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ABREVIATURAS

AS asintomatica

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

BSA albamina sérica bovina

CC core complex del PSII

CAB proteina de union a clorofila (chlorophyll a-b binding
protein)

CHAPS 3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-1-propano-sulfonato

Chl clorofila

CP proteina de la capsida viral (capsid protein)

CR centro de reaccion del PSII

Cyt citocromo

DMF dimetilformamida

dp.i dias post-inoculacién

EDTA acido etilendiaminotetraacético

FI fluorescencia de imagen

Gox glicolato oxidasa

LHCII complejo mayor de antena del PSII (light harvesting
complex II)

MES acido 4-motfolinoetanosulfoénico

MET microscopia electronica de transmision

MSP proteina estabilizadora de iones de manganeso (manganese
stabilizing protein), PsbO.

NBT nitro blue tetrazolium

NP-40 nonilfenoxipolietoxietanol

NPQ quenching no fotoquimico (non-photochemical quenching)

OEC complejo de lisis del agua (oxygen evolving complex)

ORF marco abierto de lectura (open reading frame)

Pheo feofitina
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PMMoV

PMSF
PSA
PSI
PSIT
PVDF
RbcL
RbcS
Rca
ROS

SDS
SPP

STD

TEMED
Tic

Toc

virus del moteado suave del pimiento (pepper mild mottle
virus)

fluoruro de fenilmetilsulfonilo

persulfato amoénico

fotosistema I

fotosistema IT

difluoruro de polivinilideno

subunidad grande de la RuBisCO

subunidad pequefia de ]a RuBisCO

RuBisCO activasa

especies reactivas del oxigeno (teactive oxygen species)

sintomatica

dodecilsulfato s6dico

proteasa estromatica de procesamiento (stromal processing
peptidase)

dominio para el transpotte a estroma (stromal targeting
domain)

N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina

translocon de la membrana interna del cloroplasto
(translocon at inner membrane)

translocon de la membrana externa del cloroplasto
(translocon at outer membrane)

proteasa tilacoidal de procesamiento (thylakoid processing
peptidase)

tris-(hidroximetil)-aminometano

dominio para el transporte a tilacoide (thylakoid targeting
domain)

polioxietilensorbitano
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En trabajos previos al presente habiamos demostrado que la infeccion por

tobamovirus induce una inhibicién del fotosistema II (PSII), localizada en el
complejo de oxidacién/fotolisis del agua (OEC). En plantas infectadas disminuian
los niveles de las proteinas constiuyentes del OEC. Por ello, en esta Tesis Doctoral
nos planteamos en primer lugar, la clonacion de los genes psbO, psbP y PsbQ que
codifican las tres subunidades proteicas del OEC, para postetiormente caracterizar
las proteinas correspondientes. Las proteinas OEC de Nicotiana benthamiana

resultaron ser familias proteicas, codificadas por familias multigénicas.

En segundo lugar, investigamos si la caida en los niveles de proteinas OEC
durante la infeccién viral, tiene su origen en problemas en la transcripcion o en
procesos postetiores. Para ello llevamos a cabo estudios de la expresion génica de la
proteinas OEC durante la patogénesis, mediante la determinacion por Northern blott
de sus correspondientes mRNA. Comprobamos que, en la mayoria de los casos, los
niveles de mRNA son paralelos a los de la proteina correspondiente. Ello indica

fallos en la transctipcion, atribuibles a la presencia viral.

Las técnicas de imagen han sido de gran utilidad en nuestro estudio para, en
ultimo lugar, realizar un seguimiento de la infeccién viral y de los mecanismos de
defensa que el cloroplasto desatrolla durante ésta. Las técnicas de fluorescencia de
imagen (FI) han revelado una heterogeneidad con un patrén muy definido de la
eficiencia fotosintética en la hoja asintomatica infectada El patrén de NPQ, que
mide la energia disipada y no utilizada en fotosintesis, muestra que estos procesos

son mas intensos en las zonas de expansion del virus.

Los estudios por microscopia electrénica de transmision de la ultraestructura
de cloroplastos de hojas de plantas infectadas, muestran cambios asociados
normalmente a situaciones de estrés vegetal: presencia de numerosos granos de

almidén, de plastoglébulos y desorganizacion de la estructura de los grana.

El sistema huésped patdgeno utilizado en estos estudios ha sido Nicotiana
benthamiana infectada pot las cepas espafiolas e italiana del virus del moteado suave
del pimiento (PMMoV-S, PMMoV-I).
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We have previously shown that tobamovirus infection induce an inhibition of
PSII electron transport, distutbing the oxygen-evolving complex (OEC). In the
infected plants, the OEC polypeptide pattern was modified when compared to
healthy plants, being the levels of the 33, 24 and 16 kDa exttinsic proteins lowered to
differing extent.

In the present wotk, we have cloned the genes psbO, psbP y PsbQ encoding the
three OEC subunits in Nicotiana benthamiana. We have also characterized the

corresponding proteins. They are protein families codifying by multigene families.

In addition, we have further investigated the gene expression pattern of the
OEC proteins at different post-infection times in order to determine whether their
reduced accumulation levels ate associated to transctiptional and/or post-
transcriptional processes. Northern blot analysis of total RNA from IN. benthamiana-
infected plants showed that the viral infection is associated to a reduction of the
OEC proteins-encoding mRNAs, at both the early and acute phases of the infection.
However, duting the recovery phase of the infection, an increase in the OEC
proteins-encoding mRNAs was obsetved. Thus, the accumulation level of the OEC-
mRNAs parallel those of their encoded proteins. The data are indicative that during
the pathogenesis the OEC protein accumulation is regulated at the transcriptional

level.

Finally, we have followed up the infection process by red-fluorescence imaging
to analyze the quantum yield of PSII (®,g,) and the non-photochemical quenching
(NPQ), related to energy dissipation. Chlorophyll fluorescence imaging reveals a
complex, time-varying spatial pattern of the photosynthetic efficiency and NPQ

processes in asymptomatic leaves from virus-infected plants.

The electron microscopy pictures of the chloroplast from virus-infected leaves
show typical stress-induced changes on the chloroplast ultrastructure: numerous
starch grains and plastoglobuli, as well as alterations in the grana stacking and
chloroplast shape.

The host pathogen system in our studies was Nicotiana benthamiana infected
with the Spanish and Italian strains of the pepper mild mottle virus (PMMoV-S,
PMMoV-I).
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A.1.- La cadena de transporte electrénico fotosintética

En plantas superiores, cianobactetias y algunas algas el transporte electrénico
fotosintético ocurre gracias a la intetvencién de tres complejos denominados
fotosistemas I y II (PSI y PSII, respectivamente) y el citoctomo bgf. Este proceso
estd acoplado con la sintesis de ATP ditigida por la ATP-sintasa. El donador de
electrones de la cadena de transporte es la molécula de agua, que se oxida
produciendo oxigeno molecular y el aceptor final es el NADP, que se reduce a
NAPDH (fig. 1). Las reacciones redox intermedias se muestran de forma mis

detallada en el conocido esquema en Z, propuesto otiginalmente por Hill y Bendall
(1960) (fig. 2).
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Carbon fixing P
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NADPY
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Fig. 1.- Complejos constituyentes de la cadena de transporte electronico
Jotosintética.. De |. Barber (www.bio.ic.ac.uk/ research/ barber/ index.himl)
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Fig. 2.- Esquema en Z de la cadena de transporte electronico fotosintética
(segdin Whitmarsh y Govindjee, www.leafgreentech.c3/ workshop/ indexc.btlm)

Los cuatro complejos fotosintéticos se encuentran distribuidos de forma
heterogénea en la membrana del tilacoide (Andersson y Franjen, 1992; Albertsson,
1995), como se ilustra en la fig. 3. En el interior de las membranas de los grana no
expuestas al estroma, predomina el PSIIa mientras que las zonas de los grana

expuestas al estroma y en las lamelas estromaticas estan enriquecidas en complejos
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PSIIP, PSIy ATPasa. El cyt 4se encuentra en ambos regiones de la membrana en la
misma proporcién. En el PSII se distinguen dos subpoblaciones, PSITa y PSIIf
(Melis, 1976). Ambos difieren en el tamafio de antena. El primero de ellos es el
principalmente activo en el transpotte fotosintético lineal y el PSIIP parece estar
implicado en vias de traspotte alternativas, ser un estado intermedio de ensamblaje
del PSII o bien un mecanismo de acumulacién de centros de reaccién de PSII a

modo de reserva (van Wijk y col., 1993).

Bt LHOH wirone Cyachumye fyf drn( et AfPase
RSN AR

Fig.3.- Organizacion de los complejos fotosintéticos en la membrana tilacoidal
(Allen y Forsberg, 2001).

A.2.- El fotosistema I1
A.2.1.- Funcidn del fotosistema II

La funci6én del PSII puede denominarse H,O-PQ oxidotreductasa y, de forma

resumida, cataliza la reacci6n siguiente:
2H,0 + 2PQ — O, + 2PQH,

Los complejos antena del PSII absorben la energia luminica gracias a la
presencia de un gran nimero de moléculas de Chl a y b, unas 250 por centro de
reacciéon de PSII, y carotenoides (B-catoteno, luteina, neoxantina y violaxantina)

asociados a sus proteinas constituyentes. La luz se transforma en energia de
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excitacién, que se transfiere desde las antenas del complejo a su centro de reaccion,
P680, considerado en plantas un tetrimero de Chls con un maximo de absotbancia a
esa A (Barber, 2002b). En su estado excitado P680", dona un electrén a la feofitina
(Pheo), formandose el par P680+ Pheo-. P680" acepta, tras cada separacioén de cargas
consumada, un electrén de un residuo de la proteina D1 del CR y queda reducido a
P680. Nuevos fotones absotbidos pot el PSII permiten repetir esta secuencia de
reacciones y la extracciéon secuencial de electrones desde D1-Tyr161. Esta a su vez
los acepta en cada caso del H,O via el complejo de iones Mn (Barber, 2002b). Este
esta constituido pot cuatro dtomos que forman un complejo con las cadenas laterales
de varios residuos aminoacidicos (Asp170, Ala344, His332 6 Glu333, y posiblemente
His337 y Asp189 6 His190) de la proteina D1 del CR (Kamiya y Shen, 2003). Los
tltimos datos expetimentales en cuanto a su esttuctura, apuntan a que tres de los
dtomos se sitdan en las esquinas de un tridngulo isdsceles mientras que el cuarto se
halla en el centro (Barber, 2002a).

Fig. 4.- Transporte electronico en PSIL. Lado aceptor (ciclo de Kok) y donador
de electrones (ciclo de quinonas). Adaptado de Barber (2002a).

Su mecanismo de funcionamiento empez a conocetse tras las observaciones
de Joliot y Joliot (1968) y Kok y col. (1970), que mostraron que el complejo pasaba

pot un ciclo de 5 estados de oxidacién Si-S,. Tras la extraccion de cuatro electrones
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del H,O por este proceso, se libera una molécula de O,. El complejo de Mn aparece
asi como un lugar de almacenamiento de cargas durante el proceso de
oxidacién/fotolisis del H,O (Butrda y Schimd, 2001; Kozlov y Klimov, 1998).

En el lado aceptor de electrones del PSII, Pheo los transfiere a una molécula de
PQ (Q,), estrechamente asociada al CR. Q, cede su electt6n a una segunda quinona
moévil Qg, situada en el conocido como Jugar Oy, punto de accién de numerosos
herbicidas antifotosintéticos (Moteland, 1992). Esta transferencia se ve favorecida
por la presencia de un atomo de Fe no heminico, localizado entte ambas quinonas.
Cada quinina asociada con el sitio Qg es capaz de aceptar en ultima instancia dos
electrones del H,O y dos protones del estroma, antes de libetar a la matriz lipidica de
la membrana tilacoidal PQH,, doblemente reducida (fig. 4).

A.2.2.- Subunidades constituyentes del PSII

El PSII, responsable del desprendimiento de oxigeno fotosintético, esta
presente en la membrana tilacoidal de los cloroplastos de plantas superiores, algas y
cianobacterias (Barber, 2003) (fig. 5). Es un complejo multiproteico con un peso
molecular aproximado de 320 kDa (Kamiya y col., 2003) y mas de 30 subunidades
denominadas, segun los genes que las codifican, PsbA - PsbZ y Lhcbl — Lhcb6
(Barber y col., 1997 y 1999; Rhee, 2001; Heathcote y col,, 2002). En la tabla 1 se
detallan su peso molecular, el nimero de hélices transmembrana, funcién y
localizacién del gen que la codifica en el genoma nuclear (n) o cloroplastidico (c). Se

especifica también qué proteinas son caracteristicas de plantas o cianobacterias.

Funcionalmente, podemos distinguir en el PSII el core complex (CC), y los
complejos antena. En el CC se incluyen el centro de reaccion (CR, reaction center), el
complejo de oxidacién/fotolisis del agua (OEC, oxygen evolving complex), y una
serie de proteinas de bajo peso molecular (Hankamer y col., 2001a).

El CR es la unidad minima capaz de llevar a cabo la separacion de cargas y se
constituye de 6 subunidades proteicas (D1, D2, CP43, CP47, Cyt 4559 a y Cyt
6559P). El heterodimero D1/D2 une todos los cofactotes implicados en el trasporte
electrénico en el PSIL Estos son, desde el lado donador al aceptor: dos residuos de
tirosina denominados Y, y Yp,, el P680, dos moléculas de clorofila auxiliares, dos de
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feofitina @ (Pheo a4), dos plastoquinonas (Q, y Qg), un dtomo de hierro no heminico
y un anién bicarbonato. Ademis, el CR patece contener dos moléculas de f-caroteno
(Rhee, 2001; Telfer y col, 2003). P680 esti compuesto en plantas superiores por
cuatro moléculas equidistantes de Chl a con similares niveles energéticos en el estado
singlete y redox, mientras que en cianobactetias se trata de un “par especial” de
moléculas (Barbet, 2002b; Diner y Rappaport, 2002). D1 y D2 son dos proteinas
homoélogas codificadas en el genoma del cloroplasto que presentan 5 o hélices
transmembranales y conforman el heterodimero del CR relacionados por un
pseudoeje de simetria secundatio, con una conformacién similar al formado por las

subunidades L y M del CR de bacterias purpireas.

Fig. 5.- Estructura del PSII en plantas (A) y cianobacterias (B). De
Hankamer y col. (2001a).

Tabla 1 (en la pdgina siguiente): Subunidades del PSIL. Obtenido de
Hankamer y col. (2001a y 1997), Rhee (2001), y Wollman y col. (1999).
(¢) codificacion cloroplastidica y (n) codificacion nuclear; (%) exclusivas de

plantas superiores y algas verdes; (**) exclusivas de cianobacterias.
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INTRODUCCION
m | Hélices &
Subunidad Gen » Funcion
(kDa) |transmemb.
D1/ PsbA psbA(c) | 388 5 Union P680 y complejo de Mn
D2 / PsbD D () | 394 5 Uni6n a P680
CP43 / PsbC psbC () 56,3 6 Antena interna, unién a chl a
CP47 / PsbB psbB(0) | 51,8 6 Antena interna, union a chl a RC
Cyt 559 o/ PsbE | psbE (c) 9,3 1 Ensamblaje D1/D2, fotoproteccién
Cyt 6559 B/ PsbF | psbF (c) 45 1 Ensamblaje D1/D2, fotoprotecciéon
33kDa / PsbO | psbO (n) | 27,0 0 Regulacién oxidacion del agua
24kDa / PsbP* | pshP (n) | 20,2 0 Regulacién oxidacién del agua
16 kDa / PsbQ * | psbQ (n) | 16,9 0 Regulacién oxidacién del agua OEC
PsbU ** psbU (n) | 15,1 0 Regulacion oxidacién del agua
Cyt 550 / pbsV ** | psbl/ (n) 5,9 1 Regulacién oxidacion del agua
PsbH PsbH (c) 7.8 1 Reparacién D1, regulacion ciclo PQ
Psbl psbI (c) 42 1 Desconocida
Psb] psb] (o) 42 1 Ensamblaje LCHII y OEC al CC
PsbK PsbK (c) 43 1 Desconocida
PsbL PpsbL () 4,5 1 Ensamblaje CP43 y OEC,
Dimerizacién del PSIT
PsbM PpsbM (c) 3,7 1 Desconocida
Core
PsbN psbN () 4,7 1 Desconocida
complex
PsbR PSR (n) | 10,2 0 Desconocida
PsbW* PsbW (n) 6 1 Control dimerizacién y acumulacién PSIT
PbsT, PosT, (n) 3 0 Desconocida
ycf8 / PsbT, PsbT (©) 3,8 1 Fotoproteccion
PsbX PsbX (n) 4 1 ¢Relacién con funcion de Qa y Qs?
PbsY-A1yPbsY-A2| pbsY (n) | 4y1 ¢ spertenece a PSII? ¢Unién 2 Mn?
PsbZ psbZ () Regulacién transferencia de electrones
CP24 / Lhcb4 Iheb4 (n) 23 3 Unién a pigmentos, absorcién de luz .
Complejo
CP26 / Lhcb5 lheb5 (n) 27 3 Unién a pigmentos, absorcion de luz
menor de
CP29 / Lhcb6 Iheb6 (n) 28 3 Unién a pigmentos, absorcién de luz
antena
PsbS psbS (n) 22 4 Regulacioén localizacion LHCII
Lhcbl / Lheb I | Zbeb? (n) 25 3 Unibn a pigmentos, absorcién de luz
Lhcb2 / Lheb IT | Zheh2 (n) 25 3 Unién a pigmentos, absorcién de luz LHCII
Lhcb3 / Lheb IIT | /heb3 (n) 24 3 Unin a pigmentos, absorcién de luz

25



INTRODUCCION

Debido a su activa participacién en las teacciones redox del PSII, la proteina
D1 se ve dafiada por la accién de radicales libres y es necesatio que su velocidad de
teemplazamiento sea muy alta. De hecho, de los aproximadamente 120 genes que
posee el genoma cloroplastidico, el psbA es el que presenta el transcrito con mayot
nivel de traduccién. Esta peculiatidad de la proteina D1 trata de evitar el proceso de
fotoinhibicién y la consiguiente reduccién de la eficiencia fotosintética y resulta
fundamental dentro de la dinimica del PSII, aspecto que ha generado una abundante
literatura en las dos ultimas décadas (Baena-Gonzilez y Aro, 2002; Zhang y Aro,
2002).

CP43 y CP47 son complejos pigmento - proteina que funcionan como las
antenas internas del centro de teaccién y estan relacionadas por el mismo pseudoeje
que D1 y D2. CP47 posee 6 hélices o transmembranales, con los extremos amino y
carboxilo expuestos al estroma. Tiene unidas 15 moléculas de Chl a y 3 B-carotenos
(Rhee y col., 1997, 1998). Un gran lazo luminal (V-VI) de unos 200 aa parece estar
implicado en la oxidacién del agua. Aparte de su funcién como antena, diversos
experimentos de delecién del gen psbB que la codifica indican su importancia en la
funcién y ensamblaje del PSII (Vermaas y col., 1986 y 1988).

La apoproteina de CP43 es, en muchos sentidos, homoéloga a la de CP47,
como en el numero de hélices transmembrana, el de moléculas de Chls y
carotenoides a los que une, y la existencia del gran lazo (150 aa) entre las hélices V' y
VI (Bricker, 1990). Difiere de su homdloga en que su extremo N-terminal puede ser
fosforilado itreversiblemente en plantas supetiores y en que su union al PSII es mas
débil, pudiendo set ficilmente eliminada de prepataciones de CR o durante el ciclo
de reparaciéon de la D1 en condiciones fotoinhibitorias. La delecién del gen pstC que
la codifica o su modificacién, tiene menor impacto en la actividad oxigénica y en el
ensamblaje del PSII, que en el caso del gen pstB (Batber y col.,, 1997 y 1999; Rhee,
2001).

Los estudios estructurales mais recientes ponen de manifiesto que la
organizacién de las hélices transmembrana de las principales subunidades del CR del
PSII, D1/D2/CP43/CP47 es muy similar al de las 22 hélices que también suman las
proteinas PsaA y PsaB del CR del PSI. Esta similitud es una evidencia del origen

evolutivo comun de ambos fotosistemas (Hankamer, 2001a).
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El cyt b5, posee dos subunidades proteicas, PsbE y PsbF, cada una de ellas con
una hélice o transmembranal que ensambla un grupo hemo. Una de sus
peculiaridades es que puede encontrarse en varios estados, que difieren en su
potencial redox (Ortega y col., 1998; Roncel y col,, 2003). Su funcién es ain tema de
debate y es conocido como el “enigmatico cyt &s,,” (Rhee, 2001). La estequiomettia
en plantas superiores debe ser de 1 cyt/CR, situado en la proximidades de la hélice A
de D2. Estudios de crusslinking sefialan que su grupo hemo debe estar en las
proximidades del sitio Qg de la D1 (Barbato y col,, 1995), lo que estaria de acuerdo
con diferentes hipétesis que implican al cyt &5, en rutas de transpotte electrénico
alternativas en el PSII, en que Qg puede donar electrones al cyt bajo diferentes
condiciones de estrés (Thompson y Brudvig, 1988; Otrtega y col. 1998; Batber y de
las Rivas, 1993). Ortega y col. (1999) han propuesto el cyt b, sea uno de los sensotes
ptrimarios del dafio fotoinhibitotio en el PSIL

Los otros complejos antena del PSII, son el complejo mayor de antena
(LHCII) trimérico y tres complejos monoméricos menotes de antena. Ambos tienen
como funcién la absorcién de luz y transferencia de la energia de excitacién a las
antenas internas del CR del PSII. E1 LHCII antena de plantas superiores y algas
verdes se compone de proteinas codificadas por los genes ¢ab, denominadas Lhcb1,
Lhcb2 y Lhcb3, que unen moléculas de Chl a y b. Los complejos pigmento-proteina
menores de antena también poseen proteinas de tipo CAB (Lhcb4, Lhcb5 y Lhcb6),
llamadas de forma tradicional CP29, CP26 y CP24, respectivamente, y que unen
moléculas de Chl a, Chl b y carotenoides. En plantas, cada dimero del CC une dos
copias de los complejos menores y 2 - 4 trimeros de LHCII para formar el
supercomplejo PSII. Algunos trimeros de LHCII pueden desplazarse entre las
regiones de las lamelas granales y del esttoma dependiendo del estado de
fosforilacion de la antena que es a la vez consecuencia de las condiciones
ambientales. Muy recientemente se ha comprobado que plantas de Arabidgpsis sin
LHCII forman supercomplejos de PSII funcionales, gracias a que la funcion de la
antena mayor es capaz de asumitla el CP26 organizandose también en trimeros

uban y col., 2003 y referencias que incluye).
y y q y
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A pesar de ser también organismos con fotosintesis oxigénica, las
cianobacterias y algas rojas, captan la energia solar mediante los ficobilisomas, con

ficobiliproteinas.

Uno de los aspectos que mas curiosidad despiertan en la estructura del PSII es
la abundancia de proteinas de bajo peso molecular (proteinas LW, resumen en tabla 1
y Hamkamer 2001a, Rhee y col., 1998), ausentes en bactetias que realizan fotosintesis
no oxigénica. Entre ellas podtian incluirse las subunidades oty B del cyt &5 al que
nos hemos referido anteriormente. En su mayotia, son pequefias proteinas (38-83 aa)
intrinsecas con una tnica hélice a transmembranal en posicién central flanqueada por
2 extensiones hidrofilicas que sobresalen en la cara estromatica y tilacoidal de la
membrana. Sus funciones no estan totalmente definidas (vet tabla 1) pero en general
se puede hablar de una funcién estructural o reguladora del PSII, facilitando el
ensamblaje de las distintas partes del complejo o la dimetizaciéon del PSII (Hankamer
y col.,, 2001a; Zouni y col., 2001). Un estudio muy teciente (Swiatek y col., 2003) en
Nicotiana tabacum en el que se han modificado los genes del opetrén psb EFJL del
genoma cloroplastidico es interesante de cara a descifrar nuevos aspectos de la
funciéon de las proteinas que codifican mediante el estudio del fenotipo de los
mutantes resultantes. Los cuatro mutantes exhiben distintos fenotipos, ninguno de
los cuales es capaz de llevar a cabo un ctrecimiento autétrofo y blanquean
rapidamente en presencia de la luz. Presentan una estructura cloroplastidica alterada
con incremento en el nimero de grana apilados frente al de lamelas estromaticas. La
pérdida de cada una de las cuatro subunidades proteicas desestabiliza enormemente
la estructura del PSII pero al menos la de PsbL y Psb] no es tan drastica y los
mutantes cotrespondientes son capaces de consetvar una cierta actividad residual en
el fotosistema. Es de particular intetés que los mutantes Apsh] y ApsbL. muestran
una enorme dependencia de las condiciones ambientales, sobte todo las luminicas, y
que tienen cambios en los niveles de proteinas OEC, fundamentalmente en PsbP y
PsbQ. Sin embargo otras proteinas LW, como las PsbY1, PsbY2, PsbW y PsbZ sélo
son indispensables bajo especiales condiciones de crecimiento de las plantas (Swiatek
y col, 2003 y referencias incluidas). El resto de proteinas LW plantean atn mis
interrogantes sobre su funcion, ademas los expetimentos de delecién de genes que

las codifican arrojan ademas resultados distintos si se trata de plantas o
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cianobactetias. La informacion respecto a ellas hasta la fecha se resume en la tabla 1;
para mayor detalle, consultar Hankamer (2001).

A.2.3.- El complejo de oxidacion/fotolisis del agua (OEC)

El complejo de oxidacién/fotolisis del agua (OEC) va a merecer especial
interés en esta introduccién, ya que se ha revelado como el principal punto de acciéon
de las infecciones virales en el cloroplasto, tema objeto de la presente Tesis. En
plantas supetiores y algas verdes estd constituido por tres proteinas extrinsecas
ancladas a la cara luminal del PSII , conocidas como las proteinas de 33, 24 y 16 kDa
o PsbO, PsbP y PsbQ atendiendo a los genes que las codifican. Estas alojan un
complejo de iones manganeso, aniones Ca>" y un anién Cl' (Yamamoto y col., 1983;
Stewatrt y col., 1985; Enami y col., 1994; Adelroth y col., 1995; Seidler y col., 1996;
Homann, 2002). PsbP y PsbQ estan ausentes en el PSII de cianobacterias, donde son
sustituidas por las subunidades PsbU y PsbV (fig. 5) (Shen e Inoue, 1993; Batber y
col, 1997; Seidler, 1996a).

Vecinas al complejo OEC existen otras dos proteinas extrinsecas de bajo peso
molecular unidas débilmente a la cara luminal del tilacoide cuya funcién en este
complejo, o en el PSII en general, no esti definida. Son PsbR, ausente en
cianobacterias, y PsbT (Ljungberg y col. 1984 y 1986; Webber y col. 1989).

El gen y¢f8 localizado en el mismo opetén que pshB en plantas y cianobactetias
fue denominado recientemente como psbT (c) y su producto de 3,8 kDa identificado
como un componente del PSII que podtia estar implicado en la proteccién frente a
fotoinhibicién (Monod y col. 1994, Hong y col., 1995). Una proteina hidrofilica de 5
kDa, ésta de codificacién nuclear y que se coputifica con PsbO (33 kDa) (Ljungberg
y col. 1986), ha sido llamada también PsbT (n); de funcién desconocida, parece set

una proteina extrinseca situada en la cara luminal del PSII.

Las tres proteinas OEC estin codificadas por los genes nucleares psbO, psbP y
psbQ respectivamente. En el momento de su descubtimiento (para citas vet
Andersson y Styring, 1991) se pens6é que su funcién en la fotolisis del agua era
enzimatica, ya que la eliminacién de PsbP y PsbQ llevaba a una inhibicién parcial del
desprendimiento de O,, y la de los tres polipéptidos a una inhibicién total con
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eliminacién paralela de Mn (Aketlund y col, 1982; Kuwabara y Murata, 1984).
Posteriormente, se comptrobé que la eliminacién de los polipéptidos llevaba asociada
ademis la liberacién de Ca™ y Cl y que el aumento 77 vi#ro de las concentraciones de
estos iones provocaba la recuperacién patcial de la actividad oxigénica de las
patticulas de PSII privadas de OEC (Debus, 1992). Ello apuntaba a que los iones
Ca® y CI eran cofactores fundamentales para la actividad del PSII (Andersson y
Akerlund, 1987; ver revisién histérica de Homan, 2002) y que la actividad de las
proteinas OEC no era enzimitica. Cabe destacar ademis que no hay descrito ningan
sitio de unién a manganeso en ninguna de las proteinas del OEC, lo que apoyaria la
hipétesis de que su funcién es meramente estructural (ver revision de Seidler, 1996a).
Actualmente se consideta que regulan el proceso de fotolisis del agua y estabilizan el
complejo de iones Mn, potr medio de la cteacién de un entorno quimico adecuado

para que éste complete el ciclo de Kok.

Ademis de las proteinas OEC ancladas al PSII, existe una fracciéon soluble de

éstas en el lumen tilacoidal que se presentan como una reserva para el ensamblaje de
nuevo PSII (Hashimoto y col. 1996; Kieselbach y col., 1998; Schubert y col., 2002).

La unién por interaccion electrostitica de las OECs a PSII esta sometida a un
mecanismo de regulacién por el cuil las proteinas se ensamblan a PSII activos y se
liberan en condiciones en las que es necesatio disminuir su actividad, como por
ejemplo en condiciones fotoinhibitotias, jugando un papel importante en el recambio
de la proteina D1 dafiada (Henmi y col., 2001; Eisenberg-Domovich y col., 1995).

El PSII dimérico de plantas supetiores presenta dos sitios de uniéon para OEC
Existen evidencias de que uno de ellos esta implicado activamente en la oxidacion del

agua, mientras que el otro tinicamente posee funcién estructural (Betts y col., 1997).

A.2.3.1.- La subunidad PsbO del OEC

La proteina PsbO también es llamada proteina estabilizadora del complejo de
iones de manganeso (MSP, manganese stabilizing protein). El producto del gen psbO
presente en planta y cianobactetias es un polipéptido con un tamafio de 292 - 331 aa,
que, y tras su procesamiento, da lugar a una proteina madura de 241 - 247 aa. Esta

tiene un alto grado de conservacion entre plantas y cianobacterias y entre plantas
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superiores. Algunas como guisante y espinaca tienen un 87% de homologia en la
secuencia y la mayotia de los cambios son consetvativos. Aunque se conoce la
proteina madura como de 33 kDa, su peso molecular calculado es de 26.5 kDa
(Nixon y col. 1992).

La expresion del gen nuclear pstO es dependiente del estado de desarrollo del
organismo y esta regulada pot luz (Jain y col., 1998; Palomates y col., 1993).

Cuando PsbO es eliminada del PSII se producen diversas pertutbaciones en
las transiciones entre los distintos estados S, como son la inhibicién parcial de las
transiciones S, — (S,) = SO (Ono y Inoue, 1985; Vass y col., 1992), perturbaciones
del estado S, (Vass y col., 1987) y una pérdida de dos dtomos de Mn (Miyao y col.,
1985). La delecién del gen que codifica una de sus isoformas en A. Thaliana afecta
negativamente la actividad fotosintética y provoca tretardo en el crecimiento
(Murakami y col., 2002). PsbO actda en la estabilizacién del complejo de iones Mn y
en la proteccién frente al ataque de agentes teductores exdgenos, regulando la
reaccion de formacion de O,. Ademas, provoca cambios en la conformacién del lado
luminar de algunas subunidades intrinsecas del PSII , facilitando el ensamblaje de las
proteinas PsbP y PsbQ (Miyao y Mutata, 1984; Seidler, 1996a).

El sitio de unién de PsbO al PSII en plantas supetiores es aun tema de debate.
Algunos autores como Enami y col. (1997) proponen que PsbO interacciona con
residuos de CP43. Otros como Nield y col. (2000b y 2001) y Yamasaki y col. (2001),
basandose en estudios estructurales mediante microscopia ctioelectrénica, y Seidler
(1996b) y Bricker y col. (1988) por ensayos de “crosslinking”, la han situado unida a
las proteinas PsbE y Psbl (Enami y col. 1992) y al lazo E de CP47 por su extremo
amino terminal, situandose sobre las hélices del extremo C-terminal de D1, quedando
la proteina paralela a la supetficie de la membrana. Sin embargo otros autores
demuestran que la proteina forma un angulo de 45° aproximadamente con respecto a
la membrana del tilacoide (Duncan y col., 2001; Witt y col., 2001). También se ha
descrito la interaccién de PsbO con el extremo C-terminal de la subunidad a del cyt
bssy (Betts y col,, 1998). Shutova y col. (2001) demuestran que cuando esta proteina
esta anclada al PSII, su estructura depende del estado de oxidacién del complejo de
iones Mn, pudiendo presentar varias conformaciones, lo que podria explicar las

determinaciones experimentales de su estructura a priori contradictorias.
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Las zonas de la proteina que se unen a PSII han sido caracterizadas mediante
estudios de accesibilidad del disolvente a la supetficie de la proteina ensamblada y en
forma soluble, asi como por estudios de mutagénesis dirigida, (Frankel y Bricker,
1995; Miura y col, 1997; Tohti y col. 2002). Se ha comprobado que ambos estan
unidos mediante interacciones electrostiticas entre grupos de PsbO cargados
positivamente y grupos con cargas negativas del PSII, no interviniendo en esta

interaccion los residuos de PsbO con catga negativa (para revision ver Miura y col.,

1997).

