad NADP-MDH dependiente de tiorredoxina endégena

Al igual que la actividad FBPasa, la actividlad NADP-MDH expresada por
unidad de peso fresco fue mayor en hojas superiores e intermedias, con respecto a las
inferiores (Figura 4.9). Entre las primeras no hubo en general diferencias significativas.
Este perfil se mantuvo, en general, cuando los datos se expresaran por unidad de

proteina (Figura 4.10).

4.1.8 - Actividades FBPasa y NADP-MDH dependientes de tiorredoxina exégena

Con el objeto de analizar la posible existencia de una deficiencia en los niveles
de tiorredoxina endogena, se realizé la medicion de las actividades FBPasa y NADP-
MDH agregando Trx f y Trx m, respectivamente. Se utilizaron foliolos de hojas
superiores e intermedias por ser las que presentaban mayores contenidos de ambas
enzimas determinados por ELISA. No se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
entre estos valores y los correspondientes a las actividades dependientes de tiorredoxina

endogena (Figura 4.11).

4.1.9 - Niveles proteicos de FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx m

Se procedi6 a la obtencion de anticuerpo anti-FBPasa debido a que los
correspondientes a las otras proteinas se encontraban en cantidad suficiente en el
laboratorio. La determinacion del titulo del anticuerpo producido se realizd mediante
ELISA (Figura 4.12) y la especificidad mediante Western-blotting (Figura 4.13). Se
consider6 que el anticuerpo era apropiado para la determinacién del contenido de
FBPasa en los tejidos foliares, debido a la inexistencia de reaccion cruzada con la

FBPasa citosolica (Fonolla et al., 1994).
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Figura 4.8 - Actividad FBPasa a pH 7.9 expresada por unidad de proteina, durante
la ontogenia en foliolos de hojas superiores (O), intermedias () e inferiores (H).
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Figura 4.9 - Actividad NADP-MDH expresada por unidad de peso fresco, durante la
ontogenia en foliolos de hojas superiores (O0), intermedias (7)) e inferiores (H).
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Figura 4.10 - Actividad NADP-MDH expresada por unidad de proteina, durante la
ontogenia en foliolos de hojas superiores (O), intermedias (#) e inferiores ().
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Figura 4.11 - Actividades FBPasa a pH 7.9 (a) y NADP-MDH (b) expresadas por unidad
de proteina con (+Trx) y sin (-Trx) agregado de Trx fy Trx m exdgenas, respectivamente.
Letras iguales indican diferencias no significativas (p > 0.05)
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Figura 4.12 — Determinacion del titulo del anticuerpo anti-FBPasa mediante
ELISA. Suero preinmune(@®),suero final (l),suero final-suero preinmune (A).
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Figura 4.13 — Determinacion de la especificidad del anticuerpo anti-FBPasa
mediante Western-blotting. I) Western-blotting, revelado para peroxidasa con 4-
cloro-1-naftol; IT) electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, tincién con azul
Coomasie R-250. (a) extracto foliar, (b) proteina expresada utilizada en las
inoculaciones. Std: estandares de pesos moleculares
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Utilizando el anticuerpo obtenido anti-FBPasa y los existentes anti-NADP-
MDH, anti-Trx fy anti-Trx m, se procedié a la determinacion de los niveles proteicos
especificos mediante ELISA. En todos los casos los valores se expresan por unidad de

peso fresco, y relativos al mayor valor de absorbancia alcanzado en cada analisis.

En el caso de la FBPasa los mayores valores se encontraron en estadios cercanos
a la floracion (40 dias), y siempre fueron disminuyendo desde hojas superiores hacia las
inferiores (Figura 4.14). Un perfil casi idéntico se cumpli6 con su modulador fisiologico
Trx f (Figura 4.15). En cambio para la NADP-MDH (Figura 4.16) y su modulador, Trx

m, los valores méaximos se presentaron antes de la floracion (Figura 4.17).

4.1.10 - Expresion transcripcional

4.1.10.1 — Estudios preliminares

Primeramente se evaluaron diferentes técnicas para analizar los contenidos de
mRNA especificos para cada proteina. Se buscaba una técnica que fuera a la vez lo
suficientemente sensible y eficaz para comparar diferentes muestras, y que también
permitiera el manejo de un nimero elevado de las mismas. Como material de partida se
prefiri6 emplear mRNA en lugar de RNA total, porque evitaba posibles
contaminaciones con DNA genémico y permitia ajustar mejor las concentraciones de
sustrato. La utilizacion de la técnica de Northern-blotting result6 inadecuada por el
numero elevado de muestras a analizar. Se opt6 en un primer momento por el Northern-
ELISA, pero después de varias extracciones se vio que la cantidad de mRNA que se
obtenia de las muestras foliares mediante la utilizacion de particulas magnéticas de
estreptavidina resultaba insuficiente para el Northern-ELISA. Se necesitaba partir de un
mayor peso fresco inicial, superior a los 100 mg recomendados por el fabricante, lo que
redundaba en una menor pureza de la solucion de mRNA obtenida. Se probé entonces la
técnica de transcripcion inversa del mRNA y posterior amplificaciéon por PCR del
cDNA obtenido (RT-PCR). Esta técnica es muy sensible en la deteccion de transcritos,
pero requiere una considerable cantidad de pasos previos para hacerla suficientemente
repetitiva y fiable. Cumplidos estos pasos el RT-PCR se torna una técnica que, aunque
semicuantitativa, es muy util para comparar niveles de expresion transcripcional en

tejidos de diferentes 6rganos o estados fisiologicos.
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Figura 4.14 — Contenido de FBPasa analizado mediante ELISA, en foliolos de
hojas superiores (O), intermedias () e inferiores (M). Valores expresados como
porcentaje del mayor valor de absorbancia alcanzado, en funcién del peso fresco.
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Figura 4.15 — Contenido de Trx f analizado mediante ELISA en foliolos de hojas
superiores (OJ), intermedias (=) e inferiores (M). Valores expresados como
porcentaje del mayor valor de absorbancia alcanzado, en funcion del peso fresco.
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Figura 4.16 — Contenido de NADP-MDH analizado mediante ELISA, en foliolos de
hojas superiores (O0), intermedias (*) e inferiores (M). Valores expresados como
porcentaje del mayor valor de absorbancia alcanzado, en funcion del peso fresco.
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Figura 4.17 — Contenido de Trx m analizado mediante ELISA, en foliolos de hojas
superiores (1), intermedias (=) e inferiores (M). Valores expresados como porcentaje
del mayor valor de absorbancia alcanzado, en funcién del peso fresco.
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La puesta a punto comienza con el disefio de oligonucle6tidos, que actuaran a la
manera de “primers” o cebadores para la actividad de las polimerasas. En el laboratorio
se contaba con diferentes oligonucledtidos que se utilizaban en las experiencias con
plasmidos, cuyos nombres y caracteristicas se describen en la Tabla 4.1. Estos
oligonucleotidos fueron efectivos en el caso de las tiorredoxinas, pero no para FBPasa y
NADP-MDH (Figura 4.18). Esto es asi porque los fragmentos que se buscaba
amplificar en el caso de las tiorredoxinas eran de menor tamafio. En el RT-PCR surgen
problemas cuando el fragmento de interés supera las 1000 bases, como era €l caso de la
FBPasa y de la NADP-MDH. Estos inconvenientes se pueden evitar trabajando sobre
tres aspectos: (a) variando el programa de amplificacion, disminuyendo la temperatura y
aumentando el tiempo de “annealing”, y/o aumentando el tiempo de polimerizacion; (b)
empleando oligonucleotidos con mayor nimero de bases complementarias a la
secuencia molde, siendo lo aconsejable alrededor de 30, y (c) utilizando
oligonucleodtidos complementarios a zonas intermedias de la secuencia de interés, que
determinen la amplificacién de fragmentos mas cortos que la secuencia total. Si los
fines son meramente comparativos, estos fragmentos mas cortos son igualmente
representativos de la secuencia completa. Los oligonucledtidos que estdbamos
empleando s6lo poseian alrededor de 15 bases complementarias, y con ellos no se

consigui6 un programa que fuera lo suficientemente efectivo.

Se disefiaron nuevos oligonucledtidos con secuencias complementarias de
alrededor de 30 bases para FBPasa y NADP-MDH (Tabla 4.2). Los nuevos fragmentos
disefiados fueron adecuados para una amplificacion fiable y repetitiva de los transcritos
de FBPasa y NADP-MDH (Figura 4.19). El empleo de diferentes combinaciones de
oligonucledtidos para secuencias més cortas del transcrito de la FBPasa (Tabla 4.3)
también fue efectivo. Aunque con diferente rendimiento, se obtuvo la amplificacion de
los fragmentos esperados (Figura 4.20).  Finalmente, se decidio seguir la puesta a
punto del RT-PCR empleando los oligonucledtidos que determinaban la amplificacidn

de las secuencias completas tanto de la FBPasa como de la NADP-MDH.
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NOMBRE PROTEINA EXTREMO SECUENCIA
FJ1 FBPasa 5 -gatccatggCTGTGAAGGAA-
OF2 FBPasa 3 -taggatccTTAAGCTAAGTACTT-
MDHp NADP-MDH 5 -cgtcatatgTCTGTTGCACCAAAT-
pHDM NADP-MDH 3 -ttgaattcttaCATTTCGCCGGG-
TfN Trx f 5 -cacggccatgg TAGGGAAAGTAACC-
TfC Trx f 3 -aaggatccCTAACTAGACCGAACAGTG-
Tm N Trx m 5 -getcatatgGCTGTAAATGAAGTTCA-
Tm C Trx m 3’ -ttggatccTCAAATATACTTTTCCAC-

Tabla 4.1 — Secuencias de oligonucledtidos utilizados en las experiencias
preliminares de RT-PCR. En mayusculas aparecen las bases complementarias a la
secuencia de interés

(a)

std (¢) (d)

Figura 4.18 — Productos de RT-PCR utilizando FJ1 - OF2 (a); MDHp — pHDM (b);
TfN-TfC (c)y Tm N~ Tm C (d). Tincién con bromuro de etidio. std: marcadores
de peso molecular.
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NOMBRE PROTEINA EXTREMO SECUENCIA

FBP-N FBPasa 5 -ATGGCTGTGAAGGAAGCAACTAGTGAGAC-
FBP-C FBPasa 3’ -TTAAGCTAAGTACTTTITCAACCTTCTCCAC-
MDH-N NADP-MDH 5 -TCTGTTGCACCAAATCAAGTGCAGGTTCC-
MDH-C NADP-MDH 3 -CATTTCGCCGGGGAGCATGGTGTCGCCAGG-

Tabla 4.2 — Caracteristicas de los oligonucledtidos con secuencias de alrededor de
30 bases utilizados para el RT-PCR de los transcritos de FBPasa y NADP-MDH.

1000b

500b

@@ (b)) st

Figura 4.19 — Fragmentos obtenidos por RT-PCR de los transcritos de FBPasa (a) y
NADP-MDH (b), utilizando oligonucledtidos de alrededor de 30 bases
complementarias. Tincidén con bromuro de etidio. std: marcadores de peso molecular.
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NOMBRE PROTEINA EXTREMO SECUENCIA
GIN FBPasa 5 -GCATTTTTGGGATTTACAG-
GIC FBPasa 3 -GCCTGGTTGACACACATT-
DS FBPasa 5 -acgtGACACTCGTCATTGG-

Tabla 4.3 — Caracteristicas de los oligonucleotidos empleados en la amplificacion
de fragmentos incompletos del transcrito de FBPasa. En mayusculas aparecen las
bases complementarias a la secuencia de interés.

1000b
500b

std FJ1 DS FJ1 GIN DS
OF2 OF2 GIC OF2 GIC

Figura 4.20 — Amplificacion por RT-PCR de secuencias parciales del transcrito de
FBPasa. Tincion con bromuro de etidio. std: marcadores de peso molecular.
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4.1.10.2 - Optimizacion del RT-PCR

Los ensayos descritos fueron desarrollados utilizando el mismo programa
(Figura 4.21). Es necesario tener en cuenta que si el RT-PCR se va a utilizar para
comparar semicuantitativamente los niveles d¢ mRNA de una misma proteina en
diferentes tejidos o situaciones fisiologicas, se debe ajustar el programa de manera que
se puedan detectar diferencias, y que éstas se repitan si la determinacion se realiza en las
mismas condiciones. Para lograr el programa adecuado se pueden hacer pruebas
variando, por un lado, la concentracion de la secuencia molde y, por otro, el nimero de
ciclos en la etapa de PCR. En el caso de las tiorredoxinas se comenzd trabajando con
una concentracion de molde, en general recomendada, de 50 ng y variando la cantidad
de ciclos. Tanto para la Trx f (Figura 4.22) como para la Trx m (Figura 4.23) el nimero
de ciclos adecuado se ubico entre 23 y 26, siendo el resto del programa el usado
previamente (Figura 4.21). En esta zona era en la que se obtenia una respuesta

cuantitativa. Se decidi6, entonces, utilizar en el futuro 25 ciclos en la etapa de PCR.

Una vez encontrado el nimero de ciclos adecuado se paso a analizar la cantidad
de mRNA inicial (Figuras 4.24 y 4.25). Tanto en el caso de la Trx f como de la Trx m se
apreci6 una cierta inhibicion para elevadas cantidades de molde inicial (100 ng), lo que
podria deberse a las impurezas presentes en la solucion de mRNA; por ejemplo, restos
de tiocianato de guanidina, o de proteinas procedentes de la extraccion con particulas de
estreptavidina. Lo apropiado parecia trabajar con cantidades inferiores a 25 ng. Se eligio

como cantidad apropiada 20 ng de mRNA total.

Se sigui6 un esquema similar en la optimizacién del RT-PCR para FBPasa, pero
en este caso el programa contemplé desde el principio un tiempo mas prolongado para
el paso de polimerizacion en la etapa de PCR (Figura 4.26). Aunque ya con 30 ciclos se
apreciaban productos de amplificacién de la secuencia completa del transcrito para
FBPasa (Figura 4.27), se prefiri6 seguir trabajando en adelante con 40 ciclos. Se asumio
que el numero de ciclos apropiado para NADP-MDH tendria que ser similar al usado
para FBPasa, debido a la similitud de extension de la secuencia que se pretendia
amplificar. Se procedio entonces al analisis de la cantidad de mRNA inicial para ambas

proteinas (Figura 4.28).
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o0 o0 40 ciclos
: 68 i 68°
2 i7

45’ 40

Figura 4.21 — Programa de RT-PCR utilizado en los ensayos iniciales.

1000b
500b

std 20c 23¢ 26¢ 29¢ 32¢ 35c

Figura 4.22 — Determinacion del nimero de ciclos adecuado en la amplificacion
por RT-PCR del transcrito de Trx f. std: marcadores de peso molecular.
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500b

std 20c 23c 26¢ 29¢ 32¢ 35¢

Figura 4.23 - Determinacion del nimero de ciclos adecuado en la amplificacion
por RT-PCR del transcrito de Trx m. std: marcadores de peso molecular.

500b

Sld 0 25 50 75 100 mRNA., (ng)

Figura 4.24 — Determinacion de la cantidad de molde inicial apropiado en la
amplificacion por RT-PCR del transcrito de Trx f std: marcadores de peso
molecular.
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500b
Trx m

std 0 25 50 75 100 std  mRNA,, (ng)

Figura 4.25 — Determinacion de la cantidad de molde inicial apropiado en la
amplificacion por RT-PCR del transcrito de Trx m. std: marcadores de peso
molecular.

i 30.a 50 ciclos :
94°} 94°
; 68°  68°
37 §: 77
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Figura 4.26 — Programa empleado en la optimizacion del RT-PCR para FBPasa.
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std 30c 35¢ 40c 45¢ 50c

Figura 4.27 - Determinacion del nimero de ciclos adecuado en la amplificacién por
RT-PCR del transcrito de FBPasa. std: marcadores de peso molecular.

FBPasa NADP-MDH

25 50 25 50  std mRNA, ., (ng)

Figura 4.28 — Determinacion de la cantidad de molde inicial apropiado en la
amplificacion por RT-PCR de los transcritos de FBPasa y NADP-MDH. std:
marcadores de peso molecular.
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Sobre la base de todos estos estudios preliminares se probo la eficacia del RT-
PCR optimizado para comparar niveles de transcritos de Trx £y Trx m en foliolos de
hojas superiores, intermedias e inferiores durante la ontogenia, previa extraccion del

mRNA (Figuras 4.29 y 4.30). Los resultados fueron satisfactorios.

Por ultimo restaba encontrar una forma de medir los niveles de expresion
transcripcional, semicuantitativamente, adecuada a las caracteristicas propias del
método de RT-PCR. En la bibliografia encontramos el uso frecuente de la hibridacion
con sondas especificas marcadas de los fragmentos obtenidos por RT-PCR, después de
una electroforesis en agarosa y posterior transferencia a membrana (Southern-blotting).
A esto seguiria el revelado de la marca mediante un método adecuado y, finalmente, una
densitometria de las correspondientes bandas. Se probd como alternativa el incorporar la
marca, en este caso digoxigenina-dUTP, durante la etapa de PCR en el mismo
fragmento producido. Esta rutina permitia ahorrar el paso de hibridacion. Esta técnica
resultd efectiva (Figuras 4.31 y 4.32). Bandas que no se aprecian en la tinciéon con
bromuro de etidio eran perfectamente apreciables y, por lo tanto, cuantificables; tal era

el caso de la Trx m (Figuras 4.30 y 4.32).

4.1.10.3 - Niveles de transcritos de FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx m

durante la ontogenia

El analisis de los contenidos de mRNA por unidad de peso fresco en el caso de
la FBPasa muestra un perfil similar al de la proteina especifica determinada por ELISA.
Los valores mas altos se encontraron en floracion y fructificacion (Figura 4.33). Al
igual que ocurre el contenido de proteina para NADP-MDH, los valores maximos se
presentaron en estadios previos a la floracion (Figura 4.34). En el caso de las
tiorredoxinas (Figuras 4.35 y 4.36) se dio un aumento de los niveles de transcritos desde
estadios tempranos hasta la floracion-fructificacion. Esto coincidié de alguna manera,
aunque menos en el caso de la Trx m, con los perfiles de proteina y con los encontrados
para los transcritos de FBPasa y NADP-MDH.
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Figura 4.29 — RT-PCR para Trx f en foliolos de hojas superiores (s), intermedias
(m) e inferiores (i) durante la ontogenia en cultivo hidropénico. std: marcadores
de peso molecular.
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Figura 4.30 — RT-PCR para Trx m en foliolos de hojas superiores (s), intermedias
(m) e inferiores (i) durante la ontogenia en cultivo hidropdnico. std: marcadores de
peso molecular. L
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s mi s mi s mismis m.
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Figura 4.31 — Revelado de los fragmentos marcados con digoxigenina, productos de
la amplificacién del transcrito para Trx f en foliolos de hojas superiores (s),
intermedias (m) e inferiores (i), durante la ontogenia en cultivo hidroponico.

s mismis mis mi{j s mi

10 20 30 40 50

Cultivo hidroponico (dias)

Figura 4.32 — Revelado de los fragmentos marcados con digoxigenina, productos
de la amplificacion del transcrito para Trx m en foliolos de hojas superiores (s),
intermedias (m) e inferiores (i), durante la ontogenia en cultivo hidropo6nico.
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Figura 4.34 — Niveles de mRNA para NADP-MDH analizados mediante RT-
PCR, durante la ontogenia, en foliolos de hojas superiores (O), intermedias (7)) e
inferiores (M). Datos relativos al mayor valor, expresados en funcién de peso
fresco. Las manchas sobre las barras corresponden al revelado para fosfatasa
alcalina de los fragmentos de DNA marcados con digoxigenina, obtenidos por RT-
PCR de los correspondientes mRNA.

97




Resultados

100} oo~ 000 00 G0v 9o

(o]
o

N
(o]

Valores relativos (%)

10 20 30 40 50
Cultivo hidropoénico (dias)

Figura 4.35 — Niveles de mRNA para Trx f analizados mediante RT-PCR,
durante la ontogenia, en foliolos de hojas superiores (IJ); intermedias (%) e
inferiores (M). Datos relativos al mayor valor, expresados en funciéon de peso
fresco. Las manchas sobre las barras corresponden al revelado para
fosfatasaalcalina de los fragmentos de DNA marcados con digoxigenina,
obtenidos por RT-PCR de los correspondientes mRNA.
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Figura 4.36 — Niveles de mRNA para Trx m analizados mediante RT-PCR,
durante la ontogenia, en foliolos de hojas superiores (LJ); intermedias
inferiores (M). Datos relativos al mayor valor, expresados en funcién de peso
fresco. Las manchas sobre las barras corresponden al revelado para fosfatasa
alcalina de los fragmentos de DNA marcados con digoxigenina, obtenidos por RT-
PCR de los correspondientes mRNA.
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4.1.11 - Expresién transcripcional en hojas etioladas e iluminadas

Se analizaron los niveles d¢ mRNA de FBPasa, Trx fy Trx m en foliolos
obtenidos de plantas mantenidas en oscuridad desde el momento de la siembra hasta los
10 dias de crecimiento. A partir de entonces se las iluminé con 500 pmol.m? s PAR,
recogiéndose material foliar a las 0, 2, 10, 24 y 48 horas. En ese instante las plantas se
volvieron a colocar en oscuridad, efectuandose el muestreo a las 4 y 24 horas
posteriores. Se aprecia una clara respuesta positiva a la luz de los tres transcritos
analizados. Esta fue mas marcada en el caso de la FBPasa (Figura 4.37). El maximo de
expresion se dio a las 24 horas, para disminuir levemente a las 48 horas de iluminacion,
y caer a valores cercanos a cero en ausencia de luz, ya a las 4 horas de oscuridad. El
transcrito para Trx f fue mas estable (Figura 4.38); ya existia cierto nivel de expresion
en plantas etioladas, pero éste aument6 marcadamente al ser iluminadas. A diferencia de
la FBPasa, con la oscuridad no se produjo descenso alguno en los niveles de transcritos;
por el contrario, éstos se mantuvieron estables hasta las 24 horas de oscuridad, final del
periodo de anélisis. La expresion del transcrito de Trx m presenté algunas
particularidades diferentes al de los dos mencionados (Figura 4.39). Aunque al igual
que ocurria con la Trx f se encontraba presente en hojas etioladas, con la exposicion a la
luz los niveles aumentaron mas rapidamente que en el caso de ésta y de la FBPasa.
Como en ambas el maximo de transcrito de Trx m se presentd a las 24 horas de
iluminacién; la oscuridad provocod una disminucion muy marcada en los niveles del

mismo, comportamiento mas parecido al de FBPasa que al de Trx f.

4.1.12 - Amplificacién de secuencias parciales de FBPasa

Se realizo paralelamente un RT-PCR utilizando una combinaciéon de
oligonucleétidos que permitian la amplificacion de solo una parte de la secuencia total
de FBPasa, dando similares resultados que la amplificacion de la secuencia completa

(Figura 4.40, comparar con los resultados de la Figura 4.33).

4.1.13 - Amplificacion de secuencias genémicas

La presencia de intrones en las secuencias genomicas de FBPasa (Figura 4.41) y
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Figura 4.37 - Niveles de transcrito para FBPasa en respuesta a la iluminacioén y a
oscuridad. El tiempo O corresponde a plantulas etioladas. Las manchas sobre las
barras corresponden al revelado para fosfatasa alcalina de los fragmentos de
DNA marcados con digoxigenina, obtenidos por RT-PCR de los correspondientes
mRNA.
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Figura 4.38 - Niveles de transcrito para Trx f en respuesta a la iluminacion y
oscuridad. El tiempo O corresponde a plantulas etioladas. Las manchas sobre las
barras corresponden al revelado para fosfatasa alcalina de los fragmentos de
DNA marcados con digoxigenina, obtenidos por RT-PCR de los correspondientes
mRNA.
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Figura 4.39 - Niveles de transcrito para Trx m en respuesta a la iluminacion y
oscuridad. El tiempo 0 corresponde a plantulas etioladas. Las manchas sobre las
barras corresponden al revelado para fosfatasa alcalina de los fragmentos de
DNA marcados con digoxigenina, obtenidos por RT-PCR de los correspondientes
mRNA.
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Figura 4.40 — RT-PCR para FBPasa utilizando los oligonucleétidos GIN y FBP-C.
Niveles de mRNA durante 30 dias de crecimiento hidroponico (fase vegetativa),

en foliolos de hojas superiores (s), intermedias (m) e inferiores (i).
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Trx f (Figura 4.42) determiné la amplificacion de secuencias mas largas que las
obtenidas utilizando mRNA como molde. De esta forma se pudo comprobar que los
preparados de mRNA total se encontraban, salvo en el caso de la Trx m, libres de
contaminacién por DNA genomico. En el caso de la Trx m, el oligonucleotico
complementario al extremo 5°, Tm-N, reconocia una secuencia que estaba interrumpida
por un intron en el DNA gendmico (Sahrawy et al., 1995), por lo que evitaba de esta

forma la posible amplificacion de secuencias genémicas.

4.2 — Expresion de FBPasa, NADP-MDH vy tiorredoxinas f y m en diferentes

organos de la planta de guisante

4.2.1 - Comparacion entre foliolos sésiles y peciolados

Los anlisis se realizaron en plantas de 30 dias de crecimiento desde la siembra,
de ellos 20 en cultivo hidroponico. Se seleccionaron foliolos sésiles y peciolados de los
tercios superior, intermedio e inferior de la planta. Al igual que en los analisis de
ontogenia, la actividad FBPasa no dependiente y dependiente de tiorredoxina endogena,
asi como la actividad NADP-MDH, disminuyeron desde las hojas superiores hacia las
inferiores, tanto en foliolos sésiles como peciolados. El analisis estadistico permiti6
comprobar esta tendencia, al igual que una mayor actividad en los foliolos sésiles con
respecto a los peciolados cuando los resultados se expresan por unidad de peso fresco
(Figura 4.43). El contenido de proteinas también disminuyé hacia las hojas inferiores,
pero no fue diferente entre foliolos sésiles y peciolados (Figura 4.44). Por lo tanto, las
diferencias encontradas en la expresion por peso fresco se mantuvieron al expresar lo

resultados por unidad de proteinas (Figura 4.45).

Cuando las plantas se encontraban en fructificacion se midi6 la tasa de
fotosintesis neta, y se encontré6 que los foliolos peciolados presentaban tasas muy

superiores a los sésiles. Estas diferencias se hacian menores en las hojas inferiores

(Figura 4.46).
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1500b
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Figura 4.41 — Amplificaciéon por RT-PCR de mRNA para FBPasa de (m), y por
PCR de DNA gendmico (g). std: marcadores de peso molecular.

Figura 4.42 — Amplificacion por RT-PCR de mRNA para Trx f de (m) y por
PCR de DNA genomico (g). std:marcadores de peso molecular.
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Figura 4.43 — Actividad FBPasa a pH 8.8 (a), a pH 7.9 (b), y actividlad NADP-
MDH (c), en foliolos peciolados () y sésiles (M) de hojas superiores (s), intermedias
(m) e inferiores (i). En las figuras interiores se muestran las medias de cada factor.
Resultados expresados por unidad de peso fresco. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p=0.05).

104



Resultados

&

25
OP ab a a
%020‘ HI_\C [] I
& 15
[
210 4
g
N i
2
Ay 0 ,

S m i

Figura 4.44 — Contenido de proteinas solubles totales en foliolos peciolados () y
sésiles (M) de hojas superiores (s), intermedias (m) e inferiores (i). En las figuras
interiores se muestran las medias de cada factor. Resultados expresados por
unidad de proteina. Letras diferentes indican diferencias significativas (p=0.05).
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Figura 4.46 — Fotosintesis neta en foliolos peciolados () y sésiles () de hojas
superiores (s), intermedias (m) e inferiores (i) de plantas con 50 dias de crecimiento
hidropoénico.
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4.2.2 - Expresién transcripcional

Los niveles de mRNA para FBPasa, NADP-MDH, Trx f'y Trx m se analizaron
mediante RT-PCR en hojas (foliolos peciolados y sésiles), frutos (vainas y granos

inmaduros), tallos y raices.

La tincion con bromuro de etidio (Figura 4.47) de los productos de la
amplificacion por RT-PCR muestra claramente el elevado nivel de expresion
transcripcional para las cuatro proteinas en érganos fotosintéticos. Es de resaltar la nula
expresion transcripcional en raices de FBPasa, NADP-MDH y Trx m, y también en
granos de FBPasa y NADP-MDH. Cabe aclarar que los granos inmaduros analizados se
encontraban verdes, por lo que se podia asumir que tenian una cierta actividad

fotosintética.

Al realizar la transferencia y el desarrollo de las bandas con antidigoxinenina
conjugada con fosfatasa alcalina, se pudo verificar la baja expresion transcripcional en
raices en el caso de la FBPasa, NADP-MDH y Trx m, en niveles muy inferiores al de

hojas, vainas y tallos (Figura 4.48).

Resulté sorprendente el elevado nivel de expresion en raices del transcrito para
Trx f, a diferencia, especialmente, de la Trx m, una proteina de paralelas funciones
fisiologicas que aquélla (Figura 4.47 ¢y d). Salvo en el caso de las semillas el contenido
de mRNA total fue bastante similar en los distintos 6rganos (Figura 4.49). Por lo tanto,
los bajos niveles encontrados en raices no se debieron a un menor contenido de mRNA

total por unidad de peso fresco.

Para evaluar si los fragmentos obtenidos correspondian fehacientemente a la
copia y amplificacion del transcrito de Trx f, se analizaron nuevamente los niveles de
expresion, pero utilizando esta vez los oligonucleétidos complementarios a los extremos
5’ y 3’ de la secuencia completa; es decir, incluyendo al péptido de transito (Tabla 4.4).
Cabe aclarar que la Trx f es una proteina cloroplastidica de codificacion nuclear, y que
la secuencia precursora contiene un péptido de transito relacionado con el transporte de
esta proteina al cloroplasto. Los niveles de expresion detectados en las raices fueron
igualmente altos, como cuando se utilizaron oligonucledtidos para amplificar sélo la
secuencia del transcrito correspondiente a la proteina madura cloroplastidica (Figura

4.50).
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Figura 4.45 — Actividad FBPasa a pH 8.8 (a), a pH 7.9 (b), y actividad NADP-
MDH (c), en foliolos peciolados () y sésiles () de hojas superiores (s),
intermedias (m) e inferiores (i). En las figuras interiores se muestran las medias de
cada factor. Resultados expresados por unidad de proteina. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p=0.05).
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Figura 4.47 — Tincion con bromuro de etidio de los productos de RT-PCR para
FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f (¢) y Trx m (d) a partir de mRNA obtenido de
foliolos peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices
(r) de plantas con 50 dias de crecimiento hidrépénico.
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Figura 4.48 — Niveles de expresion de mRNA para FBPasa (a), NADP-MDH (b),
Trx f(c) y Trx m (d) mediante RT-PCR, en funcion del peso fresco, en foliolos
peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r).
Los valores corresponden a la cuantificacion por densitometria de las bandas
reveladas con antidigoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina, y son relativos
al mayor valor alcanzado. En la parte superior se muestran las bandas de
amplificacion de DNA, previa tinciéon con el sistema de fosfatasa alcalina.
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Figura 4.49 — Niveles de mRNA extraido de foliolos peciolados (fp), foliolos
sésiles (fs), vainas (v), granos inmaduros (g), tallos (t) y raices (r).

NOMBRE PROTEINA EXTREMO SECUENCIA
Td1 Trxf 5 -ttecatggCTCTAAATCTCTGC-
TfC Trx f 3 -aaggatccCTAACTAGACCGAACAGTG-

Tabla 4.4 — Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por RT-PCR de la
secuencia precursora de la Trx f. Aparecen en mayusculas las bases complementarias
a la secuencia del transcrito.
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Las particulas magnéticas de estreptavidina pueden ser reutilizadas para la
extraccion de mRNA. Esto podia acarrear contaminaciones cruzadas. Para tener la
seguridad de que lo que se expresaba en raices era el transcrito de la Trx £, se repitio la
extraccion de mRNA utilizando particulas nuevas. Nuevamente el RT-PCR mostrd

niveles elevados de expresion transcripcional de Trx f en raices (Figura 4.51).

Con uno de los productos de amplificacion por RT-PCR, correspondiente a la
proteina madura, se realizO una electroforesis en agarosa de bajo punto de fusion
(Nusieve, FMC). Luego de la tincion con bromuro de etidio se coloco €l gel en el trans-
iluminador ultravioleta y se separ6 la banda correspondiente del gel. Se limpid y
purifico el cDNA incluido en el gel, y se probé que fuera capaz de amplificar por PCR
un fragmento codificante para Trx f por PCR (Figura 4.52). Se secuencié dicho
fragmento, y la secuencia resultante se comparé con las de diferentes tiorredoxinas,
entre ellas algunas de tiorredoxinas h de otras especies, toda vez que la de guisante no
esta descrita. Las tiorredoxinas h son citosolicas, y su presencia en raiz es esperable. La

secuencia obtenida resulté ser idéntica al 100% a la de Trx f de guisante.

4.2.3 - Niveles proteicos

El contenido de proteinas totales por unidad de peso fresco fue mayor en hojas y

granos con respecto a vainas, tallos y raices (Figura 4.53).