Se han realizado numerosos estudios del efecto del truncamiento de diversas
zonas de la proteina en su estructura, capacidad de unién a PSII y de recuperacion de
la actividad oxigénica. Con proteinas mutantes que tienen truncado el extremo amino
terminal se ha demostrado que existen dos regiones de reconocimiento del PSII,
Glul-Lys15 y Thr16-Glul19 y que ésta ultima es necesatia para la uniéon de al menos
una molécula al CR-PSII. La delecion AGlul9Met provoca la pérdida de la
estructura de lamina § dando una esttuctura desordenada no funcional (Popelkova y
col,, 2002a y b). El truncamiento del extremo carboxilo también provoca la pérdida
de la capacidad de unién al PSII y de la actividad oxigénica (Betts y col., 1998).

Se ha propuesto que la regién Leul01-Gly131 de la proteina es un sitio de
unién de Ca* y que éste esta estrechamente asociado con el complejo de iones de
Mn, pero lo cierto es que la eliminacién de PsbO no afecta la organizacion de aquel
complejo (Cole y col,, 1987). Para estos autores, la proteina extrinseca y el ion Ca>
que une optimizarian la funciéon del complejo de Mn, mas que estar directamente
implicada en el proceso de fotolisis del agua. Apoya también esta hipotesis el hecho
de que la delecién del gen psbO en Synechocystis PCC 6803 no paraliza el crecimiento
autotrofico de este organismo (Mayes y col,, 1991). Tres regiones de la proteina
madura Lys185-Asp193, Arg262-Lys274 y Asp308-Glu322 estan enriquecidos en
residuos acidos y basicos, pero se desconoce con exactitud su importancia funcional.
La subunidad PsbO posee ademas dos residuos Cys, en las posiciones 112y 135 de la

proteina de espinaca, que forman un puente disulfuro esencial para su funcion.

Pese a no haberse encontrado ningun motivo de unién a GTP en la proteina,
se ha descrito que PsbO es capaz de unir este cofactor de forma especifica (Spetea y

col,, 2001), lo que podtia estar relacionado con su posible funcioén en la degradacion
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y recambio de la proteina D1, ya que la presencia de GTP es necesatia en este
proceso (Henmi y col., 2001). Yamamoto y col. (1998) proponen por tanto que PsbO
puede prevenir el dafio fotoinhibitotio.

PsbO ha sido descrita como una proteina muy flexible que en su forma soluble
adopta una conformacion mas o menos desplegada pero no de proteina globular
tipica, con una estructura secundaria bien definida y pocos contactos tetciarios (Du y
col., 2001); tiene ademas tendencia a agregar, alta susceptibilidad a desnaturalizantes y

es termoestable.

Respecto la estructura que PsbO adopta en la cara luminal de la membrana
tilacoidal, mediante medidas espectroscopicas de dicroismo circular y transformada
de Fourier se propuso que esta proteina tuviera un 38% de laminas f y 9% de hélices
o (Xu y col., 1992). Aun no se dispone de ninguna estructura ctistalina de PsbO de
plantas supetiores, aunque si de modelos de su estructura secundaria (fig. 7) (Pazos y
col,, 2001). Estos autores la presentan como una proteina tipo f con dos dominios
homologos de aproximadamente 120 tesiduos aminoacidicos separados por un
motivo Pro-Gly-Gly muy flexible. El segundo dominio estructural de la proteina
PsbO posee dos latgos lazos ricos en Pro y Gly que incluyen las regiones Gly152 -
Gly163 y Gly177 - Asn198. El primero tiene se corresponde a una secuencia muy
conservada (de las Rivas y Heredia, 1999) y el segundo posee el motivo RGD
caractetistico de unién a membrana celular (cell-attachment motif) seguido de una

pequefia hélice o (Pazos y col.,, 2001).

Recientemente ha sido posible la determinacién de la estructura de su
esqueleto en los cristales de CC del PSII de S. elongatus (Zouni y col., 2001) y de T.
vulcanus (Kamiya y col., 2003) (fig. 6). PsbO aparece como un tubo de 14 A de
ancho y 35 A de largo, que se estrecha en direccién al sitio activo; el significado de
esta estructura y la posibilidad de que actiie como canal de H,0, O, o protones es

discutido muy ingeniosamente en una revisién de Rutherford (2001).

Se ha desctito que PsbO se ensambla al PSII dimérico con una estequiometria
de 2:1. La proteina anclada en uno de los dos sitios de uniéon tendria una funcién
meramente estructural, mientras que la otra intervendtia en la regulacion de la
fotolisis del agua (Betts y col., 1998).
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A.2.3.2.- La subunidad PsbP del OEC

El gen de espinaca psbP codifica un precursor de esta subunidad con un
péptido de transito de 81 aa y una proteina madura de 186 aa (Janssen y col., 1987);
ésta presenta un 83% de identidad en la secuencia con su homéloga de guisante, con
la cual la mayorfa de los cambios son consetvativos (Wales y col., 1989b). Su masa
molecular calculada es de 20.209 kDa. Aproximadamente el 25% de sus residuos
estin cargados, con un 63% de fresiduos polates, lo que explica su naturaleza
hidrofilica (Wales y col, 1989b). Se ha propuesto que los residuos cargados
intetvengan en la unién de la subunidad al lado luminal del PSII en el que, segin
analisis de microscopia electténica pot ctiofractura, se corresponde con una

protuberancia de 4 nm (Janssen y col., 1987).

Su funcién ha sido estudiada mediante expetimentos de disociacién del PSII y
postetior reconstituciéon y con mutantes que no la expresan, y se ha concluido que
esta proteina favorece que el PSII sea capaz de producit O, en condiciones limitantes
de Ca®" y CI. Puesto que no hay evidencias que indiquen la existencia de sitios de
unién a iones en PsbP, algunos autores (Murata y Miyao, 1985) sugirieron que actie
como concentrador de estos iones. Hay evidencias expetimentales de que esta
proteina no modifica la afinidad del PSII por Ca*" y CI pero si su cinética de unién y
liberacién del complejo, sugitiendo una funcién estructural en la creacién de un
entorno quimico adecuado para la produccién de O, (Seidlet, 1996a; Vtrettos y col.,
2001). In vitro, en preparaciones de PSII desprovistas de esta proteina, el complejo de
iones Mn esta expuesto a reductores exdgenos que disminuyen la actividad del
complejo, lo que indica que esta proteina actia también en la proteccién del PSII
(Zhang y col., 1998).

Resumiendo, las funciones de PsbP propuestas hasta el momento setian: evitar
la disociacién de los iones Ca** del PSII durante el ciclo de Kok, crear un sitio de
unién a CI de alta afinidad, y estabilizar y proteger el complejo de iones Mn de
ataques quimicos (Maclachlan y col,, 1994; Seidler, 1996a; Campbell y col., 1998).

Existen evidencias expetimentales de que la expresién del gen que la codifica,
el psbP, esta regulada por luz, sacarosa y factores de desatrollo endégenos (Kochhar y
col,, 1996; Wenng y col., 1989).
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PsbP se halla unida ditectamente al PSII y no a través de PsbO, como se creia
anteriormente, ya que es posible liberar esta ultima de prepataciones de PSII sin
afectar la unién de la primera (Bernier y Carpentier, 1995), aunque se piensa que
PsbO provoca cambios conformacionales en algunas subunidades del PSII que
inducen un aumento en la afinidad por PsbP. Se han propuesto que otros
componentes del PSII pueden interaccionar con PsbP como son CP43 (de Vitry,
1989), o el cyt by, (Seidler, 1996b). Anilisis estructurales utilizando técnicas de
microscopia electronica (Nield y col. 2000a) muestran la proteina sobre la cara
luminal del extremo N-termianal de D1. Aunque no esta claro qué regiones de PsbO
interaccionan con las proteinas inttinsecas de PSII, Ifuku y Sato (2001) sugieren que
el extremo N-terminal sea una de ellas; experimentos con las proteinas quiméricas
entre espinaca y tabaco demuestran también la importancia de esta region,
fundamentalmente sus 20 primeros residuos, en la retencién de iones indispensables

para el desprendimiento de O,, en particular Asn15.

Al contrario de lo que ocutre para PsbO, poco es sabido trespecto a la
estructura de esta proteina. En la actualidad no se dispone de ninguna estructura
cristalina ni prediccién tedtica de la estructura secundatia. Se estima que la estructura
secundaria se compone en un 37 % de liminas P, un 5% de hélices a, un 24% de
giros y un 34 % de estructuras desordenadas (Zhang y col., 1998), y que adopta una
conformacién con dos regiones estructurales diferenciadas. Una comprende desde el
residuo Alal al Asn58 y es responsable de la tretencién de los iones, principalmente la
secuencia Gly10-Phel9, y la segunda comprende la regién que va desde Leu59 hasta
el final de la secuencia y podtia ser responsable de la union a PSII (Kuwabara y
Suzuki, 1995; Ifuku y Sato, 2001; Ifuku y col., 2001).

A.2.3.3.- La subunidad PsbQ del OEC

El producto del gen nuclear pstQ de espinaca es el precursor de esta proteina,
con un péptido de transito de 83 residuos y una proteina madura de 149 (Janssen y

col.,, 1987). El gen psbQ que la codifica es inducible por luz (Grover y col.,, 1999).

Como PsbP, PsbQ tiene una funcién estructural de retencion de iones CI' y
Ca’" en el lado donador del PSII, para el éptimo funcionamiento del complejo de
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iones Mn. Cuando se elimina de prepataciones aisladas de PSII, la actividad oxigénica
disminuye drasticamente, pero se trecupera casi totalmente, incrementando las
concentraciones de los dos iones. Diversos autores coinciden en que contribuye,
junto con PsbP, a la creacién de sitios de unién a CI' y Ca®* de alta afinidad,
pudiendo favorecer el desprendimiento de O, en condiciones limitantes de CI.
Ademas, colabora en la estabilizacién y proteccién del complejo de iones Mn frente a
agentes reductores exogenos (Maclachlan y col., 1994; Seidler, 1996a; Vrettos y col.,
2001).

Ifuku y col. (2001) sostienen que en plantas esta subunidad del OEC se ancla al
PSII a través de PsbP, aunque mis recientemente Suzuki y col. (2003) han
encontrado evidencias de que, al menos en algas verdes, PsbQ tiene su propio sitio
de unién al PSII. Tras la eliminacién de los primeros doce residuos del extremo N-
terminal de la proteina PsbQ madura, ésta pierde su capacidad de uniéon al CC de
PSII aislados (Kuwabara y col., 1986).

La proteina PsbQ estd entiquecida en residuos Arg, Lys y Pro. Aunque existe

‘s6lo un 28% de homologia de secuencia entre las proteinas de espinaca y

Chlamydomonas, éstos son los residuos mis conservados. Una caracteristica peculiar es
la existencia de cuatro Pro (posiciones 9 a 12) en la proteina madura; se piensa que
esta region aporta tigidez y precede a una limina B, seguida de un giro B. Otras
regiones que podtian adoptar conformacién de limina f son Asp77-84 y Leu85-90
(Kuwabara y col. 1987; Grovet y col., 1999).

No se dispone de ninguna estructura cristalina de esta proteina, pero si de un
modelo teérico de Balsera y col. (2003), en el que presenta dos regiones definidas. La
primera, desde el ptimer residuo hasta el 48, es una estructura bastante desordenada
que contiene el motivo GlyPro LysSGly,LysProGly que podtia formar una estructura
poliprolina tipo II catractetizado por tener conformacién de hélice con giro a la
izquierda. La segunda, desde el residuo 49 hasta el final de la proteina, posee cuatro

hélices a. principales que forman un up-down bundle.

37



INTRODUCCION

A.2.4.- Estructura del PSII

Debido 2 la dificultad que supone la ctistalizacién de supercomplejos proteicos
de membrana, en la actualidad no ha sido posible el estudio de la estructura
tridimensional del PSII de plantas supetiores mediante técnicas de alta resolucion

como la difraccién de rayos X, aunque si se tuvo éxito en el caso de cianobacterias.

Sin embatgo, si ha sido posible el analisis mediante técnicas especiales de
microscopia electrénica de cristales bidimensionales del CR de espinaca con una
resolucién de 17 A (Rhee y col., 1997 y 1998; Batber y Kiihlbrandt, 1999) y 9-10 A
(Hankamer y col., 2001b). Se han identificado 34 hélices o transmembranales, de las
cuales 22 se asignan a sus subunidades principales D1/D2/CP43/CP47, cyt by,0 y
cyt bss,P v €l testo a proteinas de bajo peso molecular. Se comprueba que existe gran
similitud entre la estructura determinada para el CR de plantas y cianobacterias
(Zouni y col.,, 2001) y la calculada para el de plantas supetiores, indicando la alta

conservacion evolutiva del complejo.

La estructura del PSII de cianobactetias se ha podido estudiar en

_ Thermosynechococcus vulcanus con una tesolucion de 3,7 A (Kamiya y col., 2003) y en

Synechococcus elongatus a 3,8 A (Zouni y col., 2001) (fig. 8) mediante difraccién de tayos
X. Asi se ha determinado la posicién del esqueleto catbonado de las proteinas
intrinsecas de membrana D1/D2/CP43/CP47, cyt byt y cyt besP, y de las
exttinsecas PsbO, PsbU y PsbV

También ha sido posible la obtenciéon del mapa estructural del supercomplejo
de particulas diméricas de LHCII-PSII de espinaca con una resolucién de 17A
mediante el anilisis de imagenes obtenidas por microscopia electronica (fig. 9). Los
complejos antena aparecen en los dos extremos simétricos y periféricos del nicleo
del dimero, con el LHC como esttucturas triméricas. No fue posible asignar las zonas

de densidad electronica correspondientes a las proteinas LW.

38



6¢

(6661 ‘Ipursquymy €soqivg)
vovudsa 9p [[DHTIISd 04duosiadns jop ugwoaloud ap vdopy -6 G

{zaiaoun)

{Ga2u1) 8240 HOH1

(zpiaoum) |
HOH T

M1 sougagosd K1) 1p sapvprungns
Sv] I vuviquisnsuvsy saypy svl ap uguousisy” (Loog 700 & wnoy
Smpsuore °§) souoprqouvw € (91007 00 & somvyuvfy ‘vovusdss) sopuvyd
s [ISd 9p 0oguisp Xaduos aio [ap vangInass vy ap uopwsoduio”) g “§i,q

NOIDINWOEINT




INTRODUCCION

Respecto a la posiciéon del complejo OEC que nos ocupa, se obtuvo una
valiosa informacién con teconstrucciones tridimensionales de los supercomplejos
PSII-LHCII que se sometieron al analisis de particulas individuales en muestras
vitrificadas que luego se estudiaban mediante microscopia electronica. En él se
pueden distinguir tres densidades independientes que se corresponden con las tres
proteinas OEC, como se muestra en la fig. 12 (Nield y col., 2002). Las protuberancias
llamadas A y A’ se han asignado a la proteina PsbO, mientras que las denominadas
B/B’y C/C’ se cotresponden con las otras dos proteinas del OEC.

Trabajos semejantes fueron realizados para dilucidar la estructura del

supercomplejo en cianobacterias y algas verdes (Nield y col. 2000).

Fig.- 10.- Mapa 3D del dimero LHCII-PSII de espinaca (17.4) (Nield y
col., 2002).

A.2.5.- Transporte de las proteinas cloroplastidicas de codificacién nuclear

Muchas de las proteinas que desarrollan su funcién en el cloroplasto estan
codificadas en el genoma nuclear. Estas proteinas, entre las que se encuentran las
proteinas constituyentes del OEC y otras subunidades del PSII (ver tabla 1), son

sintetizadas por los tibosomas citosolicos como precursores con un péptido sefial en
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su extremo amino que marca su destino, y postetiormente, transportadas al interior

del cloroplasto (fig. 11).

El péptido sefial esta constituido por dos dominios estructurales. El primero,
situado en el extremo N-terminal del precutsor, recibe el nombre de STD (stromal
targeting domain) y determina el trasporte al estroma del cloroplasto. El segundo
dominio, denominado TTD (thylakoid tatgeting domain), marca el trasporte a través
de la membrana del tilacoide (Schnell, 1998). Los dominios TTD que marcan la
translocacién de una proteina al interior del tilacoide también reciben el nombre de
LTD (lumen targeting domain). Los precursores de las proteinas de localizacién

estromatica solo poseen el primer dominio.

La maquinaria general de translocaciéon del cloroplasto, llamada translocén
Toc/Tic, estd compuesta por un complejo de translocacién de la membrana externa
(Toc, translocon at the outer envelope membrane) y un complejo de translocacion de
la membrana interna (Toc, translocon at the inner envelope membrane) del
cloroplasto. Reconoce el dominio STD del péptido sefial del precursor y lo trasporta
al estroma del cloroplasto con consumo de GTP. Para su actividad necesita ademas
de la presencia de chaperonas. El complejo Toc es el que lleva a cabo el
reconocimiento con alta especificidad del STD, que previamente se une de forma
irreversible a los lipidos de la membrana externa del cloroplasto. El analisis de las
secuencias de los péptidos de transito revela que entre ellos existe un bajo grado de
similitud en cuanto a longitud y a composicién aminoacidica. Sélo tienen en comin
que son ricos en tresiduos hidroxilados (Ser y Thr), hidrofébicos de pequefio tamafio
(Ala, Leu, Phe y Val) y con catga positiva (Arg y Lys), mientras que son deficientes
en residuos acidos (Zhang y Glaser, 2002). Su estructura secundaria en solucién
acuosa es una estructura azarosa con pequefio contenido de limina §, y en un
ambiente hidrofébico puede adoptar la conformacién de hélice a. Se cree que este
cambio estructural debe ser impotrtante en el reconocimiento y translocacion (Jarvis y
Soll (2002), Schleiff y Soll (2000), Wollman y col. (1999) y Fuks y Schnell (1997).

Una vez que el precursor se halla en el estroma del cloroplasto es necesatio
eliminar el STD. Esto ocurre gracias a una metalopeptidasa estromatica denominada
con las siglas SPP (stromal processing peptidase) que actia en un solo paso

endoproteolitico que requiere el consumo de ATP. Aunque no se ha encontrado un
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motivo consetvado, la regién especifica de cotte de la SPP es rica en residuos
hidroxilados (Set y Tht) y deficiente en cidos. Independientemente de la longitud
del péptido sefial, 10 6 15 posiciones antes del sitio de corte existe una region
enriquecida en residuos basicos con catga positiva (Arg y Lys) (van Dooren y col,
2001; Richter y Lamppa, 2002).

El precursor de la proteina, una vez pierde el STD, es insertada en la
membrana o bien transportada al lumen, segin el dominio STD que posea. Se han
desctito dos mecanismos para la insetcién de proteinas en la membrana tilacoidal y
dos vias alternativas de translocacién a través de la misma que se resumen en el
esquema de la fig. 11 (Hulford y col., 1994; Wollman y col., 1999).

e l
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Fig. 11.- Esquema de las posibles vias de transporte de proteinas desde el
citosol al cloroplasto (Wollman y col., 1999).

Un mecanismo de insercién de una proteina en la membrana del tilacoide,
basado en interacciones proteina-proteina, consiste en el reconocimiento de la
proteina por parte de otras subunidades del complejo de membrana al que debe

incorporarse. Un ejemplo de este mecanismo es la subunidad PsaD del PSI. La otra
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via de insercion es la descrita para la subunidad CF,II de la ATP sintasa, en la que la
insercién ocurre de forma espontanea. En estas proteinas el TTD patrece contener

una sefial que impide la translocacién completa de la proteina (Wollman y col., 1999).

Para la translocacién de proteinas a través de la membrana tilacoidal existen
dos vias independientes. Una es la via Sec, que transloca entre otras proteinas, la
proteina PsbO del OEC, la plastocianina y la subunidad PsaF de PSI. La otra via es la
llamada Tat (twin arginine translocation), que transloca la subunidades PsbP y PsbQ
del OEC y las PsaN y PsaT del PSI, Hcf136. Ambas son vias homélogas a las
presentes en procariotas (Creighton y col., 1995; Moti y Cline, 2001).

La maquinaria Sec de cloroplastos requiete del consumo de ATP y reconoce
secuencias LTD, que no poseen un motivo consetvado peto que se caractetizan por
tener tres regiones, una N-terminal bésica e hidrofilica con catga neta negativa y
vatiable en longitud, una regién central hidrofébica y una regién C-terminal mis
polar que no suele contener residuos basicos. Existen pruebas experimentales que
apuntan a que mediante esta ruta se translocan al lumen proteinas desplegadas (Mori
y Cline, 2001; Robinson y col.,, 2001; Henty y col., 1997).

La via Tat depende del gradiente de pH transtilacoidal pero no consume
nucle6tidos trifosfato. Reconoce proteinas cuyo LTD posea en su extremo N-
terminal, hidrofébico, dos Arg consecutivas seguidas por un residuo muy
hidrofébico como Phe dos o tres posiciones adelante. Algunos LTD tienen en
comun el motivo [SerTht]-Arg-Arg-X-Phe-Leu-Lys que contiene estas dos Arg
siendo X un residuo cualquiera. Ademss, la secuencia debe contener una regién
central hidrofébica y una C-terminal que generalmente contiene residuos basicos. A
diferencia de lo que ocutre con las proteinas translocadas por el mecanismo Sec, las
que siguen la via Tat lo hacen total o patcialmente plegadas (Mori y Cline, 2002; Mori
y Cline, 2001; Robinson y col., 2001; Henty y col., 1997).

Por dltimo, una endopeptidasa de la membrana tilacoidal denominada TPP
(thylakoid processing peptidase) produce el corte de la secuencia LTD dejando libre
la proteina madura. La secuencia consenso reconocida de forma especifica por esta
enzima es Val/Ile-X-Ala/Cys|Ala, siendo X un residuo cualquiera. El cotte se

produce en la posicién marcada con la flecha (Bruce, 2001; Shackleton y Robinson,
1991).
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A.3.- Tobamovirus
A.3.1 .- PMMoV. Organizacion genética y ciclo de infeccioén viral

Si bien el objetivo de nuestro trabajo ha consistido en estudiar diversos
aspectos del efecto que produce la infeccién sobre la fisiologia de la planta,
consideramos necesatio hacer una breve descripcién de los virus empleados, asi

como del proceso de la infeccion viral.

En este trabajo hemos utilizado como modelo experimental dos cepas del virus
del moteado suave del pimiento (PMMoV), las cepas S (Alonso y col., 1989) e I
(Wetter y col, 1984), de comportamientos patogénicos diferentes en plantas del
género Capsicum (Gatcia-Luque y col., 1993; rev. Gilardi y col.,, 1999). Ambas cepas
fueron aisladas de cultivos de campo de plantas de pimiento resistentes a los virus del
mosaico del tabaco (TMV) y del tomate (ToMV) en el sureste espafiol (cepa S) y en
Sicilia (cepa I).

PMMoV pertenece al género de los tobamovirus (Wetter y Conti, 1984), cuyo
miembro tipo es TMV. Los tobamovirus constituyen uno de los agentes etiolégicos
que causan mayores pérdidas econdémicas en los cultivos de pimiento de todo el
mundo. De ahi la importancia del estudio tanto del virus como de los cambios en la
fisiologia de la planta afectada de cara a poder disefiar estrategias de defensa en la

planta que contrarresten los dafios causados por las virosis.

PMMoV se transmite por contacto mecanico en las practicas agricolas y a
través de semillas. Se acepta de forma general que el uso de semillas contaminadas es
la causa principal de brotes severos de la enfermedad en los cultivos de pimiento en
todo el mundo (rev. Gilardi y col., 1999).

Los vitiones de los tobamovitus tienen forma de varilla cilindrica rigida y
alargada de aproximadamente 18 nm de diametro y 300 nm de longitud (fig. 12).
Estan constituidos por unas 2.140 unidades de una unica proteina denominada
proteina de cubierta (CP), disttibuidas helicoidalmente altededor de una molécula de
RNA lineal de cadena sencilla y de polaridad positiva que constituye el genoma del

virus.
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Fig. 12.- Fotografia al microscopio electronico de una particula de PMMol/-
S. La barra representa 100 nm.
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Fig.13.- Esquema del genoma de PMMoV/-S.

En el caso concreto de PMMoV-S, el RNAg consta de 6357 nt (Alonso y col,
1991). En su extremo 5’ posee una estructura CAP (TmGpppG) unida a la secuencia
lider no codificante de 69 nt. Esta regi6n, desprovista de guanosinas y denominada
fragmento Q, ha sido identificada como activador de la traduccién tanto en sistemas
eucatiotas como procatiotas (Gallie y Walbot, 1992). En su extremo 3 presenta una
secuencia no codificante (3’ UTR) de 199 nt que adopta una conformacién similar a
la estructura canénica de la regién 3-UTR de los tobamovirus: tres pseudonudos
precediendo a una estructura andloga a los tRNAs (Avila-Rincén y col,, 1989).
Ambos extremos incrementan la traduccién del RNA viral (Gallie, 1996).
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E1 RNA viral posee al menos 4 fases de lectura abiertas (ORFs) que codifican 4
polipéptidos. La primera ORF comienza en el primer codén AUG, en la posicién 70
del RNA, y termina en la 3423, y codifica la proteina 126K, de 1.117 aa y una Mr de
126.304 Da. La suptresion del codén de terminacion ambar AUA de la proteina 126K
y la consiguiente insercién de una tirosina (Beier y col., 1984) permite la traduccion
de la proteina 183K, desde las posiciones 70 a 4,908. La proteina 183K consta de
1.612 aa y tiene una Mr de 183.340 Da. La tetcera ORF abarca desde la posiciéon
4.909 a la 5.682 y codifica la proteina 30K, que tiene 257 aa y una Mr de 28.347 Da.
Por tltimo, se encuentra la ORF codificadora de la CP, comprendida entre las
posiciones 5.685 y 6.158. La CP posee 156 aa y su Mr es 17,110 Da.

La proteinas 126K y 183K se traducen a partir del RNA genémico, mientras
que las proteinas 30K y de cubietta lo hacen a partir de RNAs subgenémicos, que
compatten la regién 3” del RNAg. La sintesis de dichos RNAssg utiliza como molde
las cadenas de polaridad negativa del RNAg, sintetizadas en el transcurso del proceso
de la replicacion viral. La existencia de un tercer RNA sg que codificaria una proteina
de 55K, cotrespondiente a la regién de la proteina 183K no compartida por la
proteina 126K es tema de discusién puesto que su existencia no ha podido ser
confirmada por distintos grupos de trabajo (rev. in Hull, 2000).

En la proteina 126K se han identificado dos dominios funcionales
caractetisticos de RNAs helicasas y metiltransferasas (Gotbalenya y Koonin, 1993;
Schuman y Schwer, 1995). En su extremo N se sitia un dominio (posiciones 1 a 832)
con actividad metiltransferasa, necesario para la formacién de la estructura CAP de
los RNAs genémicos y subgenémicos. A continuacién se sitia un dominio (desde la
posicién 833 a la 1.086) con actividad helicasa, necesatia para el desenrollamiento de
los RNAs bicatenarios producidos en el transcurso de la replicaciéon viral. Estos dos

dominios son compartidos con la proteina 183K.

La proteina 183K tiene ademis un dominio en la region C con secuencias
caracteristicas de las RNA polimerasas (Poch y col.,, 1989).

Las proteinas 126K y la 183K forman parte -junto a elementos del huésped-
del complejo teplicativo vital, habiéndose detectado su presencia en las preparaciones

purificadas de la RNA polimerasa dependiente del RNA (Osman y Buck, 1996).

Recientemente, se ha establecido que la proteina 126K es también necesaria para el
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movimiento a corta y larga distancia viral (Hirashima.y Watanabe, 2001; rev. en
Nelson y van Bel, 1998).

La proteina 30K corresponde a la proteina de movimiento, necesatia para que
se lleve a cabo el paso a través de los plasmodesmos de la unidad infecciosa viral, que
en el caso que nos ocupa no requiete la proteina de cubierta, aunque su naturaleza es
hoy en dia desconocida. En la proteina 30K se ha identificado un dominio de uni6n a
acidos nucleicos, a través del cual interaccionaria con el RNA viral, facilitando su
desplegamiento y posibilitando el paso por los plasmodesmos. A su vez, se localiza
en la pared celular, posee la capacidad para inctementar el tamafio de exclusién
molecular de los plasmodesmos, y su expresiéon ocurte en los estadios iniciales de la
infeccién, caractetisticas propias de las proteinas de movimiento viral (tev. Hull,
2000; Gillespie y cols. 2002).

La proteina de la capsida, aparte de su funcién estructural para la formacién de
los viriones, se requiete para el movimiento a larga distancia, a través del floema
junto al fotosintato. Aunque no estd completamente demostrado, se considera que
muy probablemente la dispersién viral en el floema se lleva a cabo en forma de
viriones, puesto que se han detectado en el mismo (Simon-Buela y Gatcia-Atenal ,
1999) y ademas para que este proceso tenga lugar el tobamovitus necesita una
proteina de cubierta funcional pata la encapsidacion (tev. Nelson y van Bel, 1998). La
funcién de la proteina de la cipsida en el proceso de replicacién viral es objeto de
controversia. Experimentos llevados a cabo con diversos tobamovirus y en distintos
huéspedes mostraban que las cinéticas y las tasas de acumulacién de elementos
virales (RNAs y proteinas) en protoplastos de mutantes desprovistos del gen de la CP
eran similares a los de los vitus parentales, portadores de dicho gen (Ishikawa y cols,
1991). Sin embargo, recientemente (Bendahmane y cols, 2002) han mostrado que
ciertas mutaciones en dicho gen modifican la acumulacién de 30K en protoplastos de
tabaco, lo cual es indicativo de que la CP actiia —directa o indirectamente- sobre la

replicacion viral.

Ademas de su participacion en el ciclo vital, cada una de las proteinas vitales, y
dependiendo del sistema huésped-patégeno afectan a los procesos de patogénesis
viral. Asi por ejemplo, en el caso de PMMoV, la proteina 126/183K ha sido

identificada como el elemento viral responsable de la sintomatologia diferencial
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desatrollada pot plantas de pimiento tras la infeccién con distintas cepas virales
(Hagiwara y col., 2002). En Capsicum spp., la proteina de cubierta es el inductor de la
tesistencia conferida por los genes L1-14 y cuya activacion provoca la restriccién de
la infeccién a los sitios primarios de infeccién y el desatrollo de las lesiones locales
nectdticas (Betzal y cols, 1995; de la Cruz y col., 1997; Dardick y cols, 1999; Gilardi
y cols, 1998; Gilardi, 2000).

A.3.2. Ciclo de infeccion viral

Para que se lleve a cabo el establecimiento de una infeccién generalizada en el
huésped, es necesario que tengan lugar una serie de procesos en los que estin
involucrados tanto elementos virales como del huésped, y de los que poseemos un

conocimiento muy limitado.

Tradicionalmente, estos procesos se dividen en desnudamiento,

replicacion/traduccién y movimiento (tev. en Hull, 2000).

Una vez que el virus entra en la célula, que en el caso de los tobamovirus suele
ser por dafio mecanico y generalmente ocurte en las células de la epidermis, se
procede al desnudamiento de la particula y la liberacion del RNA. En este
desnudamiento —denominado desnudamiento cotraduccional-  participan los
ribosomas, y aunque las condiciones precisas en las que se establece son
desconocidas, se sabe que va acompafiada de la traduccién de la proteina 126K. La
posterior interaccion de ésta con las subunidades de la CP localizadas en el extremo
3’ de la particula posibilita la desencapsidacién del RNA en direccion 3’-5’ y su
completa liberacion. La traduccion de este RNA dara lugar a las proteinas 126K y
183K, en proporciones constantes y sometidas a una estricta regulacién. La sintesis
de estas proteinas permite la formaciéon del complejo replicativo (RNA polimerasa-
dependiente de RNA, RpRd), junto a elementos del huésped, de los que sélo se ha
identificado algunos factores asociados a la traduccion, y que se localiza en el reticulo
endoplasmatico. Posteriormente, se produce la replicacion del RNAg por la RpRd,
dando lugar a un RNA complementario, denominado RNA-, y del mismo tamafio
que el RNAg. Este RNA- sirve de molde para sintetizar tanto los RNAs genémicos
como los subgen6émicos que actian de mRINAs para las proteinas 30K y CP (fig. 13).
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La sintesis de los distintos RNAs y proteinas son procesos estrictamente regulados.
La CP se une al RNA genémico sintetizado y dara lugar a los vitiones. La 30K, unida
posiblemente al mismo tipo de RNA y a otros elementos del huésped y quizis
también virales, hatd posible el movimiento de esta unidad infecciosa viral a las
células adyacentes a través de los plasmodesmos, donde se iniciara un nuevo ciclo de
infeccién. Este tipo de movimiento se denomina movimiento de célula-a-célula o
movimiento a corta distancia, y ocutte entre distintos tipos de células de la hoja:
epidermis, meséfilo, e incluye a las células de la tinica y parénquima del sistema
vascular. El postetior acceso a las células acompafiantes y los vasos cribosos del
floema forma parte del denominado movimiento a larga distancia, donde los

requerimientos son diferentes.

Como menciénabamos anteriormente, el movimiento a través del floema
ocutte junto al flujo de fotosintato, de forma que el patrén de infeccién viral en
regiones de la planta distantes a la zona inoculada es idéntico al del fotosintato, desde
las fuentes a los sumideros (Robetts y cols, 1997). Aunque el patrén general de
infeccién se conoce desde los expetimentos clisicos llevados a cabo por Samuel en
1934 en plantas de tomate con TMV, permanecen sin desvelar muchos aspectos de
este proceso. Resultados recientes muestran que al menos en N. benthamiana infectada
con TMV (Cheng y cols, 2000) el vitus accede desde las células del mesofilo a las
venas menotes de la hoja, infectando el floema abaxial, y penetrando en el tallo en el
floema externo, desde donde desciende a la raiz. Si bien el proceso de inicio de la
ascensi6n del virus es desconocido, se postula que en la zona basal de la raiz el virus
se transloca al floema externo, ascendiendo a la zona superior de la planta que en
esos momentos actia como sumidero. Posteriormente, el virus sera descargado
desde las venas menotes y mediante un movimiento de célula a célula invadira el
resto de la hoja. En estadios tardios de la infeccién la totalidad de la planta puede
quedar infectada con el vitus, siendo desconocidos los procesos que concutten. Se
acepta, aunque no ha sido demostrado fehacientemente, que esta invasion se lleva a
cabo pot el movimiento de célula-a-célula por el sistema vascular, ya sea a traves de
las células de la tinica, y de éstas al mesofilo, o a otros tipos celulares del tallo,
incluido el xilema (tev. en Hull, 2000).
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Si bien en el sistema huésped-parisito N. benthamina-PMMoV-S, y como se
describe en el presente trabajo, el vitus se localiza en toda la planta, en la mayoria de
las infecciones, la distribucién viral es muy desigual. La funcionalidad de los
elementos virales, distinta para huéspedes diferentes; las tasas de replicacién y
movimiento en los estadios iniciales de la infeccién, la existencia y/o induccién de
mecanismos de defensa en la planta, asi como factores medioambientales pueden
afectar la distribucién. Es por ello port lo que la interaccién huésped-patégeno podtia
ser definida como el paradigma de la complejidad biolégica.

A.4.- Efecto de la infeccion viral en la fotosintesis.

Una consecuencia del crecimiento en condiciones de estrés bibtico o abidtico
es la alteracin estructural y metabélica de la célula y en concreto del cloroplasto, en
el que se desatrolla la fotosintesis, proceso metabélico primordial de la célula vegetal.
De los supetcomplejos que participan en la cadena de transporte electrénico
fotosintético, las condiciones de estrés afectan principalmente al PSII (Lichtenthaler,
1996).

El estrés abidtico puede producitse por factores medioambientales como son
la sequia o el encharcamiento, salinidad, temperaturas extremas, altas intensidades de
luz, radiacién UV, o la presencia de hetbicidas y metales pesados, mientras que el
estrés bidtico se produce por la infecciéon con patdgenos como hongos, virus y

bacterias (Balachandran, 1997b).

Respecto a la investigacién de las consecuencias de la infeccion viral en el
huésped, hay que reconocer que las herramientas de la biologia molecular han hecho
posible un gran avance en el conocimiento de los genomas virales y sus mecanismos
de replicacién, pero no ha existido un inctemento paralelo del conocimiento sobre
sus efectos en la fisiologia de la planta hospedadora. Esto se ve dificultado porque la
mayoria de los trabajos se centran en la respuesta de una especie vegetal a la
infeccién pot un patégeno concreto, que patégenos proximos evolutivamente
pueden causar efectos muy diferentes en el mismo huésped, y que los sintomas en

muchos casos dependen en gran medida de las condiciones medioambientales de
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cultivo. Dada la complejidad de la interaccién virus-cloroplasto, y en general virus-
huésped, la gravedad de los sintomas ocasionados depende de factores virales y de la
planta, como pot ejemplo el estado de desatrollo en el que es infectada y las
condiciones medioambientales en las que se encuentre (Dawson, 1992).Un problema
afiadido en el estudio de los efectos del estrés bidtico es que el efecto de éstos no
son, en general, homogéneos en la planta ni en el tejido invadido y sin embargo han
sido analizados en 6tganos completos en lugar de en cloroplastos o células
especificamente infectadas (Balachandran y col, 1997b). La utilizacién de nuevas
técnicas de imagen como la fluorescencia o la termografia estan siendo de una
enorme utilidad para el estudio de la heterogeneidad de la hoja infectada (Scholes,
1992; Chaetle y van der Straeten, 2001).

Los sintomas producidos pot las infecciones virales provocan en ocasionan
gtandes pérdidas en la agricultura mundial. Son, en general, inhibicién del
ctecimiento vegetal y disminucién en la calidad visual del producto o en su capacidad
de conservacién. Ademss, la infeccién por vitus suele aumentar la sensibilidad de la
planta a otros factores de estrés bidticos y también abiéticos (Balachandran y col.,
1994, 1997b).

El desarrollo de los sintomas de la infeccion vital esta asociado a la apariciéon
de cambios en la estructura y funcionalidad del cloroplasto, lo que indica que el
ptoceso fotosintético se afecta durante la patogénesis (Goodman y col., 1986).

El estudio de la interaccién virus-huésped desde el punto de vista de la
investigacién en fotosintesis amplia nuestros conocimientos de un proceso
metabdlico esencial del huésped infectado, asi como de los mecanismos de defensa
del cloroplasto frente a estrés bi6tico. Esto tesulta fundamental para la obtencién de

plantas resistentes a estos patogenos.

Balachandran y col. (1997b) consideran dos lineas importantes de investigacion
en fotosintesis, para clarificar los mecanismos moleculares involucrados en el
desarrollo de los sintomas que siguen a la infeccién de la planta por un patégeno. La
ptimera se ocupatia del estudio del equilibrio existente en el huésped entre procesos
fotoprotectores, que disipan energia de excitacién en exceso no utilizable en la
fotosintesis, y procesos fotoinhibitotios que tienen lugar cuando la capacidad de

fotoproteccién y los mecanismos antioxidantes de la planta se ven excedidos,
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iniciandose la foto-oxidacién de los complejos fotosintéticos, fundamentalmente el
PSII, y de los lipidos de membrana por una supetproduccion de radicales libres de
oxigeno (van Kooten y col, 1990; Balachandran y col., 1994; Rahoutei y col.,1999).
La segunda area investiga los cambios en el metabolismo de los hidratos de catbono
y en las relaciones fuente-sumidero de la planta infectada, que tienen lugar como
consecuencia de alteraciones en la regulacion de la expresion génica (Scholes y col.,
1994 y 1996 Hetbers y col., 2000). Estos pueden conducir a deficiencias en la sintesis

de complejos, enzimas y pigmentos fotosintéticos.

Los cambios mas aparentes en el cloroplasto durante el desarrollo de los
sintomas de la infeccion viral son vatiaciones en el contenido de pigmentos,
fragmentacion del organulo, aparicién de grandes vesiculas y disminucién del tamafio
de los grana, aumento del tamafio y nimero de plastoglobulos, invaginaciones
citoplasmaticas y acumulacion de fitoferritina y almidén (Conti y col., 1972; Russo y
Martelli, 1981; Koiwa y col., 1989; Almasi y col., 2001) .

La disminucién del contenido de clorofila puede a una inhibicion de su sintesis,
a su convetsién en feofitina por pérdida del i6n Mg* o a degradacién por la
clorofilasa los cloroplastos maduros (Bailiss, 1970; Balachandran y col, 1997b;
Almasi y col,, 2000). La disminucién en el contenido de clorofilas puede regular a la
baja la formacién de complejos pigmento — proteina (White y Brakke, 1983; Koiwa y
col,, 1992; Funayama y col,, 1997a y b). Durante la infeccién viral pueden registrarse
también cambios en la sintesis de pigmentos carotenoides y, en ocasiones, en el
cociente xantofilas/clorofila (Balachandran y col., 1997b). Algunos de ellos pueden
estar asociados a la activacion del ciclo de las xantofilas en condiciones de estrés,
incrementando la concentracién de zeaxantina como mecanismo de fotoproteccion.
Se sabe que ésta actia como disipador de energia de moléculas de Chl" excitadas y
que su presencia puede resultar critica para la protecciéon del PSIIL, junto con la
degradacion y el reemplazamiento de la proteina D1 dafiada (Gilmore y col., 1994;
Johnson y col., 1994; Gruszecki y col,, 1994; Jin y col., 2001).

El efecto de la infeccién por diversas familias de virus vegetales sobre la cadena
de transporte electronico fotosintético y mas concretamente sobre el PSII ha sido
sefialado por varios autores (Naidu y col. 1984; Hodgson y col., 1989; Reinero y
Beachy, 1986, 1989; van Kooten y col,, 1990; Gunasinghe y Berger, 1991; Banetjee y
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col, 1995) y objeto también de trabajos previos conjuntos de nuestros dos
laboratorios EEZ-CIB (Batén y col,, 1995; Rahoutei, 2000; Rahoutei y col., 1998,
1999, 2000).

Inicialmente se propusieron dos posibles mecanismos de accién de los
componentes virales responsables del efecto patogénico sobte el aparato
fotosintético y especialmente el PSIL. Uno consiste en la inhibicién del transporte
electrénico por interaccion de algin componente viral, en concreto la CP con este
fotosistema (Hodgson y col., 1989; Reinero y Beachy, 1989; Banetjee y col.,, 1995).
Otros autores (Lindbeck y col., 1991; Dawson, 1992) abogan por la interferencia de
ciettos componentes virales con procesos tales como la sintesis o el transporte al
cloroplasto de proteinas del fotosistema y/o del ciclo de Benson- Calvin codificadas

en el nucleo.

En algunos sistemas huésped-parisito estudiados la infeccién viral causa una
teduccién de la cantidad de proteinas del PSII, ptincipalmente las relacionados con el
OEC (Naidu y col. 1986, Takahashi y Ehara 1991, y Takahashi y col. 1992). El grado
de inhibicién del PSII depende de las condiciones de crecimiento de la planta,
ptincipalmente luminosidad, y de la cepa vital ensayada. Los sintomas virales se
acusan e incluso aceleran cuando las plantas infectadas ctecen a altas intensidades
luminicas (Balachandran y Osmond, 1994a, b) y se agravan, de forma paralela a la
disminucién de la actividad fotosintética, cuando las plantas infectadas se cultivan a
altas temperaturas (Helms y Wardlaw, 1977).

En nuestros estudios con N. benthamiana infectada con distintos tobamovirus
(PMMoV, PaMMV y virus con genomas hibtidos entre ambos) comprobamos que el
OEC, es el principal afectado por la infeccién viral dentro del PSII. Comprobamos
mediante la técnica de termoluminiscencia (IL) que se inducen perturbaciones en el
ciclo de los estados S de oxidacién del complejo (Rahoutei y col. 1999, 2000;
Rahoutei 2000). El anilisis de los cambios inducidos en el patrén de proteinas
cloroplastidicas, revelaba a las proteinas OEC, de 33, 24 y 16 kDa, como las
principales afectadas durante la patogénesis, pero de una forma diferencial,
detectandose una drastica bajada en los niveles de acumulacién de las dos tltimas, sin
cambios en los de la de 33 kDa (Rahoutei e 4/, 1998, 2000). Para algunos autores
(Takahashi ef 4/,1991 y Takahashi y Ehara 1992) la inhibicién parcial de la actividad
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oxigénica por un descenso diferencial en los polipéptidos OEC podria estar asociada
a los procesos moleculates primarios de expresion de sintomas en algunas
combinaciones huésped-parisito. También han sido detectados cambios en la
acumulacién de estas proteinas en plantas sometidas a estrés abibtico (Barén y col,

1995).

Cuando emprendimos la caracterizacién de las proteinas OEC durante la
infeccién, revelamos la existencia en N. benthamiana de familias proteicas para las
proteinas OEC de 33 kDa y 23 kDa. Las isoformas de las proteinas de 23 kDa se
veian influidas de forma diferencial por la infeccién (Rahoutei e 4/. 1998). Un
fenémeno similar ha sido desctito en plantas de tabaco infectadas con cucumuvirus
(Takahashi y Ehara, 1992), indicando la existencia de mecanismos reguladores de la

expresion de las proteinas OEC durante la patogénesis.

En el estudio de los factotes virales involucrados en el efecto patogénico sobre
fotosintesis, se nos mostt6 un cuadro complejo: detectamos la presencia de la CP en
clotoplastos y PSII aislados de plantas infectadas (Bar6n y col., 1995; Rahoutei y col.,
2000), peto no hubo cottelacién entre sus niveles de acumulacion o su naturaleza y el
efecto patogénico sobte fotosintesis. La inhibicion del PSII no parece pues originarse
en su interaccién directa con la CP, y es factible que otros factores virales (RNA
polimerasa, o proteina de movimiento) estén involucrados en los fenémenos

observados .

Otra consecuencia importante del estrés bidtico es la modificacién de las
relaciones fuente-sumidero de la planta infectada y por tanto la produccién de
cambios en la disttibucién del fotoasimilado (Lucas y col., 1993). Para muchos
autores, el continuo apotte de nutrientes al patégeno, que emplea la maquinaria
celular del huésped pata replicatse, lleva a una alteracién en la distribuciéon del
fotoasimilado dentro de la planta Ademas, la demanda del tejido infectado se
incrementa debido a la activacién de los mecanismos de defensa y sintesis de

proteinas inducidas por el estrés. (Ayres y col,, 1996, Balachandran y col., 1997a y b).

Diversos cambios metabdlicos se producen en la hoja tras la entrada del
patdgeno, como acumulacién de almidén y azucares solubles en hoja, elevados
niveles de aminoacidos y acidos libres, incremento en la tasa de respiraciéon y en

actividad de las enzimas de las reacciones anaplerdticas y descenso de la actividad
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fotosintética. El vitus desvia los azlcares a la sintesis de aminoacidos y acidos
nucleicos pata la traduccién y teplicacion virales, después de las cuales los niveles de
estos metabolitos vuelven a los valores normales (Bedbrook y col., 1973). Esto es
debido a la gran demanda que tiene el vitus de estos metabolitos durante la
teplicacién y la traduccién, puesto que la CP viral puede llegar a representar el 50%
del contenido proteico total de la célula.

No esta claro el mecanismo de accién del virus sobre las actividades de los
enzimas fotosintéticos (Havelda y Maule, 2000; Herbers y col., 2000; Scholes y col.
1994; Wright y col,, 1995). La acumulacién de azicares en hoja se ha atribuido a
problemas en el transpotte o a induccién de invertasas de la pared celular y podtia
llevar a una inhibicién —directa o indirecta- de la actividad y los niveles de enzimas
del ciclo de Calvin (von Schaewen y col,, 1990; Scholes y col., 1994, 1996; Stitt, 1994;
Wright y col,, 1995; Hatrison y col., 1998).

La retroinhibicién de la fotosintesis (Krapp y Stitt, 1995), la regulacién de la
exptresion génica (Hetbets y col.,, 2000) e incluso la represion transcripcional de genes
fotosintéticos (Sheen y col., 1990) por azicares —directa o indirectamente- ha sido
documentada por diversos grupos.

Herbers y col. (2000) comptrueban en plantas de tabaco infectadas con
potyvirus que la pérdida de la actividad fotosintética durante la infeccién vira, no
puede ser Unicamente atribuido a un descenso en los niveles de clorofila como
defienden algunos autotes (Funayama y col, 1997), y que existia una regulaciéon
transcripcional de genes como los cab de la antena LHCII del PSII y tbcS de la
RuBisCO, ya en las fases tempranas de la infeccién. Estos autores proponen también
que los azlicates actiien ademis como amplificadores de las respuestas de defensa
durante la interaccién planta-patégeno. Klegan y Buchanan (1988) y Scholes y col.
(1994) encuentran en plantas que suften infecciones fangicas una inhibicién de la
fotosintesis asociada a altos niveles de fructosa, glucosa y cambios en la proporciéon
sacarosa/almidén, asociados a descensos en las actividades de la FBPasa, RuBisCO y
NADP-GADPH y a cambios en la particién del fotosintato.

Técsi y col. (1994a, 1994b y 1996) han demostrado que la infeccién del virus
del mosaico del pepino en cotiledones de Cwcurbita pepo produce en las zonas

invadidas el aumento en la actividad de enzimas de la glucolisis y la respiracion
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mitocondrial (fosfofructoquinasa dependiente de ATP, enzima malico dependiente
de NAD, PEP catboxilasa, isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD, fumarasa
y la cyt c oxidasa) asi como en la actividad de enzimas que catalizan reacciones
anaplerdticas (glucosa-6-P deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa del
ciclo de las pentosas fosfato, enzima milico dependiente de NADP y la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP) y de la peroxidasa. Asi mismo comprobaron
que el los tejidos invadidos también disminuyen las actividades de algunas enzimas
fotosintéticas que intervienen en el ciclo de Calvin - Benson como son la RuBisCO y
la NADP-GAPDH.

Como consecuencia de la infeccién viral no solo se afecta la expresion de genes
telacionados con la fotosintesis. Havelda y Maule (2000) han comprobado que
compuestos de bajo peso molecular actan como moléculas efectoras en la
modificacion de los niveles de transctipcion de otros genes en células de tejido no

infectado como los que codifican la peroxidasa, la invertasa, la catalasa, y las PRs.

A.5.- Estudio de factores de estrés en fotosintesis mediante técnicas de

imagen
A.5.1.- Principios de fluorescencia. Fluorescencia y estrés.

La clorofila integrante de los complejos pigmento-proteina que funcionan
como antenas en la membrana tilacoidal, absorbe la energia luminosa y transmite la
de excitacion a los centros de reaccién P680 y P700 de los fotosistemas PSII y PSI,
respectivamente. Pero parte de esa energia se pierde en procesos disipativos, como
son la emision de fluorescencia y calor. A temperatura ambiente, son
fundamentalmente las moléculas de clorofila de las antenas del PSII excitadas tras la
absorcion de luz, las que emiten fluorescencia en el rojo. Por ello la medida de esta
emisiéon puede aportar una valiosa informacién sobte el funcionamiento de este

fotosistema.
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Fig. 14.- Representacion esquematica de la transformacion de la luz, absorbida
por las antenas del PSII en los distintos tipos de energia que compiten con la

emision de fluorescencia.

La fluorescencia compite con la transformacion de la energia luminosa
absotbida en energia quimica mediante el transporte electrénico (procesos
fotoquimicos) y con la disipacién por procesos no fotoquimicos (fig. 4) de estos
procesos es lo que se conoce como guenching fotoquimico (qp) y no fotoquimico (qy),
respectivamente. La generacién de qy es un proceso muy complejo en el que
intervienen diversos factores. El mas importante es la disipacion de energia en forma
de calor, cuantificada por qg (quenching energético) y que depende tanto del gradiente
de pH en la membrana tilacoidal generado durante el flujo electrénico, como de la
deepoxidacién de la violaxantina en zeaxantina en el ciclo de las xantofilas. También
existe una menor contribucion a qy de los procesos de fotoproteccion s
fotoinhibicién originados en el LHCII (q; gu#enching fotoinhibitorio), y de la
fosforilacién de las proteinas de la antena (qy) (Schreibet y col., 1994; van Wijk y col.,
1993).

En condiciones fisiologicas, la mayor parte de la energia solar absorbida es

utilizada en fotosintesis y los procesos no fotoquimicos y la emisién de fluorescencia
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funcionan con un bajo rendimiento. Cuando la planta sufre alguno de los numerosos
factores de esttés presentes en la Naturaleza, esta situacién se invierte en condiciones
extremas, ya que se tregistra una dristica bajada del rendimiento fotosintético y
ptedominan los procesos disipativos, inctementindose la emisiéon de calor y
fluorescencia notablemente (fig. 15)La medida de la fluorescencia roja emitida por la
clorofila se conviette asi en un parimetro indicativo de la operatividad del proceso

fotosintético.

g

Chla Chla

CONDICIONES CONDICIONES |
FISIOLOGICAS EXTREMAS DE ESTRES

Fig. 15.- Esquema del balance entre fotoquimica, disipacion térmica y

fluorescencia bajo condiciones fisioldgicas y de estrés.

Ademais el PSII, como detallatemos postetiormente, es una de los principales
puntos de accién de numerosos factores de estrés de origen bidtico y abiético en el
cloroplasto (Lichtenthaler, 1996; Lichtenthaler y Miehe, 1997). Ya que la
fluorescencia roja es emitida fundamentalmente por este complejo, su determinacion
ha facilitado enotmemente el estudio de las alteraciones en el PSII inducidas por

diversas condiciones adversas para el crecimiento vegetal.

La emisién de fluotescencia no sigue una cinética lineal con respecto al tiempo
durante el cual una hoja es iluminada, sino que es muy compleja debido a su
dependencia de procesos metabdlicos como son la fotoactivacion de la antena del
PSII, el ciclo de Benson-Calvin, el establecimiento del gradiente de pH
transtilacoidal, etc.
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Kautsky desctibi6é en 1931 la induccion rapida de la fluorescencia si una planta
adaptada a la oscuridad es iluminada. Cuando todos los centros de reacciéon de PSII
estan abiertos (Q, completamente oxidada) la fluorescencia es minima, F,, y cuando
estan cerrados (Q, completamente reducida) es maxima, Fy. La diferencia entre
ambas recibe el nombre de fluotescencia vatiable, Fy. Generalmente, una planta sana
tiene un valor Fy/F, cercano a 0.8 independientemente de la especie (Bjérkman y
Demming, 1987). Sin embargo, cuando esta sometida a algin tipo de estrés, tanto

biético como abidtico, este valor disminuye.

Para determinar la contribucion de los coeficientes de guenching y los procesos
fotoquimicos y no fotoquimicos en unas determinadas condiciones de crecimiento y
desarrollo de la planta, se desatroll6 el método de pulsos de luz saturante (Schreiber y
col.,, 1994). Ya que éste ha sido el protocolo de medida de fluorescencia seguido en el
presente trabajo, se detalla ampliamente en el aptdo. C.8.1.3. de M. y M.

A.5.2.- La fluorescencia de imagen (FI) como método de deteccion de estrés

temprano. “Ver es creer”

La medida de la emisién de la fluorescencia de la clorofila en otrganismos
fotosintéticos ha sido en la tdltima década la técnica estrella para determinar la
eficiencia fotosintética y diagnosticar la presencia de factores de estrés que llevan a
un descenso notable de aquella. Oftece ademis las ventajas de ser una técnica no

destructiva, precisa y de gran rapidez en las medidas (Lichtenthaler, 1996).

Notmalmente estas se tealizan en determinados puntos de la supetficie foliar,
aunque también se han realizado en los dltimos afios numerosos experimentos en
frutos destinados a medir su calidad antes de la salida al mercado. Los fluorimetros
miés populares son los desarrollados por las firmas Walz (Effeltrich, Alemania) y
Hansatech (Notfolk, Reino Unido) y entre ellos, el P.AM. (Pulse Amplitude
Modulation) y el P.E.A. (Plant Efficiency Analyser). A pesar de la excelencia de estos
equipos y su demostrada eficacia en diagnéstico de estrés, las medidas puntuales de la
fluorescencia no ofrecen una informacién exacta de cual puede ser la actividad
fotosintética en al hoja completa. Y ello resulta de gran valor en situaciones donde un

factor de estrés tiene un efecto no homogéneo y produce sintomas foliares locales,
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como puede set el caso de la infeccién pot patdgenos que induce, mosaico, moteado,

amarilleamiento de nervaduras, etc.

Pot ello, se desarrollaton de forma mas reciente los equipos de FI que
permiten obtener informacién espacial de la distribucién de la emision de
fluorescencia de la clorofila en hojas y frutos. Hasta hace pocos afios no existian
versiones cometciales de estos aparatos y distintos grupos de investigacion disefiaron
sus propios prototipos, a estos trabajos mnos teferiremos posteriormente.
Actualmente, existen en el mercado el Fluorcam de PSI (Photon System Instruments,
Barno, Republica Checa), el Imaging P.A.M. de Walz y el FluorImager de Qubit
Systems Inc. Durante el desatrollo de esta Tesis, se puso a punto el prototipo de un
equipo de FI disefiado en la Universidad de Limburg en Diepenbeek, Bélgica y que

proximamente sera comercializado.

Los precedentes/antecedentes de las técnicas de FI podemos encontrarlos en
la obtencion de imagenes fotograficas mediante la técnica de fitoluminografia
(Sundbom y Bjorn, 1977). Pero ha sido la llegada al mercado de las camaras de video
(Charge-Coupled Device) CCD vy las nuevas técnicas de digitalizacién de imagenes las
que han hecho posible el analisis en dos dimensiones de la emisién de fluorescencia

en vegetales.

Para el analisis de los efectos del estrés vegetal en cultivos y plantas de
experimentacion dos técnicas fundamentales de FI han sido desarrolladas,
diferenciandose en su fuente de iluminacién para inducir la fluorescencia, la inducida
por luz visible y la inducida por laser (LIF). En el primer caso, la fluorescencia roja es
emitida por la clorofila, mientras que por la excitaciéon de la muestra en el rango UV-
A auna A de 355 nm, se detecta emision de fluorescencia a 4 diferentes longitudes de
onda 440, 520, 690 y 740 nm, en las zonas del azul, verde, rojo y rojo lejano. La
fluorescencia verde y azul es emitida por divetrsos fenoles vegetales como los acidos

cinamicos, flavonoles, etc. presentes en la epidermis foliar.
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A.5.2.1.- Fluorescencia de la clorofila

Para su medida la luz de excitacion es suministrada por lamparas
incandescentes o diodos emisores, lo que permite conseguir intensidades de luz
saturante en areas relativamente grandes y obtener informacién sobre la cinética de la
emision de fluorescencia mediante el método de pulsos de luz saturante que lleva al

analisis de los coeficientes de quenching y se ha descrito anteriormente.

Para la FI se pueden obtener imigenes que den informacién sobre la eficiencia
fotosintética de hojas preadaptadas a la oscuridad durante 15-30 min después de
iluminacién saturante para obtener Fm y después de 5 min en el steady-state Fs;

también puede procesarse R,.

Se pueden obtener imagenes representativas de distintos parimetros
fotosintéticos relacionados con la emision de fluotrescencia (Fo, Fm, Fv, Fm y Fo’) y
de otros obtenidos de los antetiores, como eficiencia fotoquimica del PSII y los
“quenching” fotoquimico y no fotoquimico (NPQ), que mide la energia disipada

como mecanismo de proteccion del PSII

Trabajando con sus propios prototipos distintos grupos han obtenido una
valiosa informacién sobre distintos sistemas expetimentales. Uno de los primeros fue
el de Omasa y col. (1987) que trabajé con girasol y pepino. El grupo de Daley
(Osmond y col., 1987) analiz6 los cambios temporales y espaciales en la eficiencia
fotosintética de las hojas de plantas sometidas a distintos factores de estrés (Raschke
y col. 1990. Osmond y col. 1999) y en particular investigd el efecto de diferentes
patogenos vegetales (Osmond y col. 1990, Balachandran y col,, 1994). Fenton y
Crofts (1990) utilizan un modelo barato de disefio propio para la identificacién de

mutantes fotosintéticos.

Genty y colaboradotes en Patis, no sélo consiguen un nuevo prototipo sino
que definen el parimetro @ (quantum yield o rendimiento cuantico del PSII) para las
medidas de imagen (Genty y Meyer, 1995). Ellos captan imagenes de la F en el estado
estacionatio y durante los pulsos saturantes de luz y a partir de ellas calculan una
tercera imagen que tepresenta la distribucién espacial de cada parametro y de aqui P.

De esta forma, han investigado el papel de la conductancia estomatica en la
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regulacién de la fotosintesis (Bto y col. 1996, Meyer y Genty, 1998; Meyer y Genty,
1999). Trabajos similates han sido tealizados por Cardon y col. (1994).

Respecto a estrés bidtico, Nilsson (1995) analiza en una revisién los trabajos
ploneros hasta esa fecha en anilisis de imagen, incluidos los de deteccién por control
temoto, aplicables en patologia vegetal. Se mencionan técnicas como radiomettia
multiespectral, fotografia, videogtafia, termografia de infrarrojos, control remoto
activo y pasivo, LIF, analisis de imagen multiespectral y RMN.

En el estudio del efecto de la infeccién por patégenos en el aparato
fotosintético destaca el prototipo de Chl FI desatrollado por Rolfe y Scholes (1995)
con el que han investigado el efecto de hongos patégenos en la maquinaria
fotosintética. Analizaron la infeccion de hojas de roble potr Puccinia coronata que
presentan areas localizadas de infeccién que se expanden con el progreso de ésta y
dan lugar a un patrén heterogéneo de alteraciones fotosintéticas evidente en las
imagenes de ® y NPQ que cambian a lo largo del proceso de infeccion, pudiéndose
distinguir también a través de ellas zonas infectadas e incluso islotes verdes al final de
la infeccién (fig. 16a). Cuando se sigui6 la infeccion de Arabidopsis thaliana por Albugo
candida (Chou y col. 2000), se registté una disminucién en la tasa de fotosintesis
estrictamente en las regiones foliates invadidas por el hongo, que se correspondia
con un aumento en NPQ cuando se iluminaban las plantas a itradiancia por encima
de 300 pmol m? s”, de forma que la energia no usada en fotosintesis se ha perdido
en procesos fotoquimicos (fig. 16b). El aumento en NPQ lo atribuyen a uno de sus
componentes, el quenching energético q que depende del gradiente de protones en
la membrana tilacoidal que podtia vetse afectado o a una reducida actividad del ciclo
de Calvin, lo que conducitia a una reduccion en la demanda de ATP y NADP y a una
disminucién del gradiente transmembrana e incremento de NPQ (Ruban y Horton,
1995), efecto mas evidente a intensidades luminicas moderadas y altas. Cuando se
usaron imagenes cuantitativas del parametro ®;; x intensidad luminica, que tiene una
cotrelacion lineal con la asimilacién de O,, se comprobd que el descenso en la tasa de
fotosintesis se relaciona espacial y temporalmente con las zonas invadidas por el

hongo, mientras las zonas libres de éste no presentan alteraciones fotosintéticas.
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Fig. 16.- (a) Fotografias (fila superior) e imdgenes de NPQ (fila inferior) de
hojas de roble infectadas por Puccinia coronata a 8 y 11 dias post-infeccion. (b)
Fotografias (filas superiores) e imdgenes de NPQ y ¢ (fila inferior) de hojas
de Arabidopsis infectadas con Albugo candida a distintos dias post-infeccion
(d.a.).
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En hojas infectadas, se distinguen en las imigenes de ® y NPQ tres zonas
petfectamente diferenciadas si estudiamos la cinética de induccién de estos
patidmetros, destacando un anillo en totno a la zona de pustulas en que P, fue
inducida mis ripidamente que en las hojas control, lo que se corresponde
normalmente con 4reas de alta actividad metabdlica, lo que también muestran las

imagenes de starch-printing.

Recientemente este sistema de imagen se ha aplicado a escala microscopica
mejorando la profundidad de foco para obtener mediante el desarrollo de nuevos
algotitmos un mapa topoldgico de la hoja a partir de imagenes de FI tomadas en
distintos planos de enfoque (Rolfe y Scholes, 2002).

Peterson y Aylor (1995) y Ning y col. (1995) han utilizado también la FI para
estudios similates. Los ptimeros investigaron hojas de Phaseolus vulgaris infectadas con
el hongo Uromyces appendiculatus y obtuvieron imagenes de la fluorescencia en el
steady-state que predecian de forma clara la extension de lesiones que apenas eran
incipientes. Estas aparecen como puntos de alta fluorescencia que crecen radialmente

a la vez que el micelio del hongo crece y aparecen sintomas visuales.

Ning y col. (1995) demuestran la utilidad de un equipo de fabricacién propia
pata la medida de FI y diagnéstico del estrés por congelacion, tratamientos herbicidas
y hongos patdgenos. Analizando hojas de Torreya taxifolia (yew) infectadas por
Pestalotiopsis, comprueban que hojas todavia no invadidas por el hongo muestran
alteraciones en los parimetros de fluorescencia inducidos por las toxinas fangicas

antes de la aparicion de sintomas.

El desarrollo muy reciente de equipos portatiles esta permitiendo un screening
en campo de plantas susceptibles y resistentes al patégeno, y el diagnéstico temprano
ha permitido en ocasiones hasta la induccién local de mecanismos de resistencia en el

vegetal (Chaetle y van de Straeten, 2001).