Analizadas por ELISA las cuatro proteinas objeto de estudio (FBPasa, NADP-
MDH, Trx fy Trx m), los mayores niveles se presentaron en las hojas (Figura 4.54). A
diferencia de lo que sucedi6 con respecto a los transcritos, se observé un elevado nivel
de estas proteinas en el grano. Si los resultados se expresan por unidad de proteina los
valores en grano descienden debido al elevado contenido de proteinas totales de estos
drganos (Figura 4.55). Aunque en las raices los contenidos son muy bajos, se registro la

presencia de las cuatro proteinas cloroplastidicas analizadas.

Para un analisis con mayor profundidad se realizaron electroforesis y
transferencias a membranas de nitrocelulosa para la posterior deteccion de cada proteina
mediante anticuerpos policlonales especificos (western-blotting). En el caso de la
FBPasa se aprecio claramente que la cantidad en hojas fue muy superior a la de los otros

tejidos, no existiendo en raiz evidencia de la presencia de esta enzima (Figura 4.56).
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Figura 4.50 — Tinciéon con bromuro de etidio de los productos de RT-PCR
utilizando los oligonucledtidos complementarios a los extremos 5’ y 3’ de la
secuencia codificante de la proteina precursora de Trx f, en foliolos peciolados
(fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos inmaduros (g), tallos (t) y raices (r). Se
muestras dos repeticiones independientes. Los resultados estin expresados en
funcién a un igual peso fresco inicial. std: marcadores de peso molecular.

@ (b) std

Figura 4.51 - Tincion con bromuro de etidio de los productos de RT-PCR utilizando
mRNA extraido de raices, con estraptavidina acoplada a particulas magnéticas no
reutilizadas, usando los oligonucledtidos complementarios a los extremos 5° y 3” de
la secuencia codificante de la proteina precursora de Trx f (a), y de la secuencia de
la proteina madura (b). Se muestran dos repeticiones independientes. std: marcadores
de peso molecular.
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Figura 4.52 — Tincién con bromuro de etidio del fragmento obtenido por PCR
utilizando los oligonucledtidos para la secuencia madura de Trx f y como molde la
secuencia purificada y obtenida por RT-PCR a partir de mRNA de raices.

Proteinas totales (mg . g PF-!)

Figura 4.53 — Contenido de proteinas totales expresado por unidad de peso fresco,
en foliolos peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y
raices (1).
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Figura 4.54 — Niveles de proteinas FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f(c) y Trx m (d)
determinados mediante ELISA, y expresados por unidad de peso fresco. Foliolos
peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r).
Valores relativos al mayor valor.
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Figura 4.55 — Niveles de proteinas FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f(c) y Trx m (d)
determinados mediante ELISA, y expresados por unidad de proteina. Foliolos
peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r).
Valores relativos al mayor valor.
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Con respecto a la NADP-MDH (Figura 4.57), tampoco hay vestigios en raices,
siendo la expresion en hojas, vainas y tallos, bastante similar al nivel de proteinas
totales. Hubo evidencia de expresion traduccional de Trx f (Figura 4.58) en todos los
organos, incluso en raices, aunque los niveles encontrados fueron muy bajos en éstas.
Algo similar sucedié con la Trx m (Figura 4.59)., donde los niveles en grano también
fueron bajos. En la determinacion mediante ELISA de los niveles de Trxs f'y m los
niveles encontrados en granos fueron mas elevados que los detectados mediante
Western-blotting. No obstante, en este ultimo caso se desarrollaron otras bandas de
mayor peso molecular que el de la Trx correspondiente. Esto podria deberse a la
tendencia que tienen las Trxs a formar agregados, o también a la presencia en el grano
de alguna o algunas proteinas con dominios similares a las de los Trxs, y reconocibles

por los anticuerpos utilizados.

4.2.4 - Actividades enzimaticas

La actividad FBPasa medida a pH 8.8 fue muy superior en hojas con respecto a
los demaés tejidos, para valores expresados tanto por unidad de peso fresco como
respecto al contenido de proteinas totales (Figura 4.60). Cabe aclarar que la actividad a
pH 8.8 se realiza en condiciones muy alejadas de las presentes en el tejido vegetal, por
lo que solamente refleja una especie de actividad potencial o, a lo sumo, niveles de
concentracion de la proteina. Sin embargo, la actividad FBPasa medida a pH 7.9, que
refleja mas fielmente la actividad fisiologica real presente en el tejido, fue mayor en
granos, expresada en funcion del peso fresco, y en vainas, por unidad de proteina
(Figura 4.61). Sospechando que la actividad FBPasa a pH 7.9 pudiera estar
involucrando la actividad de la FBPasa citosoélica, se midio la actividad a pH 7.5. A
estos valores de pH la actividad presente se debe casi exclusivamente a la FBPasa
citosolica (Figura 4.62). Si bien a pH 7.5 la actividad fue similar en hojas y granos
inmaduros, ésto no alcanzaria a explicar el mayor nivel de actividad encontrado a pH
7.9 en el grano que en la hoja. Cabe aclarar que en la determinaciéon a pH 7.9 la
actividad de la FBPasa citosolica se veria fuertemente inhibida por la alta concentracion
del sustrato (F-1,6-P). Otra alternativa es que la baja actividad foliar a pH 7.9 podria

deberse a una deficiencia de Trx fen el tejido. Seguidamente se midid, por lo tanto, la
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Figura 4.56 — Western-blotting para FBPasa en foliolos peciolados (fp),
foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r). En cada calle se
dep6sito igual cantidad de proteina total.

Figura 4.57 — Western-blotting para NADP-MDH en foliolos peciolados (fp),
foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r).. En cada calle se
depdsito igual cantidad de proteina total.
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Figura 4.58 — Western-blotting para Trx f en foliolos peciolados (fp), foliolos
sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r).. En cada calle se depésito
igual cantidad de proteina total.

xm fp 1S \4 g t r

Figura 5.59 — Western-blotting para Trx m en foliolos peciolados (fp), foliolos
sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r). . En cada calle se dep6sitod
igual cantidad de proteina total.
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Figura 4.60 — Actividad FBPasa no dependiente de Trx (pH 8.8) en foliolos
peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices
(). (a) por unidad de peso fresco, (b) por unidad de proteina total.
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Figura 4.61 — Actividad FBPasa dependiente de Trx endégena (pH 7.9) en foliolos
peciolados (fp), foliolos sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r). (a)
por unidad de peso fresco, (b) por unidad de proteina total.

120



| 3 ¢
0000000000000 0000000000000 00000000000COO0CCOCVCCFCGOINIGIONOINOGIONONONINONORNINOGINONNONINOINYNTINTS

Resultados
) (ID
2500 120
2000 - 100 4
1500 - 80 1 )
60 a
1000 - (
40 |
500 A 20
0 - o
<
~ g R f
: Q p g
& +=
A~ 2
a0 a
250 o0 12
2 g
< i 10 -
8 200 a X
S 150 8 °
g 2 6 ()
a 100 =
(] =] 4 4
o N
2 50 s
< bt 1
= 0 B 0
B S
>
< fp g g fp g
<
150
100 1
©

50

Figura 4.62 — Actividad FBPasa a pH 8.8 (a), pH 7.9 (b) y pH 7.5 (¢) expresada por
unidad de peso fresco (I) y de proteina (1), en hojas (fp) y granos inmaduros (g).
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actividad FBPasa dependiente de tiorredoxina exogena, pero no se registrod incremento
alguno de actividad. La actividlad NADP-MDH present6 valores més elevados en hojas
y vainas por unidad de peso fresco y en vainas, hojas y tallos con respecto al contenido

de proteinas totales (Figura 4.63).

4.3 —~ Evolucion del sistema modulador de la FBPasa y de la NADP-MDH en

condiciones de estrés luminico.

4.3.1 - Tratamientos de 96 h bajo luz continua, y en condiciones de luz saturante

Los primeros tratamientos de estrés luminico se realizaron utilizando plantas que
tenian 20 dias desde su siembra en vermiculita y 10 de cultivo hidropénico. Un grupo
de plantas se dejo, durante el periodo de cultivo hidropénico, en las condiciones control
descritas en Materiales y Métodos, otro grupo se colocd bajo luz continua de una
intensidad de 500 umol.m?®s” (luz continua) y un tercero a 1000 pmolm™s’ en
fotoperiodo de 14 h (luz saturante). Los tratamientos se extendieron por 4 dias. Los
muestreos se realizaron cada 24 h, paralelamente a la medicion de fluorescencia
variable y de fotosintesis neta.. El descenso en la relacion Fv/Fm evidencié claros
efectos fotoinhibitorios sobre las plantas en ambas condiciones de iluminacion. Estos se
empezaron a detectar a las 48 h en plantas bajo luz continua, y a las 72 h en las tratadas
con luz saturante. Otro signo de fotoinhibicion lo fue también el aumento de la

fluorescencia basal (Figura 4.64).

Las plantas bajo luz continua presentaron una marcada disminucién en la
fotosintesis neta, ya a las 24 h de tratamiento, comparadas con las plantas control. Estos
valores se mantienen hasta las 72 h, para mostrar una cierta recuperacion a las 96 h. Las
plantas bajo luz saturante presentaron una caida de alrededor de un 20 % con respecto a
las control, y se mantuvieron en estos niveles hasta el final del experimento (Figura
4.65).

Utilizando muestras extraidas a los mismos tiempos en los que se efectuaron las
mediciones de fluorescencia y fotosintesis neta, se determinaron los contenidos

(proteina) en FBPasa, NADP-MDH, Trx f y Trx m(Figura 4.66), y los niveles de
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(@)

Actividad enzimatica (U g PF)

(b)

Actividad enzimatica
(U mg proteina™)

Figura 4.63 — Actividad NADP-MDH en foliolos peciolados (fp), foliolos
sésiles (fs), vainas (v), granos (g), tallos (t) y raices (r). (a) por unidad de
peso fresco; (b) por unidad de proteina total.
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Figura 4.64 - Valores de F/F), (a) y de fluorescencia maxima y basal (b) en
hojas de plantas expuestas durante 96 h a luz normal (), luz saturante de 1000
pumol.m?s! (), 6 continua de 500 pmol.m?.s?! (M). Las barras altas en (b)
corresponden a la fluorescencia maxima Fy,.
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Figura 4.65 - Fotosintesis neta en hojas de plantas expuestas durante 96 h a
luz normal (Q), luz saturante de 1000 pmol.m?2s! (¥ ), 0 continua de 500
pumol.m?2.s'! (M)
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Figura 4.66 - Contenidos de proteina FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f (¢) y Trx m
(d), determinados mediante ELISA en hojas de plantas expuestas durante 96 h a
luz normmal (@), luz saturante de 1000 pymol.m?s! (M ), 6 continua de 500
pmol.m?2s! (A). Valores relativos al mayor.
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mRNA para ambas tiorredoxinas (Figura 4.67). El objetivo era analizar la expresion de
las enzimas FBPasa y NADP-MDH vy, al mismo tiempo, tratar de detectar si se
producia un aumento de las tiorredoxinas como respuesta a las condiciones de estrés.
Ni los niveles de proteinas ni de los transcritos mostraron claras tendencias hacia el
aumento o disminucion. Se decidid, entonces, aumentar las condiciones de saturacion
sometiendo a las plantas a una irradiacion de 2000 umolm?®s' . Se realizaron
mediciones de fluorescencia, y determinaciones de proteinas especificas por ELISA
cada 2.5 h, hasta llegar a las 10 h, a fin de analizar los posibles cambios producidos en
los primeros momentos de alta iluminacion. Las hojas se vieron claramente
fotoinhibidas como se pudo apreciar mediante la determinacion de la relacion Fv/Fy
(Figura 4.68). El contenido de proteinas totales de las hojas estresadas fue, en general,
superior al de las control (Figura 4.69). Esto podria deberse a un mayor ritmo
metabolico producido en los primeros instantes como respuesta al aumento en la
irradiacion, o como un ajuste a las condiciones de estrés impuestas. El comportamiento

seguido por la FBPasa, NADP-MDH, Trx f'y Trx m se expone en la Figura 4.70.

4.3.2 - Tratamientos de 30 dias bajo luz continua 6 saturante

Paralelamente se observé que plantas que siguieron en cultivo hidropo6nico en las
condiciones antes descritas de luz continua (500 pmol.m?s™) 6 luz saturante (2000
pmol.m?.s™) lograban adaptarse a las condiciones de estrés, llegando a florecer y
fructificar. Aunque se manifestaban ciertas diferencias anatémicas con respecto a las
plantas control, como mayor tamafio foliar, menor altura y tallos mas engrosados
(Figura 4.71), después de 10 dias de tratamiento los valores de Fy/Fy de las plantas bajo
estrés se acercaban a los de las control (Figura 4.72), aunque la fotosintesis neta seguia
siendo baja (Figura 4.73), posiblemente debido a la acumulacion de almidén en los
cloroplastos, fendmeno que se visualizaba claramente en la preparacion de los extractos.
Otro fenémeno que se producia en las plantas bajo continua o alta iluminacion era el
acortamiento del ciclo vegetativo, de tal forma que a los 30 d de crecimiento

hidropoénico ya se encontraban fructificadas.

127



Resultados

(b)

Figura 4.67 - Niveles de transcritos de Trx f (a) y Trx m (b) determinados
mediante RT-PCR (desarrollado utilizando anti-digoxigenina conjugada con
fosfatasa alcalina), en hojas de plantas expuestas durante 96 h a luz normal (n), luz
saturante de 1000 umol.m2.s™! (s), 6 continua de 500 pmol.m2.s! (c).
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Figura 4.68 - Relacion F/F,; en hojas superiores (O®), intermedias ((Jl) e
inferiores (AA), de plantas expuestas durante 10 h a condiciones normales
(simbolos abiertos), 6 bajo luz saturante de 2000 umol.m2.s”! (simbolos cerrados).
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Figura 4.69 - Contenidos de proteinas totales en hojas de plantas expuestas durante
10 h a luz normal (@), 6 luz saturante de 2000 umol.m?2s?! (A). Valores
expresados con respecto a peso fresco.
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Figura 4.70 - Contenidos de proteina FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f (¢) y Trx m
(d) determinados mediante ELISA en hojas de plantas expuestas durante 10 h a luz
normal (@) 6 luz saturante de 2000 umol.m?2.s' (A). Valores relativos al mayor
expresados con respecto a peso fresco.
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Figura 4.71 - Tamaiio de foliolos de plantas con 20 dias de crecimiento hidroponico
bajo condiciones normales (a) y con luz continua (b).
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Figura 4.72 - Relacion F/Fy; en hojas de plantas expuestas durante 10 dias a luz
normal (a), luz continua de 500 pmoles.m?seg? (b), 6 luz saturante de 2000
umoles.m?.seg” (c). Valor alcanzado a los 10 dias de tratamiento (Q), y el menor
presentado durante este periodo (M), a las 72 h en el caso de luz continua, y a las 10
h en el de luz saturante.
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Figura 4.73 - Fotosintesis neta en hojas de plantas expuestas durante 10 dias a luz
normal (1) 6 luz saturante de 2000 umol.m?s' (M). Valor alcanzado a los 10
dias de tratamiento.

132



)

Resultados

Se paso, entonces, a analizar la evolucion de los contenidos (proteina) en
FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx m, y de sus correspondientes transcritos, en plantas
sometidas a condiciones de estrés luminico durante su ontogenia, finalizando los

muestreos, como era usual, cuando las plantas fructificaron.

Semillas de guisante se germinaron en las condiciones descritas en Materiales y
Msétodos y, después de 10 dias de incubacion, las plantulas se colocaron en cultivo
hidropénico. Las plantas control siguieron en las mismas condiciones de iluminacion. A
las restantes se les impusieron dos tratamientos de estrés luminico: luz saturante (2000
umol.m?.s™ en fotoperiodo de 16 h) y luz continua (500 umol.m?.s™). Los tratamientos
se mantuvieron hasta fructificacion, unos 30 dias de cultivo hidropénico, realizandose
muestreos a los 10, 20 y 30 dias. Se recolectaron las tres hojas superiores, las Gltimas
expandidas, por separado, que se denominaron s, m e i, comenzando por la superior.
Cabe aclarar que solo en el primer muestreo estas hojas estuvieron ubicadas en los
tercios superior, intermedio e inferior de la planta, pues al cabo de 30 d todas estas hojas

pertenecieron al tercio superior de la misma.