Otros trabajos son los de Oxborough y Baker con un nuevo instrumento de FI
montado en un microscopio de fluotescencia que permitia obtener imagenes de ésta
a nivel celular y subcelulat, incluidos clotroplastos (1997a) y aquellos que tratan de
resolver distintos componentes de los analisis de “quenching” (1997b). Siebke y
Weiss (1995) estudian los oscilaciones diurnas en la apertura estomatica de plantas de
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Glechoma hederacea y obtienen los correspondientes patrones foliates de asimilacién de

CO, mediante las imagenes de distintos parametros de fluorescencia de la Chl.

Fig.17.- Imdgenes de fluorescencia roja de manzanas Golden Delicious

sudafricana sanas (A) y afectadas por “bitter bit” a distintos dias de
almacenamiento, antes de que las segundas desarrollen ninglin sintoma

aparente (Imdgenes cedidas por C. Huybrechts y R.V alcke).

Aunque los equipos de FI han sido disefiados principalmente para medidas en
tejidos verdes con una alta concentracion de clorofila, su extrema sensibilidad
permite también las medidas en supetficie de frutos que contienen cloroplastos
activos. En el caso de anilisis de calidad de fruto los trabajos son menos abundantes,
siendo practicamente los pionetos los de Abbot (1999). Mas recientemente, Ciscato
(2000) demostr6 en su estudio de Tesis Doctoral que FI resultaba muy prometedora
para el analisis de calidad del fruto antes de su comercializacién y realizé incluso
pruebas con redes neurales, de cara a utilizar esta técnica en la maquinaria de
seleccion de frutos. FI permite predecir futuros dafios en la superficie de la fruta
durante el proceso de maduracion, incluyendo los inducidos por infecciones por
patégenos. Trabajando con distintas vatiedades de manzana demuestran que se

puede realizar un diagnéstico presintomatico de la calidad del fruto, definiendo qué
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imagen de parimetro fotosintético medido en la piel de un fruto, a lo largo de su
almacenamiento, puede cottelacionarse de forma mas adecuada con la calidad de éste
(fig- 17). Con un equipo pottatil de disefio propio han tealizado ademas en campo el
seguimiento de la infeccién pot Erwinia amylovora en perales y manzanos espafioles,

belgas y sudafricanos.

El grupo de L. Nedbal ha modificado asimismo el FluorCam usando luz
modulada como luz de excitacién, a semejanza del Imaging-PAM (Nedbal y col.
2000). Los trabajos de Nedbal y col. (2000) con citricos confirman la bondad de la
técnica para su uso en fruto. En la fig. 18 se muestra un ejemplo de esto en limones

infectados con en hongo Penicillium digitatum.

initial 48 hours B0 hours 66 hours 72 hours 84 hours 96 hours

Fig. 18.- Medida de distintos parimetros de F1 a distintos dias de
almacenamiento en limones infectados mediante puncion en la piel con P.

digitatum.
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A.5.2.2.- Fluorescencia multiespectral

Mediante la excitacién de una hoja en el tango UV-A a una A de 355 nm, se
detecta emisién de fluorescencia a 4 diferentes longitudes de onda, 440, 520, 690 y
740 nm, en las zonas del azul, vetde, rojo y rojo lejano. La fluorescencia en el rojo es
emitida por la clorofila como antetiormente sefialamos, la verde y azul por diversos
fenoles vegetales como los 4cidos cindmicos, flavonoles, etc. presentes en la
epidermis foliar. La emisién de estos distintos tipos de fluorescencia no es
homogénea en la hoja, la verde-azul es patticularmente alta en la zona de netvios
foliares mientras que la roja y del rojo lejano es mis intensa en el resto del meséfilo.
Con estos fundamentos, los grupos de Lichtenthaler y Sowinska (Katlsruhe-
Estrasburgo) han disefiado un equipo LIF (Laser induced fluorescence) que ha
demostrado su eficacia en la deteccién de distintos tipos de estrés bidtico y abi6tico y
han postulado asimismo que las imégenes digitales obtenidas del cociente entre la
emisién de fluorescencia a las distintas longitudes de onda, como son las
cotrespondientes a azul/roja (F440/F690), azul/rojo lejano (F440/F740) y rojo/rojo
lejano (F690/F740) son muy sensibles a vatiaciones en las condiciones ambientales y
de crecimiento de las plantas, constituyendo un buen marcador de estrés. El tipo de
estrés que se infringe a una planta y la respuesta de ésta condicionan qué parimetro
de fluorescencia o cociente cambia, aumentando o disminuyendo (Lichtenthaler y
Miehe 1997). Las imagenes de fluorescencia y los cocientes LIF permitian un analisis
de cambios en la emisién de fluorescencia inducidos por distintas situaciones de
estrés y que se manifestaban como gradientes dentro de la hoja, cambios locales o
siguiendo determinadas zonas de la anatomia foliar, todo ello en un estadio muy
temprano previo a la aparicién de sintomas. Asi pudo estudiarse el efecto del estrés
hidrico, pot temperatura y de ambos estreses combinados con el luminico en plantas
de Rhododendron (Lang y col. 1996). La captacién de herbicidas por la planta y la
consiguiente disminucién de la actividad fotosintética, pudo visualizarse también pot
el sistema LIF. El diuron, un inhibidor del transpotte electrénico en el PSII, inducia
cambios en la emisién de fluorescencia roja fundamentalmente asociados a los
nervios foliates donde el herbicida se expandia (Lichtenthaler et al 1996,
Lichtenthaler et al,. 1997), facilmente visible en las imigenes del parametro conocido
como indice de vitalidad Ry, (Lichtenthaler y Rindetle, 1998; Babani y Lichtenthaler
1996). Deficiencias nutricionales (Fe, Mn, Zn, N) fueron también diagnosticadas con
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el mismo sistema, siguiendo el mismo protocolo (Heisel y col. 1996) El sistema LIF
puede trabajar también a larga distancia permitiendo desatrollar medidas de la
emisién de clorofila por teledeteccion, de aplicacién en agricultura, bosques e
investigacién ambiental (Sowinska y col. 1996). Permiten ademas una administraciéon
controlada de nutrientes fitosaniatatios (hetbicidas, fungicidas, insecticidas). A partir
del equipo LIF (laset-FIS), costoso por el uso del lisetes, los mismos equipos han
disefiado uno mas compacto y econémico, flash-lamp induced fluorescence imaging
system (FL-FIS) usando lamparas de Xenon para la luz de excitacién. Con él se ha
seguido el descenso de la actividad fotosintética por estrés hidrico en plantas de judia
mediante la obtencién de imigenes correspondientes a Ryy y Fm/Fs. Buschmann y
Lichtenthaler (1997) resumen en una revision el efecto de otros factores de estrés en
la fluorescencia de las 4 bandas de color mencionadas. Los tratamientos foto
inhibitorios en zonas concretas de hojas de maiz producian una bajada de la
fluorescencia de la clorofila en el rojo y el tojo lejano, mientras que la fluorescencia
verde-azul no cambiaba en esas zonas. Plantas de tabaco irradiadas con luz UV-A
mostraban una bajada de la fluorescencia en el rojo y el infrarrojo (F690, F740),
mientras que la fluorescencia azul y verde F440, F520 incrementa respecto a los
controles, de forma mas marcada en la segunda, cambio probablemente relacionados
con la produccion de flavonoides u otros productos del metabolismo secundario.
Usando imagenes de parametros de F a las distintas longitudes de onda, podian
diferenciarse hojas expuestas al sol y a la sombra o aquellas hojas con distinta
concentracion de clorofila en una misma planta, asi como el haz y el envés de una

hoja o las zonas verdes y cloréticas de una hoja variegada.

Estudiando infeccion por patégenos se obtuvieron imagenes de fluorescencia
en el rojo-infrarrojo y verde-azul de hojas de tabaco infectadas por mosca blanca que
muestran la Gltima distribuida fundamentalmente en los netvios foliares y la ptimera
en el resto del mesofilo. Aparecen también puntos brillantes de F verde-azul debido a
la sintesis de compuestos fendlicos o estilbenos como defensa frente a la infeccién
(Buschman y Lichtenthaler, 1997). Cuando se investigaron hojas de Phaseolus vulgaris
atacadas por acaros, se comprobé que hay un incremento notable de la F azul, menos
acusado en la verde con le consiguiente incremento en F440/F690 y 1a F en el rojo e

infrarrojo F690/F740 dectecen en menot grado.
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Otras técnica de imagen como la termografia, donde se detectan incrementos
locales en temperatura por detecciéon con cimara de infrarrojos asociados a la
produccion de acido salicilico, han permitido también la visualizacién preS de las
interacciones virus-planta (Chaetle y col,, 1999; Chaetle y col., 2001; Chaetle y van de
Straeten, 2000). La asociacién de ambas técnicas, FI y termografia, permititi en un
futuro cercano enormes avances en el diagnostico del estrés vegetal. Los grupos de
Valcke y van de Stxaeten (http://www. plantgenetics.rug.ac.be/~lacha) ya han

construido un equipo robotizado con estas caracteristicas.

Historicamente cambios tempranos inducidos por el estrés vegetal eran
detectados por técnicas bioquimicas y moleculares que llevaban a la desttuccién de la
muestra. Las técnicas de imagen permitiran un diagnoéstico (monitotizacién) rapido y
presintomatico para el manejo de cosechas en una agticultura de precision. Ello
permitira el rastreo de cultivos para la busqueda de mutantes tolerantes a estrés. En el
laboratorio facilitara el aislamiento de genes inducidos preSmente. La fluorescencia
multiespectral facilitara estudios del metabolismo secundario en plantas que sufren de
estrés. Y el conjunto de técnicas FI podran ser aplicadas desde la escala microscépica
hasta por control remoto en la agricultura del siglo XXI (Chaetle y van de Straeten,
2001).
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Los objetivos perseguidos en el desarrollo de esta Tesis Doctoral han sido:

1.- Clonaci6n y caracterizacién de los genes pshO, psbP y psbQ codificantes de las
proteinas del OEC en N. benthamiana.

2.- Identificacién y estudio de las familias multigénicas que codifican las proteinas
OEC y caractetizacién de las cotrespondientes familias proteicas en N.

benthamiana .

3.- Anilisis del efecto de la infeccién viral por PMMoV-S y PMMoV-I en la
biosintesis de las proteinas del OEC en plantas de N. benthamiana infectadas.

4.- Seguimiento mediante FI de los cambios inducidos en la actividad del PSII yenel
aparato fotosintético por la infeccién por PMMoV-S y PMMoV-1. Anjlisis

de mecanismos de defnsa del cloroplasto frente a estrés bidtico.

5.- Investigacién de los cambios en la ultraestructura del cloroplasto en plantas de N.
benthamiana infectadas con PMMoV-S y PMMoV-1.

The aims of this work were:

1.- Cloning and characterization of genes psbO, psbP y pshQ codifying for OEC

proteins in IN. benthamiana.

2.- Identification and study of the multigene families codifying for the OEC proteins,

and characterization of the cotresponding protein families in N. benthamiana.

3.- Analysis of alterations in the OEC protein biosynthesis induced by PMMoV-§
and PMMoV-T infection in N. benthamiana plants.

4.- Screening by mean of FI of changes on PSII induced by the infection with
PMMoV-S y PMMoV-I. Analysis of chloroplast defence mechanisms
against biotic stress.

4.- Characterization of ultrastructural changes on chloroplast of N. benthamiana plants
infected by PMMoV-S and PMMoV-1.
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C.1.- Material biolégico. Hospedador expetimental y vitus.

Como modelo experimental de interaccién compatible huésped-parisito se
utilizé el sistema Nicotiana benthamiana y los tobamovirus del moteado suave del
pimiento, el aislado en Sicilia (Italia) denominado PMMoV-1, y el aislado en Almeria
(Espafia), llamado PMMoV-S, desctitos por Wetter y col. (1984) y Alonso y col.
(1989), respectivamente.

Las plantas de N. benthamiana se mantuvieron en cimatas de cultivo tipo ASL,
Microclimat a una temperatura de 25°C / 20°C (dia / noche) con una humedad
relativa del 80%, un fotopetiodo de 16 h e iluminacién de 200 umol m™ s™. Fueron
inoculadas en las tres primeras hojas, cuando tenfan 5 - 6 completamente formadas
(ver fig. 19), con 50 ul deuna suspensiéon conteniendo 50 pg/ml de los virus
purificados en tampén de inoculacién (fosfato sédico 20 mM a pH 7.0). Para facilitar

77



MATERIAL ¥ METODOS

la infeccién, se utiliz6 como abrasivo catborundo (Csi 600, Carlo Erba). Como
control de los expetimentos se utilizaron siemptre plantas sanas tratadas en paralelo

con tampoén de inoculacién.

hojas
S asintoméaticas

k4

hslas
\ inpouladas

PMMoV-S SANA

Fig. 19.- Representacion esquemdtica de los distintos tipos de hoja de IN.
benthamiana a lo largo de la infeccion. Las fotografias corresponden con hojas
S y AS de plantas inoculadas con PMMoV-S a 21 dp.i. (izquierda) y las

hojas equivalentes en una planta sana de la misma edad (derecha).

Para los distintos ensayos distinguimos entre hojas asintomaticas (AS) y
sintomaticas (S) (ver fig. 19). Las primeras, ya formadas en el momento de la
infeccién, no desatrollan sintomas visuales, frente a las hojas jovenes que aparecen
después y presentan un enrollamiento muy acusado a pattir de 4 6 6 dias después de
la inoculacién. Los controles en plantas sanas cotresponden a hojas jovenes y viejas
(de edad similar). En la infeccion de N. benthamiana con PMMoV-I la planta tiene la
capacidad de recuperatse a pattir de los 23 - 25 d.p.i. de los sintomas en las hojas
jovenes y éstas apatecen sin cutvat y mas pigmentadas incluso que las

correspondientes hojas control. Por tanto, para un adecuado seguimiento del
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desarrollo de la infecciéon con los dos virus, las tomas de muestra en todos los

ensayos realizados a lo largo de este trabajo tuvieron lugar a 7, 14, 21y 28 d.p.i.

C.2.- Preparacion de muestras en electroforesis
C.2.1.- Preparacién de fracciones cloroplastidicas
C.2.1.1.- Obtencion de membranas tilacoidales

Se sigue el procedimiento de Ford y Evans (1983) con algunas modificaciones.
El tejido vegetal es homogeneizado en un tampén Na,HPO,/NaH,PO, 50 mM, pH
7.4, sacarosa 300 mM y MgCl, 5 mM en una propotcién 1/4 (m/v). La mezcla se
filtra a través de dos capas de gasa de nylon para eliminar los restos de tejido y se
centrifuga 15 min a 3000 g en centtifuga Sotvall refrigerada a 4°C. El sedimento se
lava con el mismo tampén y se suspende en una solucién hipoténica, MgCl, 5 mM, a
la que se afiade igual volumen de un tampén MES-NaOH 5 mM a pH 6.5, NaCl 15
mM y MgCl, 5 mM, para centrifugar a 3000 g durante 10 min. Fl sedimento de
membranas tilacoidales se consetva en tampén MES-NaOH 50 mM pH 6.5, sacarosa
400 mM, NaCl 15 mM y MgCl, 5 mM

C.2.1.2.- Obtencion de preparaciones enriquecidas en PSII

Se realiza segun el método desctito pot Berthold y col. (1981) y posteriormente
modificado por Atellano y col. (1994) pata la eliminacién de contaminaciones
nucleares. La suspensién de membranas tilacoidales con una concentracién de 2
mg/ml de Chl, es solubilizada con Ttitén X-100 al 20% (p/v) en MES-NaOH 5 mM
a pH 6.5, NaCl 15 mM y MgCL, 5 mM en propotcién 25:1 (mg Tritén X-100 / mg
chl) y manteniendo la muestra a 4°C protegida de la luz. Pasados 20 min en agitacién,
se centrifuga 5 min a 12000 g y el sobrenadante se vuelve a centrifugar 30 min a
40000 g. El sedimento se suspende en tampén MES-NaOH 5 mM a pH 6.5, NaCl 15
mM y MgCl, 5 mM, se vuelve a centtrifugar y finalmente es resuspendido en este

mismo tampon.
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C.2.1.3.- Método de eliminacion selectiva de polipéptidos OEC de

preparaciones de PSII

Para obtener las tres proteinas del OEC del PSII se sigui6 el método desctito
pot Ljungberg y col. (1986 a y b) consistente en tratar preparaciones de PSII con una
concentracién de chl de 1 mg/ml con un volumen equivalente de tampon Tris-HCL
1.6 M a pH 8.4 y agitar en oscuridad 20 min a 4°C. Tras una centrifugacién de 30 min
a 40000 g, se recoge el sobrenadante con las proteinas OEC, que puede concentrase

postetiormente por liofilizacién vy, tras la suspensién en agua destilada, consetvarse a

— 80°C.

C.2.1.4.- Determinacion de clorofila

Para medir la concentracién de chl en muestras cloroplastidicas, se realiza una
extraccion en acetona al 80% y se mide especttofotométricamente la absorbancia de

la solucién a 652 nm. Los cilculos se realizan segin Lichtenthaler (1987)

27.8 * DOss; * volumen
factor de dilucion

C (mg/ml) =

C.2.2.- Extracto total de hoja

Para obtener extracto total de hoja, se homogeneizan muestras de 100 mg en
tubos eppendotf con nitrégeno liquido y la ayuda de varillas para tubo eppendorf y
se solubilizan las proteinas con tampdn de carga de electroforesis monodimensional
(Ttis-HCl 62.5 mM a pH 6.8, SDS 4%, p-metcaptoetanol 2%, glicerol 20% y azul de
bromofenol 0.02%).

C.3.- Analisis electroforético de proteinas

Para el anilisis electroforético, tanto de extractos totales de hoja como de
preparaciones cloroplastidicas, hemos utilizado basicamente la electroforesis

monodimensional en geles de poliacrilamida en presencia de SDS segun Laemli
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(1970) y la electroforesis bidimensional (2D) siguiendo el protocolo de O’Farrell y
col. (1977).

C.3.1.- Anilisis electroforético monodimensional

Esta técnica se ha utilizado para una ptimera aproximacién al anilisis del
patrén polipeptidico, para el desarrollo de la segunda dimensién en la electroforesis

2D y como paso previo a la transferencia de proteinas a PVDF o nitrocelulosa.

Se utilizaron los equipos Mini-Protean y Protean X 2i ambos de Bio-Rad con
tamafios de gel de 6x8 cm y 14x16 cm, respectivamente. La composicién del gel es
idéntica en ambos casos. Para el gel separadot, acrilamida 15%, bisacrilamida 0.4%,
SDS 0.1%, urea 4 M, Tris-HCl 375 mM a pH 8.8, TEMED 0.05 % y PSA 0.1% y
para el gel concentrador, acrilamida 5%, bisactrilamida 0.13%, Tris-HCl 125 mM a
pH 6.8, SDS 0.1%, TEMED 0.05% y PSA 0.1%. El tampén de desatrollo de la
electroforesis es Tris 25 mM, glicina 190 mM y SDS 0.1%.

Las muestras se solubilizan incubandolas 5 min a 95°C y 20 min a 37°C en
tampon de carga Tris-HCl 62.5 mM a pH 6.8, SDS 4%, B-metcaptoetanol 2% y
glicerol 20%. En el caso de preparaciones cloroplastidicas se suele cargar el
equivalente a 8 ug de chl, mientras que en el caso de extracto total de hoja se carga el

equivalente a 1 mg de tejido.

La electroforesis se desarrolla en el caso de los geles pequefios a un voltaje
constante de 100 V durante aproximadamente dos horas mientras que pata los geles
grandes se usa un amperaje constante de 30 mA. durante unas 14 hotas. Finalizada la
electroforesis, los geles se tifien en una solucién de azul Coomassie (Brilliant Blue R
250, Sigma) al 0,01% en metanol:icido acético:agua (40:10:50) durante 15 min y se

decoloran en metanol:acido acético:agua (40:10:50).
C.3.2.- Anilisis electroforético bidimensional

La electroforesis bidimensional consiste en una separacién secuencial de los
polipéptidos primero en una dimensién segin su punto isoeléctrico, denominada

isoelectroenfoque (IEF), y después en una segunda segin su tamafio (SDS-PAGE).
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C.3.2.1.- Preparacion de la muestra

La preparacién de las proteinas pata la primera dimensién depende del tipo de

muestra del que se parta:
a) Membranas tilacoidales:

La solubilizacién de la muestra se realiza siguiendo esencialmente el protocolo
de Schuster y Davis (1983) con modificaciones que a continuacion se detallan. Se
suspenden 200 ul de membranas con una concentracién de Chl de 250 ug/ml en
igual volumen de tampén de extracciéon (sacarosa 0.7 M, Tris 0.5 M, 30 mM HCI,
EDTA 50 mM, KCl 0,1, 2-metcaptoetanol y PMSF 2 mM) para homogenizatlas y
postetiotmente incubatlas durante 10 min a 4°C. Se afiaden 400 ul de fenol saturado
en Tris-HCl 1 M a pH 6.8, se agita vigorosamente durante 10 min a temperatura
ambiente y tras una centrifugacion de 10 min a 20000 rpm en microcentrifuga, se
separan la fase acuosa de la fendlica y ésta se vuelve a tratar hasta tres veces con igual
volumen de la solucién acuosa. Por ultimo, las proteinas se precipitan de la fase
fendlica a - 20°C durante 12 hotas con 5 volumenes de acetato aménico 0.1 M en
metanol. Tras centrifugar 10 min a 20000 rpm, el sedimento sufre tres lavados con
acetato amoénico 0.1 M en metanol y uno con acetona fria, seguidos de centrifugacion
en las condiciones anteriores. La muestra asi obtenida se seca en corriente de
nitrégeno y se solubiliza durante 1 h a 37°C en el tampén de carga para IEF urea 9.2
M, CHAPS 3.5% (p/v), NP-40 1%, PMSF 2 mM, B-mercaptoetanol 2%, y anfolitos
(Bio-Rad) al 5% (2.5% rango de pH 3-10, 1.5% pH 4-6 y 1% pH 5-7).

b) Proteinas OEC:

La solucién de proteinas OEC, unos 100 ul de la preparacién anterior,
obtenida a partir de patticulas enriquecidas en PSII segin se describe en el aptdo.
C.2.1.2,, se precipita a 4°C durante 10 min con 8 volimenes de acetona fria, se
centrifuga 10 min a 20000 tpm en microcentrifuga y el sedimento resultante se seca
bajo cortiente de nitrégeno. Finalmente la muestra se resuspende en el tampén de

carga para IEF ya descrito.
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C.3.2.2.- Primera dimensi6n (IEF)

El protocolo original es de O’Fatrell y col. (1977). La primera dimension se
desarrolla en geles de poliactilamida en disco que polimerizan en tubos de ctistal con
un didmetro interno de 2.5 mm y 10 cm de longitud. La composicién de estos geles
es acrilamida 5%, bisacrilamida 0.13%, urea 9.5 M, CHAPS 3.5%, NP-40 1.5 %,
anfolitos 5% (2.5% rango de pH 3-10, 1.5% pH 4-6 y 1% pH 5-7), PSA 0.1 % y
TEMED 0.1%.

Una vez cargadas las muestras se cubren con una soluciéon 5 M de urea. El IEF
se desarrolla siguiendo un programa de tres fases de voltaje constante: 30 min a 200
V,30 min 2300 V,15h a 400 Vy1ha800V.La soluciéon del anodo es NaOH 50
mM y la del catodo es H,PO, 25 mM. Finalizado el IEF, los geles se incuban durante
30 min y con dos cambios de la solucion a temperatura ambiente en una solucién de
equilibrado del pH que sitve también de tampon de carga de la segunda dimension
(Tris-HCI 50 mM a pH 6.8, urea 6 M, glicerol 30%, SDS 4%, DTT 1% y azul de
bromofenol 0.02%). Tras este paso, los geles de disco pueden ser usados
inmediatamente para la segunda dimensiéon o congelados a — 20°C inmersos en el
mismo tampon de equilibrado. En ambos casos antes de su uso se incuban a
temperatura ambiente durante 1 h con el mismo tampoén renovado, que se cambia

cada 30 min.

C.3.2.3.- Segunda dimension

Se lleva a cabo en las condiciones descritas en el aptdo. C.3.1. Previamente se
deposita el gel en disco en el espacio que normalmente corresponde a los pocillos y
que se ha cubierto con una capa fina de agarosa al 0.8% en tampon Tris-HCL 125
mM pH 6.8, SDS 0.1%, para facilitar su adhesion. Este mismo tampon prepara las
proteinas para que puedan correr la segunda dimension en geles de poliacrilamida al
15% (descritos en el apartado C.3.1.).
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C.3.3.- Deteccion de proteinas por tincién de plata

La deteccién de las proteinas se realiza segin Blum y col. (1987) con pequerias
modificaciones. Los geles se fijan 1 h en una solucién de metanol 50%, acido acético
12% y formaldehido 0.0185%, seguido de tres lavados de 20 min, dos con etanol al
50% y uno con etanol al 30%. Tras una incubacién de 1 min en una solucién de
tiosulfato sédico 0.02% (p/v), se lavan vatias veces con agua destilada para eliminar
el exceso de esta sal. Finalmente, se incuban 30 min en oscuridad en AgNO, 12 mM
y formaldehido 0.03%, pata lavar con agua destilada y revelar con Na,CO; 0.6 M,
formaldehido 0.0185% y tiosulfato sédico 0.0004 %. La reaccién se detiene con una

solucién de metanol 50% y 4cido acético 12% (v/v).

C.3.4.- Transferencia electroforética de proteinas a membrana de nitrocelulosa

(western blotting). Inmunorrevelado

La transferencia de las proteinas separadas por electroforesis mono o
bidimensional se llevé a cabo a membranas de nitrocelulosa de 0.45 um de diametro
de poro (Millipote) para postetior inmunodeteccion de las proteinas de interés. Se
sigui6 el método original de Towbin y col. (1979). Una vez desatrollada la
electroforesis, el gel cotrespondiente y la membrana de nitrocelulosa se equilibran en
el tampon de transferencia Tris 25 mM, glicina 190 mM y metanol 20% y la
transferencia se tealizé en un equipo Bio-Rad (Trans Blot Cell, Munich) en cubeta
refrigerada a 4°C a intensidad de cortiente constante de 250 mA durante 1.5 h.

Para el inmunotrevelado se incuba la membrana de nitrocelulosa en PBSA
durante 30 min y postetiormente con el anticuerpo primario deseado diluido en
PBSA, 16 h a 4°C. Ttas tres lavados de 15 min de la membrana en PBS, se incuba 2 h
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundatio preparado en PBSA (1:1000 si
se trata de anticuerpo conjugado a peroxidasa (anti-rabbit IgG, SIGMA) 6 1:5000 si
es GARPO (Pharmacia)), ambos conjugados a peroxidasa. Antes del revelado, se lava
de nuevo la membrana tres veces durante 15 min con PBST. Con el primer
anticuetpo secundatio el inmunorrevelado se llevé a cabo mediante una reaccién
coloreada, para lo que el revelado se realiza sumergiendo la membrana en una
solucién en PBS de 2-propanol al 20%, 4-cloro-1-naftol al 0.08% y H,O, al 0.0003%.
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Cuando la sefial tiene suficiente intensidad se para la reaccién con agua. Cuando se
utiliz6 el segundo anticuerpo secundatio el revelado se realizo por una reaccién de
quimioluminiscencia con ECL (Pharmacia), siguiendo las instrucciones del
proveedor. En este caso la reaccién enzimatica produce un compuesto luminiscente

detectado mediante peliculas sensibles a tayos X (Hypetfilm, Pharmacia).

C.3.5.- Secuenciacién del extremo N-terminal de proteinas

Una vez finalizada la electroforesis tal y como se ha descrito en el aptdo. C.3.4.
de M. y M., se procede a la transferencia de las proteinas separadas a membranas de
PVDF (Sequi-Blot PVDF, Bio-Rad) para posteriormente secuenciat su extremo N-
terminal. El protocolo de transferencia es similar al descrito en el apartado antetiot,
con dos modificaciones sustanciales: La membrana de PVDF se equilibra
pteviamente en metanol puro y todos los disolventes utilizados en el tampdn de
transferencia o soluciones de tincién y destincién, como metanol y 4cido acético,
deben tener grado de pureza para HPLC. Transferidas las proteinas son localizadas
por tincion suave (1 min) con una solucién al 50% en metanol, 0.1% azul Coomassie
(Brilliant Blue R-250, Sigma) y 10% 4cido acético (HPLC). Postetiormente se lava la
membrana con una solucién metanol:acido acético:agua (50:10:40) y finalmente se
recortan las manchas correspondientes a las proteinas deseadas para iniciar el

protocolo de secuenciacién.

La microsecuenciacion del exttemo N-terminal de las proteinas seleccionadas

se llev6 a cabo mediante la reaccién de degradacién de Edman.

C.4.- Impronta de hojas

Esta técnica consiste en la impresion del tejido a estudiar en una membrana de
nitrocelulosa o PVDF. La detecciéon de proteinas puede llevarse a cabo mediante
anticuerpos especificos o por actividad enzimatica. La localizacién del virus dentro
de la hoja se realiza mediante el uso de un anticuerpo que reconoce especificamente
la proteina de la capsida de los dos tobamovirus utilizados en este trabajo dada su

homologia en secuencia y estructura. Este anticuerpo, obtenido a pattir de virus
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purificado de planta, dio sefiales inespecificas que fueron eliminadas por reabsorcion
del suero con un extracto aceténico total de hoja y tallo de plantas jévenes de N.

benthamiana.

En nuestro caso, se tealizaron imptesiones en membranas de nitrocelulosa de
hojas completas, S y AS, de plantas infectadas con PMMoV-I y S y las
cotrespondientes sanas. Una vez hecha la impresion de las hojas y secas las
membranas, se lavan estas 15 min con tampén L1 (Tris-HC1 0.1 M a pH 8.0, Tween
20 0.3%) y se bloquean 30min en tampén B (BSA 0.25 %, gelatina 0.25%, Tris-HCI
0.1 M a pH 8.0, Tween 20 0.3%). Postetiormente se incuban 16 h con el anticuerpo
ptimatio especifico de la cipsida del vitus a una concentraciéon adecuada en tampén
B, se hacen 3 lavados de 10 min en tampén L1 fresco y se incuban 1 h con el
anticuetpo secundatio (GARPO, Sigma), que estd conjugado con fosfatasa alcalina,
en una dilucién 1:5000 en tampén B. Se lavan 10 min en tampén L1 fresco, dos
veces 15 min en tampén L2 fresco (Ttis-HCI 0.1 M a pH 8.0, Tween 20 0.3%, SDS
0.05%) y 10 min en L1 para eliminar el SDS. Después se equilibran 10 min en
tampén para la fosfatasa alcalina (Tris-HCl 100 mM a pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl,
5 mM) y se revela con un volumen de este tampén, un tercio de volumen de solucion
de NBT al 5% en DMF al 70% y un sexto de solucién de BCIP al 5% en DMF al

100%. La reacci6én coloreada se detiene con agua.

C.5.- Electroelucion de proteinas

Este proceso se empleb para recuperar las proteinas de los geles tras realizar la
electroforesis en la forma que se detalla en el aptdo. C.3.1., con la finalidad de
obtener posteriormente sus respectivos anticuerpos. Las bandas correspondientes a
cada una de las proteinas de interés son cortadas, troceadas y electroeluidas mediante
un equipo de Bio-Rad modelo 422, siguiendo el protocolo de Matsudaira (1987) y se
utiliza tampén de electroforesis (Ttis 25 mM, glicina 190 mM y SDS 0.1%) para
aplicar una corriente de 15 mA por muestra a eluir. Se usan membranas con un

tamafio de poro de 3,5 kDa.
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Los polipéptidos se recuperan en un volumen aproximado de 1 ml y cada
soluci6n es dializada en NaHCO, 0.2 M, SDS 0.02% a 4°C para eliminar compuestos

toxicos para el animal de experimentacién.

C.6.- Obtencion de anticuerpos policlonales

Para la obtencién de anticuerpos policlonales especificos para las proteinas de
PsbO y PsbP fueron inoculadas en conejo, previamente emulsionadas en
coadyuvante. PsbO se inyect en la pata via intramuscular mientras que PsbP fue

inyectada en el cuello via subcutinea. Postetiormente, el suero resultante de la sangria

total de los animales fue titrada.

C.7.- Clonacion de secuencias de cDNA
C.7.1.- Oligonucleétidos utilizados

La numeracién de los oligonucledtidos utilizados hace referencia a las

colecciones del laboratotio de la Dra. Isabel Garcia Luque y son los siguientes:

107: 5" TACCACTACAATGGATG 3’

102: 5" AGATGGTGCACGATGCA 3°

110: 5" CCAAGGCCT,4 3°

Isu5: 5° ATGGCCACAACTGTATGGACCGA 3’
Isu3: 5" ACCAGACATACGTAACGCTTTTGC 3’
33a: 5" GAAGGTGTTCCAAAACGT 3’

33b: 5" CGCTCACCACCAGGAAGCTGAACTG 3’
24a: 5" CTIGCAGATGCTGCTTATGGAGAAGC 3°
24b: 5" GATTCAAATCCACCCTCTGAATCAGT 3’
24¢. 5 CAAGCTGGTGACAAGAGATGG 37

24d: 5" GTGCATAAAAAGCACAACTCATATGCTTAC 3’
24e: 5 AGAGGGGGGAGAACTAAGTACATAC 3°
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24f 5" TGCTTTAGGCCAAGCTCAATACTC 3’

16a: 5" AACTCGGATGAGGCAAGGGACTT 3’

16b: 5" GGGCTGTTCTIGGTCTTTGCTGCATGG 3’

F24: 5" CGCCAGGGTTTCCCAGTCACGAC 3’

R24: 5" AGCGCATAACAATTTCACACAGGA 3°

NUP: 5> AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT %

UPN: 5’ CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 3’

C.7.2.-Manipulacién de E. coli

Para la clonaci6n y la multiplicacién de los distintos plasmidos se han utilizado
las cepas DH50 (Hanahan, 1983): suypE44 AlacU169 (§80/acZAM15) hsdR17 recAl
endA1 grA96 thi-1 relA1) DE(argF-/ac)169 y SURE (Stratagene): el4 (McrA)
A(merCB-hsdSMR-mr) 171 end A1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB rec] sbeC umnC:iIn5
(Kan") uorC [F' proAB lacl"ZAM15 'Tn10 (Tet)] .

C.7.2.1.- Medios de cultivo, mantenimiento y crecimiento

Las bactetias transformadas con los distintos plasmidos fueron crecidas a 28°C
en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook y col.,, 1989), suplementado con ampicilina
(50-100 pg/ml). El ctecimiento en medio sélido se llevé a cabo en placas de Petri en
medio LB que contenia 1,8% de agar.

C.7.2.2.- Obtencion de bacterias competentes y transformacién

Se han seguido dos protocolos diferentes para la transformaciéon de E. cof,

mediante choque tétmico y electroporacion.

En el primer caso, la preparacién de las células competentes se llevé a cabo
segun se desctibe en Inoue y col. (1990). Para la transformacién, las células
competentes se incuban con el plaismido 30 min en hielo, un minuto a 42°C y se

siembran en placa sobre medio LB-agar.
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Para la preparacion de células electrocompetentes, una colonia bactetiana
aislada se hace crecer en 10 ml de medio LB a 28°C durante 12 hotas.
Posteriormente, 0.5 ml de este cultivo se utilizan para inocular 500 ml de medio LB
sin NaCl y se deja crecer hasta que la absotrbancia a 600 nm sea 0.4 - 0.5. Las
bacterias se recogen por centrifugacién durante 15 min a 2600 g a 4°C, y el
precipitado se suspende en 450 ml de glicerol al 10% estéril. Se repite la
centrifugacion tres veces, suspendiendo el precipitado sucesivamente en 250, 10 y 2
ml de glicerol al 10%. Finalmente, la suspensién bactetiana se alicuota en 50 pl y se

conserva a - 80°C.

La transformacion con el DNA plasmidico se llevé a cabo pot electroporacion
en un aparato Bio-Rad Gene Pulser, utilizando unas condiciones de 2.2 kV, 25 uF y
200 Q para cubetas de 0.4 mm de espesot.

C.7.3.- Preparacion y analisis de adcidos nucleicos
C.7.3.1.- Purificacién de DNA plasmidico

La purificaciéon de los plasmidos a pequefia escala se llevé a cabo por el

método de lisis alcalina descrito por Sambrook y col. (1989).

Para cultivos superiores a 200 ml de medio de cultivo, los plasmidos fueron
purificados por cromatografia mediante el “Plasmid Midi kit” de QUIAGEN,

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.

C.7.3.2.- Purificacion de DNA genémico de planta

El DNA de N. benthamiana fue extraido del tejido aéreo de plantas jovenes.

Para ello, el tejido fue triturado en presencia de nitrégeno liquido, y se le afiaden 2
ml/g de tejido de un tampén que contenia NaCl 1.4 M, CTAB al 2%, EDTA 20 mM,
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Ttis-HCI 100 mM a pH 8.0 y B-metcaptoetanol al 0.2% para incubar a 60°C durante
30 min. A continuacién se realizan dos extracciones consecutivas con un volumen de
cloroformo:isoamilalcohol (24:1), centrifugando cada vez durante 10 min a 3000 g, y
recogiendo la fase acuosa. E1 DNA se tecoge de esta fase acuosa por precipitacion
con 0.7 volimenes de isopropanol durante 12 - 16 horas a temperatura ambiente, y
posterior centrifugacién a 7000 g durante 5 min. El precipitado se lava con etanol
frio al 70% y se vuelve a centrifugar. Fl pellet es secado a temperatura ambiente y se
suspende en 0.9 ml agua/g tejido. Posteriormente, se le afiade RNAasa A-libre de
DNAasa (100 pg/ml) y se incuba durante 30 min a 37°C. El DNA se recoge por
ptecipitacién con un volumen de acetato aménico 3 M a pH 7.7, y dos volimenes de
etanol 100% frio. Se centrifuga durante 20 min a 7000 g y se lava el precipitado con
etanol al 70%, acetato sédico 0.3 M a pH 6.0, y después con etanol al 70%, para
suspender en agua destilada y volver a precipitar el DNA con 0.1 volimenes de
acetato sédico 3 M a pH 4.8 y 2 de etanol al 100%. El precipitado se resuspende en
agua y se limpia de proteinas, extrayendo dos veces con un volumen de
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1). Después se precipita el DNA con 0.11
volumenes de acetato sédico 3 M a pH 4.8, y dos de etanol 100%, y el precipitado se

resuspende en agua y se cuantifica.

C.7.3.3.- Extraccién de RNA total de plantas

El RNA total de plantas fue extraido segun el método de Logeman y col.
(1987). Adicionalmente, y con el fin de eliminar azicares de las muestras, a la
solucién de RNA purificado se le afiaden 0.1 volimenes de acetato sédico 3 M a pH
5.3 y se incuba durante 20 min en hielo. Se centrifuga 10 min a 15000 g en
microcenttifuga, se recoge el sobrenadante y el RNA se precipita con 2.5 volimenes
de etanol al 100%. Tras incubarse a - 20°C, el RNA se recoge por centrifugacion a
20000 g durante 10 min, se le afiaden 0.5 ml de etanol al 70% y se centrifuga a 20000
g durante 5 min para suspender finalmente el precipitado en agua desionizada estéril.
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C.7.3.4.- Anilisis electroforético de DNA

Las muestras de DNA fueron analizadas por electroforesis en geles

horizontales de agarosa al 0.8 6 1.2%, dependiendo del tamafio del fragmento a
analizar, y que contenian bromutro de etidio (0.5 pg/ml). Las muestras fueton diluidas
con 0.1 volimenes de tampén de catga (EDTA 50 mM a pH 8.0, azul de bromofenol
0.1%, xilencianol 0.1% y glicerol 50%) antes de set colocadas en el gel. Como
tampon de electrodos se utiliz6 TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM a pH 8.0) y
el voltaje aplicado fue de 5 V/cm, dependiendo de los objetivos de la electrofotesis.
Las bandas fueron visualizadas mediante iluminacién con UV.

C.7.3.5.- Purificacion de DNA de geles de agarosa

La elucién de fragmentos de DNA de geles de agarosa, una vez separados
mediante electroforesis, se llevé a cabo mediante congelacién-descongelacién en
presencia de fenol. Para ello, la banda de agarosa que contenia la banda de intetrés
(Seakem GTG agarose, BMA) se trituré en presencia de fenol saturado en Ttis en
proporcion 1:1. A continuacion el homogeneizado se congeld a - 70°C durante 5 - 10
min, y se centrifugb a 20000 g durante 15 min. Se recogié la fase acuosa y se sometid
a dos extracciones consecutivas con fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25::24:1).
Posteriormente, se le afiadieron 0.11 volimenes de tampén acetato sédico 3 M a pH
4.8 y dos volimenes de etanol 100%, y se mantuvo durante al menos dos horas a -
20°C. El DNA fue recogido por centtifugacién y suspendido en agua desionizada
estéril.

C.7.3.6.- Cuantificaciéon de acidos nucleicos

Las concentraciones de los 4cidos nucleicos se determinaron
espectrofotométricamente, aplicindole los coeficientes de extincion molar €, de 25
(Kaper y col, 1971) para icidos nucleicos monocatenarios y de 21 para los

bicatenarios (Billeter y col., 1966).
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C.7.3.7.- Tratamiento enzimatico del DNA

La manipulacién enzimitica del DNA con enzimas de restriccion u otras
enzimas modificadoras, se llevé a cabo siguiendo protocolos bien establecidos
(Sambrook y col., 1989), asi como las instrucciones de las casas proveedoras de las

enzimas.

C.7.3.8.- Amplificacion de DNA mediante PCR

La amplificacién de DNA mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se realizé en un termociclador (GeneAmp PCR System 2440, Perkin Elmer)
como se desctibe en Tenllado y col. (1994), utilizando las DNA polimerasas Taq
(PROMEGA) o AmpliTaq (Roche). Las temperaturas de anillamiento en cada
reaccién fueron ajustadas en funcién de las temperaturas de fusién de los cebadores

empleados. Como moldes hemos utilizado:
- plasmidos

- cDNA de una genoteca de IN. benthamina, clonada en el vector pACT2, que
nos fue cedida por el Dr J. Bol, Wageningen (Holanda).

- cDNA obtenido pot trasctipcion inversa de 0,5 ug de RNA total extraido de
plantas de N. benthamiana sana, utilizando como cebador el
oligonucleétido 110 y la enzima transctiptasa inversa del virus de la
mieloblastosis aviar (AMV RT), segun se describe en Tenllado y col
(1994).

En otros casos, la amplificacién del DNA se llevé a cabo usando el SMART™
RACE Amplification kit, de Clontech, siguiendo las instrucciones recomendadas por
el proveedor. Como molde para la reaccién del cDNA se utilizaron 1 pug de RNA
total extraido de plantas de IN. benthamiana sanas, el oligonucleétido 110 y la enzima
SupetScript II RNAasa H transcriptasa inversa (Gibco BRL). Para la PCR, se utiliz6
la DNA polimerasa Advantage 2 (Clontech).

Para confirmar las secuencias amplificadas se obtuvieron réplicas procedentes

de sucesos independientes de PCR.
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C.7.3.9.- Clonacién de DNA obtenido por PCR

Las bandas de DNA obtenidas potr PCR fueron clonadas en el vector pGEM-
T Easy, una vez purificadas de geles de agarosa, utilizando el kit pPGEM-T Easy
System (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.

C.7.3.10.- Seleccion y anilisis de clones recombinantes

La seleccién de plasmidos recombinantes se realizo por el andlisis del tamaiio
del inserto, mapa de restriccién con enzimas adecuadas, y secuenciacion. En algunos
casos los plismidos fueron seleccionados mediante anilisis de Southern (aptdo.

C.7.3.11) o por hibridacién de colonias.

Para la hibridacién de colonias se sigui6 el protocolo desctito en Sambrook y
col. 1989). Las colonias fueron transfetidas a una membrana de nylon (Hybond-N,
Pharmacia), fijindose el DNA a la membrana mediante irradiacién con 120 m]J de luz
UV en un aparato UV Stratalinker (Cultek).

Como sondas utilizamos fragmentos de DNA marcados por incision
ambulante “nick translation” con [a-’P] dCTP, que fueron obtenidas mediante el kit
Rediprime IT (Pharmacia) y purificadas por columna de Sephadex G-25 (Quick Spin,
Roche) en las condiciones recomendadas por los proveedores. Cuando utilizamos
estas sondas de DNA marcadas radiactivamente, se sigui6 el protocolo desctito en
Sambrook y col. 1989. Para ello, las membranas, una vez fijado el DNA, se incuban
1-2 hotas 2 65°C en solucién de hibridacién (SSC 6x, Denhardt 5%, SDS 0.1% y 100
ug/ml DNA de esperma de salmén desnaturalizado) y se hibrida 16 horas a 65°C
con la sonda especifica en la solucién de hibridacién. A continuacién se lavan dos
veces en SCC 6x, SDS 0.1%, tres veces en SSC 2x, SDS 0.1%, y una vez en SSC 0.1x
y 0.1% SDS. Todos los lavados se realizaron a 65°C durante 30 min cada uno. Una
vez secas las membranas, éstas se exponen a peliculas sensibles a rayos X (Hypetfilm,

Pharmacia).

En otros casos usamos sondas de DNA marcadas con digoxigenina-11-dUTP,
que fueron sintetizadas usando el kit DIG-High Prime (Roche). Para la deteccion de

las sefiales de hibridacién por luminiscencia usamos el kit DIG luminiscence
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detection (Roche). Las membranas fueron prehibridadas e hibridadas a 42°C en

presencia de formamida al 50% en las condiciones recomendadas por el proveedor

(Roche).

C.7.3.11.- Deteccion de secuencias de DNA por hibridacion (Analisis de
Southern)

Para el anilisis de Southern de fragmentos de PCR, o de los productos de
digestién de plismidos recombinantes, los acidos nucleicos fueron separados en geles
de agarosa al 1.2%-TAE como se desctibe en el aptdo. C.7.3.4, antes de ser

transferidos a membranas de nylon (Hybond-N, Pharmacia).

Para el analisis del DNA genémico, 10 pg de DNA fueron digeridos con 30 U
de las enzimas de testriccién Eco RV, Hind III y Xba I a 37 °C. Pasadas 16 h, se
afladen otras 30 U de cada enzima y 20 ug de RNAasa A libre de DNAasas y se
incuba durante 7 h. Las mezclas de digestion fueron separadas electroforéticamente
en un gel del 1.2% de agarosa en tampén TAE con un voltaje constante (2.5 V/cm)
durante 14 horas. Terminada la electroforesis se tifie el gel en una soluciéon de 1
ug/ml de bromuro de etidio en agua estéril durante 30 min y se destifie en agua otros
30 min, antes de set visualizado en presencia de luz UV. Posteriormente, el gel se
ilumina con luz UV durante 5 min, y el DNA se desnaturaliza incubando el gel dos
veces en solucién de desnaturalizacién (NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M) durante 30 min.
A continuacién se incuba dos veces durante 30 min en solucion de neutralizacién
(NaCl 1.5 M y Tris 0.5 M a pH 7.4) y finalmente se equilibra el gel en SSC 20x
durante 30 min. A continuacién el DNA se transfiere por capilaridad a una

membrana de Hybond-N (Pharmacia), como se desctibe en Sambrook y col. (1989).

El DNA transferido se fija 2 la membrana por irradiaciéon con luz ultravioleta
(120 m]) en un UV Stratalinker (Cultek). Posteriormente, las membranas fueron
hibridadas con sondas de DNA marcadas con [0-*P] dCTP o con digoxigenina-11-
dUTP, en las condiciones desctitas en el aptdo. C.7.3.10. de M. y M.
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C.7.3.12.- Deteccién de secuencias de RNA por hibridaciéon (Anilisis de
Northern)

Para el anilisis de Northern, las muestras de RNA (5 pg) se desnaturalizan a
55°C durante 15 min en presencia de MEN (MOPS 2 mM, acetato sédico 5 mM,
EDTA 1 mM a pH 7.0), formamida 40%, formamida 12% y bromuro de etidio 0.06
mg/ml. A continuacién se fraccionan en geles de agarosa al 1.5% en tampén MEN y
formaldehido al 16%, utilizando como tampén de electroforesis MEN y
aplicaindosele una cottiente de 7 V/cm. Una vez visualizados por iluminacién con
UV, los RNAs fueron transferidos pot capilaridad a membranas de nylon (Hybond-
N, Pharmacia), segin se desctibe en Sambrook y col. (1989), y fijados a la membrana
pot irradiacién con luz UV (120 m]) en un aparato UV Stratalinker (Cultek).

Para la hibridacién con sondas de DNA radiactivas, cuya obtenci6n se desctibe
en el aptdo. C.7.3.10, las membranas se incuban durante 1-2 h. 2 42°C en solucién de
prehibridacién (50% formamida, SSC 6x, SDS 0,5%, Denhardt’s 5x y 100 pg/ml de
DNA desnaturalizado de esperma de salmén) y se hibridan con la sonda especifica de
DNA durante 16 horas a 42°C en la solucién de hibtidacién (formamida 50%, SSC
6%, SDS 0.5%, sulfato de dextrano 500 al 3.3%, y 100 pug/ml DNA desnaturalizado
de esperma de salmén). Una vez hibridadas, las membranas son lavadas dos veces en
solucién SSC 2x, SDS 0.1% durante 15 min a temperatura ambiente en SSC 0.2x,
SDS 0.1% durante 15 min a 48°C y por tltimo en SSC 0.2x y 0.1% SDS dutante 15
min a 58°C. Se dejan secar y se exponen en peliculas sensibles a tayos X (Hypetfilm,

Pharmacia).

En otros casos usamos sondas de RNA marcadas con digoxigenina, que fueron
sintetizadas usando el kit DIG-High Ptime (Roche). Para la deteccién de las sefiales
de hibridacién por luminiscencia usamos el kit DIG luminiscence detection (Roche).
Las membranas fueron prehibridadas e hibridadas a 42°C en presencia de formamida

al 50% en las condiciones tecomendadas pot el proveedor (Roche).

Por dltimo, también se obtuvieron sondas de DNA marcadas con [0->*P]
dCTP mediante PCR. Para ello se utiliz6 como molde para la teaccién 50 ng de
plasmido conteniendo el fragmento que se desea utilizat como sonda y como

cebadores los universales. Terminada la reaccidn, el fragmento sintetizado se purifico
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en columnas de Sephadex G-25 (Quick Spin, Roche) y se hibridaron en las

condiciones ya descritas antetiormente.

C.7.3.13.- Sondas utilizadas

Las sondas utilizadas para analizar la acumulacién de los mRNAs que codifican
las proteinas del OEC fueron marcadas con [a-’P] dCTP tal y como se detalla en el
aptdo. C.7.3.10 de M. y M..

Las secuencias matcadas para la deteccion de los mRNAs Las secuencia
utilizadas fueron los insertos de los clones p33-I-3P para el mRNA psbO, p24-11-3P
para el pcbP y p16-I-3P para el psbQ. Para el estudio del genoma de N. benthamiana
por Southern blot pata psbo, psbP y psbQ se utilizaron como sondas los mismos
fragmentos marcados, y como pattén de longitud de banda el fago A digerido con
EcoRI y HindIIIL.

Las sondas utilizadas para la deteccién de los mRNA rca, gox, lhcb1 y rbcL se
corresponden con las secuencias codificante del cDNA clonado en N. benthamiana
como se detalla en el aptdo. C.7.3.9 de M. y M..

Las sondas para la deteccion de los mRNA psaK y rbcS fueron obtenidas a
partit un fragmento de cDNA cotrespondiente a su secuencia codificante; Y la
secuencia marcada utilizada para la deteccion del mRNA psbA, correspondiente a un
fragmento de su secuencia codificante y cedida por el Dr. R. Picorel.

El analisis de la acumulacién de RNA viral se realiz6 utilizando como sonda un
fragmento de cDNA, obtenido pot PCR como se indica en el aptdo. C.7.3.9 de M. y
M. y marcado con [a-**P] dCTP, correspondiente al fragmento del RNA genémico
de PMMoV-S que incluye la region codificadora de la proteina de la capsida (CP) y el
extremo 3’-NC. Fue posible la utilizacién de la misma secuencia marcada como
sonda para la deteccion del RNA de PMMoV-S y PMMoV-I debido a la alta

homologia de secuencia existente entre ambos en esta region.
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C.7.3.14.- Determinacion de las secuencias nucleotidicas

Las secuencias nucleotidicas de los plasmidos recombinantes y de los
fragmentos de PCR fueron determinadas en el setvicio de secuenciacién del CIB
(CSIC) con un secuenciador automatico de DNA (ABI PRISM 377, Applied
Biosystem) y el “Big Dye reaction kit terminator” (Petkin Elmer). Como cebadores
de las reacciones de secuenciacién se utilizaron los oligonucle6tidos universales F24 y
R24 para obtener las secuencias contenidas en el vector pGEM-T Easy, y los
oligonucleétidos 101 y 102, para establecer las secuencias insertadas en pACT2.

C.7.3.15.- Anilisis de las secuencias

Para el analisis de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas deducidas se
utilizaron los programas McMolly Folder, BLAST y BLASTX (Altschul y col., 1990),
y CLUSTAL-W (Higgins y col., 1994).

C.8.- Técnicas de imagen
C.8.1.- FI
C.8.1.1.- Aparato de medida de la FI

El sistema con el cual se realizaron las medidas de FI, desarrollado por M.
Ciscato en la Universidad de Limburg (Bélgica), y minuciosamente desctito en su
Tesis doctoral (2000) es similar al descrito por Balachandran y col. (1994) y esta
constituido por las unidades de excitacién, imagen, y control (fig. 20):

- unidad de_excitacion: Permite la iluminacién de la muestra a dos intensidades
luminicas distintas, la de luz actinica emitida por una lampara de xenon de 150 W, y
otra saturante que se consigue con un conjunto de cuatro lamparas también de xenon
de 250 W. Los dos tipos de iluminacién permiten disctiminar los componentes del
guenching de la fluorescencia. Todas ellas estan provistas de un mecanismo de

disipacién de calot, y de un filtro con una solucién saturada de CuSO, que permite
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que s6lo las longitudes de onda inferiores a 650 nm, a la que absorben las clorofilas
de la antena del PSII (LHC-II), incidan en la muestra. La luz es conducida a través de
cables de fibra 6ptica desde las limparas hasta el interior de la cimara oscura donde
se sitia la muestra, de forma que se consigue una distribucion uniforme de luz
incidente en un 4rea de aproximadamente 10 cm de didmetro y una intensidad
méxima para la luz actinica de 220 umol m? sy de 1100 pmol m?® s~ para la luz

saturante.

- ynidad de imagen: consiste en una cimara de video CCD en blanco y negro
(Sony XC-75) equipada con un filtro B+W 092 (Schneider Optics Inc., Haupagge,
NY, USA), que petrmite la captacion de la luz en la region del rojo lejano-infrarrojo
cetcano en la cual emite fluorescencia el PSII. La camara, dentro de un rango
especifico, tiene una respuesta lineal a la intensidad luminica, de forma que la
intensidad de la sefial de video en un éirea concreta de la imagen se puede
cottelacionar con la intensidad de la luz recibida por el detector, y en el caso de la
fluorescencia setia propotcional a la intensidad de ésta emitida por la muestra. Esto
permite al sistema realizatr medidas cuantitativas; pero para obtener valores
numéricos de las intensidades luminosas es necesatio convertir la sefial analégica de
la cimara en digital, lo que lleva a cabo la unidad de control. El uso combinado de un
filtro azul para la luz incidente y otto rojo para la captacion de luz evita la
interferencia en la medida de la luz reflejada por la superficie de la muestra que
falseatia la medida de luz emitida pot ésta. La luz procedente de la unidad de

excitacion, induce la fluorescencia de la chl que es captada por la unidad de imagen.

- unidad de control: consiste en un ordenador personal con un procesador Intel
Pentium III que trabaja bajo el sistema operativo Linux y controla automaticamente
el sistema gracias a un programa desarrollado por el disefiador del equipo llamado
Grabix y que consta de dos médulos esctitos en lenguaje C. El primero controla las
lamparas por medio de un convertidor AD/DA, y el segundo controla la camara,
generando imégenes en escala de grises y guardindolas en archivos de 640x480 pixels

tipo raw, que se corresponden con un area de 8.5 x 6.4 cm.
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Fig. 20.- Esquema del sistema de medida de Fl desarrollado en la
Universidad de Limburg (Bélgica) por M. Ciscato (2000).

Para medir una hoja concreta se introduce la planta completa en una camara
opaca en cuyo interior estan también la caimara CCD vy el extremo distal de las fibras
opticas de la unidad de iluminacion de forma que, con la ayuda de un soporte movil,
se coloca la hoja de interés en la posicion adecuada bajo el sistema de iluminacién y a

la distancia correcta del objetivo de la CCD para que la imagen quede enfocada.

C.8.1.2.- Procesamiento de datos de FI

Cada uno de los pixels que componen una imagen de fluorescencia tiene un
valor que representa la intensidad de fluorescencia emitida por la zona de muestra
cotrespondiente. Por tanto, si operamos pixel a pixel con estas imagenes reales
podemos obtener otras virtuales que representan los distintos parametros de
fluorescencia. Asi las imagenes adquiridas por el sistema necesitan ser procesadas
digitalmente para dar una interpretacion cuantitativa de ellas. El procesamiento de
imagenes se ha llevado acabo con el programa, KhorosPro2001 (Khoral Research
Inc., Alburquerque NM, USA) que funciona bajo Linux y permite el disefio de tareas

automaticas de procesamiento y analisis de imagenes.

Antes de operar con las imagenes de fluorescencia para calcular los parametros

deseados, es necesario corregir previamente:
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- ¢/ ruido de fondo de la cimara digital. Para cotregir la sefial de fondo intrinseca de
la CCD a todas las medidas de fluorescencia se les sustrae una imagen

tomada con las luces apagadas.

- la heterogeneidad de la intensidad de la Iuz incidente. Las fibras opticas que conducen
la luz incidente estan dispuestas de forma que se consigue, en la zona de
enfoque de la CCD, una supetficie de unos 10 cm de diametro en la que
se considera que la intensidad de luz es la misma. Pero para corregir la
pequeiia diferencia de intensidad dependiente de la distancia al centro del
irea a las imagenes de fluorescencia F’g se les resta una imagen tomada
con sélo la luz actinica encendida (backgroundS), mientras que a las

imagenes de F’,; se les resta otra tomada con todas las lamparas

operativas (backgroundM).

C.8.1.3.- Protocolo de medida

Las medidas se realizaron siguiendo el método de analisis de coeficientes de
quenching, en el que se somete a la muestra vegetal previamente adaptada a la
oscuridad, situacién en la cual los procesos fotoquimicos y no fotoquimicos estin
inactivos, a un pulso de luz saturante con el que se consigue que la Q, totalmente
oxidada se reduzca por completo, alcanzando la fluorescencia su valor maximo, F,.
Segundos después se ilumina la muestra con una luz actinica y se somete a sucesivos

pulsos de luz saturante obteniendo una grafica como la de la fig. 21.

La diferencia entre los valotes de fluorescencia maxima Fy y F’; se debe la
disipacién de energia en forma de calor mientras que la diferencia entre Iy, y el valor
de fluorescencia en el estado estacionario (Fg) se debe a la conversion de la energia
absorbida en energia quimica (procesos fotoquimicos). Por tanto se pueden
determinar los cotrespondientes valores de quenching fotoquimico y no fotoquimico
respectivamente como:

Fu-F Fm—-Fum

an=

qQe= — -
FM—F() FM—FO
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Fig. 21.- Cinética de induccion de la fluorescencia por el método de los pulsos

saturantes.

Dado que la induccién de la fluorescencia tiene lugar en unos pocos
milisegundos, solo con aparatos muy precisos y suficientemente ripidos puede
medirse F,. En estos casos solo se puede calcular una aproximaciéon de estos
patrdmetros. Considerando que Fg es pricticamente igual a F, el rendimiento cuantico
del PSII, o lo que es lo mismo, la proporcion de energia absorbida por el PSII que es
utilizada en el transpotte electrénico fotosintético puede ser calculado (Genty y col,,
1989) como:

Fu—Fs
P psp = -
Fum
Este ®@ es directamente propotcional a la tasa de fijacion de CO, utilizada

como indicador del rendimiento de la fotosintesis.

Teniendo en cuenta la misma aproximacion, se considera que el quenching no

fotoquimico puede calcularse, segin Bilger y Bjérkman (1990), como:
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Fu—Fu

NPQ ;
Fwm

En nuestro caso se obtuvieton imigenes para los parimetros ® y NPQ de
hojas S, AS y de las correspondientes en plantas control de plantas a 2, 4, 7, 10, 14,
17, 21, 24 y 28 d.pi. Las medidas de la fluotescencia se realizaron con una luz
actinica de 200 uE m™ s”, que en el primer segundo se suplementa con un pulso de
luz saturante de 1300 pE m? s para obtener la imagen cortespondiente a Fy. A
pattit de este momento se somete la muestra a una setie de pulsos saturantes de luz a
2, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 180, 240, y 300 segundos. Para el analisis de los
coeficientes de quenching se toman imigenes sucesivas antes y durante cada uno de
los pulsos de luz (Scholes y Rolfe, 1996) correspondientes a los parametros F y F’y,.
De esta forma se consiguen una serie de 23 imigenes para cada muestra, la
correspondiente a Fy; mas dos por cada uno de los pulsos de luz saturante, que seran
procesadas para el calculo de NPQ y ®.

En algunos casos, hemos definido en las imagenes regiones de interés (RI) del
tamafio de 10x10 pixels cortespondiente a 1,78 mm2 para calcular en esa zona el
valor medio del parimetro de que se trate u obtener cinéticas de éste a lo largo del
tiempo de medida. El valor de fluorescencia de cada RI es calculado como la media
aritmética de los valores de cada pixel y normalizado con tespecto a la diferencia

entre el valor de Fyya t = 1 seg y Fga t = 300 seg.

Cada punto de la grafica es la media aritmética del valor del parametro en un
total de nueve RlIs resultantes de considerar la hoja equivalente en tres plantas, y en
cada hoja tomar tres repeticiones. Por tanto, cada valor presentado es la media del

valor de 900 pixels, o lo que es lo mismo, 900 medidas de fluorescencia para una
zona definida.
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0 -
Fig. 22.- Imagen de hoja AS a 17 d.p.i. de planta inoculada con PMMoV/-1
correspondiente al NPQ en escala de grises y en escala de falsos colores (sendo-

SA de Khoros).

Para hacer apreciables pequefias diferencias espaciales a lo largo de la hoja, la
escala de grises (256 tonos de gris) de las imigenes que representan los distintos
parametros calculados no resulta adecuada. Por ellos, de las distintas escalas de falsos
colores disponibles en Khoros se ha seleccionado el seudo-SA llamado asi por la
revista Scientific American. En la fig. 22 se comparan la escala de grises con la de falsos

colores.

C.8.2.- Microscopia electréonica

Las muestra se fijan en glutaraldehido 0.2% en un tampén Na - PIPES 50 mM
a pH 7.5 que se infiltra en el tejido mediante vacio, y al que se afiade verde de
malaquita al 0.1% (p/v) que tifie los tejidos que han sido cotrectamente infiltrados.
El proceso se realiza a 4°C durante una noche, para lavar después tres veces durante
30 min en tampén Na-PIPES 50 mM pH 7.5 y fijar nuevamente con tetréxido de
osmio al 2% en tampén cacodilato sédico 0.2 M. Pasadas dos o ttes horas se realizan
tres lavados de 5 min en tampén cacodilato sédico 0.2 M y finalmente las muestras se

incuban 16 h en una solucién al 2% acetato de uranilo en agua destilada.

Las muestras se incluyeron en una resina hidrofébica tipo Spurt. Para ello

previamente se deshidraté gradualmente el tejido mediante incubaciones de 20 min

103




MATERIAL ¥ METODOS

en soluciones de etanol con potcentajes en agua gradualmente crecientes (30, 50, 70,
90%) a temperatura ambiente. La deshidratacién termina con 4 incubaciones de 30
min en etanol absoluto. Posteriormente la muesttra se incuba con 6xido de propileno
100% durante 1 h con un cambio de solucién, de cara a facilitar su inclusién en la

resina.

La resina Sputt se ptrepara mediante la siguiente mezcla: 20 g diéxido de
vinilciclohexeno (ERL 4206), 10.5 g DER737, 52 g anhidrido nonenilsuccinico
(NSA) y 0.8 g dimetilaminoetanol (DMAE) La inclusién de las muestra se lleva a
cabo a temperatura ambiente con dos incubaciones de 1 h en 6xido de propileno :
sputt en la propotcién 2:1 (m/m) seguidas de una incubaciéon de 16 h en éxido de
propileno : sputr en la proporcion 1: (m/m) en agitacién. Escogen las muestras para
analizar y se colocan en un molde que se tellena con la resina y se deja polimerizar

durante 16 h en un horno a 70°C.

La muestras incluidas quedan listas para hacer los cortes ultrafinos para el

microscopio electronico de transmision.

104



2
S

Q
mﬂ ,
g

&

2

.‘.OQC..C.QQ...‘QC.......OQ..QQ.....C......C.C...Q..O....O.
T TR e eSSttt







D.1.- Sintomatologia

Hemos estudiado el efecto de la infeccién viral en el aparato fotosintético
utilizando como modelo expetimental el sistema huésped-patisito plantas de

Nicotiana benthamiana-virus del moteado suave del pimiento.

Para ello, las plantas fueron inoculadas con vitus putificados de PMMoV-S o
PMMoV-1, como se desctibe en el apartado C.1 de M y M.