4.3.2.1 - Niveles proteicos

Los perfiles de proteinas solubles totales en ambos tratamientos de estrés
luminico fueron muy similares (Figura 4.74). A los 10 dias de tratamiento en las hojas
superiores (s) hubo un nivel ligeramente superior en las hojas control que en las
tratadas. Sin embargo, en las hojas mas viejas (m y i) y, por lo tanto, expuestas mas
tiempo a las condiciones estresantes, o bien no existieron diferencias entre control y
tratadas (luz continua, Figura 4.74 a), o bien los niveles en hojas tratadas fueron
ligeramente superiores (luz saturante, Figura 4.74 d). A los 20 y 30 dias de estrés la
tendencia se modifico. A los 20 dias de estrés (Figura 4.74 b y e) los niveles de
proteinas solubles fueron, aunque pocas veces significativos, inferiores en las plantas
tratadas que en las control, pero si el estrés se prolongaba hasta los 30 dias (Figuras
474 ¢ y f) estas diferencias fueron ya muy significativas. Este menor contenido de
proteinas solubles presente en hojas estresadas podria estar indicando una mas

acentuada proteolisis.
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Figura 4.74 - Contenido de proteinas totales en foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic) y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (IT), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco.
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Los niveles de proteina FBPasa (Figura 4.75), analizados con anticuerpos
especificos, siguieron, con ligeras excepciones, los perfiles de las proteinas totales. Las
diferencias entre plantas tratadas y control son mas definidas en los tratamientos de luz
saturante (posiblemente los mas agresivos), donde en algunos casos el contenido en
plantas tratadas fue un 50 % del de plantas control. Esta tendencia se repitid, aunque
con ligeras variaciones, en la proteina NADP-MDH (Figura 4.76). En el caso de las
tiorredoxinas (Figuras 4.77 y 4.78), aunque en general se repitio la tendencia de que las
plantas control presentaban mayores niveles que las estresadas, las diferencias no son
tan grandes como en el caso de FBPasa y NADP-MDH, lo que podria estar indicando o
una mayor tasa de sintesis, 0 una menor degradacion de las Trxs, en plantas estresadas
con respecto a las proteinas moduladas por ellas, FBPasa y NADP-MDH. No obstante,
en general es clara la tendencia de que plantas sometidas a estrés luminico presenten

menores niveles, tanto de proteinas totales, como de FBPasa, MDH, Trx fy Trx m.

4.3.2.2 - Niveles de transcritos

Los contenidos de mRNA para FBPasa (Figura 4.79), NADP-MDH (Figura
4.80), Trx f (Figura 4.81) y Trx m (Figura 4.82), presentaron tendencias muy diferentes
con respecto a sus respectivas proteinas. Las tendencias son mas definidas en las hojas
mas viejas (m, i) que en las recién expandidas, ya que posiblemente, como se ha
mencionado anteriormente, éstas no hayan estado sometidas el suficiente tiempo a estrés
como para desencadenar los mecanismos de adaptacion. A los 10 dias de estrés los
niveles de mRNA en las hojas viejas fueron muy superiores en las plantas estresadas
que en las control. La tendencia de las plantas que crecen en condiciones adecuadas de
presentar menores contenidos de mRNA a medida que las hojas son mas inferiores, en
el caso de las plantas bajo estrés, se vio muchas veces revertida. Esto hizo que las
diferencias entre tratadas y control fueran mayores en las hojas mas viejas (i). A los 20
dias estas diferencias todavia se mantuvieron. Pero cuando el estrés se prolong6 hasta
30 dias, no se evidencid claramente la misma tendencia. En general, los niveles de
mRNA de las plantas tratadas fueron similares, y en algunos casos inferiores, a los de
las control. Existieron algunas excepciones, como en los tratamientos de luz saturante

para NADP-MDH y Trx f.
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Figura 4.75 - Contenido de proteina FBPasa de foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic), y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (II), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco y
relativos al mayor valor.
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Figura 4.76 - Contenido de proteina NADP-MDH de foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic), y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (II), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco y
relativos al mayor valor.
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Figura 4.77 - Contenido de proteina Trx f de foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic), y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (II), durante 10 (a,d),
20 (b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento, Datos expresados por unidad de peso fresco y
relativos al mayor valor.,
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Figura 4.78 - Contenido de proteina Trx m de foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic), y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (IT), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco y
relativos al mayor valor.
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Figura 4.79 - Niveles de transcritos de FBPasa en foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores, de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic) y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (1), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco.
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Figura 4.80 - Niveles de transcritos d¢ NADP-MDH en foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores, de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic) y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (T) 6 saturante (IT), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco.
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Figura 4.81 - Niveles de transcritos de Trx f en foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores, de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic) y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (I) 6 saturante (IT), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco.
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Figura 4.82 - Niveles de transcritos de Trx m en foliolos de hojas superiores,
intermedias e inferiores, de plantas crecidas en condiciones normales (sc, mc, ic) y
bajo estrés luminico (st, mt, it) de luz continua (1) ¢ saturante (1), durante 10 (a,d), 20
(b,e) 6 30 (c,f) dias de tratamiento. Datos expresados por unidad de peso fresco.
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Los resultados de los contenidos de proteinas, como se indico, podrian estar
evidenciando una mayor proteolisis en plantas sometidas a estrés. Esta menor vida
media de las proteinas estaria de alguna manera obligando a las células a un mayor
ritmo de expresion, provocando aumentos en la tasa de sintesis de los correspondientes
mRNAs. Esto estaria explicando los similares contenidos de proteinas, y los mucho
mayores de mRNA, en las plantas sometidas por 10 dias a estrés. Pero cuando estas
condiciones desfavorables se prolongan por mas tiempo, las células ven sobrepasada su
capacidad de poder mantener unos niveles apropiados de mRNA, que permitan una
velocidad de sintesis de proteinas suficientemente alta para poder compensar la mayor
degradacion de éstas.

Otra explicacion podria basarse en que los procesos de transcripcion y
traduccion estuvieran regulados por diferentes mecanismos. Por un lado, los mayores
niveles de mRNA en las plantas tratadas podrian deberse a una mayor transcripcion en
respuesta a una mayor irradiancia. Pero ésto puede no estar asociado a una mayor tasa
de traduccion. Ello significa que parte del mRNA sintetizado no es leido. Con un
periodo mas prolongado de estrés, las menores diferencias de contenido de mRNA entre
las plantas tratadas y las control podria deberse a la alteracion de procesos bioquimicos
provocados por el estrés, a los que podria estar asociada una mayor proteolisis.

Para poner a prueba ambas afirmaciones, se paso a determinar la vida media de
las proteinas en plantas control y en plantas provenientes de tratamientos de 10 dias

bajo luz saturante.

4.3.2.3 - Determinacion de la vida media de proteinas

En el estudio de la vida media de las proteinas FBPasa, NADP-MDH, Trx f'y
Trx m se puede destacar que la incorporacion de radiactividad en estas proteinas fue
muy inferior en las plantas bajo estrés que en las control (Tabla 4.5), demostrando un
menor ritmo de sintesis de proteinas en las primeras con respecto a las segundas.
Ademas, en el caso de las plantas control la radiactividad incorporada a las proteinas
solubles totales sigui6é en aumento hasta el final del periodo de analisis y, en cambio, en
las hojas estresadas, luego de alcanzar un maximo, los valores sufrieron una marcada
disminucion (Figura 4.83). Esto estaria indicando una mayor proteolisis en las plantas

estresadas. No obstante, no se evidencié una enor vida media de las proteinas bajo
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Figura 4.83 - Radiactividad incorporada a las proteinas solubles totales en hojas
provenientes de plantas control (@) y de plantas expuestas a estrés luminico (Hl).
Después de 10 dias de tratamiento las hojas eran pinceladas con 3°S-metionina y
dejadas en luz continua, extrayéndose muestras a diferentes intervalos de tiempo.
Las abscisas corresponden a las horas transcurridas a partir de la incorporacion de
la 3°S-metionina.

VIDA MEDIA (horas) MAXIMO (horas) MAXTMO (cpm)
PROTEINA CONTROL  ESTRES CONTROL _ ESTRES CONTROL _ ESTRES
FBPasa 4.0 4.0 8 8 11000 3500
NADP-MDH 4.5 40 8 8 9000 5500
Trx f 35 38 8 8 7000 800
Trx m 3.0 3.0 11 11 4500 600

Tabla 4.5 - Vida media de FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx m en hojas
provenientes de plantas control y de plantas expuestas a estrés luminico,
calculada como el tiempo que tarda en descender la radiactividad incorporada,
después de alcanzado el valor maximo, a la mitad del mismo. Se muestran
también las horas a las que se alcanz6 el méaximo, y el valor de éste (cpm).
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estudio en las plantas estresadas, comparadas con las control (Tabla 4.5), lo que indica

que estas proteinas serian de las menos afectadas por el estrés.

4.4 — Evolucion del sistema modulador de la FBPasa y de la NADP-MDH en

condiciones de estrés luminico asociado a estrés térmico.

4.4.1 - Estrés luminico asociado a altas o bajas temperaturas en tratamientos de 10

dias

Para analizar la respuesta de las plantas a condiciones de estrés luminico
asociado a estrés térmico se disefiaron experimentos en que las mismas eran mantenidas
durante un periodo de 10 dias en presencia de baja (100 pumol m? seg’ PAR) o alta
(2500 pmol m? seg’ PAR) irradiancia, simultaneadas con temperaturas normales
(25/20°C dia/noche), altas (35/30°C dia/noche) o bajas (15/10°C dia/noche), en
fotoperiodo de 16 h. En estas condiciones las plantas presentaron marcadas diferencias
en crecimiento. Existié un efecto positivo de la elevada irradiancia, y negativos tanto de
las altas como de las bajas temperaturas (Figura 4.84). Todos los estudios se realizaron
utilizando la penultima hoja expandida, debido a que, siendo de las mas jovenes, habia

soportado el estrés durante todo el periodo de tratamiento (Figura 4.85).

4.4.1.1 - Expresién transcripcional

Como era de esperar, la expresion transcripcional de FBPasa y NADP-MDH
aparece inhibida en plantas de guisante mantenidas durante 10 dias en baja irradiancia,
tanto en plantas crecidas a temperatura normales o altas (Figuras 4.86 y 4.87). Por el
contrario, cuando las plantas fueron mantenidas a baja temperatura, los niveles de
mRNA especificos aumentaron marcadamente, con los mayores valores en condiciones
de baja irradiancia. El perfil de los mRNAs especificos para Trxs fy m (Figuras 4.88 y
4.89) no fue tan marcadamente contrastante como el de sus proteinas dianas. Un efecto
positivo de la luz a bajas temperaturas es también observado en las primeras, pero ¢l
efecto no fue tan evidente como en las segundas. Como se puede apreciar, los resultados

fueron muy similares tanto si la determinacion se realiza empleando un mismo peso
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Valores relativos (%)

NTBL NTAL ATBL ATAL BTBL BTAL

Figura 4.86 - Niveles de mRNA de FBPasa determinados mediante RT-PCR,
expresados por unidad de peso fresco (a) y por unidad de mRNA total (b), en hojas
de plantas sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL:
temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta
temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura,
baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz. Las manchas de la parte superior
corresponden a los cDNAs obtenidos por RT-PCR del mRNA para la FBPasa.
Valores dados en % con respecto al mayor.
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Pseo fresco (mg)
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Figura 4.84 - Peso fresco de foliolos peciolados de ultima (Q), penultima (") y
antepenultima (M) hoja expandida de plantas sometidas a distintas combinaciones
de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura
normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta
luz; BTBL: baja temperatura, baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz.

(b)

. @
"
TVE

Figura 4.85 - Parte aérea de una planta de guisante de 10 dias de crecimiento
hidropénico (20 d desde la siembra) en condiciones normales de luz y temperatura.
(a): ultima hoja expandida; (b): pentltima hoja expandida; (c) antepentiltima hoja
expandida.
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Figura 4.87 - Niveles de mRNA de NADP-MDH determinados mediante RT-PCR,
expresados por unidad de peso fresco (a) y por unidad de mRNA total (b), en hojas
de plantas sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL:
temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta
temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz, BTBL: baja temperatura,
baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz. Las manchas de la parte superior
corresponden a los cDNAs obtenidos por RT-PCR del mRNA para 1a NADP-MDH.
Valores dados en % con respecto al mayor.
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Figura 4.88 - Niveles de mRNA de Trx f determinados mediante RT-PCR,
expresados por unidad de peso fresco (a) y por unidad de mRNA total (b), en hojas
de plantas sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL:
temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta
temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz, BTBL: baja temperatura,
baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz. Las manchas de la parte superior
corresponden a los ¢cDNAs obtenidos por RT-PCR del mRNA para la Trx f
Valores dados en % con respecto al mayor.
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Figura 4.89 - Niveles d¢e mRNA de Trx m determinados mediante RT-PCR,
expresados por unidad de peso fresco (a) y por unidad de mRNA total (b), en hojas
de plantas sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL:
temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta
temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura,
baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz. Las manchas de la parte superior
corresponden a los ¢cDNAs obtenidos por RT-PCR del mRNA para la Trx m.
Valores dados en % con respecto al mayor.
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fresco de material de partida, como si se lleva a cabo depositando en el tubo de RT-

PCR una misma cantidad de mRNA.

4.4.1.2 - Niveles proteicos

Cuando los efectos de la irradiancia y de la temperatura en la expresion de Trxs f
y m, y de FBPasa y NADP-MDH, son analizados al nivel de proteinas, son pocas las
diferencias significativas, tanto cuando el contenido de proteina especifica es expresado
sobre la base de peso fresco, como cuando lo es por unidad de proteina total (Figuras
4.90-4.93). El unico hecho que quizas merece algo de énfasis es, tal como ocurre con el
mRNA, la respuesta positiva de la planta a las bajas temperaturas bajo condiciones de
baja irradiancia, especialmente si los resultados son expresados en base a proteinas

totales.

4.4.1.3 - Clorofila y proteinas solubles totales

Fue muy claro el efecto negativo de la elevada irradiancia sobre el contenido de
clorofila, independientemente de la temperatura a la que estuvieran expuestas las plantas
(Figura 4.94). No obstante, no fue posible determinar tendencia alguna con respecto al
contenido de proteinas solubles totales. Aunque pueda parecer logico que la luz y
temperaturas elevadas podrian tener un efecto positivo, los contenidos se mantuvieron

en valores normales en todos los tratamientos (Figura 4.95)

4.4.1.4 - Actividades enzimaticas

Las tendencias observadas en los niveles de mRNA vy proteinas no tuvieron su
paralelismo con las de las actividades FBPasa y NADP-MADH (Figuras 4.96-4.98). La
primera, sorprendentemente, muestra los mayores valores en plantas que crecen bajo
altas temperaturas y baja irradiancia, cuando la actividad fue medida bajo condiciones
reductoras (pH 7.9, en presencia de DTT).