En el estadio en el que usamos las plantas de N. benthamiana pata set infectadas,
éstas desarrollan los primeros sintomas tras 6 u 8 dias de ser inoculadas con
cualquiera de las cepas virales. Estos consisten en un fuette enrollamiento hacia abajo
de las hojas superiores que se desatrollan con postetiotidad a la inoculacién (lamadas
hojas S). Por el contratio, las hojas que estaban desarrolladas en ese momento no

ptesentan sintomas en el petiodo de infeccién estudiado (denominadas hojas AS)

(fig. 23).
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Control PMMoV-§ PMMoV-I Control PMMoV-S  PMMoV-I

Control PMMoV-§ PMMoV-1 Control PMMoV-§ PMMoV-1I

’ z

Control PMMoV-S PMMoV-I Control PMMoV-S PMMoV-I

Fig. 23.- Sintomatologia: hojas de plantas de N. benthamiana sanas e
inoculadas con PMMol/-S y PMMoV-1 a lo largo de la infeccion. A, By C
son hojas AS y D, E y F hojas S, a 7, 14y 28 d.p.i. respectivamente.

Fig. 24.- (en la pdgina siguiente) A: Sintomatologia de plantas NN.
benthamiana de infectadas con PMMol’-S y PMMoV'-I a los 28 dp.i.. B:
Detalle de la z0na de inicio de la recuperacion de los sintomas en plantas

infectadas con PMMoV/-1. C: Hojas recuperadas de estas plantas.
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Ademas, las plantas infectadas muestran una inhibicién del crecimiento de los
entrenudos, asi como del tamafio de las hojas jévenes, aunque el nimero de éstas no
se ve afectado con respecto al de las plantas control. Este efecto es muy acusado a

pattit de los 14 d.p.i., y es mas evidente en el caso de la infeccién por el PMMoV-S.

Postetiormente, las plantas inoculadas con PMMoV-S desarrollan
progresivamente una clorosis generalizada (fig. 24A). Por el contrario, las plantas
inoculadas con PMMoV-I comienzan a desatrollar un proceso de recuperacién de los
sintomas en la zona apical a pattir de los 22 - 24 d.p.i,, coincidiendo con la aparicién
de los escapos florales. Esta recuperacién, completa a los 28 d.p.i., consiste en un
crecimiento normal de los entrenudos, de forma que las plantas llegan a alcanzar a
veces la altura de las plantas control. Ademds, las hojas desarrolladas en este periodo
no presentan enrollamiento, y su tamafio es algo menor que las correspondientes

hojas de las plantas sanas. En algunos casos muestran sintomas de mosaico muy
atenuado (fig. 24A y B).

Basandonos en la gravedad de los sintomas, podemos considerar, por tanto,
que PMMOoV-S es mas virulento que PMMoV-1L.

D.2.- Determinacion de la secuencia aminoacidica de la region N-terminal de

las isoformas minoritarias de PsbP

Cuando se analizan preparaciones de membranas tilacoidales de plantas sanas
de N. benthamiana mediante electroforesis bidimensional, y posterior
inmunodeteccién con anticuerpos especificos de la proteina PsbP del OEC, segtin se
describe en los aptdos. C.3.2 y C.3.4 de M. y M., se detectan cinco manchas bien
definidas (fig. 25) que dan reaccién positiva. Estas manchas se han denominado A, B,
B’, C, y D, siguiendo la nomenclatura previa (Rahoutei y col., 2000).
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Jig. 25: Tincidn con plata de preparaciones de membranas tilacoidales de
Plantas de IN. benthamiana analizadas por electroforesis bidimensional (A) e
immunodeteccion (B) de la proteina PsbP del OEC. Se indican las posiciones
de las 5 manchas (A, B, B’, C, y D) que reaccionan con los anticuerpos

; especificos

A. thaliana (049344)
S. Olaracea (P12302)
N. tabacum (Q40457)
C. sativus (Q9SLQ8)
L. esculentum (P29795)
S. tuberosum (P93566)
N. tabacum (A) (Q43363)
N. benthamiana (D)

N. tabacum (B) (Q04126)
N. tabacum (F) (Q04125)
N. benthamiana (A/B/B’/C)

N. tabacum (2AF) (Q04127)
A. thaliana (Q42029)
P. sativum (P16059)
N. tabacum (Q40458)

Jfig. 26: Alineamiento miiltiple de las secuencias aminoacidicas de la region N-

terminal de las proteinas maduras de PsbP de N. benthamiana, y de otras
especies vegetales. Las posiciones conservadas se marcan sobre fondo verde, las
substituciones aminoacidicos conservativas sobre azul, las semiconservativas
sobre rojo y las no conservativas sobre amarillo. Las isoformas de .. son las
clonadas por Hua y col. (1992).
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Al inicio de nuestto trabajo, ya se habia determinado la secuencia aminoacidica
de la regiéon N-terminal (Rahoutei, 2000) de las tres manchas mayoritarias B, C y D,
pot lo que consideramos necesatia la determinacién de la secuencia aminoacidica de

las otras dos manchas, antes de procedet a la caractetizacién de sus mRNAs.

La secuenciacién de la tegién N-terminal de las manchas A y B’ la llevamos a
cabo segun se detalla en el aptdo. C.3.5 de M. y M., y pudimos establecer la secuencia

de los 15 primeros residuos.

La compatacién de las secuencias aminoacidicas obtenidas (fig. 26) muestra
que ambas comparten la misma secuencia N-terminal, que a su vez es idéntica a la de

las manchas B y C, y por tanto distinta a la de D.

En la figura 26 se muestra el alineamiento de las secuencias de los extremos N-
terminal de las isoformas de PsbP de IN. benthamiana con las correspondientes
secuencias de otras especies de plantas supetiores, disponibles en las bases de datos,
segun el programa CLUSTALW 1.82. En este alineamiento multiple comprobamos
que las posiciones 1-11 y la 13 estin consetvadas en todas las secuencias

aminoacidicas consideradas.

Por otro lado, se puede obsetvar que la secuencia del extremo N-terminal de
las manchas A, B, B’y C de IN. benthamiana coincide con la de la isoforma 2AF de N.
tabacum (Hua y col,, 1992), mientras que la secuencia obtenida para las mancha D
coincide con la de las isoformas B y F de esta planta (Hua y col.,, 1992). Ambas
secuencias se diferencian en un cambio no consetvativo Gln-Thr en la posicion 14 y

un cambio semiconservativo Asn-Asp en la posicién 15.
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D.3.- Clonacién de los genes que codifican las proteinas constituyentes del
OEC. Anilisis de sus secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

deducidas

D.3.1.- Clonacion de psbO. Anilisis de las secuencias de cDNA y

aminoacidicas deducidas
D.3.1.1.- Estrategia de clonacion de los cDNAs correspondientes a psbO

Con el fin de obtener los cDNAs correspondientes al gen psbO, se utilizé el
cebador 334 (aptdo. C.7.1 de M. y M., 27 y fig. 28), cuya secuencia cortesponde a los
18 nt codificadores del extremo amino de las proteinas maduras PsbO de N.
benthamiana. El cebador se disefié a partir de la secuencia nucleotidica deducida de las
secuencias aminoacidicas de dichas proteinas (Rahoutei, 2000), y de las secuencias
nucleotidicas disponibles en las bases de datos (X64349 de IN. tabacum y A60731 de
N. sylvestris).

Péptido lider Proteina madura

5

33a

A 4

« 33b

Fig. 27: Esquema de o@am'zm‘io’n de los cDINA correspondientes a psbO.
Las secuencias lider y 3-INC se representan con lineas. La region codificadora
del péptido serial y de la proteina madura se representa con rectingulos. La
posicidn de los oligonucledtidos 33ay 33b se muestran con flechas.

La amplificaciéon mediante PCR de la genoteca de cDNA de N. benthamiana
(aptdo. C.7.3.8 de M. y M.), utilizando como cebadores los oligonucleétidos 334 y
102 6 110 (aptdo. C.7.1 de M. y M.), dio lugar a una banda de cDNA diferentes. La
clonacién de estas bandas y el postetior examen de las secuencias nucleotidicas de los
clones obtenidos (clones 3’ en la tabla 2) mostré que correspondian a cuatro
secuencias diferentes de cDNA. Estas fueron identificadas como codificantes de la
proteina PsbO mediante BLAST por alineamiento con las secuencias depositadas en
las bases de datos.
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33-1 33-11
| Molde cDNA 5RACE cDNA 5RACE
| 2 | Cebadores 33y NUP 33by NUP
(%)
=
S| Clones | p33-I-5A | p33-1-5B | p33-II-5A | p33-I1-5B
o
Tamafio
671 670 645 623
(pb)
Molde |Genoteca cDNA (N. 4.) | Genoteca cDNA (IN. 4.)
2 Cebadotes| 334y 102 | 33ay110 | 332y 102 | 33ay 110
&
S| Clones | p33-I1-3A | p33-1-3B | p33-I1-3A | p33-I1-3B
o
Tamafio
876 867 876 869
(pb)
Tamafio (pb) 1169 1151
33-111 33-1IV
Molde cDNA 5RACE <DNA 5RACE
‘ | Cebadores 335y NUP 335y NUP
| (3]
8| Clones |p33-II1-5A | p33-111.5B | p33-VI-5A | p33-VI-5A
| &)
Tamafio
640 500 640 644
(pb)
Molde | Genoteca cDNA (IN. 4.) | Genoteca cDNA (N. 4.)
| :?g Cebadores| 33ay 102 | 33ay 110 | 33ay 102 | 33ay 110
_s Clones |p33-III-3A | p33-I11-3B | p33-VI-3A | p33-VI-3B
O
Tamafio
844 866 906 908
(pb)
Tamafio (pb) 1114 171

Tabla 2: Esquema de los clones parciales de los ¢cDINAs de psbO de N.
benthamiana. Se muestran los clones analizados para establecer las secuencias
nucleotidicas de psbO, su tamafio, asi como los cebadores y el molde de cDNA

utilizados para su obtencion.
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Para obtener la secuencia 5> del cDNA se disefi6 el cebador 334 (aptdo. C.7.1
de M. y M., fig. 27 y fig. 28), situado en una zona conservada de las secuencias
anteriores, a 368 pb de la posicién correspondiente al oligonucleétido 334 (fig. 27 y
fig. 28). Utilizando este cebadot, y mediante 5-RACE, como se detalla en el aptdo.
C.7.3.8 de M. y M., se amplificé una unica banda de cDNA. De la determinacién y el
analisis de las secuencias nucleotidicas de los clones obtenidos (clones 5’ en la tabla
2) se deduce la existencia de cuatro secuencias parciales codificadoras de cuatro
péptidos sefial mas el extremo amino de la proteina madura correspondiente. El
solapamiento de estas secuencias con las anteriormente descritas permitié completar

las secuencias nucleotidicas de las regiones codificadoras de cuatro proteinas PsbO.

D.3.1.2.- Anilisis de las secuencias nucleotidicas de los distintos cDNAs de
pshbO

Las secuencias completas de los fragmentos de cDNA examinados se muestran
en la fig. 28.

La secuencia 33-I tiene un tamaifio de 1170 pb. Desde su extremo 5’, contiene
48 pb de la region lider, un marco de lectura abierta de 999 pb, y 123 pb
cotrespondientes a la regién 3’-NC. La secuencia 33-II contiene 1153 pb: 22 pb de la
secuencia lider, una regién codificadora de 999 pb, y una regiéon 3>-NC de 132 pb. La
secuencia 33-III posee un total de 1116 pb, de los cuales 17 nt corresponden a la
tegién lider, 1002 pb a la secuencia codificante y 97 pb la region 3-NC. Y, por
tltimo, la secuencia 33-IV contiene 1146 pb que incluyen 23 pb de la secuencia lider,
1002 pb de la codificante y 159 pb de la 3>-NC.

En todos los casos los primeros 255 pb del marco de lectura abierta
codificarian el péptido sefial. La existencia de la cola de poli-A en el extremo 3’ de la
cuatro secuencias nos permite concluit que en los cuatro casos poseemos la regién

3’-NC de los cotrespondientes mRNAs.

Si comparamos la secuencia nucleotidica de 33-I con respecto a 33-1I vemos

que en la primera se han podido secuenciar 26 pb mais de la secuencia lider. 33-I tiene
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una deleci6én de los ultimos 9 pb de la region 3-NC. Y en la regién codificante tiene
11 sustituciones silenciosas, dos sustituciones nucleotidicas que dan lugar a un
cambio aminoacidico conservativo y tres que dan lugar a cambio semiconservativo.

Entre ambas hay un grado de identidad es del 95%.

La secuencia 33-I con respecto a 33-II] tiene secuenciadas 31 pb mas en la
regién de la secuencia lider, y en el extremo 3’-NC presenta dos deleciones de dos
bases y una de una base ademas de una insercién de 11 pb 7 posiciones después del
codon de terminacion otra insercion de 11 pb antes de la cola de poli-A. En la RC se
diferencian en 91 mutaciones silenciosas, 11 sustituciones nucleotidicas que dan lugar
a cambio aminoacidico conservativo, 10 a cambio semiconservativo y 2 a cambio no
conservativo. Ademas 33-I respecto a 33-III tiene una sustitucion C—G en la
posicion 998 que resulta en la mutacioén 6palo, y la sustitucion A—>G en la posicion
1001, codificando una proteina con un residuo menos de longitud. El grado de

identidad de estas dos secuencias nucleotidicas es del 83,4%.

La comparacién de 33-I con 33-I1 revela que para la secuencia lider han sido
secuenciados 25 pb mas, y en el extremo 3’-NC presenta dos deleciones de una base,
una de dos, una insercién de 11 pb 7 posiciones después del codén de terminacién, y
una de 47 pb antes de la cola de poli-A. En la regién codificadora 33-I tiene con
respecto a 33-I1”7 90 sustituciones silenciosas, 9 sustituciones que dan lugar a cambio
aminoacidico conservativo, 7 que dan lugar a cambio semiconsetvativo, y 2 a cambio
no conservativo. Ademas presenta las sustituciones sustitucion C—>G en la posiciéon
998 que resulta en la mutacion 6palo, y la sustitucion A—G en la posicion 1001,
codificando una proteina con un residuo menos de longitud. El grado de identidad

entre ambas secuencias es de 82,3%.

Se han secuenciado para la secuencia lider de 33-II cinco bases mas que para la
de 33-III. Ademas, 33-II tiene en su extremo 3’-NC dos deleciones de dos bases, una
insercion de 11 bases, una de una base y una de 20 respecto a 33-III. Si la
comparamos con esta misma secuencia, 33-II tiene en su region RC 83 sustituciones
silenciosas, 14 sustituciones no silenciosas que dan lugar a cambios aminoacidicos
conservativos, y semiconservativos y 2 no conservativos. También presenta las

sustituciones C—G en la posicién 998 y A—G en la posicion 1001 dando lugar a un
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acortamiento en un residuo en la longitud de la proteina codificada. El grado de
identidad entre ambas es del 84,9%.

Si comparamos las secuencias nucleotidicas 33-II y 33-I1” vemos que en la
secuencia lider se ha secuenciado una base mis. Y en el extremo 3’-NC 33-IT tiene
dos deleciones de una base, dos de una y una delecién de 38 bases antes de la cola de
poli-A. Ademas una insercién de 11 bases. En la RC 33-II tiene 90 sustituciones
silenciosas, 12 cambios nucleotidicos que dan lugar a cambios aminoacidicos
conservativos, 4 a cambios semiconsetvativos, y 2 a cambios consetvativos. 33-II
también presenta las sustituciones en las posiciones 998 y 1001 responsables de que
codifique una proteina con un residuo menos en el extremo C-terminal. El grado de
identidad entre 33-Il y 33-I1" es de 84,2%.

Por dltimo, comparamos la secuencia 33-III con la 33-I1. La secuencia lider de
33-III tiene 6 pb mas que 33-I1, y en su extremo 3’-NC se diferencia de ella en una
insercion de una base y en una delecion de 60 bases antes de la cola de poli-A. En la
secuencia de la RC se diferencian en 20 mutaciones silenciosas, 2 sustituciones que
dan lugar a cambio aminoacidico consetvativo, 3 a cambios semiconsetvativos y 2 a

cambios conservativos. Entre ambas el porcentaje de identidad es del 92,3%.

En la figura 28 se presenta el alineamiento multiple de estas secuencias
nucleotidicas. Para facilitar su examen, éstas han sido numeradas asignando la
posicion 1 a la adenina del codén de inicio de la traduccién. El alineamiento muestra
que la region lider del mRNA y la 3>-NC son las zonas del mRNA con mayor

variabilidad en secuencia y también en longitud.

Dentro de la region codificadora, podemos observar una mayor variabilidad en
la zona que codifica al péptido sefial. Asi, de un total de 132 posiciones mutadas
presentes en los marcos de lectura abierta hay 104 que son silenciosas y 29 que
producen cambio en el significado del codén. De estas 28 posiciones, 14 ocurren en
los primeros 255 pb, codificantes del péptido sefial. En seis de las 14 dan lugar a
sustituciones conservativas de la secuencia aminoacidica (posiciones 8, 91, 153, 157,
162 y 202), siete a semiconsetvativas (posiciones 7, 59, 61, 97, 103, 143 y 197), y una

produce un cambio no conservativo (posiciéon 89). De las otras 14 posiciones dentro
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de la regién codificante de la proteina madura, en las que encontramos mutaciones
no silenciosas, 9 dan lugar a sustituciones consetvativas (281, 354, 366, 402, 471, 675,
841, 883 y 998), 3 a sustituciones semiconsetvativas (263, 452 y 544) y solo 2
mutaciones provocan sustitucién no consetvativa en la secuencia aminoacidica

(posiciones 365 y 755) (fig. 28).

Por dltimo, y al final de los marcos de lectura abierta, se producen dos
sustituciones nucleotidicas en las secuencia 33-III y 33-IV. Una sustitucion G—>C en
la posicién 998 produce el cambio del codén de parada UGA por el triplete UCA
que codifica setina. A continuacién, la sustitucion G—>A en la segunda base del
triplete siguiente (UGG—>UAG) tresulta en un codén de terminacién. Ambas
sustituciones hacen que estas dos secuencias 33-IIl y 33-Il” codifiquen sendos

polipéptidos con un residuo aminoacidico mis que las otras dos (33-1 y 33-II).
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33-1 AGAAACAGAGAGGAGAAGAAGACT

193

193

253
253
253
253

313
313
313
313

373
373
373
373

433
433
433
433

493
493
493
493

553
553
553
553

613

613
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33-I
33-1II
33-IIT
33-1IV

33-I
33-II
33-III
33-IV

33-I
33-II
33-III
33-1IV

33-1I
33-1II
33-III
33-1IV

33-1
33-1II
33-III
33-IV

33-1
33-II
33-I1I
33-IV

120

1122
18 1131
1099

JEGHEC ATTATAAAGCATAAGTATTA,, 1150

Jfig. 28 Alineamiento miiltiple de las secuencias nucleotidicas de los cDNAs
que codifican los isoformas de PsbO de IN. benthamiana. Las posiciones
Sombreadas en verde estdn conservadas en todas las secuencias, en agul
conservadas en el 75% y en rojo en el 50%. Se marcan la posicion de los
cebadores 33a y 33b (flechas), los codones de iniciacion (verde) y terminacion
(amarillo), el codén que codifica el primer residuo de la secuencia madura
(azpl), asi como las sustituciones que originan cambios no conservativos en la

Secuencia aminoacidica (x).
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D.3.1.3.- Analisis de las secuencias aminoacidicas deducidas de los distintos
cDNAs de psbO

El anilisis de las secuencias aminoacidicas deducidas de las correspondientes
nucleotidicas mostt6 que los cDNAs de 33-1 y 33-II codifican un polipéptido de 332
aa cada uno, constituidos pot un péptido sefial en el extremo amino de 85 aa y una
proteina madura de 247 aa. Los ¢cDNAs de 33-IIl y 33-Il” codifican otros dos
polipéptidos de 333 aa. El péptido sefial de estos ltimos también tiene una longitud
de 85 2a y la proteina madura en ambos casos tiene 248 aa. Para facilitar su anilisis se

ha asignado la posicién +1 al primer residuo aminoacidico de la proteina madura.

En la siguiente tabla (tabla 3) se indican la longitud de cada una de las
secuencias de la proteina PsbO de N. benthamiana obtenidas (del péptido sefial mas la
ptoteina madura), asi como sus pesos moleculares calculados y sus puntos

isoeléctricos (pl) tedricos.

33-1 33-1I 33-II1 33-1v
longitud del 332 332 233 333
precursor (aa)
longitud del
péptido senal (aa) 8 5 5 %
longitud proteina 247 247 248 248
madura (aa)
26.628,9 26.641,9 26.799,1 26.773,0
masa (precursor) | 5 1958 | (35.197,8) | (35.436,1) | (35.345,0)
. ) 5,05 5,04 4,94 4,94
pI (precursor (5,63) (5,61) (5,41) (5/41)

Tabla 3.- Caracteristicas de los polipéptidos PsbO de IN. benthamiana. Se

muestran los datos correspondientes al precursor, entre paréntesis, y los de la

proteina madura.

121



RESULTADOS

33-1 -16
33-I1 -16
33-III -16
33-1IV -16
33-I 35
33-1II 35
33-III 35
33-1IV 35
33-I 95
33-1II 95
33-III 95
33-1IV 95
33-I 155
33-1II 155
33-II1 155
33-1IV 155
33-1I 215
33-1II 215
33-III 215
33-IV 215
33-1 247

33-1II 247

33-III 248

33-IV 248

Jig. 29: Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de los
¢DINASs de las isoformas de la proteina PsbO de N. benthamiana. La region
correspondiente al péptido serial se muestra subrayada. Las posiciones
conservadas se marcan en verde y las sustituciones conservativas en agul, las

Semiconservativas en 19jo y las no conservativas en amarillo.

Si comparamos las secuencias aminoacidicas por patejas vemos que 33-I se
diferencia de 33-II en dos cambios consetvativos en el péptido sefial, y un cambio
semiconservativo y dos consetvativos en la secuencia de la proteina madura,
guardando con ella un grado de identidad y de homologia del 99%. De 33-III se
diferencia en el péptido sefial en 5 cambios aminoacidicos conservativos y 7
semiconservativos, y en la secuencia madura en 6 cambios conservativos, 3
semiconsetvativos y 2 consetrvativos y posee un residuo menos en el extremo C-
terminal. Fl grado de identidad entre ambas secuencias maduras es del 96% y el de
homologia del 98%. Y respecto a 33-I1” tiene en el péptido sefial 4 cambios
aminoacidicos conservativos, 4 semiconsetvativos y uno no conservativo. Y en la

secuencia madura presenta 5 cambios conservativos, 3 semiconservativos y 1 no
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conservativos, ademas de un residuo menos en el extremo C-terminal. El porcentaje
de identidad entre las secuencias maduras de 33-I y 33-I1 es del 96% mientras que el
de homologia es del 98%.

La secuencia aminoacidica deducida 33-II se diferencia de 33-III en el péptido
sefial en 6 cambios consetvativos y 5 semiconservativos, mientras que en la secuencia
de la proteina madura difieren en 8 cambios consetvativos, 2 semiconservativos y 2
no conservativos, y posee un residuo menos en el extremo C-terminal. Entre ambas
secuencias maduras hay un potcentaje de identidad del 95% y uno de homologia del
98%. Ademis, la secuencia 33-II tiene, con respecto al péptido sefial de 33-I1/, 5
cambios consetvativos, 2 semiconservativos y uno no conservativo. Con respecto a
esta misma secuencia, 33-II tiene en la proteina madura 7 cambios conservativos, 2
semiconsetvativos y 1 no conservativo. El grado de homologia entre las dos

secuencias maduras es del 96% y el de homologia del 97%.

Finalmente, las secuencias aminoacidicas de 33-III y 33-I1” difieren en el
péptido sefial en 1 cambio aminoacidico conservativo, tres semiconservativos y uno
no conservativo, y en la secuencia de la proteina madura en 1 cambio conservativo y
1 no consetvativo. Por tanto el grado de identidad entre ambas y también el de
homologia, es del 99%.

En la fig. 30 se muestra el alineamiento multiple de las secuencias
aminoacidicas obtenidas en N. benthamiana con las de otras plantas supetiores
disponibles en las bases de datos. En ella podemos comprobar que las secuencias de
las cuatro isoformas de IN. benthamiana son muy similares entre si y con la tnica
secuencia conocida de N. Zgbacum. En cuanto a la secuencia del péptido lider (en
totno a los ptimeros 80 aa), vemos que sus dos dominos funcionales descritos estan
bastante bien consetvados, sobte todo el segundo (LTD) y la secuencia reconocida
pot la proteasa del lumen que procesa el precutsor a proteina madura (aptdo. A.2.5
de Introduccién). La secuencia madura de la proteina psbO de todas las especies
consideradas, incluidas las de IN. benthamiana, esti altamente conservada.
Comptrobamos que las secuencias desctitas en la bibliografia como regiones
importantes en la unién a PSII y/o funcién del OEC se encuentran también muy

conservadas en las cuatro isoformas de IN. benthamiana.
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N. b. 33-I 298
N. b. 33-II 298
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Fig. 30.- Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de

los polipéptidos PshO de IN. benthamiana con las de otras especies vegetales.

D.3.2.- Clonacion de psbP. Anilisis de las secuencias de cDNA y

aminoacidicas deducidas
D.3.2.1.- Estrategia de clonacion de los cDNAs cotrespondientes a psbP

Para la amplificacién por PCR de los cDNAs que codifican la proteina PsbP se
disefi6 un primer cebador (244) (aptdo. C.7.1 de M. y M.) basindonos en las
secuencias nucleotidicas deducidas del extremo amino terminal de las proteinas
maduras de N. benthamiana (ver apartado D.2 de Resultados) y de las secuencias de N.
fabacum disponibles en las bases de datos (X64347, X64348, X62426, X62427,
X55354 y X58909). La secuencia de 24a contiene 11 nt de la regién codificadora del
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péptido sefial y los siguientes 14 nt de la regién N-terminal de la proteina madura.
Utilizando los cebadotes 242 y 110 y como molde la genoteca de IN. benthamiana,
segiin se detalla en el apartado C.7.3.8 de M. y M., se amplificaron 4 bandas de cDNA
de 700, 500, 300 y 200 bp. Todas ellas se clonaton y mediante el andlisis de las
secuencias nucleotidicas obtenidas se tuvo que las dos bandas mas pequefias eran
productos inespecificos de la PCR y que las dos mis grandes eran dos secuencias
distintas (clones 3’ en las tablas 4a y 4b), identificadas como cDNA del mRNA de

psbP por comparacién mediante BLAST con las secuencias de las bases de datos.

Péptido lider Proteina madura
5’ — & S 55 T 3’
24a >
24b 24C m—
— 24d
— e
— 24f

Fig. 31.- Esquema de la organizacion genética del mRINA de psbP. Las
secuencias lider y 3-INC se representan con lineas. La region codificadora del
péptido serial y de la proteina madura se representa con rectingulos. La
posicion de los oligonucledtidos 24a, 24b, 24¢, 24d, 24¢ y 24f se muestran con
Slechas.

Para, por un lado completar estas dos secuencias en sentido 5’, y pot otro
amplificar otras secuencias de cDNA cortrespondientes a este gen que posiblemente
existieran en IN. benthamiana, se opt6 pot el disefio de un segundo cebador localizado
300 pb por debajo de la zona complementatia al oligonucleétido 244 (ver figs. 31 y
32), en una regién altamente conservada en las dos secuencias ya obtenidas y en las
de IN. tabacum disponibles en las bases de datos. Con este cebador denominado 244y
mediante 5-RACE, como se detalla en el aptdo. C.7.3.8 de M. y M., se amplificaron 2
bandas de cDNA. De su clonacién y analisis se obtuvieron cuatro secuencias (clones
5’, tablas 4a y 4b). Tres de ellas eran distintas entre si. Dos solapaban con las

amplificadas por 244 y la otra era desconocida.
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Algunas de las secuencias obtenidas con este cebador 245 no contenian el
extremo 5 codificante del péptido sefial, debido posiblemente a inestabilidad del
mRNA o a una fuerte estructura secundatia que dificulta la actividad de la
transcriptasa inversa con la que se obtiene el cDNA. Para evitar este inconveniente
de la técnica de RACE, se procedi6 al disefio de un tercer cebador 24¢ (fig. 24), que
amplificara en sentido 3’ del mRNA. Su secuencia esta 75 pb antes del codén de
parada de la traduccién, en una zona muy conservada en las secuencias de IN.
benthamiana amplificadas con el cebador 24a y en las de N. tabacum. No se encontrd
una zona altamente consetvada en la regién de solapamiento de los insertos de los
clones 5’ y 3’ adecuada pata el disefio del nuevo cebador. En general, clones que
contengan las secuencias amplificadas por el cebador 24¢ se llamaran 3P. Si en N.
benthamiana €l extremo 3-NC del mRNA es la de mayor variabilidad, como ocurre
con las de N. Zabacum, 1a clonacién con este nuevo cebador de las secuencias 3’-NC
permititia el disefio de un cebadotr especifico para cada una de las isoformas
encontradas con el que amplificarlas en sentido 5 para obtener la secuencia
codificante completa. Utilizando como molde el cDNA obtenido con la transcriptasa
inversa de AMV a partit de mRNA de N. benthamiana (aptdo. C.7.3.8 de M. y M.) y
como cebadotes 24¢y 110, se amplificaron dos bandas. Tras la clonaciéon de ambas se
obtuvieron plismidos que contenian secuencias que solapaban con las dos

amplificadas con 24a y vatias repeticiones de una secuencia desconocida.

Basindonos en la divergencia de estas tres secuencias de la region 3-NC se
disefié un cebador especifico para cada una de ellas (figs. 31 y 32). Estos cebadores
fueton 24d, 24e y 24f y amplifican, en sentido 3’5 del mRNA, la secuencia
codificante completa mis las secuencias patciales de las dos regiones NC. Utilizando
como molde la genoteca de cDNA de N. benthamiana (aptdo. C.7.3.8 de M. y M.) se
obtuvieron varias bandas de cDNA, concretamente 5 con el cebador 24D, otras 5
con el cebador 24e y 6 con el cebador 24f. En cada caso se identificé una tnica
banda como cDNA de psbP mediante southern blot com se detalla en el aptdo.
C.7.3.10 de M. y M.. Los clones obtenidos a partir de las bandas seleccionadas se han
denominado clones 5P. De su secuenciacion y anilisis se deduce que estos clones

contienen cuatro secuencias distintas de cDNAs cotrespondiente a psbP.
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24-1 24-11
Molde cDNA 5RACE cDNA 5RACE
'“;} Cebadores 24by NUP 24by NUP
)
g
S
O | Clones p24-1-5A p24-11-5A | p24-11-5B
Long. (nt) 208 594 730
Molde | Genoteca cDNA (N. 4.) | Genoteca cDNA (IN. 4.)
® | Cebadores 242y 110 24ay 110
8
8
O | Clones p24-1-3A p24-11-3A
Long. (nt) 867 876
Molde cDNA AMV-RT cDNA AMV-RT
o
| Cebadores 24cy 110 24cy 110
S
=
5| Clones p24-1-3P.A p24-11-3P.A | p24-11-3P.B
Long. (nt) 197 246 288
Molde Genoteca cDNA (N. 4.) | Genoteca cDNA (N. 4.)
&
2 Cebadotes 24dy 101 24fy 101
=]
S| Clones |p2415P.A | p2415P.B |p24-11-5P.A  p24-I1-5PB
Long. (nt) 919 862 887 910
Long. total (nt) 1006 1038

Tabla 4a.- Esquema de los clones parciales de los cDNAs de psbP 24-1 y
24-I1 de IN. benthamiana. Se muestran los clones analizados para establecer

las secuencias nucleotidicas de psbP, su tamaro, asi como los cebadores y el

molde de cDNA utilizados para su obtencion.
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24-111 24-1IV
Molde c<DNA 5RACE cDNA 5RACE
i‘% 24by NUP 246y NUP 24by NUP
=
S _III-
o Pz‘; F - p24-TTT-5A -
291 - 291 -
Molde | Genoteca cDNA (IN. 4.) | Genoteca cDNA (IN. 4.)
"2 24ay 110 24ay 110 24ay 110
g
S
o - - -
Molde cDNA AMV-RT c¢DNA AMV-RT
Ay
p 24cy 110 24cy 110 24cy 110
o
d
S p24-C-
) APA p24-C-3P.B p24-C-3P.A | p24-C-3P.B
298 305 298 305
Molde | Genoteca cDNA (N. 4.) | Genoteca cDNA (N. 4.)
-9
6 | 240y 101 24¢y 101 24ey 101
3
=
S | p24-II- | p24-II- p24-I11- p24-II1- :
S| spa | spB | spa | sep PRSP
856 910 856 910 910
Long. total (nt) 1085 1087

Tabla 4a.- Esquema de los clones parciales de los cDNAs de psbP 24-111 y

24-1V de N. benthamiana. Se muestran los clones analizados para establecer

las secuencias nucleotidicas de psbP, su tamano, asi como los cebadores y el

molde de cDINA utilizados para su obtencion.
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Para obtener las secuencias completas de los cDNAs (secuencia parcial de la
secuencia lider mas las completas de la regién codificante y de la 3>-NC) han de
solaparse los insertos contenidos en los clones 5P con los de los clones 3P (tablas 4a
y 4b).