Deberia deducirse, sobre la base de estos resultados, que existe un aumento en la
capacidad transcripcional de las plantas en condiciones de bajas temperaturas. Este
hecho no puede ser considerado especifico de las proteinas bajo estudio, debido a que
cuando los resultados son expresados sobre la base de peso fresco o relativos al

contenido de mRNA total el perfil es similar. A pesar del efecto negativo de la luz sobre
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Figura 4.90 - FBPasa (proteina) determinada mediante ELISA, expresada por
unidad de peso fresco (a) y por unidad de proteina (b) en hojas de plantas sometidas
a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja
luz; NTAL: temperatura normal, alta luz, ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura, baja luz, BTAL: baja
temperatura, alta luz. Valores dados en % con respecto al mayor ‘
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Figura 4.91 - NADP-MDH (proteina) determinada mediante ELISA, expresada por
unidad de peso fresco (a) y por unidad de proteina (b) en hojas de plantas sometidas
a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja
luz; NTAL: temperatura normal, alta luz;, ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz, BTBL: baja temperatura, baja luz;, BTAL: baja
temperatura, alta luz. Valores dados en % con respecto al mayor
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Figura 492 - Trx f (proteina) determinada mediante ELISA, expresada por
unidad de peso fresco (a) y por unidad de proteina (b) en hojas de plantas sometidas
a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja
luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura, baja luz; BTAL: baja
temperatura, alta luz. Valores dados en % con respecto al mayor
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Figura 4.93 - Trx m (proteina) determinada mediante ELISA, expresada por
unidad de peso fresco (a) y por unidad de proteina (b) en hojas de plantas sometidas
a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja
luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz, ATAL:
alta temperatura, alta luz;, BTBL: baja temperatura, baja luz, BTAL: baja
temperatura, alta luz. Valores dados en % con respecto al mayor
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Figura 4.94 - Contenido en clorofila por unidad de peso fresco en hojas de plantas
sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura
normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura,
baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura, baja luz,

BTAL.: baja temperatura, alta luz.
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Figura 4.95 - Contenido de proteinas solubles por unidad de peso fresco en hojas
de plantas sometidas a distintas combinaciones de luz y temperatura. NTBL:
temperatura normal, baja luz; NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL:
alta temperatura, baja luz; ATAL: alta temperatura, alta luz, BTBL: baja
temperatura, baja luz; BTAL: baja temperatura, alta luz.
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Figura 4.96 - Actividad FBPasa a pH 8.8 expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas a distintas
combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja luz;
NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura, baja luz; BTAL: baja
temperatura, alta luz.
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Figura 4.97 - Actividad FBPasa a pH 7.9 expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas a distintas
combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja luz;
NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz, BTBL: baja temperatura, baja luz; BTAL: baja
temperatura, alta luz.
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Figura 4.98 - Actividlad NADP-MDH expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas a distintas
combinaciones de luz y temperatura. NTBL: temperatura normal, baja luz,
NTAL: temperatura normal, alta luz; ATBL: alta temperatura, baja luz; ATAL:
alta temperatura, alta luz; BTBL: baja temperatura, baja luz, BTAL: baja
temperatura, alta luz.
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el contenido en clorofila (Figura 4.94), la alta irradiancia parece tener un efecto

positivo sobre la transcripcion de mRNA.,

4.4.1.5 - Anilisis microscépico

La Figura 4.99 A muestra células del meséfilo de plantas de guisantes crecidas
en condiciones normales de luz y temperatura. Es de notar que los granulos de almidon
se presentan grandes y refringentes, probablemente debido a que las muestras fueron
preparadas a p?lrtil' de hojas superiores con una elevada tasa metabolica, de plantas de
10 dias de crecimiento hidropénico. Por el contrario, cuando las plantas fueron
continuamente iluminadas con 500 umol m? s™ PAR, las células también aparecen con
grandes granulos de almidon, pero con membranas rotas y estructuras desorganizadas
(Figura 4.99 B). Lo mismo ocurrié con plantas crecidas bajo luz saturante (2500 pumol
m?g? PAR), las cuales presentaron elementos estructurales deformados y granulos de
almidon desorganizados, seguramente como consecuencia del proceso clordticoy de la
acumulacién de almidon (Figura 4.99 C). Es de notar que el efecto de la baja
temperatura y de la baja iluminacién es sinergistico, e induce la elevada respuesta
transcripcional de la planta. La falta de una clara respuesta a nivel traduccional podria

ser debido a las suaves condiciones estresantes usadas en los presentes experimentos.

4.4.2 - Tratamientos de alta irradiancia asociada a bajas temperaturas aplicados
en forma continua durante 48 horas.
En el apartado anterior se analizaron las respuestas de las plantas a condiciones

de estrés luminico y térmico prolongados. Se emplearon temperaturas moderadamente

‘altas o bajas, y se vid que estas ultimas podrian ejercer un efecto positivo en la

expresion a nlvel transcripcional. En estos expenmentos las plantas lograban cierto tipo

- de adaptac1on y,. aunque con un menor crecnmlento lograban de alguna forma

sobreponerse .a las condlclones adversas del amblente Se planearon, entonces,
experimentos donde las condiciones de elevada 1rradlanc1a se asociaron a bajas
temperaturas, mas limitantes metabolicamente. Plantas de 10 dias y mantenidas en
vermiculita en condiciones normales de luz y temperatura, fueron transplantadas a

cultivo hidroponico y expuestas a luz continua de 200 pmol m? s PAR a temperatura
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Figura 4.99 - Micrografia electronica de secciones ultrafinas de células mesofilicas
de hojas superiores provenientes de plantas de 10 dias en crecimiento hidropénico
bajo condiciones normales (200 pmol.m2s! PAR, 25/20°C dia/noche ) (A), y bajo
estrés luminico: luz continua (500 umol.m?s! PAR) (B), y en fotoperiodo de 16
h con luz de 2500 pmol.m?s! PAR (C). Las secciones fueron embebidas en
resina Unicryl, y observada a x8000 de magnificacion. Las barras representan 1um.
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normal (25°C) (control), v a luz continua de 2500 pmol m? s PAR a temperatura

normal, o a luz continua de 2500 pmol m?s™ PAR a baja temperatura (8°C).

4.4.2.1 - Proteinas totales y actividades enzimaticas

Los niveles de proteinas totales en las hojas de las plantas sometidas a estrés
presentaron un perfil casi idéntico al de las plantas control (Figura 4.100). Sélo se
aprecia una leve disminucion a las 48 h de tratamiento en los foliolos expuestos a alta
luz y baja temperatura. Con respecto a la actividad FBPasa no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos de estrés y el control cuando los resultados se
expresan por unidad de proteina. Pero cuando los mismos se consideran sobre la base de
peso fresco, es de notar la disminucion de la actividad FBPasa a pH 8.8 (Figura 4.101).
Tanto ésta como la determinada a pH 7.9 disminuy6é a medida que se prolongé el
tratamiento, aunque en este ultimo caso no existen diferencias entre tratadas y control,
cualquiera sean las condiciones de cultivo (Figura 4.102). Cabe aclarar que las plantas
mantenidas bajo irradiacion normal, aunque continua y temperatura de 25 °C se las
considera controles a efectos comparativos; no obstante, estas plantas bajo iluminacion
continuada por 48 h podrian comenzar a sufrir también condiciones adversas. Esto
explicaria de alguna manera la disminucién de la actividad FBPasa en funcion del
tiempo. Este fendmeno no se presentd en el caso de la actividad NADP-MDH, que fue
bastante estable, no evidencidndose tampoco diferencias entre control y tratadas (Figura
4.103).

4.4.2.2 — Expresion a niveles traduccional y transcripcional.

En cambio, cuando el nivel de proteinas se estudi® mediante ELISA, se
observaron respuestas claramente significativas en el contenido de FBPasa (Figura
4.104) y de NADP-MDH (Figura 4.105). Los niveles de estas proteinas en las plantas
expuestas a elevada irradiancia, a temperatura normal, fueron cada vez mas superiores a
medida que se prolongaba el tratamiento. En cambio las tratadas con elevada irradiancia
y bajas temperaturas presentaron contenidos significativamente inferiores a partir de las
10 h de tratamiento. El efecto sobre el contenido de Trxs fue menos evidente. En el caso
de la Trx f (Figura 4.106) sélo los niveles, expresados por peso fresco, fueron inferiores

alas 24 y 48 h abajas temperaturas, mientras que los de Trx m (Figura 4.107) fueron
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Figura 4.100 - Contenido de proteinas solubles totales expresado por unidad de
peso fresco, en hojas de plantas sometidas durante 48 h a las siguientes condiciones
de crecimiento: irradiacién continua de intensidad normal (200 pmolm?2s?) y
temperatura normal (25°C) (@), irradiacion continua de intensidad alta (2500
umol.m2s1) y temperatura normal (M), e irradiacion continua de alta intensidad
(2500 pmol. m?s) y temperatura baja (8°C) (A).
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Figura 4.101 - Actividad FBPasa a pH 8.8 expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h a las
siguientes condiciones de crecimiento: irradiacién continua de intensidad normal
(200 pmol.m?s') y temperatura normal (25°C) (@), irradiacion continua de
intensidad alta (2500 umol.m?s') y temperatura normal (M), e irradiacion
continua de alta intensidad (2500 pmol.m?s’!) y temperatura baja (8°C) (A).
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Figura 4.102 - Actividad FBPasa a pH 7.9 expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h a las
siguientes condiciones de crecimiento: irradiacién continua de intensidad normal
(200 pmol.m?s!) y temperatura normal (25°C) (@), irradiacién continua de
intensidad alta (2500 pmolmZs') y temperatura normal (M), e irradiacién
continua de alta intensidad (2500 pmol.m2s'!) y temperatura baja (8°C) (A).
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Figura 4.103 - Actividlad NADP-MDH expresada por unidad de peso fresco
(a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h a las
siguientes condiciones de crecimiento: irradiacion continua de intensidad normal
(200 umol.m?s') y temperatura normal (25°C) (@), irradiacién continua de alta
intensidad (2500 pmol.m?s!) y temperatura normal (M), e irradiacién continua
de alta intensidad (2500 pmol.m?s!) y temperatura baja (8°C) (A).
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Figura 4.104 - Niveles proteicos de FBPasa (ELISA), expresados por unidad de
peso fresco (a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h
a las siguientes condiciones de crecimiento: irradiacién continua de intensidad
normal (200 pumol.mZs?') y temperatura normal (25°C) (@), irradiaciéon continua
de alta intensidad (2500 pmol.m?s?') y temperatura normal (M), e irradiacion
continua de alta intensidad (2500 pmol.m%s') y temperatura baja (8°C) (A). El
valor de referencia (100 %) corresponde al promedio de las todas las lecturas de
absorbancia de cada repeticion.
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Figura 4.105 - Niveles proteicos de NADP-MDH (ELISA), expresada por unidad de
peso fresco (a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h
a las siguientes condiciones de crecimiento: irradiacion continua de intensidad
normal (200 umol.m%s?') y temperatura normal (25°C) (@), irradiacion continua
de alta intensidad (2500 pumol.m?s') y temperatura normal (M), e irradiacion
continua de alta intensidad (2500 umol.m?s!) y temperatura baja (8°C) (A). El
valor de referencia (100 %) corresponde al promedio de las todas las lecturas de
absorbancia de cada repeticion.
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Figura 4.106 - Niveles proteicos de Trx f (ELISA), expresada por unidad de
peso fresco (2) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h
a las siguientes condiciones de crecimiento: irradiacion continua de intensidad
normal (200 pmol.m?s?) y temperatura normal (25°C) (@), irradiacion continua
de alta intensidad (2500 pumol.m?s') y temperatura normal (M), e irradiacion
continua de alta intensidad (2500 pmol.m?s') y temperatura baja (8°C) (A). El
valor de referencia (100 %) corresponde al promedio de las todas las lecturas de
absorbancia de cada repeticion.
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Figura 4.107 - Niveles proteicos de Trx m (ELISA), expresada por unidad de
peso fresco (a) y por unidad de proteina (b), en hojas de plantas sometidas durante 48 h
a las siguientes condiciones de crecimiento: irradiacion continua de intensidad
normal (200 pmol.m?s?') y temperatura normal (25°C) (@), irradiacién continua
de alta intensidad (2500 pumol.m?%s!) y temperatura normal (M), e irradiacion
continua de alta intensidad (2500 umol.m?s') y temperatura baja (8°C) (A). El
valor de referencia (100 %) corresponde al promedio de las todas las lecturas de
absorbancia de cada repeticion.
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Figura 4.108 - Niveles de mRNA para FBPasa (a), NADP-MDH (b), Trx f(¢), y Trx
m (d), en hojas de plantas sometidas durante 10 h a las siguientes condiciones de
crecimiento: irradiaciéon continua de intensidad normal (200 pmolm?st) y
temperatura normal (25°C) (I), irradiacion continua de alta intensidad (2500
pumol.m?s?) y temperatura normal (II), e irradiacién continua de alta intensidad
(2500 pmol.m%s!) y temperatura baja (8°C) (III). Se indican también los niveles del
control al inicio de los tratamientos (i). Valores relativos al mayor y expresados en
funcién del peso fresco.
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muy similares entre el control y los tratamientos de estrés. Los niveles de transcritos se
analizaron al comienzo de los tratamientos y a las 10 h de estrés (Figura 4.108), cuando
se habian comenzado a detectar diferencias entre los niveles de proteinas. Se pudo
apreciar un efecto positivo de las altas irradiancias en la expresion de mRNA para las
cuatro proteinas bajo estudio, y en los casos de Trx m, FBPasa y NADP-MDH, también

de las altas irradiancias asociadas a bajas temperaturas.
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Discusion

3.1 — Evolucién del sistema modulador de FBPasa y de NADP-MDH durante la
ontogenia, y en diferentes organos de plantas de guisante bajo condiciones
normales de crecimiento.

Cuando una hoja es iluminada, sus cloroplastos sufren una serie de
transformaciones fisico-quimicas y estructurales tendentes a aumentar la eficiencia de
utilizacion de la luz para la reduccion del CO, captado de la atmosfera. No es de
extrafiar, entonces, que las enzimas involucradas, directa o indirectamente, en la

reduccion del carbono inorganico para transformarlo en carbono organico, se vean

Desde un punto de vista evolutivo, la regulacioén d%

aparece junto con la fotosintesis oxigénica, como una es sﬁ‘%

funcion fisiologica de la regulacion rédox dependiente de la luz'\s g#ftar la generacion
de ciclos futiles que podrian ocurrir en el cloroplasto, donde reacciones anaboélicas y
catabolicas coexisten en el mismo compartimento. En este sentido resulta muy
demostrativa la diferente respuesta a la regulacion por el sistema ferredoxina-
tiorredoxina que presentan las enzimas FBPasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH). En presencia de una elevada irradiancia, donde todos los sistemas de
captacion de energia y de reduccion del carbono funcionan al maximo, los equivalentes
de reduccion pasan del PS II a la ferredoxina, y de ésta, por accion de la ferredoxina-
tiorredoxina reductasa a la tiorredoxina. La tiorredoxina reducida transfiere sus
equivalente de reduccion a la FBPasa, generandose en ésta grupos tioles a partir de
puentes disulfuro, obteniéndose la activacion de la misma. Este mecanismo evita que el
carbono reducido contenido en las moléculas de triosas fosfato se vuelva a oxidar, al no
poder transferirse estos compuestos al citosol. Esto es frecuente en condiciones
naturales durante una parte importante del dia, y es dependiente de una gran cantidad de
procesos, entre ellos, el ritmo de sintesis de sacarosa que, a su vez, esta influido por la

velocidad de transporte de la misma por el floema.
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El paso de triosas-fosfato del cloroplasto al citosol se realiza a expensas de un
intercambio con iones fosfato. En el citosol la sintesis de sacarosa a partir de triosas-
fosfato genera otros tantos grupos fosfato. Un elevado ritmo de sintesis de sacarosa
implica un aumento en la concentracion de fosfato citosolico, lo que a su vez facilita el
pase de triosas-fosfato al espacio citoplasmatico. Condiciones donde la sintesis de
sacarosa esté operando a un ritmo menor que la generaciéon de triosas-fosfato en el
cloroplasto, determinaran el aumento de la concentracion de estas ultimas en la
organela. Esta situacion coincide, en general, con una alta iluminacién y, por lo tanto,
un elevado poder reductor en el cloroplasto. Que en estas condiciones la FBPasa esté
activada, permite el desvio del carbono reducido, contenido en las triosas-fosfato, hacia
la sintesis de almidon (Figura 1.3). Por otra parte, la G6PDH estaria inhibida,
impidiéndose que la glucosa-6-fosfato formada a partir de la isomerizacion de la
fructosa-6-fostato (producto de la reaccion catalizada por la FBPasa) se oxide a 6-P-
gluconato, que después se catabolizaria segtn la via de las pentosas-fosfato. Esta via es
util en la oscuridad como mecanismo de produccion de poder reductor en forma de
NADPH, supliendo el que no se genera por fotosintesis, asi como forma de origen de
pentosas-fosfato para la sintesis de nucle6tidos. Pero si fuera operativa en presencia de
luz determinaria la pérdida de parte del carbono reducido en la fotosintesis. La
inhibicion de la G6PDH por el elevado poder reductor via el sistema ferredoxina-
tiorredoxina, en presencia de luz, tiene asi un significado fisiologico de importancia.

Estudios previos han demostrado la regulacién por la luz a nivel transcripcional
de muchas proteinas cloroplastidicas de codificacion nuclear. Este es el caso de la
fosforibuloquinasa, gliceraldehido-3-P deshidrogenasa, sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa y
FBPasa, enzimas pertenecientes al ciclo de Calvin (Raines ef al., 1991; Sahrawy et al ,
1990 a y b), asi como de la enzima relacionada NADP-MDH (Crétin ez al., 1988). Con
respecto a las tiorredoxinas, se ha encontrado en nuestro laboratorio una sintesis de Trx
Jinducida por la luz, que fue detectable después de 3 h de iluminacién en plantulas
etioladas de espinaca, con valores maximos después de 50 h de luz, y con una vida
media de 7 h (Carrasco et al., 1992). Estos resultados fueron confirmados en el presente
trabajo utilizando la técnica del RT-PCR, comprobandose ademas la expresion
transcripcional dependiente de luz de la Trx m, no descrita hasta el momento. No

obstante, la mayor sensibilidad de ésta técnica comparada con la tradicional de
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Northemn-blotting, permitié detectar cierto nivel de transcritos para las Trxs en hojas
etioladas. Ademas de un control por la luz de estas proteinas cloroplastidicas, existe una
regulacion dependiente del desarrollo, responsable adicional de la fase de pausa después
de una prolongada oscuridad, y de la diferente expresion transcripcional entre células
jovenes y maduras dentro del mismo 6rgano (Raines ef al., 1991). Secuencias corriente
arriba de la zona de DNA codificante, y de aquella otra que alberga las regiones
promotoras, se las considera involucradas en la expresion transcripcional especifica de
organo o tejido en el control del desarrollo (Kuhlemeier et al., 1987).