D.3.2.2- Anilisis de las secuencias nucleotidicas de los distintos cDNAs de
psbP

Las secuencias completas de los cDNAs analizados, 24-1, 24-1I, 24-IIl y 24-1V,
se muestran alineados en la fig. 32.

La isoforma 24-I tiene una longitud total de 1006 pb. La regién codificadora
tiene 798 pb, la secuencia patcial de la secuencia lidet 83 pb y la regién 3-NC 125 pb.
La isoforma 24-]I esta constituida por 52 pb de secuencia lider, mas 798 pb de regién
codificadora y mas 188 pb de region 3-NC, que suman un total de 1038 pb. La
regién codificante de la isoforma 24-IIT tiene 807 pb. Su regién 3>-NC tiene 236 pb y
la secuencia parcial de la secuencia lider 42 nt, haciendo un total de 1085 nt.
Finalmente, la secuencia 24-I1” posee 1087 pb de los cuales los primeros 44 pb
forman parte de la secuencia lidet, 807 pb constituyen el marco de lectura abierta y
236 pb la region 3>-NC.

Para facilitar el analisis de las secuencias, éstas han sido numeradas asignando

la posicion +1 a la primera base del codén de iniciacion de la traduccién.

La secuencia nucleotidica 24-I tiene un grado de homologia del 87% con la
secuencia 24-II. Respecto a las zonas no codificantes, se han podido secuenciar 31 pb
mas de la secuencia lider en 24-, y en la regién 3-NC se diferencia por tres
inserciones, de 34, 11 y 18 pb. En la region codificante, presentan 12 mutaciones
silenciosas y 10 no silenciosas, de las cuales 5 dan lugar a cambio aminoacidico

conservativo, 4 a cambio semiconservativo, y solo uno a un cambio no conservativo.

Entre las secuencias 24-I y 24-III hay un grado de homologia del 72%. De la
primera se han secuenciado 41 pb mas en la secuencia lidet, y la region 3>-NC difiere
en 6 deleciones de 56, 11, 18, 13, 3 y 18 pb, y una insercion de 2 bases. En el marco

abierto de lectura presentan 66 sustituciones silenciosas y 54 no silenciosas: 31 dan
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lugar a cambio aminoacidico conservativo, 11 a semiconsetvativo y 12 a no

consetrvativo.

El grado de homologia entre 24-I y 24-I1 es del 73,2%. La secuencia lider de
24-I posee 39 pb mas secuenciados que la misma region de 24-I1”. En su regién 3’-
NC, 24-I presenta insetrciones y deleciones con respecto a las de 24-I1” idénticas a las
ya descritas en la comparacién con 24-III. Las regiones codificantes de 24-1 y 24-I1/
presentan 57 sustituciones silenciosas y 49 no silenciosas: 29 dan lugar a cambio
aminoacidico consetvativo, 11 a cambio semiconsetvativo y 10 a cambio no

consetrvativo.

La secuencia nucleotidica 24-II guarda un grado de homologia del 76,9% con la
secuencia 24-III. Ha sido posible la secuenciacién de 10 pb mas en su secuencia lider
y en la region 3>-NC presenta cuatro deleciones (de 22, 11, 13 y 3 pb) y una insercién
(de 2 pb). En el marco de lectura abierta presenta 76 mutaciones silenciosas y 55 no
silenciosas. De ellas, 32 dan lugar a cambio aminoacidico conservativo, 10 a cambio

semiconservativo y 13 a cambio no consetvativo.

Entre 24-I] y 24-I1” hay un potcentaje de homologia del 76,8%. La secuencia
patcial de la zona lider de 24-II posee 8 pb mas que la cotrespondiente de 24-I1/, y en
la regién 3-NC también difieren en cuatro deleciones (de 22, 11, 13 y 3 pb) y una
insercién (de 2 pb). En la regién codificante presentan 60 sustituciones silenciosas y
54 no silenciosas de las cuales 32 provocan cambios aminoacidicos conservativos, 9

semiconsetrvativos y 13 no consetvativos.

Finalmente, comparamos las secuencias 24-IIl y 24-I1/. Entre ellas hay un
gtado de homologia del 96,2%. La secuencia de la secuencia lider de 24-III posee 2
pb mis, y la secuencia 3>NC es idéntica. Las regiones codificantes de ambas
secuencias presentan 10 mutaciones silenciosas, 5 que dan lugar a cambios
aminoacidicos consetvativos, 1 a un cambio semiconservativo, y 2 a no

conservativos.

Los marcos de lectura abierta de las secuencias 24-I y 24-II, con respecto a los
de 24-Il y 24-IV, presentan en la zona codificante del péptido sefial, cinco deleciones
de 1, 2, 3, 7y 3 pb, ademis de una delecion de un base, no afectindose la fase de

lectura de la zona codificante de la proteina PsbP madura.
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Fig. 32.- Alineamiento miltiple de las secuencias nucleotidicas de los cDNAs
que codifican los isoformas de PsbP de N. benthamiana. Las posiciones

sombreadas en verde estdn conservadas en todas las secuencias, en aul
conservadas en el 75% y en rojo en el 50%. Se marcan: los codones de
iniciacion (verde) y terminacion (amarillo), el codin que codifica el primer
residuo de la secuencia madura (agul), las sustituciones no conservativas (x), y

los cebadores utilizados.

En las isoformas 24-I y 24-11, el péptido seiial esta codificado en la regiéon 1-
237 y en las otra dos en la regién 1-246. Desde la posicion 238 6 247 en cada caso y
hasta el cod6én de parada de la traduccién, se codifica la secuencia de la proteina

madura.

En el alineamiento multiple de las cuatro secuencias de cDNA obtenidas para
psbP en N. benthamiana, mostrado en la fig. 32, se comprueba que existe una alta
variabilidad en ellas, mayor aun en las regiones lider y 3-NC. En la region codificante

existen 57 posiciones que presentan sustituciones silenciosas y 69 no silenciosas. En

133




RESULTADOS

la regién que codifica el péptido sefial hay 12 posiciones que presentan sustituciones
que dan lugar a cambios aminoacidicos consetvativos, 7 que dan lugar a cambios
semiconsetvativos, y otras 7 en la que la mutacién produce un cambio no
conservativo. En la regién que codifica la proteina madura hay 23 posiciones en las
que podemos encontrar mutaciones que dan lugar a cambios aminoacidicos
consetvativos, 5 que dan lugar a cambios semiconservativos y 17 a no conservativos.
En la fig. 32 se marcan las posiciones en las que encontramos sustituciones que dan

un cambio no conservativo de la secuencia aminoacidica.

D.3.2.3.- Anilisis de las secuencias aminoacidicas deducidas de los distintos
cDNAs de psbP

En las secuencias aminoacidicas deducidas de todos los cDNAs obtenidos la
proteina madura de PsbP tienen 186 aa, aunque la longitud del péptido sefial depende
de la isoforma: los de 24-1 y 24-II tienen 79 aa mientras que los de 24-III y 24-IV
tienen 82 aa. La secuencias han sido numeradas asignando la posicién +1 al primer
residuo aminoacidico de la proteina madura. Las caractetisticas de cada una de las

isoformas proteicas (longitud, peso molecular calculado y pl teérico) se resumen en
la tabla 5.

Si comparamos entre si las cuatro secuencias aminoacidicas deducidas de los
cDNAs obtenidos cortespondientes a psbP de IN. benthamiana, vemos que no son
secuencias altamente conservadas. Asi, 24-1 y 24-II tienen un grado de identidad del
92% muy similar al de homologia (93%). Entre ellas existen 4 cambios conservativos
y 3 semiconservativos en el péptido sefial, y uno consetvativo, uno semi y uno no

conservativo en la secuencia de la proteina madura.
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24-1 24-11 24-111 24-1IV
longitud del 265 265 268 268
precursor (aa)
longitud del
péptido seial (aa) ” ” 82 82
longitud proteina 186 186 186 186
madura (aa)
peso molecular 20265,5 20350,6 20095,3 20107,3
(kDa) (precursor) | (28503,0) | (28717,3) | (28589,9) | (28579,8)
I veaueso) 5,27 5,10 5,28 5,28
P @31) | 767 | (683) | (769

Tabla 5.- Secuencias aminoacidicas deducidas de las cuatro secuencias de
¢DNA obtenidas para psbP: longitud, peso molecular y pl de la proteina

madura. Los valores correspondientes a su precursor figuran entre paréntesis.

Comparando 24-I con 24-I1I, que presentan un grado de identidad del 76% y el
de homologia del 86%, vemos que entre ambas existen, en la secuencia del péptido
sefial, 8 cambios aminoacidicos consetrvativos, y semiconservativos y 5 no
conservativos. Y en la secuencia de la proteina madura tienen 23 cambios

conservativos, 4 semiconsetvativos y hasta 6 no conservativos.

Esta secuencia 24-I guarda con la 24-I1” también un 76% de identidad pero un
84% de homologia. Entre ambas hay, en la secuencia del péptido sefial, 6 cambios
conservativos, 7 semiconsetvativos y 4 no consetvativos; y en la secuencia de la
proteina madura 23 cambios consetvativos, 4 semiconsetrvativos y 6 no

conservativos.

Entre 24-II y 24-III hay un 74% de identidad y un 82% de homologia. En sus
péptidos sefiales encontramos 10 cambios aminoacidicos conservativos, 4
semiconservativos y 5 no consetvativos, mientras que en las secuencias de las

proteinas maduras vemos 22 cambios no consetvativos, 5 cambios semiconsetrvativos
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y 8 no consetvativos. 24-I1 y 24-I1 también tienen un 74% de identidad y un 82% de
homologiay ambos péptidos sefiales se diferencian en un cambio aminoacidico
semiconsetvativo menos que 24-II y 24-III. En la secuencia madura tienen el mismo

nimero de cambios que esta tltima pareja.

Finalmente, comparamos las secuencias aminoacidicas deducidas para 24-IIl y
24-IV. Estas son las secuencias més parecidas, con un 93% en identidad de secuencia
y un 94% en homologia. Sus péptidos sefiales difieren en 3 cambios conservativos, 1
semiconsetvativo y 2 no conservativos, y las secuencias proteicas maduras en solo 2

cambios aminoacidicos conservativos.

Ademis de las sustituciones ya detalladas, en la secuencia correspondiente al
péptido sefial de 24-I y 24-II encontramos con respecto a la del péptido sefial de 24-
Il y 24-IV dos deleciones, una de 1 aa (entre las posiciones -66 y -65 de 24-1 y 24-II)

y otra de 3 aa (entre sus posiciones -56 y -55), y una insercién de 1 aa en su posicién -

46 (fig. 33).

En la fig. 33 se muestra el alineamiento multiple de las secuencias
aminoacidicas deducidas de las isoformas de PsbP obtenidas. En ella se comprueba
que en la secuencia del péptido sefial existen en un total de 24 posiciones con algun
tipo de cambio aminoacidico. Si tomamos como modelo la secuencia 24-I
encontramos que 24-II posee 4 cambios conservativos (posiciones -29, -27, -13 y -10)
y solo uno no conservativo (posicion -30); 24-III presenta 9 cambios conservativos
(en -73, -67, -61, -36, -31, -26, -25, -17 y -10), 8 semiconservativos (en -66, -62, -58, -
52, -47, -35, -30 y -29) y 4 no consetvativos (en -64, -60, -59 y -54); 24-I1” presenta 6
cambios conservativos (en -73, -67, -36, -31, -26 y -17), 7 semiconservativos (en -66, -
62, -58, -52, -35, -30 y -29) y 4 no conservativos (en -61, -60, -59 y -54) (fig. 33).

En la regioén codificante de la proteina madura existen cambios aminoacidicos
conservativos en 23 posiciones (15, 20, 30, 32, 42, 49, 55, 59, 62, 63, 74, 79, 86, 90,
113, 116, 119, 139, 148, 153, 173, 179 y 185); encontramos cambios
semiconservativos en 10 posiciones (14, 37, 73, 94, 106, 118, 122, 125, 128 y 180); y
1o consetvativos en solo 3 posiciones (19, 110 y 120), indicadas en la fig. 33.
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24-1
24-1T
24-T11
24-1V

24-1
24-1I1
24-1I1
24-1IV

24-1
24-1I
24-1II1
24-1V

24-T1
24-1I1
24-I1I
24-1V

24-1
24-11
24-1IT11
24-1IV

186
186
186
186

Fig. 33.- Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de
los cDNAs de las isoformas de la proteina PsbP de N. benthamiana. La
region correspondiente al péptido sesial se muestra subrayada. Las posiciones
conservadas se marcan en verde, las sustituciones conservativas en azul, las

Semiconservativas en rojo y las no conservativas en amarillo.

En la fig. 34 se presenta el alineamiento multiple de las secuencias
aminoacidicas deducidas de los cuatro clones de psbP, obtenidos en el presente
trabajo, con las existentes en las bases de datos para ottas especies vegetales. En ella
comprobamos que, en general PsbP tiene un grado de consetvacién bastante
elevado. La region con la regién mas divergente es la correspondiente al péptido
lider, principalmente en cuanto a longitud, puesto que obsetvamos muchas
inserciones o deleciones. Las zonas mejor conservadas del péptido lidet son e
extremo N-terminal del dominio STD y el dominio LTD. Este dltimo presenta el
tnico motivo semiconservado a lo largo de la evoluciéon y caractetistico de los
precursores translocados por la via Tat. En cuanto a la secuencia de las proteinas
maduras, vemos que éstas presentan gran nimero de sustituciones, en su mayotia
conservativas, pero también muchas no conservativas, apuntando a que la estructura

de PsbP sea bastante flexible.
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Fig. 34.- Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de
los polipéptidos PshP de N. benthamiana con los de otras especies vegetales.
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D.3.3.- Clonacién de psbQ. Anilisis de las secuencias de cDNA vy

aminoacidicas deducidas
D.3.3.1.- Estrategia de clonacion de los cDNAs correspondientes a psbQ

En trabajos previos en nuestro laboratotio se obtuvo la secuencia del extremo
amino terminal de la proteina madura PsbQ de N. benthamiana por
microsecuenciacién. La posible secuencia nucleotidica que codifica esta secuencia
aminoacidica tiene un alto grado de degeneracion, lo que impide disefiar un buen
cebador especifico para la clonacién su cDNA. Por esta razoén se alinearon las
secuencias nucleotidicas de plantas superiores disponibles en las bases de datos
(P19589 de Pisum sativum, Q12301 de Spinacea oleracea, Q41932 de Arabidopsis thaliana y
Q41048 de Zea mays) y se disefié un cebador (764) correspondiente a una zona
altamente conservada y cercana al extremo amino terminal de la secuencia de la

proteina madura (fig. 35).

Péptido lider Proteina madura

5

16a

A 4

— ]16b
Fig. 35.- Esquema de la organizacion de los ¢DNAs. Esquema de
organizacion de los cDINA correspondientes a psbQ. Las secuencias lider y 3 ™
INC se representan con lineas. La region codificadora del péptido serial y de la
proteina  madura se representa con  rectingulos. La posicion de los

oligonucledtidos 16a y 16b se muestran con flechas.

La amplificacion mediante PCR de la genoteca de cDNA de IN. benthamiana
(aptdo. C.7.3.8 de M. y M.), utilizando como cebadotes los oligonucleétidos 764 y
102 6 110, dio lugar en cada caso a dos bandas de cDNA. Tras su clonacién y
analisis, todas (denominadas clones 3’ en la tabla 6 se identificaron como dos
secuencias diferentes codificantes de PsbQ por comparacion, mediante el algoritmo

BLAST, con las secuencias depositadas en las bases de datos.
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Para completar las secuencias nucleotidicas hacia su extremo 5’ se disefié un
cebador (764) en una zona muy consetvada en las dos secuencias ya obtenidas a 317
pb de la zona en la que complementa el oligonucleétido 764 (figs. 35y 36). Con este
cebador se amplific6 mediante 5-RACE 2 bandas de cDNA, como se detalla en el
aptdo. C.7.3.8 de M. y M.. La clonacién de las bandas y el posterior analisis permitié
determinar en cuatro el nimero de secuencias diferentes (contenidas en los clones 5

~ dela tabla 6) que solapan con las previamente obtenidas (fig. 16).

En la siguiente tabla (tabla 6) se detallan los clones obtenidos para las

secuencias codificantes de la proteina psbQ de IN. benthamiana.

16-1 16-11
Molde cDNA 5RACE cDNA 5RACE
:g Cebadores 16by NUP 166y NUP
58 Clones p16-1-5A p16-1-5B pl6-I15A | pl6I1-5B |p16-I1-5C
Long. (pb) 652 652 611 563 561
Molde Genoteca cDNA (IN. 4.) Genoteca cDNA (N. 4.)
? Cebadores | 76ay102 16ay 110 16ay 102 16ay 110
é Clones pl6I3A  |p1613B|p16I3C|  pl6II-3A p16-I1-3B
Long. (pb) 483 487 486 486 487
Long. total (pb) 816 817

Tabla 6.- Esquema de los clones parciales de los cDNAs de psbQ de N.
benthamiana. Se muestran los clones analizados, asi como los cebadores y el

molde de cDNA utilizados para su obtencion.
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D.3.3.2.- Anilisis de las secuencias nucleotidicas de los distintos cDNAs de
psbQ

En la fig. 36 se muestran las secuencias de cDNA codificantes de la proteina
PsbQ de IN. benthamiana obtenidas, a las que llamamos 76-I y 76-1I. En ella vemos que
la secuencia de cDNA de 16-I consta de 816 pb: 30 pb de la secuencia lider, un
marco de lectura abierta de 687 pb y la regién 3>NC de 99 pb. La secuencia 76-1I
posee un total de 817 pb. La longitud de la secuencia lider obtenida en este caso es
igual a la secuenciada para 76-I. La regién codificante también contiene 687 pb, y la
regién 3>-NC posee 100pb. Para facilitar su analisis, y pot analogia con las secuencias
nucleotidicas anteriormente descritas, se ha asignado la posicién +1 de la secuencia

nucleotidica a la primera base del codén de iniciacion de la traduccion.

Tanto la secuencia 76-I como 76-II contienen la cola de poli-A en su extremo

3’,lo que indica que la region 3’-NC esta completa en ambos casos.

En la fig. 36 también se comprueba que las secuencias del marco de lectura
abierta de 76-1 y 16-II difieren en sélo 11 posiciones. En diez de ellas la mutacién es
silenciosa. Tres de ellas ocutren en los ptimeros 237 pb que codifican el péptido
sefial (posiciones 75, 129 y 264), y siete en la regién que codifica la secuencia madura
de la proteina (posiciones 282, 337, 339, 513, 519, 537 y 546). La sustitucion en la
posicion 70, en la regiéon que codifica el péptido sefial es la Gnica no silenciosa y da

lugar a un cambio aminoacidico semiconservativo.

La secuencia de cDNA 76-II tiene una delecién de una base tres posiciones
detras del codén de terminacién y una inserciéon de dos bases antes de la cola de

adeninas respecto a la secuencia 76-1. El grado de homologia entre las dos secuencias
es del 97,3%

Junto con los clones p16-1-5A, p16-I-5B, p16-II-5A, p16-II-5B, y p16-1I-5C
que sirvieron para completar las secuencias de los cDNAs codificantes de las dos
isoformas de la proteina PsbQ, se obtuvieron otros cuatro clones (lamados p16-5a,
p16-5b, p16-5¢c y p16-5¢) distintos a los anteriores. Estas secuencias parciales son
combinaciones de las secuencias nucleotidicas de 76-I y 76-II pero todas ellas

codifican la misma proteina madura con uno u otro péptido lider.
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Fig. 36.- Alineamiento miltiple de las secuencias nucleotidicas de los cDNAs
que codifican los isoformas de PsbQ de IN. benthamiana. Las posiciones
Sombreadas en verde estin conservadas en ‘todas las secuencias, en azul
conservadas en el 75% y en rojo en el 50%. Se marcan ademds los codones de
iniciacion (verde) y terminacion (amarillo), el codon que codifica el primer
residuo de la secuencia madura (azul), la sustitucion no silenciosa (x), y los

cebadores utilizados.
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D.3.3.3.- Analisis de las secuencias aminoacidicas deducidas de los distintos

cDNAs de psbQ

En la tabla 7 se detallan las caractetisticas de las secuencias aminoacidicas
deducidas de las nucleotidicas 76-] y 76-I. Ambas tienen un péptido sefial de 80
tesiduos aminoacidicos, y la proteina madura tiene una longitud de 148 aa. Los pesos

moleculares tedticos y los puntos isoeléctricos de cada proteina se resumen en la

tabla 7.

16-1 16-11
longitud precursor 298
(aa)
longitud péptido 80
seial (aa)
longitud proteina
148
madura (aa)
peso molecular 16316,7 16316,7
(kDa) (precursor) (24204,8) (24188,7)
9,48 9,48
pI (precursor) ©.72) ©.72)

Tabla 7.- Secuencias aminoacidicas deducidas de las cuatro secuencias de
¢DNA obtenidas para psbQ: longitud, peso molecular y pl de la proteina

madura. Los valores correspondientes a su precursor figuran entre paréntesis.

En la fig. 37, en la que se muestra el alineamiento de las dos secuencias
aminoacidicas deducidas de las nucleotidicas obtenidas, se comprueba que las dos
proteinas (de 228 aa cada una) son idénticas en su secuencia madura (148 aa) y que
unicamente se diferencian en un cambio semiconsetvativo Cys—>Ser en la posicion -

56 del péptido sefial. La posicién +1 de la secuencia se ha asignado al primer residuo

aminoacidico de la proteina madura.
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Fig. 37.- Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de
los cDINAs de las isoformas de la proteina PsbQ de IN. benthamiana.
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Fig. 38.- Alineamiento miltiple de las secuencias aminoacidicas deducidas de

los polipéptidos PsbP de N. benthamiana con los de otras especies vegetales.
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En la fig. 38 se presenta el alineamiento mdltiple de las secuencias
aminoacidicas deducidas de los clones de psbQ de N. benthamiana obtenidos con
secuencias de otras especies vegetales disponibles en las bases de datos. En la regiéon
del péptido lider de estas proteinas existe una gran variabilidad, siendo tnicamente el
motivo caracteristico de los precursores translocados por la via Tat y la secuencia de
reconocimiento de la endopeptidasa lumenal que lo procesa a proteina madura las
zonas mejor conservadas. La secuencia de la proteina madura de psbQ presenta una
alta divergencia si obsetvamos el gran nimero de posiciones no conservadas y lo
comparamos con el alto grado de identidad de las secuencias de PsbO y PsbP entre
las especies consideradas. Esta gran vatiabilidad puede estar relacionado con una
estructura secundaria flexible y con el hecho de que esta proteina es la mas

prescindible, de las tres constituyentes del OEC, para la funcién del PSII.

D.4.- Anilisis genémico por southem blot de los genes psbO, psbP y psbQ de

N. benthamiana

Con el fin de determinar si las tres proteinas del OEC estan codificadas por
familias multigénicas en IN. benthamiana se llev6 a cabo el analisis mediante Southern

blot sobre el DNA genémico digerido con distintas enzimas de restriccién segin se
detalla en el aptdo. C.7.3.7 de M. y M..

En la fig. 39 se observa, para el caso del gen psbO que la digestién con EcoRV
da lugar a 3 bandas cuyos tamafios estimados son 7.0, 3.6 y 3.3 kpb, con HindIII dos
bandas de 5.4 y 4.9 kpb, y con Xbal otras dos de 8.0 y 5.6 pb. Las diferencias en las
sumas de los tamafios de banda para cada una de las digestiones (13.9, 10.3 y 13.6
kpb) indican que psbO es, en N. benthamiana, una familia multigénica.

Fig. 39.- (en la siguiente pdgina) Andlisis por Southern blot de los genes
560, psbP y pshQ de IN. benthamiana y tamasios calculados de las bandas
detectadas en cada caso. Digestiones con EcoRV (A), Hindlll (B), y Xbal

©-
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D.5.- Anilisis del efecto de la infeccion viral sobre la expresion génica del

huésped

En trabajos anteriores del laboratorio (Barén y col, 1995; Rahoutei y col,
1999; Rahoutei y col., 2000) se describié que la infeccion tanto por PMMoV-S como
por PMMoV-I produce en N. benthamiana una caida en la acumulacion de las tres
proteinas del OEC en las membranas tilacoidales de plantas infectadas. Para discernir
si este efecto es debido a una inhibicién de la transcripcion de los genes psbO, psbP y
psbQ o a modificaciones post-transcripcionales, se llevé a cabo el analisis de la
acumulaciéon de sus mRNAs a lo largo de la infeccion. Los experimentos se
realizaron tanto en hojas S como AS a partir de los 7 d.p.i., tiempo en el que las
plantas infectadas por ambos vitus presentaban los sintomas caracteristicos de la
infeccion. Para ello, los RNA totales de las plantas fueron extraidos a distintos
tiempos post-inoculacién, segin se describe en el aptdo. C.7.3.3 de M. y M., y
analizados mediante ensayos de Northern, usando sondas especificas para cada una
de los tres genes (aptdo. C.7.3.13 de M.y M.). Para facilitar el analisis comparativo de

la expresion, las membranas fueron hibridadas sucesivamente con distintas sondas.

El analisis se hizo extensivo en estas muestras a otros genes nucleares y
cloroplastidicos que codifican distintas proteinas del cloroplasto: PsbA, Lhcb1, PsaK,
RbcL, RbcS, y Rea; y de la mitocondria, la glicolato oxidasa (GOX), y que a su vez
estan involucrados en distintas rutas metabolicas. Los genes /b1, psaK, rbeS, rea'y gox
estan codificados en el DNA nuclear, mientras que pstA y rocL lo estan en el DNA
cloroplastidico. La proteina PsbA, también llamada D1, forma parte del centro de
reaccién del PSIL. Lhcb1 es una proteina cab de unién a clorofilas a/b que forma
parte del complejo mayor de antena del PSII (LHCII). PsaK esta involucrada en la
funcién y organizaciéon de los complejos antena del PSI. RbcL y RbcS son las
subunidades grande y pequefia, respectivamente, de la RuBisCO. Rca es la activasa de
la RuBisCO y, como ella, se localiza en el estroma del cloroplasto. La GOX
mitocondrial forma parte de la via de la fotorespiraciéon para el metabolismo del
fosfoglicolato producido por la oxidacién de la ribulosa-1, 5-bifosfato catalizada por
la RuBisCO en el cloroplasto.
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D.5.1.- Analisis de la expresion de los genes psbO, psbPy psbQ

En la fig. 40 se muestra el anilisis por Northern blot de la acumulacién de los
mRNAs que codifican las tres proteinas del OEC PsbO, psbP y psbQ en hojas AS y
S de plantas de N. benthamiana infectadas con PMMoV-S y PMMoV-1, y de sus

cottrespondientes controles, a lo largo de la infeccion.

En las hojas de las plantas sanas equivalentes a las AS de las plantas infectadas,
los niveles de acumulacién de los mRNAs psbO, psbP y psbQ expetimentan una
reduccién a lo largo del tiempo, mas acusada en el caso de psbQ. Un patron de
acumulacién similar se observa en las hojas AS de las plantas infectadas con la cepa I,
si bien los niveles de acumulacién de los tres mRNAs, a pattir de los 14 d.p.i, son
ligeramente inferiores a los detectados en el control. Este efecto es mas acusado en
plantas infectadas con PMMoV-S, de forma que los mRNAs de las proteinas del
OEC son pricticamente indetectables a partir de los 21 d.p.i..

En las hojas de las plantas control equivalentes a las hojas S, los niveles de los
mRNA que codifican las tres proteinas del OEC no suften cambios significativos a lo
largo del periodo analizado. Por el contrario, en las hojas AS de las plantas infectadas
con PMMoV-S se observa un descenso progresivo y muy acusado en la acumulacién
de estos mRNAs, a partir de los 14 d.p.i., de forma que a pattir de los 21 dpi,yal
igual que ocurria en las hojas AS, las sefiales de hibridacién son practicamente
indetectables. En las hojas S de las plantas inoculadas con PMMoV-I también se
observa una caida progresiva de los niveles de estos mRNAs entre 14 y 21 dpi,
aunque menos acusada que en el caso anterior. Esta caida es mas apatente en PsbQ en
las plantas infectadas con ambas cepas. Sin embatgo, a 28 d.p.i. se detecta un notable
incremento de los mRNAs, hasta alcanzar niveles semejantes a los de las plantas
control. Este tiempo coincide con la fase de recuperacién de la enfermedad, en la
cual las hojas jovenes no desarrollan sintomas agudos (fig. 24, en el aptdo. D.1 de
Resultados).
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control PMMoV-S PMMoV-I
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Fig. 40: Andlisis de la acumulacion de los mRINAs psbO, psbP y psbQ en
hojas AS y S de plantas de IN. benthamiana sanas e infectadas con
PMMoV-S y PMMoV'I a lo largo de la infeccidn. Se incluye como control de
carga la tincion con bromuro de etidio del/ rRNA 23 §.
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D.5.2.- Anilisis de la expresion de otros genes nucleares y cloroplastidicos

En la fig. 41 se muestra el anilisis por Northern blot del efecto de la infecciéon
viral en la acumulacién de los mRNAs correspondientes a los genes nucleares /hch1,
rea, rbeS, psaK y gox, y cloroplastidicos rbcly psbA, en hojas AS de plantas de N.
benthamiana infectadas potr ambas cepas vitales y en las hojas equivalentes de plantas

sanas.

En estos ensayos se puede obsetvar que el mRNA Lhcb1 disminuye a partir de
los 14 d.p.i,, tanto en las plantas sanas como en las infectadas, si bien en estas Gltimas
el efecto es mis acusado a partir de 21 d.p.i., y en la infeccién por PMMoV-S.

Respecto a la acumulacién del mRNA 1bcS, se observa que también disminuye
a pattit de los 14 d.p.i. En las plantas infectadas se detecta una caida de mayor
intensidad en la acumulacién de este mRNA a lo largo de la infeccién, siendo ésta
todavia mayor en presencia de PMMoV-S.

Los niveles de acumulacién del mRNA psaK en las hojas AS de plantas sanas
sufren un descenso a pattit de los 14 d.p.i. En las plantas infectadas disminuyen
progtesivamente 2 lo largo de la infeccién desde los 7 d.p.i., tiempo en el que la sefial
detectada es infetior a la de las plantas control. Este efecto es mayor en las plantas
infectadas con la cepa S, de forma que no se detecta sefial de hibridacién a partir de
los 21 d.p.i.

La acumulacién de los mRNAs rca y GOX es compleja en todas las plantas.
En plantas sanas disminuye al inicio del anilisis, y se incrementa al final. En
comparacién con éstas, en las plantas infectadas se observa al inicio (7 d.p.i) una
acumulacién mayot, seguida de una disminucién, aunque son detectables en todos
los tiempos analizados. De nuevo, el efecto de la infeccién viral es mas evidente en el
caso de plantas inoculadas con PMMoV-S.

La acumulacién de los mRNAs cotrespondientes a los genes cloroplastidicos
rbel. y pshA en hojas AS control es homogénea durante el periodo analizado. En las
hojas de plantas infectadas con ambos vitus se visualiza una menor acumulacion,
siendo este efecto muy acusado a partit de los 21 y 28 d.p.i. en las plantas infectadas
con PMMoV-S y PMMoV-I, respectivamente.
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control PMMoV-S PMMoV-1
dpi. 7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28

lhcbl (n)
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Fig. 41.- Andlisis por northern blot de la acumulacion de mRINAs de
codificacion nuclear (n) y cloroplastidica (c) en las hojas AS de plantas de IN.
benthamiana  infectadas com PMMol’-S y PMMoV-I y en sus
correspondientes controles. En cada membrana se muestra como control de

carga la tincion con bromuro de etidio del rRINA 23S.
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El analisis por Northern blot de la expresion de estos genes en hojas S de
plantas de IN. benthamiana infectadas con PMMoV-S y PMMoV-I y de sus

correspondientes controles se muestra en la fig. 42.

En ésta se observa que el patrén de acumulacién de los mRNAs lhcbl, rca y
tbcS en las plantas sanas es similar. Si se compara con el control, en las hojas de
plantas inoculadas por ambos vitus se detecta una caida en dicha acumulacién desde
los 7 d.p.i.. Este efecto es mas acusado en el caso de la infeccion con PMMoV-§, de
forma que a partir de 21 d.p.i. la presencia de los mRNAs lhcb1l y tbcS no es
detectable. En la infeccién por PMMoV-I, se registra un notable incremento de los
tres mRNAs a 28 d.p.i..

En las plantas sanas, las acumulaciones de los mRNAs psaK y GOX son
similares también, mientras que en las plantas infectadas el patrén es diferente para
cada uno de ellos, si bien en todos los tiempos analizados ambos mRNAs se
acumulan en menor cantidad. En las plantas infectadas, el mRNA psaK disminuye
progtresivamente hasta set indetectable a partir de 21 d.p.i. en presencia de PMMoV-
S. Con la cepa I también se obsetva una caida progtesiva, pero de menor intensidad
hasta los 21 d.p.i., para posteriormente incrementar a los 28 d.p.i. En estas plantas el
mRNA GOX mantiene sus niveles durante la infecciébn con ambos vitus, siendo
menotes en el caso de la infeccién con la cepa S, y registrindose un aumento con la

cepala 28 d.pi.