Hasta ahora la mayoria de los trabajos tendentes a explicar los mecanismos de
regulacion dependientes de la luz, se centraron en analizar las variaciones de las
actividades de las diferentes enzimas, dejandose bien establecido que la expresion de
algunas de ellas, a los niveles transcripcional y traduccional, es un proceso
fotoinducido. Pero estos trabajos se realizaban habitualmente sobre tejidos que pasaban
de oscuridad a luz, sin hacer mayores consideraciones del tipo de tejido o del estado
fisiologico del mismo. No existen, en general, descripciones sobre la expresion de
proteinas reguladas por luz durante la ontogenia de la planta. En el presente trabajo, en
una primera etapa, se analizaron los niveles de expresion de proteinas involucradas en
mecanismos de regulacion rédox, en funcion de la edad de plantas de guisante, y en
diferentes organos de la misma. Con relacion al primero de estos aspectos, se aprecié
como tendencia general que el nivel de transcritos (mRNA) para Trx f, Trx m, FBPasa y
NADP-MDH aumentaba con la edad de la planta, apareciendo los mayores valores en la
época de floracion. Este fendmeno esta relacionado con el grado de madurez alcanzado
por el tejido foliar y a que las plantas, durante los estadios previos a la floracion, por ser
maxima la demanda de fotosintato, necesitan ser mas eficientes en el aprovechamiento
del poder reductor generado en la fotosintesis.

Perfiles similares fueron encontrados cuando los productos de la traduccion del
mRNA (proteinas) fueron determinados por ELISA. En ambos casos (mRNA vy
proteina) los resultados mas claros fueron obtenidos en hojas superiores e intermedias.
Los bajos valores encontrados en las hojas inferiores podrian explicarse, por un lado, en
la mayor edad de éstas con respecto a las hojas de posiciones mas superiores y, por otro,
en la menor iluminacion de las mismas. El primero de los argumentos se explica por el

hecho de que, si bien los muestreos no se efectuaron en hojas con signos evidentes de
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senescencia, los mecanismos a nivel celular en dichas hojas estarian mas relacionadas
con el envejecimiento que con una actividad fotosintética normal. Cuando en una hoja
se desencadena la senescencia, deja de ser exportadora de fotosintetizado. Por otro lado,
se ponen en marcha los procesos de removilizacion, primero de reservas, y luego de
estructuras. En estas condiciones el almidon contenido en el cloroplasto tiende a
degradarse. En el capitulo de resultados correspondiente a estrés luminico se pueden
apreciar cloroplastos con signos evidentes de senescencia (Figura 4. 99). En éstos los
granulos de almidon aparecen erosionados, y es abundante la presencia de cuerpos
grasos derivados de la degradacion de los lipidos de membrana. Por todo ello resulta
normal que en estas hojas la sintesis “de novo” de FBPasa, y los mecanismos que
inducen su activacion, estén inhibidos. Por otra parte, la posibilidad de que estas hojas
sufran una deficiencia de luz esta explicada por el hecho de que, sobre estar mas
alejadas de la fuente luminica, se encuentran sombreadas por las hojas superiores. El
hecho de que los perfiles de proteinas respondan en forma similar a los de mRNA
especificos, estd en concordancia con la idea general de que la sintesis de proteinas
cloroplastidicas de codificacion nuclear, inducida por la luz, esta regulada a nivel
transcripcional (Freyssinet y Buetow, 1984).

Un comportamiento diferente se manifiesta cuando las proteinas son
determinadas en funcién de su actividad biologica. La actividad FBPasa tuvo su valor
mas bajo justamente en floracion, medida a pH 8.8 bajo condiciones no reductoras,
como a pH 7.9 en presencia de DTT. Esto es especialmente relevante en las hojas
superiores, las cuales, obviamente, muestran de forma mas inmediata los cambios
metabdlicos en respuesta a las necesidades de la planta. Una posible explicacion de
estos resultados es que en floracion y fructificacion, las plantas necesitan exportar
azucares desde las hojas hacia los érganos reproductivos en desarrollo. Esto ocurre
mediante un incremento de la sintesis de sacarosa, la cual tiene lugar en el citosol de la
célula fotosintética utilizando las triosas-fosfato exportadas desde el cloroplasto. Es bien
conocido que el contenido en triosas-fosfato y fructosa-6-P del cloroplasto esti
controlado por la actividad FBPasa (Kossmann et al., 1994), que determina un aumento
de triosas-fosfato cuando la actividad de la enzima decrece. En hojas intermedias, y mas
notablemente en las basales, la actividad FBPasa disminuye marcadamente en relaciéon

con la actividad de las hojas superiores, tal como es de esperar de drganos senescentes o
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proximos a senescer. Camp ef al., (1984) encontraron que la actividad FBPasa en hojas
de trigo declina continuamente a lo largo de la senescencia. Sin embargo, los autores
aclaran que esta disminucion en la actividad no es debida a una pérdida de la capacidad
de activacion de la enzima por la luz, sino a una pérdida de proteina enzimatica. Esto
ultimo estaria en concordancia con los resultados obtenidos, a nivel de proteina, ya
discutidos.

El perfil de actividad de la NADP-MDH mostré un comportamiento similar al
de la FBPasa, con el valor mas bajo para las hojas superiores en pre-floracion. Esto debe
estar relacionado con un activo metabolismo citosdlico bajo condiciones de elevado
ritmo de sintesis de sacarosa, donde la NADP-MDH puede actuar como una valvula de
malato para el aumento del nivel de NAD(P)H en el citosol. Kromer et al, (1988)
mostraron que la fosforilacion oxidativa mitocondrial era esencial para proporcionar al
citosol el ATP necesario, como fuente de UTP, indispensable para la sintesis de
sacarosa. Estos perfiles sufren modificaciones cuando los analisis se realizan variando
los niveles de iluminacion y de temperatura, tal como se discutird mas adelante.
También en el caso de la NADP-MDH no existié una concordancia entre los niveles de
proteina y actividad. Estudios realizados en especies C4 del género Flaveria (Trevanion
et al., 1997), asi como en tabaco (Faske ef al., 1997) transgénico que sobreexpresaba o
subexpresaba NADP-MDH, mostraron que un descenso en el nivel proteico era
compensado por un aumento en el nivel de actividad, indicando que la regulacion rédox
provee una forma rapida de ajustar la actividad enzimatica a las necesidades de la
planta. De esta forma en el caso de la NADP-MDH, y posiblemente en el de la FBPasa,
la caida en los valores de actividad, no correspondientes con los niveles de proteina,
pueden deberse a circunstancias operantes a corto plazo. Cabe aclarar que los muestreos
se realizaron promediando el periodo de iluminacion, y que para la planta sea puede ser
importante mantener un elevado nivel de proteina al resguardo de que las condiciones
fisiologicas cambien y sea necesario, entonces, derivar hacia la sintesis de almidon una

gran parte del carbono fijado.

Al abordar el anlisis de los niveles de expresion y actividad de las proteinas
bajo estudio en diferentes tejidos de plantas de guisante, surge como primer aspecto

destacable el diferente comportamiento de foliolos peciolados y foliolos sésiles. De
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acuerdo a lo ya expuesto para los datos de ontogenia, las actividades FBPasa y NADP-
MDH disminuyeron desde las hojas superiores hacia las basales. Ademas, los foliolos
sésiles, en general, presentaron una mayor actividad FBPasa que los peciolados. Esto
parece indicar una diferente funcion para ambos tipos de foliolos, de acuerdo a su
posicion ortostica en la planta. Debido a su abierta, mas iluminada situacion, los foliolos
peciolados podrian estar dedicados a mantener el ritmo de sintesis y exportacion de
sacarosa adecuados a las necesidades de la planta en una situacién dada. En cambio, los
sésiles, mas ocultos, parecerian estar involucrados en reservar almidoén destinado al
posterior desarrollo de yemas laterales. Estos primeros analisis se realizaron en plantas
en fase vegetativa, con un desarrollo foliar moderado, una situacién en que se puede
asumir que la luz no era limitante para los foliolos sésiles.

El panorama cambia sustancialmente cuando se comparan las actividades de
foliolos peciolados y sésiles en fructificacion. Como se puede apreciar en la figura 4.60,
la actividad FBPasa a pH 8.8 tuvo un perfil diferente al enunciado para el estado
vegetativo. En este sentido se pueden tener en cuenta dos factores. En fructificacion las
plantas estaban movilizando reservas hacia los granos en desarrollo, por lo que es de
sospechar una mayor demanda de triosas-fosfato por parte del citosol de las células
fotosintetizadoras. Es probable que la demanda de triosas-fosfato fuera primeramente
asumida por los foliolos sésiles por el hecho de encontrarse mas proximos a los 6rganos
de conduccién (floema) que los foliolos peciolados. Y como se menciond
anteriormente, la actividad FBPasa esta inhibida a mayor demanda de triosas-fosfato por
parte del citosol. Por otra parte, lo enunciado estaria de acuerdo con la forma en que se
produce la descarga floematica de azucares, y el transporte a través del floema. El flujo
osmotico basal, responsable del mismo, opera gradualmente, célula a célula. Como
regla general la demanda de aziicares por parte de los tejidos en crecimiento es
soportada en primera instancia por las reservas de los 6rganos mas cercanos a éstos, y
una vez que esta es agotada se pasa a depender de drganos mas alejados. Es de destacar,
ademas, que en el caso del guisante los foliolos peciolados entran en senescencia antes
que los sésiles, lo que descarta la opcion de que la menor actividad FBPasa sea debida a
un envejecimiento prematuro de estos Gltimos. Un aspecto que si es importante tener en
cuenta es que en fructificacion, debido al desarrollo de la planta, es muy probable que la

luz que llegue a los foliolos sésiles sea limitante. Esto estd en concordancia con la
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menor tasa de fotosintesis neta (IRGA) encontrada en foliolos sésiles con respecto a los
peciolados. De todas formas la actividad FBPasa a pH 8.8 esti mas relacionada con el
nivel de proteina (FBPasa), y expresa un tipo de actividad potencial, mientras que la
actividad a pH 7.9 es un indicio mas aproximado de las condiciones fisiologicas
actuantes en el tejido foliar. Y en este altimo caso los foliolos sésiles mostraron un nivel
no similar, sino mayor, de actividad que los peciolados, en concordancia con los datos
extraidos en fase vegetativa.

La opinién general es que las proteinas cloroplastidicas codificadas en el nucleo
solo son transcripcionalmente expresadas en tejidos fotosintéticos (Raines et al., 1989).
Sin embargo, Lloyd et al, (1991) encontraron expresion de FBPasa en plantas
transgénicas de tabaco que poseian un gen de FBPasa de trigo, no solamente en tejidos
fotosintéticos, sino también en regiones meristematicas de tallos, raices y yemas
laterales. Los autores sostienen que la FBPasa fotosintética podria ser activa en los
protoplastidios de células meristematicas. Es poco claro que la FBPasa cloroplastidica
juegue un papel fisiologico en tejidos no fotosintéticos, debido a que esta enzima debe
ser activada por la luz con la intervencion del sistema ferredoxina-tiorredoxina, via la
cadena fotosintética de transporte de electrones (Buchanan, 1992; Scheibe, 1990). En el
presente trabajo las Trxs fy m, y sus proteinas diana FBPasa y NADP-MDH, tuvieron
expresion transcripcional tanto en dOrganos fotosintéticos como no fotosintéticos de
plantas de 50 d de cultivo hidropénico, normalmente iluminadas (fotoperiodo de 16 h).
No obstante, el contenido de mRNAs especificos para FBPasa y NADP-MDH fue muy
bajo en 6rganos no fotosintéticos (raices y granos), y lo mismo ocurrié con el de Trx m
en raices. Por el contrario, la Trx f fue altamente expresada en Organos no
fotosintéticos. La elevada expresion de Trx m en el grano, y no en raices, podria estar
relacionada con la naturaleza fotosintética de las semillas verdes inmaduras.

Cuando el RT-PCR se realiz6 en presencia de oligonucleédtidos sintéticos
complementarios al extremo 3’ de la proteina madura y el 5° de la forma precursora (es
decir, incluyendo la secuencia del péptido de transito), la expresion de mRNA mostro
un perfil similar respecto a la especificidad de 6rganos. Para chequear si la secuencia
obtenida por RT-PCR a partir de mRNA de raices correspondia efectivamente a la de
Trx f, una muestra del DNA amplificado fue purificada por electroforesis en agarosa,

extraida del gel y secuenciada. La homologia resulté ser del 100% respecto a la
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secuencia de Trx f de guisante publicada con anterioridad (Lepiniec ef al., 1992), lo
cual confirma indudablemente que el transcrito presente en raices corresponde a la Trx
J Mientras que los resultados encontrados en raices de guisante muestran un bajo nivel
de expresion transcripcional de la FBPasa cloroplastidica, para el transcrito de Trx £ los
niveles son elevados. Sin embargo, cuando la expresion de Trx f fue analizada a nivel
traduccional mediante Western-Blotting, la proteina fue altamente expresada en los
organos fotosintéticos, incluyendo granos inmaduros, y pobremente expresada en raices.
Esto parece indicar un papel potencial para la Trx f en procesos diferentes al de
modulacion de la FBPasa. Este potencial esta enmascarado en raices con crecimiento
normal, pero el elevado contenido de su correspondiente mRNA podria dar lugar a una
eficiente expresion traduccional en situaciones de estrés, mediante una regulacion post-
transcripcional de la misma.

Una muy baja expresion traduccional, si es que existe, fue también observada en
raices para Trx m, FBPasa y NADP-MDH, cuando fueron determinadas por ELISA, asi
como por determinacion de actividad enzimatica. Es de notar que el contenido de
NADP-MDH, tanto como el de Trxs f y m, fue alto en granos inmaduros. Este no fue el
caso de la proteina FBPasa. Sin embargo, la alta actividad especifica de esta enzima,
ademas del elevado contenido de su modulador Trx f, hacia aumentar la actividad
FBPasa en granos mucho mas que en hojas. La comparativamente baja actividad
FBPasa en hojas de plantas fructificadas podria estar relacionada con la necesidad de
exportacion de triosas-fosfato al citosol para la sintesis de sacarosa. Por el contrario, la
demanda de aziicares de las semillas, como forma de reserva para la germinacion futura,
provoca un aumento de la actividad FBPasa, necesaria para la formacién de almidon.
De cualquier forma, el activo metabolismo de ambos 6rganos, hojas y semillas, se
manifiesta en su contenido en proteina, alto en comparacion al de otros érganos de la
planta.

Respecto al papel fisiologico de las tiorredoxinas en drganos fotosintéticos y no
fotosintéticos, se ha registrado la presencia en semillas, asi como también en plantulas
etioladas y verdes de cebada, de Trx fy Trx m, ademas de una putativa Trx tipo-A,
nombrada Trx cf por los autores (Crawford et al., 1981). Similarmente, una Trx tipo-m
se ha descrito en sorgo, judia y raices de espinaca (Jacquot et al., 1978). Recientemente

se ha encontrado un elevado nivel de Trx 4 en floema (Schobert et al., 1998), no solo de
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proteina sino también del mRNA correspondiente (Sasaki e al., 1998). No obstante, al
momento no hay una nocioén exacta de los diferentes tipos de Trxs que existen en el
reino vegetal, y de la funcién fisioldgica de cada una de ellas, fuera de los mecanismos
de regulacién rédox, dependientes de la luz, ya enunciados. Quizéas la evidencia mas
contundente de la funcion fisiologica de las Trxs fue encontrada en cianobacterias, que
son incapaces de crecer autotroficamente cuando tienen bloqueado el gen codificante
para Trxs (Muller y Buchanan, 1989). Evidencias de esta clase no fueron encontradas

en plantas superiores hasta el momento (Ruelland y Miginiac-Maslow, 1999).

S.2 — Niveles de expresion de tiorredoxinas f'y m, y de sus proteinas diana FBPasa
y NADP-MDH, en condiciones de estrés luminico y de estrés luminico asociado a
estrés térmico.

La absorcion de la luz y conversion de energia de excitacion en energia quimica
tiene lugar en el PS 11 y el PS I de la membrana tilacoidal. La energizacion fotonica del
PS 1I genera especificamente un oxidante fuerte capaz de oxidar al agua. La habilidad
del PS II para extraer electrones y protones del agua fue indudablemente un evento
significativo en la evolucion de la vida sobre la tierra (Melis, 1999). Paralelamente, la
gradual acumulacion de oxigeno en la atmdsfera favorecié la instauracion de la
fosforilacion oxidativa. Desde un punto de vista bioquimico, el PS II es una agua-
plastoquinona oxido-reductasa. Esta enzima especializada comprende un holocomplejo
consistente en 25-35 proteinas periféricas y transmembranales (Barber, 1989), de las
que muchas funcionan como complejos clorofila-proteina captadores de luz. El centro
funcional del holocomplejo contiene el llamado heterodimero D1/D2 32/34 kDa, el cual
soporta el centro de captacion de la luz, el sistema de oxidacion del agua, y las
reacciones de transferencia de electrones a la plastoquinona. Esta funcion altamente
especializada del PS II tiene lugar en un microambiente saturado de oxigeno, donde los
fotones, en forma de energia de excitacion, arriban a una tasa de mas de 10000 por
segundo. La formacion transitoria de oxidantes fuertes, la abundancia de oxigeno, y el
arribo de energia de excitacion a altas tasas pueden conducir al dafio foto-oxidativo
(Anderson et al., 1998). De hecho, tal dafio producido por la luz ocurre frecuentemente

dentro del centro de reaccién del PS II. Esto causa una inhibicidn irreversible en la
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funcion de la clorofila (P680) del centro de reaccion, con la degradacion de la proteina
D1 y bloqueo de la fotosintesis.

Los mecanismos que previenen la sobre-excitacion del PS II en plantas pueden
ser clasificados de acuerdo al nivel de organizacion (Long ef al., 1994) en: (a) factores
externos, que disminuyen fisicamente la absorcion de la luz (por ejemplo, el
movimiento para-heliotropico de las hojas), y (b) factores internos, que aumentan la
disipacion de la energia de activacion a través de procesos distintos del metabolismo
fotosintético del carbono, nitrogeno o azufre. Dentro de este altimo nivel funcionan,
basicamente, tres mecanismos: i) inactivacion del PS II por deepoxidacion de la
zeaxantina; ii) regeneracion de la proteina D1; iii) induccion de la actividad de sistemas
protectores frente a especies activas de oxigeno. Cuando la luz absorbida excede la
capacidad de utilizacion fotoquimica, se produce en plantas superiores y algas verdes el
llamado ciclo de la xantofila, que consiste en la conversion de violaxantina deepoxido a
zeaxantina libre de epoxido, via anteroxantina monoepoxido (Demmig-Adams, 1990).
Es este proceso es poco probable que las Trxs tengan intervencion; por lo menos hasta
el momento no fue registrada. En cambio, se piensa que éstas pueden cooperar en la
tolerancia a la fotoinhibicion participando en los mecanismos de regeneracion de la
proteina D1, y en los de proteccion frente a especies activas de oxigeno, posibles
funciones que se discutiran a continuacion.

A lo largo de la evolucion los organismos fotosintéticos han desarrollado un
mecanismo de reparacion del PS II, que restaura el estado funcional del mismo. Este
mecanismo es muy importante desde el punto de vista de la productividad, y se ha
estimado que en su ausencia el rendimiento fotosintético podria disminuir a menos del
5 % (Melis, 1999). En pocas palabras, el mecanismo de dafio y reparacion se puede
resumir en: a) disgregacion parcial del holocomplejo del PS II; b) exposicion del centro
de reaccion fotodafiado al estroma del cloroplasto; c¢) degradacion de la proteina D1
fotodafiada; d) sintesis de novo de la proteina D1 e insercion en la membrana tilacoidal;
y €) reensamblado del holocomplejo PS II, seguido de la activacion del proceso de
transporte electronico a través de la reconstruccion del heterodimero D1/D2. Cuando la
magnitud del dafio excede la capacidad de reparacidén, se desencadena el proceso
conocido como fotoinhibicion de la fotosintesis. Existen evidencias que apuntan al

estado de oxido-reduccion de la plastoquinona (Q,), aceptor secundario de electrones
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del PS 11, como el parametro que controla el dafio foto-oxidativo del mismo. Cuando Qa
estd reducido, la energia de excitacion del PS 1l es disipada via una reaccion de
recombinacion de carga. Tal disipacion, no asimilatoria, de la excitacion genera oxigeno
singlete, el cual podria actuar modificando covalentemente la clorofila del centro de
reaccion. En condiciones estacionarias, el estado reducido de Qa aumenta linealmente
con la irradiancia, por lo que la probabilidad de dafio foto-oxidativo se incrementa de la
misma forma. Por lo tanto, cuando Q4 esta oxidado la posibilidad de dafio seria baja, y
cuando esta reducido, por el contrario, alta.

Por otra parte, existe evidencia experimental que la proteina D1 es una
fosfoproteina (Michel y Bennet, 1987), y que cuando se encuentra en la forma
fosforilada no parece ser, segun estudios in vifro, sustrato para la degradacion
fotoinducida (Andersson ef al., 1994). Actualmente estan surgiendo evidencias de que
la fosforilacion de las proteinas D1/D2 del centro de reaccion del PS II, que hasta el
momento se consideraba modulada por el estado rédox de la plastoquinona, también es
fuertemente influida por el estado rédox de agrupaciones tioles (Allen y Nilsson, 1997).
Se ha encontrado una estimulacion de la fosforilacion de hasta dos veces en condiciones
tiol-reductoras moderadas, manteniéndose ese nivel aun en condiciones reductoras mas
drasticas. Algunos autores proponen la intervencion en este mecanismo del sistema
ferredoxina-tiorredoxina (Carlberg et al., 1999).

Como se ha mencionado, los eventos inducidos por la energia procedente de la
luz del sol conducen a la formacion de estados excitados de la clorofila, y de
compuestos reducidos con muy bajo potencial rédox. La elevada concentracion de
oxigeno que se produce en el cloroplasto iluminado hace, entonces, que la transferencia
de energia de excitacion desde estos compuestos pueda tomar vias no favorables a la
planta, como es la formacion de especies parcialmente reducidas de oxigeno (oxigeno
singlete, radical hidroxilo, superéxido, peroxido de hidrogeno). Se ha discutido mucho
los efectos del dafio provocado por la luz sobre el PS II, pero algunos de estas especies
activas de oxigeno son también altamente reactivas y deletéreas para muchos sistemas
enzimaticos, y para la integridad de estructuras cloroplastidicas. Este proceso es
especialmente importante bajo condiciones de estrés (alta luz, elevada o baja
temperatura, déficit hidrico), y para hacer frente ello las plantas han desarrollado

diferentes mecanismos de eliminacion de estos compuestos (Asada, 1996).
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El primer producto de la reduccién del oxigeno dentro del cloroplasto es el
radical superdxido Oy, el cual es rapidamente desproporcionado en Oz y H;O; por las
superoxido dismutasas cloroplastidicas. El peroxido de hidrogeno es reducido por una
ascorbato peroxidasa, con la concomitante formaciéon del radical inestable
monodehidroascorbato, primero, y de dehidroascorbato, después (Foyer y Mullineaux
1998). Este proceso es bastante importante bajo condiciones de estrés (fuerte
iluminacion, altas o bajas temperaturas, metales pesados, etc), de modo que la elevada
reserva de ascorbato en el cloroplasto (10-30 mM) puede desaparecer en pocos minutos
(Law et al., 1983). Para resolver este problema las plantas han desarrollado un eficiente
sistema de regeneracion del ascorbato, via una poderosa reductasa dependiente de
glutation. Ademas, y debido a la alta concentracion de glutation en el estroma
cloroplastidico (casi 5 mM) (Alscher, 1989), el dehidroascorbato puede también sufrir
una reduccion no-enzimatica por el glutation reducido al pH alcalino (cerca de 8.0) del
cloroplasto iluminado. A causa del eficiente mecanismo no-enzimatico para la
regeneracion del ascorbato, Morell et al.,(1997) sostienen que el dehidroascorbato no
puede alcanzar altas concentraciones dentro del cloroplasto y, en consecuencia, el papel
de la dehidroascorbato reductasa dependiente de glutation estaria minimizado. La
opinion de estos autores es que si el dehidroascorbato pudiera alcanzar tales altas
concentraciones dentro del cloroplasto, la Trx contenida en esta organela estaria
completamente oxidada y, por lo tanto, los mecanismos de activacion de algunas
enzimas reguladoras del ciclo de Calvin y procesos relacionados estarian bloqueados
(Buchanan, 1992; Scheibe, 1990). Mas atn, sostienen que la NADP-MDH es inhibida
en un 50% por una concentracion 50 uM de dehidroascorbato.

Junto con la dehidroascorbato reductasa dependiente de glutation, algunas otras
tiol-transferasas han mostrado tener actividad dehidroascorbato reductasa. Este es el
caso de las glutarredoxinas, proteinas de bajo peso molecular (aproximadamente 10
kDa) que, aunque escasamente homologas con las tiorredoxinas, muestran un
plegamiento similar y poseen un centro activo (-C-P-Y-C-) altamente relacionado con el

de las Trxs. Dos secuencias codificantes de glutarredoxinas han sido aisladas en arroz
(Minakuchi ef al., 1994), con una funcion relacionada a la detoxificacion de especies

activas de oxigeno.

188



|

Discusion

Ademas del papel, mencionado anteriormente, de las Trxs en la reduccion de
ribonucledtidos y la activacion de enzimas, estan también involucradas en la
estabilizacion de proteinas de reserva en semillas, y en la movilizacion de éstas durante
la germinacion y desarrollo de la plantula (Gobin et al, 1997). La elevada
concentracion de Trx A encontrada en el floema de plantas de arroz (Ishiwatari ef al.,
1995), ha sugerido un papel de la misma en mantener funcionales algunas proteinas
esenciales al metabolismo de las células conductoras del floema, tales como la ATPasa
y proteinas transportadoras de aziicares, en condiciones de estrés oxidativo. Rey et al.,
(1998) encontraron en plantas de patata con déficit hidrico un aumento de la
concentracion del transcrito para una proteina de 32 kDa, que presenta una secuencia
—C-G-P-C- y una estructura tipo tiorredoxina. Finalmente, el descubrimiento en plantas
de una 2-cys-peroxirredoxina, una peroxidasa cloroplastidica de codificacion nuclear,
inducible por oxidantes generados en situaciones de estrés (Baier y Dietz, 1997), hacen
probable un papel de las Trxs como agentes antioxidantes en condiciones estresantes.

Este papel resulta, ademas, plausible desde una perspectiva termodinamica si
tenemos en cuenta que las Trxs tienen un potencial de Oxido-reduccion lo
suficientemente bajo -aproximadamente —290 mV para la Trx f de guisante, y —300 mV
para la Trx m de espinaca y maiz (Hirasawa ef al.,1999; Rebeille y Hatch, 1986) —
como para inducir una veloz disipacion de radicales de oxigeno o, alternativamente,
llevar a cabo una eficiente restauracion de las formas reducidas de otros componentes
antioxidantes del cloroplasto (los £,” del glutation y ascorbato son —250 mV y +58 mV,
respectivamente). Por el contrario, una circunstancia desfavorable es la baja
concentracion de Trxs dentro del cloroplasto (100-160 uM en guisante) (Scheibe, 1981),
en comparacion con la 10-30 mM de ascorbato (Ivanov, 1998) y de 5 mM de glutation
(Alscher, 1989), ambos mas apropiados desde el punto de vista de la economia del
nitrogeno en la planta. De todas formas, como ocurre con el transporte de glutation
(Herschbach et al., 1998), el floema es la via mediante la cual las Trxs serian exportadas
a otros organos de la planta (Ishiwatari ez al., 1995). Por otra parte, Kuge y Jones (1994)
encontraron que el activador YAP1 promueve la expresion de un gen codificante para
Trx en Saccharomyces cerevisiae en condiciones de estrés oxidativo.

En conclusion , de todo lo expuesto se deduce que las tiorredoxinas podrian

funcionar como agentes protectores basicamente en tres aspectos: a) contra el dafio al
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PS II y la subsiguiente fotoinhibicién, favoreciendo la forma fosforilada de la proteina
D1; b) como agentes antioxidantes, disipando las especies reactivas de oxigeno o
restaurando el estado reducido de los agentes protectores; y ¢) manteniendo el estado
rédox del floema. Para analizar la participacion de las Trx y, paralelamente, estudiar la
evolucion de sus proteinas diana, en el presente trabajo se analizaron los niveles de
expresion transcripcional y traduccional de las mismas en condiciones de estrés
luminico.

Una primera constatacion que es necesario hacer en estas circunstancias es dejar
bien establecido que los tratamientos impuestos generan el estado de estrés deseado.
Como se ha descrito en Materiales y Métodos una forma de visualizar el grado de
deterioro del PS I1, y por lo tanto del nivel de fotoinhibicion, es medir la relacion Fyv/Fy.
En nuestro caso, aunque fueron mas evidentes en los tratamientos de luz saturante,
ambos tratamientos de estrés luminico (luz saturante en fotoperiodo de 16 h, o luz
continua a niveles subsaturantes) produjeron un claro efecto fotoinhibitorio, como se
deduce de la disminuciéon (15-20 % de caida) en la relacion Fy/Fy a las 72 h de
tratamiento de luz continua, o después de 10 h bajo irradiancia saturante. Esta caida se
comprob6 aun con intensidades no muy severas (1000 pmol m? s' PAR). Habria que
considerar que las plantas expuestas a 2000 pmol m? s’ (PAR) durante 16 h de
fotoperiodo, estaban recibiendo durante todo ese tiempo el equivalente a una radiacion
solar maxima (Powles, 1984). La medida de la tasa de fotosintesis neta es también una
practica habitual para estimar fotoinhibicion, aunque dicho parametro no informa sobre
el estado de la maquinaria fotosintética, pues puede venir modificado por factores
vinculados a la asimilacion del carbono, no necesariamente relacionados con el dafio
por estrés. En este caso también se observo una disminucion en la fotosintesis neta
(IRGA). Sin embargo, los valores de Fv/Fy recobran la normalidad después de 10 d de
irradiancia en ambas condiciones de estrés. Una tendencia similar de recuperacion se
observo en la fotosintesis neta, aunque los valores normales nunca fueron alcanzados;
después de 10 d bajo luz saturante la tasa de asimilacién de carbono en hojas apicales no
fue mas del 50 % de la medida en plantas que estaban en condiciones normales de
iluminacion, aunque en este caso pueda deberse a una acumulacion de almidon en el

cloroplasto.
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Si bien estas determinaciones permitieron comprobar que las plantas estaban
estresadas, los analisis bioquimicos realizados sobre la evolucion de las Trxs f'y m y sus
proteinas diana, efectuados durante las primeras horas de estrés luminico, no
permitieron encontrar diferencias marcadas entre plantas estresadas y plantas control.
Solamente cuando las condiciones de estrés se extremaron, con intensidades de 2500
umol m? s™ (PAR) en forma continua, y especialmente en los tratamientos asociados a
bajas temperaturas, se pudieron detectar diferencias significativas. Hay que puntualizar
que las plantas sujetas a ambos tratamientos de estrés (luz saturante y luz continua)
tuvieron un desarrollo ontogénico normal, llegando a florecer y a fructificar, aunque
con algunas diferencias morfoldgicas respecto a las plantas control, como un mayor
desarrollo foliar y un menor contenido en clorofila. Esto parece indicar una
aclimatacion de las plantas a las condiciones estresantes de luz impuestas.

Cuando los analisis se efectuaron en plantas que llevaban 10 d de tratamiento,
tiempo que permitia suponer que se encontraban adaptadas a estas condiciones, las
concentraciones de Trxs f'y m, FBPasa y NADP-MDH, eran del mismo orden de
magnitud, o levemente inferiores, que las de plantas control. Esta diferencia se fue
haciendo cada vez mayor a medida que se prolongaban las condiciones de estrés, hasta
20 y 30 d. Giersch y Robinson (1987) sefialaron también una disminucion de las
actividades Rubisco y FBPasa después de tratamientos fotoinhibitorios en plantas de
espinaca. En todos los casos el nivel de proteinas decrecié desde las hojas superiores a
las inferiores.

La situacion es diferente cuando la capacidad biosintética de estas proteinas es
analizada a nivel transcripcional. Los resultados mas sorprendentes se dieron a los 10 d
en plantas crecidas bajo estrés luminico, donde la concentracion de transcritos fue
mayor con respecto al control en hojas intermedias e inferiores. Esto es particularmente
notable respecto a Trx m y NADP-MDH. El hecho de que estas diferencias no se vean
reflejadas a nivel proteico parece indicar algin tipo de regulacion adicional a nivel post-
transcripcional. En trabajos previos (Sahrawy ef al., 1990 a y b; Carrasco ef al., 1992)
hemos encontrado una regﬁlacién transcripcional en la sintesis de FBPasa y Trx f. Sin
embargo, una regulacion a nivel traduccional (Fromm ef al., 1985) o post-traduccional
(Cuming y Bennet, 1981) también ha sido descrita en la modulacién de la sintesis

proteica. Por otra parte, la sintesis de proteinas cloroplastidicas de codificacion nuclear

191



Discusion

esta siempre sujeta a una regulacion post-transcripcional a nivel de su procesado y
transito al interior del cloroplasto, un proceso también dependiente de la luz (Carrasco
et al., 1992). Contrariamente a lo que ocurre en plantas que crecen en condiciones
normales, la concentracion de mRNA en plantas estresadas muestra una tendencia
general a aumentar desde la hojas superiores a las inferiores. Esto incrementa las
diferencias, antes mencionadas, entre hojas normales y estresadas de una misma
posicion. En cualquier caso, se debe tener en cuenta que la hojas inferiores estuvieron
sometidas a una intensidad luminica estresante por un periodo mas prolongado de
tiempo que las hojas de posiciones superiores.

Estos resultados se apartan de la hipotesis general de que los genes inducibles
por la luz estan subregulados (o inhibidos) en condiciones de estrés luminico, mientras
que se asimilan al comportamiento de otras proteinas como catalasas, peroxidasas,
superoxido dismutasas, y las denominadas genéricamente ELIPs (early light inducible
proteins) que aparecen, por el contrario, sobrerreguladas (Asada, 1994, Adamska y
Kloppstech, 1994; Kloppstech, 1997). Potter y Kloppstech (1993) encontraron una
disminucion de la expresion transcripcional de proteinas inducibles por la luz, como la
apoproteina de los complejos de antena clorofila-proteina, y de la subunidad menor de
la Rubisco, aunque las intensidades de luz utilizadas por estos autores fueron muy
superiores a las de los tratamientos realizados en el presente trabajo. Nuestros resultados
reafirman el papel de la luz en la regulacion de proteinas cloroplastidicas, y refuerzan la
idea de que las Trxs pueden ejercer en las plantas un rol protector frente a condiciones
de estrés oxidativo.

En conclusion, hojas basales e intermedias de plantas sometidas a estrés
luminico parecen mostrar una alta capacidad para la biosintesis de trascritos de Trxs,
especialmente de Trx m. El hecho de que esto no esté reflejado a nivel proteico podria
deberse a una regulacion post-transcripcional de la sintesis de Trxs, pero también a una
rapida degradacion de la proteina por factores dependientes de la luz. Los experimentos
de traduccion in vitro demostraron que la vida media de las proteinas bajo estudio fue
similar en hojas procedentes de plantas sometidas a estrés, que en plantas control. Por el
contrario, una mayor proteolisis en conjunto pudo constatarse a partir de la caida de la
radiactividad incorporada a las proteinas solubles totales.La mayor concentracion de

transcritos, no correspondida con los niveles de proteina especifica, podria deberse a un
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diferente nivel de regulacion de la expresion transcripcional con respecto a la expresion
traduccional. Esto estaria indicando respecto a las Trxs fy m y sus proteinas diana, una
degradacion debida al estrés menor que la de otras proteinas foliares.

Analizando todos los datos en conjunto se puede concluir que los niveles de
transcritos responden, en general, positivamente al aumento de la intensidad luminica,
siempre que la planta logre aclimatarse. SOlo cuando las condiciones de estrés se
hicieron mas severas, elevando el nivel de irradiacién, aumentando el tiempo de
exposicion, o asociando el estrés luminico a condiciones de estrés térmico, se vio
afectada la sintesis de los mRNAs especificos de las proteinas bajo estudio. En estas
condiciones la capacidad de aclimatacion posiblemente fuera superada. Por otra parte, la
traduccion de dichos transcritos no dependeria, entonces, exclusivamente de la
intensidad de luz, sino que podrian influir otros factores como, por ejemplo, el estado
rédox de la célula fotosintética.

El analisis microscopico de células del mesofilo de hojas control mostré la
presencia de granulos de almidon grandes y refringentes, mientras que en las plantas
procedentes de tratamientos bajo estrés, luz continua o saturante, las células también
presentan grandes granulos de almidon, pero con membranas rotas y estructuras
desorganizadas, y con abundantes cuerpos lipidicos, indicando una degradaciéon de
membranas. Probablemente ésto se deba a los procesos de fotodegradacion inducidos
por el estrés y a una elevada acumulacion de almidon, que determinan que las hojas

entren en senescencia antes que aquéllas de plantas control.

Como fue definido por Falk e al, (1996), la respuesta al estrés es un tipo
especial de aclimatacion caracterizada por ajustes bioquimicos transitorios inducidos
por cambios inmediatos en factores ambientales, los cuales pueden conducir al dafio,
senescencia y, finalmente, a la muerte de la planta. La capacidad de las plantas para
aclimatarse esta genéticamente controlada, y depende de la plasticidad en la regulacion
y expresion de genes especificos. En este sentido la respuesta al estrés es un proceso
dependiente de la especie (o variedad). Aunque los eventos primarios de la fotosintesis
son poco sensibles a un amplio rango de temperaturas (Mathis y Rutherford, 1987), los
subsiguientes procesos relativos a la asimilacion del carbono si lo son. Esto puede

apreciarse en la caida del 75 % de la tasa de asimilacion de CO; en condiciones de luz
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no limitante en plantas de espinaca y tomate, cuando la temperatura de crecimiento fue
modificada desde 30°C a 4°C. Es asumido que ésto se debe a una represion en las
constantes termodinamicas (Sassenrath y Ort, 1990). Por el contrario, alta irradiacion,
sola o asociada con sequia o temperaturas extremas, puede conducir a fotoinhibicion y
subsiguientes desbalances metabolicos, los cuales, como se mencioné arriba, son los
principales causantes de la generacion de especies activas de oxigeno.

Como era previsible, la expresion transcripcional de FBPasa y NADP-MDH
aparece inhibida en plantas mantenidas 10 d bajo baja irradiancia (16 h de fotoperiodo a
100 umol m? s') , tanto en plantas crecidas en condiciones normales (25/20°C
dia/noche) como a altas (35/30°C dia/noche) temperaturas. Por el contrario, cuando las
plantas crecieron a bajas temperaturas (15/10°C dia/noche) el nivel de mRNA especifico
aumentd marcadamente, siendo los mayores valores los obtenidos en condiciones de
baja irradiancia. Berry y Bjorman (1980) encontraron que la aclimatacion de las plantas
a bajas temperaturas esta acompafiada por un aumento en el ritmo del metabolismo del
carbono. Los autores sostienen que ésto es consecuencia de una mayor tasa de
carboxilacion, que podria ser debida a una disminucién de la fotorespiracion. Mas aun,
Gray et al, (1994) sostienen que plantas de espinaca se tornan resistentes a la
fotoinhibiciéon cuando crecen a bajas temperaturas. También el mismo efecto se
comprobo en trigo y centeno (Gray ef al., 1996). Seglin estos autores plantas que crecen
a 5°C y moderada iluminacién aumentan su tolerancia a la fotoinhibicion, ya que en
esas condiciones el PS II se encuentra sometido a una elevada presion de excitacion,
comparable a la que presentan plantas expuestas a 800 umol m? s a temperatura
ambiente (20°C). Concluyen que la tolerancia a la fotoinhibicion inducida por el frio no
seria una respuesta per se a las bajas temperaturas, sino que reflejaria un aumento de la
capacidad fotosintética en respuesta a la elevada presion de excitacion del fotosistema
II, la cual si es modulada directamente por la luz y la temperatura.

Nuestros resultados concuerdan con esta afirmacion. Los tratamientos de frio a
moderadas irradiancias tuvieron, en general, la misma respuesta en las plantas que los
efectuados con temperatura normal y elevada iluminacion. La potencial participacion de
las Trxs en la reparacion del PS II y, posiblemente, de las enzimas FBPasa y NADP-
MDH en la eficiencia de utilizacion del carbono, explicarian el aumento de sus niveles

en respuesta a las bajas temperaturas. Por el contrario, Martino-Catt y Ort (1992)
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mencionan una inhibicion de la fotosintesis en plantas de tomate creciendo a bajas
temperaturas en oscuridad, probablemente como consecuencia de una alteracion del
control circadiano de la transcripcion de ciertas proteinas reguladoras del cloroplasto,
inducida por las bajas temperaturas. Las variaciones de los mRNAs especificos para
Trxs fy m no fueron tan contrastantes como los de sus proteinas diana. Un efecto
positivo de la luz y las bajas temperaturas fue también observado en ambas Trxs, pero
no de forma tan marcada como en las enzimas diana.

Cuando los efectos de la irradiacion y la temperatura sobre la expresion de Trxs f
y m, y sobre sus dianas FBPasa y NADP-MDH, son analizados a nivel proteico, las
diferencias significativas son escasas, tanto cuando el contenido de proteinas se calcula
sobre la base de peso fresco como por unidad de proteina total. El Gnico hecho que
quizas merezca énfasis es, como ocurre con el nivel de mRNA, la respuesta positiva de
la planta a bajas temperaturas y baja irradiacion, cuando los resultados son expresados
por unidad de proteina total. Esta tendencia no es observada en las actividades FBPasa y
NADP-MDH, la primera exhibiendo, sorprendentemente, los mayores valores en
plantas crecidas a alta temperatura y alta luz, cuando la actividad fue medida bajo
condiciones reductoras (pH 7.9 en presencia de DTT). Estos resultados estan en
desacuerdo con Stitt et al., (1987), que encontraron un alto contenido de almidén en
cloroplastos de plantulas de espinaca y trigo crecidas a bajas temperaturas. Esto podria
ser debido a una mayor actividad FBPasa, pero también a una menor disponibilidad de
Pi en el estroma, un hecho asociado con plantas que crecen a bajas temperaturas (Stitt et
al., 1987). En este sentido puede ser razonable pensar que las bajas temperaturas pueden
actuar a nivel del translocador de Pi mas que sobre las bisfosfatasas cloroplastidicas.

En el caso de la NADP-MDH se trata de una enzima que a la vez es regulada
por reduccion y por la relacion NADP'/NADPH | caracteristica que la convierte en un
buen sensor del estado rédox del estroma (Foyer, 1993). Debido a que esta enzima es
inhibida por una alta relacion NADP'/NADPH, la salida de equivalentes de reduccion
del cloroplasto, via valvula del malato, opera sblamente cuando la maquinaria
fotosintética trabaja a saturacion (Scheibe, 1987). Grace y Logan (1996) encontraron un
inesperado alto nivel de reduccion en el estroma de plantas de Vinca major y Schefflera
arboricola (especies adaptadas a altas iluminaciones), cuando eran sometidas a elevadas

irradiancias durante periodos prolongados de tiempo. A esta conclusion llegaron a partir
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de la medicion de la actividad NADP-MDH. Estudios realizados en espinaca y guisante
mostraron que la actividad NADP-MDH in vivo raramente supera el 30 % de su
potencialidad maxima, aun bajo luz saturante (Scheibe y Stitt, 1988; Harbinson et al.,
1990). Esto apoya la hipotesis de que la regulacion fotoprotectora del PS II previene la
sobrerreduccion de las reservas de NADP' (Foyer, 1993). Sin embargo, cuando la
fotosintesis estd siendo forzada, por ejemplo, a bajas temperaturas (Scheibe y Stitt,
1988) o baja concentracion de CO, (Harbinson ef al., 1990), la actividad NADP-MDH
sube dramaticamente, indicando que la regulacion de la actividad del PS 1I no siempre
es efectiva para prevenir las condiciones de sobrerreduccion del estroma (Grace y
Logan, 1996).

En el presente trabajo so6lo se han encontrado aumentos en la actividad NADP-
MDH como respuesta a altas y bajas temperaturas, independientemente de la intensidad
de luz. No obstante, sobre la base de nuestros resultados se puede deducir que hay un
incremento en la capacidad transcripcional de las plantas que crecen a bajas
temperaturas. Este hecho no puede ser considerado especifico de las proteinas bajo
estudio, debido a que si los resultados se expresan por peso fresco o por unidad de
mRNA total el aumento es similar. Es notable el caricter sinergistico de las bajas
temperaturas y bajas irradiancias, condiciones que inducen las mayores respuestas
transcripcionales en la planta. La ausencia de una clara respuesta a nivel traduccional
podria deberse a las suaves condiciones de estrés usadas en los experimentos realizados
con plantas que se encontraban, posiblemente, aclimatadas después de 10 d de
tratamiento. En cambio, cuando las condiciones de estrés luminico, y de éste asociado a
estrés térmico, se hicieron mas severas - aplicando en forma continua los tratamientos
durante 48 h, o imponiendo temperaturas mas bajas que las anteriores (8°C frente a
15°C) -, si se encontré una respuesta a nivel traduccional e, incluso, en el caso de la
FBPasa, en los niveles de actividad. La elevada intensidad luminica provocé un
aumento en los niveles proteicos, especialmente notable en el caso de la FBPasa. Por el
contrario, iguales intensidades de luz, pero asociadas a bajas temperaturas, determinaron
una disminucion en los contenidos de proteinas, siendo también mas evidente en el caso
de la FBPasa. Es de destacar las oscilaciones en los valores durante las primeras horas

de tratamiento, posiblemente debidas al ritmo circadiano de sintesis; sin embargo, a
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partir de las 10 h las diferencias se tornan significativas. En las condiciones del ensayo,
las plantas manifestaban a las 48 h de tratamiento sintomas evidentes de senescencia.
Estos resultados apoyan lo antes mencionado de que las proteinas bajo estudio,
involucradas en la regulacion rédox de la fotosintesis, serian mantenidas en niveles
normales o superiores (en respuesta a una mayor intensidad luminica) hasta el limite de
la capacidad del cloroplasto para hacer frente a las condiciones de estrés. Una vez que
esta capacidad fuera superada, como en los casos extremos de los tratamientos en forma
continua a altas irradiancias asociadas a bajas temperaturas, o en los tratamientos de
altas irradiancias y altas temperaturas, se produce una caida, ya sea por una menor

sintesis o por una mayor degradacion de estas proteinas.
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1. Durante la ontogenia de plantas de guisante las variaciones en los niveles
foliares de transcritos para FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx m se correspondieron con
los de proteinas, registrandose en floracion los valores maximos, con un contenido
siempre superior en las hojas mas altas. Esto indica una regulacién actuante
principalmente a nivel transcripcional. En cambio, en floracion fue cuando se
encontraron los valores mas bajos de actividades enzimaticas, lo que estaria de acuerdo

con la funcion exportadora de fotosintato que cumple la hoja en esa fase de desarrollo.

2. La expresion a niveles transcripcional y traduccional de las proteinas bajo
estudio se restringio, generalmente, a los Organos fotosintéticos. Sin embargo, se
registr6 un elevado contenido de mRNA para Trx f en raices, no correspondido por los
niveles de proteina, por lo que existiria una regulacidn post-transcripcional de la

expresion de la misma en este 6rgano.

3. El estrés luminico aplicado en cortos periodos de tiempo, si bien causé
variaciones en los niveles de fluorescencia y de fotosintesis neta, no provoco respuestas
en la expresion de las proteinas bajo estudio, a menos que estas condiciones se hicieran
mas severas, o se prolongara el tiempo de exposicion. En este ultimo caso las plantas
logran aclimatarse, y en ellas los niveles de transcritos, a diferencia de las plantas
control, fueron mayores en las hojas inferiores, que estuvieron expuestas por mas
tiempo a las condiciones experimentales. Estos resultados no fueron correspondidos a
nivel de expresion traduccional, lo que estaria indicando una regulacién post-
transcripcional de la expresion de éstas proteinas en condiciones de estrés. Todo ello
apunta a que si las condiciones no son lo suficientemente severas como para que los
mecanismos de defensa no sean superados, la expresion transcripcional responde
principalmente al factor luz, mientras que la expresion a nivel traduccional responderia
ademas a otros factores, como podrian ser el estado rédox del cloroplasto o la

concentracion de determinados metabolitos.

4. En los ensayos de estrés luminico asociado a estrés térmico los efectos mas
negativos se produjeron, en general, en los tratamientos con altas irradiaciones

asociadas a elevadas temperaturas. Por el contrario, las bajas temperaturas tuvieron un
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efecto positivo sobre los niveles de transcritos y, aunque no tan aparentes, también en
los de las correspondientes proteinas. Cuando elevadas irradiaciones se asocian a
temperaturas muy bajas (8°C), los efectos fueron negativos a nivel de expresion

traduccional y de actividad enzimatica.

5. Con independencia del estado fisioldgico en que se encuentre la planta, el
grado de expresion transcripcional y traduccional de FBPasa, NADP-MDH, Trx fy Trx
m, obedece a mecanismos paralelos de regulacion y, posiblemente, dichas proteinas
actien como factores de expresion de unas respecto de otras. En relacion a la
participacion de las Trxs f y m en mecanismos de defensa anti-estrés, ello estaria mas
relacionado con el proceso de aclimatacidon que con una respuesta inmediata a

condiciones ambientales desfavorables
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