Los niveles de acumulacién de los mRNAs tbcL y psbA, de codificacion
clotoplastidica se mantienen en todos los tiempos analizados en plantas sanas. En
plantas infectadas el pattén de acumulacién es también homogéneo, pero

registrandose niveles menotes. El efecto inducido por PMMoV-S es mayor.
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control PMMoV-S PMMoV-I

dpi. 7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21
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Fig. 42.- Andlisis por Northern blot de la acumulacion de mRINAs de
codificacion nuclear (n) y cloroplastidica (c) en las hojas AS de plantas de N.
benthamiana  infectadas con  PMMoV-S y PMMoV-I y en sus
correspondientes controles. En cada membrana se muestra como control de
carga la tincion con bromuro de etidio del rRNA 23S.
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D.5.3.- Anilisis de la acumulaci6n y de la distribucion viral

La acumulaci6n viral en el transcurso de la infeccién se llevé a cabo mediante
la deteccién de los RNAs virales en las muestras de RNA y de la proteina de cubierta

en improntas de tejido.

Para ello, se llevaron a cabo ensayos de Northern blot con las muestras de
RNA total extraidos a los distintos tiempos post-inoculacién de las hojas S y AS de
las plantas control o inoculadas con las dos cepas virales, segin se desctibe en los
aptdo. C.7.3.3 de M. y M., (fig. 43).

En ambas infecciones la presencia del RNA viral se detecté a partir de los 7
d.pi. en las hojas S; y a partir de los 14 y de los 21 d.p.i, en las AS infectadas con
PMMoV-S y PMMoV-1, respectivamente.

En estas dltimas hojas la cantidad de ambos RNAs virales, genomico y
subgenémico, se inctementa en el transcurso de la infeccidn, si bien la acumulacién
de ambos RN As de PMMoV-S es supetior a los de PMMoV-L

En las hojas S de las plantas infectadas con PMMoV-S se obsetva que la
acumulacién de los RNAs, genémico y subgenémico de la CP, se mantiene desde los
7 alos 21 d.p.i., sufriendo un notable aumento el RNA genémico a los 28 d.p.i. En
las plantas infectadas con PMMoV-1, el patrén de acumulacién de los RNAs
gendémico y subgenémico es distinto para cada uno de ellos. Asi, el RNA genémico
sufre un incremento entre los 14 d.p.i, el primer tiempo en el que se detecta, y los 21
d.p.i. A los 28 d.p.i, y coincidiendo con la fase de recuperacién de la enfermedad, los
niveles detectados son similates a los de 21 d.pi La acumulacién del RNA
subgenémico de la cp se incrementa entre los 7 y los 14 dpi, y desciende

postetiormente hasta los 28 d.p.i.

En todos los puntos de la infeccién la acumulacién del RNA subgendémico de
la cp de PMMOoV-S es supetior a la de la cepa I, mientras que la acumulacién del
RNA genémico de PMMoV-S es similar entre los 7 y 21 d.p.i. a los alcanzados por
PMMoV-I entte los 14 y 28 d.p.i.
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S AS

C PMMoV-S PMMoV-1 PMMoV-S PMMoV-I
7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28 7 14 21 28

mwwill - ww - @8 RNA genémico
e ’ ' @ RNA subgenémico CP

L |

Fig. 43.- Andlisis por Northern blot de la acumulacion del RNA viral de
PMMoV-S y PMMoV'-I en plantas de IN. benthamiana a lo largo de la

infeccion. C, planta sana. Como control de carga se muestra la tincion con
bromuro de etidio del rRIN.A 23S.

D.6.- Estudio de la infeccién viral mediante técnicas de imagen

D.6.1.- Anailisis por FI de la interaccion PMMoV-1y Nicotiana benthamiana

|

|

|

|

1

; Estos estudios se han centrado en plantas infectadas con PMMoV-1, de cara a
poder estudiar el efecto del desarrollo de la infeccion en el PSII y también, durante su

fase tardia, el fenémeno de recuperacion de los sintomas que N. benthamiana
experimenta en la infeccién con PMMoV-I, pero no con PMMoV-S. Se han tomado

imagenes cotrespondientes a los parimetros de fluorescencia NPQ y ®@pq, a2 2, 4, 7,

| ya descrita en el anterior aptdo. de M. y M..

En el caso de las hojas AS no se muestran datos anteriores a 7 d.p.i. y en el de

las S a 2 d.p.i., porque no se encontraron diferencias significativas con trespecto al

control en ninguno de los parametros analizados.
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10, 14, 17, 21, 24 y 28 d.p.i. en hojas S y AS. Dado que la fluorescencia de imagen es
una técnica no destructiva, las medidas se realizan siempre en las mismas hojas a lo
largo de la infeccién. El protocolo de medida se detalla en el aptdo. C.8.1.3 de M. y

M.. Las imagenes siguientes se presentan en falsos colores, con arreglo a una escala
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D.6.1.1.- Analisis por FI de las hojas AS
D.6.1.1.1.- Anilisis del NPQ

En la fig. 44 se presenta la cinética de NPQ durante la induccion de la
fluorescencia en hojas AS, previamente adaptadas a la oscuridad, y sus controles
equivalentes a 17 d.p.i.. Comprobamos que en la mayotia de los puntos de la cinética
las imagenes de NPQ de las hojas AS de plantas infectadas muestran un patrén
espacial muy caracteristico, frente a la casi homogeneidad de este parametro en las
hojas control. En la zona que rodea los netvios principales de la hoja, el valor de este
parametro fotosintético es muy alto, a partit de 30-60s con respecto al valor del
control y supetior al otras zonas de la hoja AS. El resto del mesofilo registra a lo
largo de la cinética valores mis bajos de NPQ y a 20-30 seg es evidente una linea
estrecha que separa ambas zonas de la hoja y en la que el valor de NPQ es muy bajo.
En estos momentos de la cinética de la hoja AS a 17 d.p.i. podriamos distinguir
claramente tres zonas con distintos valores de NPQ. En el estado estacionario hay

un espectacular aumento de NPQ en la zona de nervios principales.

Hemos comprobado que a 30 segundos en la cinética de induccién de la
fluorescencia se puede apreciar con detalle la heterogeneidad del patrén de NPQ en
hojas AS, y por esta razén hemos elegido ese punto (NPQ);,) para comparar imagenes
de este parametro a lo largo de la infecciéon (fig. 45). A 7 d.pi. no se aprecian
diferencias entre la hoja control y la infectada y, a 14 d.p.i., aparece una zona estrecha
que bordea los netvios principales que presenta un NPQ,, mayor que el resto de la
hoja AS, a 17 d.p.i se distinguen ya las tres zonas descritas anteriormente y en la
ultima fase de la infeccién, 24 - 28 d.p.i., decae notablemente el NPQ,, en toda la
hoja. Este fenémeno final aparece también aunque en menor medida en hoja sana

probablemente como consecuencia de la edad de la hoja.
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Fig. 44.- Cinética de induccion de NPQ en hojas de plantas control (A) y
AS de plantas infectadas (B) a 17 d.p.i..

7 dpi 14 dpi 17 dpi 21 dpi 24 dpi 28 dpi

Fig. 45.- Imdgenes de NPQ,, de hojas de plantas de IN. benthamiana control
(A) e infectadas con PMMoV'-1 (B) a distintos tiempos post-infeccion.
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Hemos analizado también las imagenes de NPQ en el estado estacionario (300
s tras el inicio de la induccién de la fluorescencia) en hojas AS y equivalentes de
planta sana en distintos puntos de la infeccion (fig. 46). Se observa que en la planta
sana el NPQ es relativamente homogéneo en todo el mesofilo de estas hojas y que
disminuye dristicamente a pattit de 24 d.p.i. debido al estado de desatrollo de la hoja.
En hojas AS de plantas infectadas el patrén foliar del NPQ,,, es similar al de los
controles hasta 7 d.p.i.. Aproximadamente a los 14 d.p.i. la zona que rodea los
netvios ptincipales de la hoja tiene un valor de NPQ,,, supetior al de la misma zona
en hojas control y vemos petfilarse la linea que en NPQ 30 separaba dos zonas
foliates con distinto (fig. 45) y que presenta ella misma un valor de NPQ muy bajo. A
17 d.p.i. se obsetva el patrén espacial en la hoja ya descrito anteriormente en el que
se aprecia un valor muy alto de NPQ,,, en la zona que rodea los nervios de la hoja
AS y, a 21 d.p.i. la imagen del NPQ,,, de la hoja AS es practicamente homogénea,
teniendo este patimetro un valot muy alto. A 24 y 28 d.p.i. el patrén sigue siendo
homogéneo y el valor de NPQ,,, disminuye progresivamente de forma que todavia a
24 d.p.i. el valor es mayor en las hojas AS que en las controles pero a 28 d.p.i. se
igualan. A 28 d.p.i., las hojas control, probablemente ya senescentes, tienen valores

muy bajos de NPQ), incluso menores que las hojas AS.

7 dpi 14 dpi 17 dpi 21 dpi 24 dpi 28 dpi

Fig. 46.- Imdgenes de NPQ en el estado estacionario de hojas AS (B) de
plantas de N. benthamiana inoculadas con PMMoV/-1 y de equivalentes de
planta control (A) a distintos tiempos post-infeccion.
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Se ha considerado que 17 d.p.i. es un punto intetesante en el estudio por FI de
la infeccibn de PMMoV-I en su huésped expetimental, debido a la aparicién del
caractetistico patrén de NPQ en las hojas AS. Asi se eligieron en las imigenes de
NPQ,, regiones de interés (RI) aleatotias de 10x10 pixels, , en las tres zonas de la
hoja bien definidas en las imigenes de NPQ de hojas AS: la que rodea los netvios
principales de la hoja (N), el resto del meséfilo foliar (M) y la linea que las separa (L).
Una operaci6n similar se realiz6 en las hojas cotrespondientes de plantas sanas en la

que sélo consideramos dos zonas, la cercana a las venas principales y el resto del

mesofilo (fig. 47).

Fig. 47.- Imdgenes de NPQ,, (representacion en escala de grises) de hojas
AS (B) de plantas inoculadas con PMMoV/ -1 y equivalentes sanas (A) a 17
d.p.i.

Con los valotes medios de NPQ obtenidos en cada RI (ver aptdo. C.8.1.2 de
M. y M.) se represent? la cinética de este pardmetro en la curva de induccioén de la
fluotescencia en las distintas zonas de las hojas AS a 17 d.p.i. (fig. 48). Este
parametro presenta una evoluciéon muy distinta en las hojas infectadas respecto a las
zonas equivalentes en hojas de planta sana, las ireas N, M y L, alcanzan el estado
estacionario en la primera fase de la cinética y no existiendo un componente de

relajacién de NPQ antes de alcanzatlo, que si presenta en las zonas N y M de los
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controles. Ademis se comprueba que el NPQ en el estado estacionario de las hojas
infectadas alcanza en la zona N valotes mayotes que los de la zona equivalente en
hoja sana. La zona M alcanza un valor de NPQ similar y la L ligeramente infetiores a

los del control.

A
NPQ 08
00 ( . 1 : :
B 0 50 100 150 200 250 300 t@)
NPQ 0,8
0,6
04
Control ASs
concoofoco wongns ZONA N
0,2 ) == zonaL
0,0 # S -
0 50 100 150 200 250 300 t(s)
Fig. 48.- Cinética de NPQ a 17(A) y 28 d.p.i. (B) en las distintas Jonas de
NPQ diferenciables en el patron de NPQ 5, de hoja AS de plantas de .
benthamiana inoculada con PMMoV/ -1 y las equivalentes en hoja control.
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También es impottante el estudio del comportamiento de las hojas infectadas a
28 d.p.i., puesto que en ese punto la planta ya ha experimentado el proceso de
recuperacién de los sintomas virales en las hojas S. En la fig. 48 se presentan las
curvas de induccién de NPQ en hojas AS y equivalentes sanas a 28 d.p.i.. En ambas
se consideran dos zonas equivalentes a N y M. Observamos que las dos zonas
consideradas en hoja control tienen cinéticas idénticas y similares a la que se observa
en la zona M de la hoja AS. En cambio, en la zona N de la hoja AS el NPQ tiene
valores mas altos de NPQ a partir del punto 60 s después de iniciada la induccién y
hasta alcanzar el estado estacionatio. Ni en el caso de hojas AS, ni en las controles
presentan las cinéticas de NPQ una fase de relajacién, alcanzando la fase estacionaria

de forma temprana, aproximadamente a los 125 sec.

D.6.1.1.2.- Analisis del rendimiento cudntico del PSII (®p;)

La fig. 49 representa la cinética del rendimiento cuantico del PSII durante la
induccién de la fluorescencia, comparando imagenes obtenidas de hojas AS de
plantas infectadas con PMMoV-I y de hojas equivalentes de plantas sanas a 17 d.p.i.
No existen grandes diferencias entre las plantas sanas e infectadas en los distintos
puntos de la curva de induccién de la fluorescencia, aunque se observa un ligero

descenso en el valor de este parametro en el estado estacionario en hojas infectadas.

Fig. 49.- Cinética de Dpgyy a 17 dp.i. en hojas AS de plantas de N.
benthamiana inoculadas con PMMoV/-1 (B) y hojas equivalentes control (A).
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En la fig. 50 se muestran las imagenes de @, en el estado estacionario Ppgy 50
(a 300 s después del inicio de la induccién de la fluorescencia), correspondientes a
una hoja AS y una equivalente sana a distintos tiempos post-infeccién. Las hojas
sanas presentan un patrén homogéneo de @y, 5 que patece ser independiente de la
edad de la planta. El patrén espacial de @y 5, de las hojas AS, pese a no
cotresponderse con el patrén de NPQ, se ve afectado por la infeccién. En la hoja AS
D1 509 alcanza a 7 y 14 d.p.i. un valor ligeramente supetior al del control. A 17 d.p.i,
cuando en el mesofilo se habtian definido tres zonas en las imigenes de NPQ,,
segtin el valor que éste alcanza en ellas, en las imigenes del rendimiento cuintico solo
podemos apreciar la existencia de la zona L, en la que este patimetro tiene un valor
inferior al resto de la hoja. A pattit de 21 d.p.i. el valor de @y 5, disminuye en toda
la hoja con respecto al control, sobte todo después de 24 d.p.i., de forma que a 28

d.p.i. el valor de este parimetro es muy bajo si se compara con el valor alcanzado en

las hojas equivalentes de plantas sanas.

7 dbi 14 dsi 17 dsi 21 dpi 24 dpi 28 dpi
Fig. 50.- Imdgenes de Dy 5, de hojas AS de plantas inoculadas con
PMMoV'I (B) y de las equivalentes de planta sana (A) en el estado

estacionario a distintos tiempos post-infeccion.
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Fig. 51.- Cinéticas de induccion de Dy en hojas controles y AS de plantas
inoculadas con PMMoV' 1 a 17 dp.i. (A) y 28 dp.i. (B).

En la fig. 51 se muestran las graficas correspondientes a la cinéticas de Ppg;
durante la induccién de la fluorescencia, en hojas AS de plantas de IN. benthamiana
inoculadas con PMMoV-I y en sus equivalentes de plantas sanas a 17 y 28 d.p..,
obtenidas seleccionando RIs en las zonas establecidas antetiormente segin sus
valotes de NPQ. A 17 d.p.i. las cinéticas de Py para las tres zonas, N,M y L de
hojas AS son idénticas entre si y distintas a las de las dos zonas equivalentes
consideradas en hojas sanas. En este punto de la infeccién, la cinética de @y, al
igual que la de NPQ, es mas compleja en hojas de plantas sanas que de plantas
infectadas por PMMoV-I. Mientras que en las hojas control @,y alcanza
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rapidamente un minimo (en torno a 30 s), posteriormente un maximo y después una
lenta relajacion hasta alcanzar el estado estacionario, en las tres zonas de hojas AS de
plantas infectadas, este patametro alcanza el minimo aproximadamente en el doble
de tiempo que en el control. Postetiormente ®,q; incrementa lentamente hasta
alcanzar, en el estado estacionario, el mismo valor que en la zona del meséfilo de la

hoja control.

A 28 d.p. (fig. 51) vemos la cinética de @, de las hojas sanas ha evolucionado
con el desarrollo de la planta, siendo en este punto similar a la mostrada por las hojas
AS 2 17 d.p.i.. En este momento de la infeccion en el que se detecta el fenémeno de
recuperacion de las hojas jovenes de plantas inoculadas con PMMoV-], las hojas AS
exhiben una notable bajada en el rendimiento cuantico del PSII, mas acusado ain

que en las hojas ya senescentes de plantas sanas.

D.6.1.2.- Analisis por fluorescencia de imagen de las hojas S

El analisis por fluorescencia de imagen del efecto de la infeccion viral en hojas
S presenta dificultades metodologicas, debido al fuerte enrollamiento que éstas
presentan. Este hecho imposibilita que la intensidad de la luz incidente utilizada sea
homogénea en todos sus puntos, generando patrones heterogéneos de fluorescencia
emitida y de los parametros que de ella se derivan que pueden no corresponderse
exactamente con la actividad fotosintética de la hoja en cuestion. Por ello, el estudio
de la infeccion por PMMoV en estas hojas de su huésped experimental se ha
realizado eligiendo en ellas RIs de 10x10 pixels cuya superficie puede considerarse
petpendicular a la diteccién de la luz de excitacion incidente (fig. 52), para finalmente

analizar en estas regiones la evolucién de los distintos patametros fotosintéticos.

D.6.1.2.1.- Analisis del quenching no fotoquimico (NPQ)

Ya que en hojas AS 17 d.p.i era el punto de la infeccion mas significativo para
el analisis de los parametros de FI y entre éstos, NPQ),, result6 ser el de mas utilidad,
en ptimer lugar obtuvimos imigenes de las hojas S y de sus correspondientes

controles en estos puntos de la infecciéon y de la cinética de induccién de la
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fluorescencia (fig. 52). Aunque no se aprecian diferencias entre ambas imagenes,

éstas nos han servido para la seleccién de Rls para los posteriores analisis de cinética.

Fig. 52.- Imdgenes de NPQ,, de una hoja S de planta de N. benthamiana
inoculadas con PMMoV-I (B) y una hoja equivalente de planta sana (A) a
17 dp.i.. Las Rls seleccionadas para la posterior obtencion de ¢ y NPQ se

sefialan con flechas.

En la grifica de la fig. 53 vemos las cinéticas de NPQ durante la induccién de
la fluorescencia en hojas S a diferentes d.p.i., comparadas a su vez con las obtenidas
en plantas sanas. A lo largo de la infeccién el NPQ de hojas S sigue una cinética
similat a la de las hojas controles. La primera fase de la cinética de induccién del
NPQ, en la que éste alcanza un valor maximo, es muy parecida en ambos tipos de
hojas a lo largo de toda la infeccién. Pero en la segunda parte de la cinética, en la que
el NPQ se relaja hasta alcanzar el estado estacionatio, si se observan diferencias. Esta
fase de la cinética del NPQ en las hojas S es muy similar a la que este parametro sigue
en los controles hasta 14 d.pi A 17 y 21 d.p.i., cuando comienza el proceso de
recuperacion de los sintomas, esta fase es mas rapida en las hojas S de plantas
inoculadas con PMMoV-I que en las equivalentes de planta sana. Y a 28 d.p.i. la
relajacién del NPQ vuelve a ser igual en ambos tipos de hoja.
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NPQ 0,8

Control Ss

00 -
0 50 100 150 200 250 300 t(s)

Fig. 53.- Cinéticas de NPQ en hojas S de plantas inoculadas con PMMol/ -
Ly controles a lo largo de la infeccion.

Segun estas cinéticas, el valor maximo de NPQ no se alcanza en todos los
casos a 30 s, sino entre 30 y 60 s, por lo que comparar NPQ,, 2 lo largo de la
infeccién, como haciamos en el caso de hojas AS, no resulta conveniente. En general,
la diferencia entre los valores de NPQ de hojas S y controles en los distintos puntos
de la infeccién estudiados, es maxima a los 60 segundos del inicio de la induccién de
fluorescencia (NPQ,). Asi que hemos comparado NPQ, de hojas S con sus
cottrespondientes controles en los distintos momentos de la infeccién. Vemos que el
NPQ, de las hojas S de plantas inoculadas con PMMoV-I, es ligeramente infetior al
control a 4 y 7 d.p.i., aproximadamente igual a 14 y 17 d.p.i, y postetiormente
aumenta a 21 d.pi. A 28 d.p.i., cuando la recuperacién es completa, el NPQy, es
superior al del control. En esta grafica también se comprueba que la infeccién viral
produce solo un ligero aumento en el valor de NPQ de hojas S en el estado
estacionatio. Esto ultimo no se cumple en el caso de 17 d.p.i., punto en el que estas

hojas presentan un valor de NPQ infetior al de las hojas j6venes de plantas sanas.

En la fig. 54 se muestran, a modo de ejemplo, imigenes de NPQ,
correspondientes a las hojas jovenes de una planta sana y las S de otra inoculada con

PMMoV-], a lo largo de la infeccién. En ella vemos que a 4 d.pi. comienzan a
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aparecet los ptimeros sintomas caractetisticos de la infeccion, completamente
desatrollados a 14 d.p.i., y de los que la planta se recupera en la Gltima fase de la
infeccién (a partit de 21 - 24 d.p.i). En ella, y considerando solo las zonas de las
hojas otrientadas de forma adecuada, se aprecia que NPQ, es ligeramente mayor en
las hojas control que en las S y cémo a pattir de 21 d.p.i. encontramos la situacién

contraria, elevandose NPQ en las hojas infectadas.

4 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi

Fig. 54.- Imdgenes de NPQ,, de hojas jovenes de una planta sana de N.
benthamiana (A) y de la S de una inoculada con PMMol/-1 (B) en distintos

puntos de la infeccion.

D.6.1.2.2.- Anilisis del rendimiento cudntico del PSII (®pgy,)

Cuando se compara la cinética de @,q; en hojas S respecto a la de hojas
jovenes del control (fig. 55), es evidente que hasta que comienzan a aparecer los

sintomas, a 4 d.p.i., en ambos tipos de hoja el rendimiento cuantico del PSII sigue
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una cinética idéntica. Sin embargo, una vez desarrollados (2 7, 14 y 17 d.p.i.) los
valotres de @pg; en hojas S en todos los puntos de la cinética son mayotes que los
cotrespondientes a los controles, incluso en el estado estacionatio. A pattir de los 21
d.p.i., momento en el que empiezan a desarrollarse la recuperacién de la planta, esta

relacion se invierte, pasando a tener las hojas S valotes de ®,;; menotes con respecto
a los controles (fig. 55).

0,68
Dpsiy

0,64
Control Ss
w4 dpi
0’60 ................. 7dpi
__________________ e 14 dpi
0,56 e 17dpl
—_— ——=-— 21dpi
28 dpi
0,52
A S s &
0 50 100 150 200 250 300 t(s)

Fig. 55.- Cinéticas de Dyg; en hojas S de plantas de IN. benthamiana
inoculadas con PMMoV-1 y hojas jovenes de plantas sanas a lo largo de la

infeccion.

D.6.2.- Analisis de la distribucién viral

La acumulacién viral determinada en las muestras de RNA total no permite
discriminar si esta acumulacién esta distribuida de una forma homobgenea en toda la
planta, o si por el contrario, existen zonas preferentes de acumulacién y/o
replicacion dependiendo de la fase de infeccién analizada y del material vegetal. Por
ello, procedimos a examinar la distribucién viral en improntas de hojas AS y S de las

plantas infectadas con ambas cepas virales asi como de los controles, usando un
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sueto especifico frente a la proteina de cubierta viral, segiin se detalla en el aptdo. C.4

de M. y M..

A

B § b
21 dp.i 14 dp.i 21 dpi. 28 dpi

Fig. 56.- Localizacion por impronta de hojas de la proteina de la cdpsida de
PMMoV” en hojas AS de IN. benthamiana inoculadas con PMMol-S (B)
y con PMMoV'I (C) a 14, 21 y 28 d.p.i. Se muestran hojas controles en
(A). A la izquierda se muestran las fotografias de las hojas analizadas a 21
dp.i.

En la fig. 56 se presenta la detecciéon de la CP de PMMoV en hojas AS de
plantas de IN. benthamiana a lo largo de la infeccién. En ambas infecciones la CP es
detectable a partir de los 14 d.p.i.. En todos los casos la mayor reaccion se observa en
el nervio medio y en las venas principales, pudiendose visualizar un gradiente de
acumulacién desde la zona basal de la hoja, y a medida que transcurre la infeccion, de
forma que a los 28 d.p.i, la CP viral es detectada por toda la hoja. La invasion de la

hoja entre los 21 y 28 d.p.i., coincide con el incremento de acumulacién del RNA
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viral detectada en este petiodo. Ademas indican que el virus no esta distribuido
uniformemente por toda la hoja, sino mayoritariamente asociado a la nervatura. Por
tanto, las diferencias obsetvadas en la acumulacioén de la cepa S e I en estas hojas (fig.
43, en el aptdo. D.5.3 de Resw/tados) no pueden ser adscritas a diferencias en los sitios

de acumulacién.

PR
-

21 dpi 14 dpi 21 api 28 dpi
Fig. 57.- Deteccion de la proteina de cubierta viral en improntas de hojas S
de N. benthamiana inoculadas con PMMoV/-S (B) y PMMol/-I (C) a 14,
21 y 28 d.p.i. Plantas control (A). A la izquierda se muestran las fotografias
de las hojas analizadas a 21 d.p.i.. La sesial detectada en las plantas sanas

corvesponde a una reaccion inespecifica del antisuero utilizado.

En el anilisis realizado en las improntas de las hojas S de estas plantas (figura
57) pudimos comptobar que en los tres tiempos analizados (14, 21 y 28 d.p.i), la
acumulacién de PMMoV-S en la hoja es similar, detectindose una sefial fuerte en el
peciolo y en la netvatura asi como en el resto de la hoja. Una distribucién similar se

puede obsetvar en las hojas de las plantas infectadas con PMMoV-I, pero tan sélo a
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los 14 d.p.i. Postetiormente, entte los 21 y los 28 d.p.i. se observa una disminucién
de la sefial en el peciolo y en la netvatura, de forma que en este dltimo tiempo la
infeccién queda restringida a focos disctetos situados mayoritatiamente en el borde
supetior de la hoja. En este sentido, las alteraciones obsetvadas en la distribucién de
PMMoV-I se cottrelacionan con los cambios detectados en la acumulacién del RNA
subgendomico viral (fig. 43, en el aptdo. D.5.3 de Resultados).

D.6.3.- Efectos de la infeccién viral en la ultraestructura del cloroplasto

Se ha estudiado mediante microscopia electrénica de transmision (MET) el
efecto de la infeccién viral en la ultraestructura del cloroplastoen hojas S y AS de
plantas de IN. benthamiana inoculadas con PMMoV-1. El anilisis se ha realizado en
plantas inoculadas y sanas a 7, 17, 21 y 28 d.p.i., segtn se detalla en el apartado C.8.2
de M. y M..

D.6.3.1.- Hojas asintomaticas

En la fig. 58(C y D) cottespondiente a 7 d.p.i podemos observar que, en las
células de hojas AS aunque todavia no se detecta la presencia de particulas virales,
empiezan a detectarse cambios con tespecto a los cloroplastos de hojas equivalentes
de plantas sanas, como son granos de almidén en el esttoma, aumento en el nimero

de plastoglobulos y en algunos casos en el grosor de las lamelas estromaticas.

Cuando analizamos la situacién a 17 d.p.i. (figs. 59 y 60) conviene recordar que
las hojas AS muestran en este punto un patrén caracteristico de NPQ con tres zonas
diferenciadas, N, M, y L que las separa (aptdo. D.7.1.1 de Resultados). Por ello,
tomamos muestras para MET de las tres zonas en hojas AS y sélo de N y M en
plantas sanas. En este punto del estudio puede apreciarse en los cloroplastos de hojas
control y AS un aumento en el grado de apilamiento de sus grana, aunque en los
cloroplastos infectados, parece disminuir el nimero de grana (fig. 59(C y D) y 60 ).
Existe ademas en estos dltimos un gran aumento en el tamafio de los granos de
almidén de los cloroplastos; esto produce la distorsién de su estructura y hace que

sean mas redondeados. También se sigue incrementando el namero de
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plastoglobulos y apatecen dos tipos de éstos, probablemente con diferente
composicion lipidica, diferencidndose por set o no opacos a los electrones. Las

lamelas estromaticas se presentan en numerosos casos abiertas e hinchadas (fig.

59(C) y 60).

Estos fenémenos son comunes en las tres zonas definidas por su NPQ. Pero
s6lo se han detectado particulas virales (marcadas en las figs. 60B y 60C) en el
citoplasma de células de las zonas N, que rodea los netvios principales de la hoja, y
de la zona L, pero en ningin momento en las células del drea M, que teptesenta el

testo del mesoéfilo foliar.

Tras 21 d.p.i los cloroplastos de hojas control muestran cambios
caracteristicos de la senescencia como son el aumento del nimero y tamafio de los
granos de almidén y la disminucién de la cantidad de membranas tilacoidales (fig.
61). La situacion en los cloroplastos de hojas AS es aun mas dramatica: presentan una
gran desorganizacién de la estructura del tilacoide, la estructura granal es escasa, la
acumulaciéon de almidén es muy alta y existe gran cantidad de plastoglébulos.
Ademis, se aprecian grandes aciumulos de particulas virales en el citoplasma de estas
hojas (fig. 61D).

A 28 d.p.i., si en las hojas control, las lamelas estromaticas parecen predominar
sobre los apilamientos granales, en las AS la estructura granal es pricticamente
inexistente, reduciéndose dristicamente el esttoma cloroplastidico debido al gran
numero y tamafio alcanzados por los granos de almidén y los plastoglobulos. En el
citoplasma de estas ultimas células se obsetvan particulas virales dispersas o

formando grandes acimulos en el citoplasma (fig. 62).

D.6.3.2.- Hojas sintomaticas

En las hojas jévenes de plantas sanas la estructura interna del cloroplasto es
distinta de la observada en las hojas maduras. Los cloroplastos de las hojas jovenes
en el mismo punto de infeccién presentan una buena organizacion membranal pero
con pequefio numero de grana y menor grado de apilamiento de éstos; también
persentan ya granos de almidén (fig. 63). A 7 d.p.i. las hojas S de plantas de IN.

benthamiana inoculadas con PMMoV-I muestran todos los sintomas de la infeccion.
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Mediante MET se comprueba que la estructura de sus cloroplastos también esta
afectada, presentando lamelas esttomiticas mis gruesas y granos de almid6n de
mayor tamafio que en los del control. El grado de apilamiento de los grana no parece
verse afectado por la infeccién (fig. 63C y D). Se observan asimismo grandes

acamulos de patticulas virales en el citoplasma de estas células (fig. 63D).

Examinando las iméigenes correspondientes a las células de las hojas S de
plantas inoculadas a 17 d.p.i. se obsetva un aumento en el nimero y tamafio de los
gtanos de almidén, abundantes plastoglébulos y desaparicion de apilamientos
granales (fig 64). En este punto de la infeccién también se detectan particulas virales
dispersas en el citoplasma celular de las hojas S. Los cotrespondientes controles,
también presentan grandes granos de almidén que deforman el cloroplasto, pero los

plastoglébulos son escasos.

A 21 d.p.i. la gran acumulacién de almidén en el estroma de los cloroplastos de
hojas S y sus cotrespondientes controles ptovoca la deformacion de éstos, que toman
una forma mis esférica (fig. 65C). En las células infectadas, la estructura granal
pricticamente no es detectable y en el citoplasma se distinguen numerosas particulas

virales dispersas o formando acimulos (fig. 65D).

A 28 d.pi. los clotoplastos de las hojas de planta sana presentan lamelas
esttomaticas hinchadas con escaso nimero de grana, bajo grado de apilamiento de
éstos y granos de almidén en el estroma. El mesoéfilo de las hojas jovenes de plantas
inoculadas con PMMoV-], ya sin sintomas, presenta dos tipos de cloroplastos bien
diferenciados. En unos obsetrvamos la estructura tilacoidal, y el organulo en general,
muy afectados por la presencia de grandes granos de almidén, con numerosos
plastoglébulos densos a los electrones de gran tamafio (fig. 66D). Sin embargo, el
segundo tipo de cloroplastos presenta grana bien apilados y plastoglébulos de menor
tamafio que los encontrados en los antetiotes y no se aprecia acumulaciéon de
almidén en su estroma (fig. 66C). Sélo en el citoplasma de las células que presentan
el primer tipo de cloroplastos se han detectado patticulas virales (marcadas en la fig.
66D).
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Fig. 59.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de la zona N de hojas
AS de N. benthamiana infectadas por PMMoV/-I (C y D) en 17 dp.i., y
gona equivalente en plantas sanas (A_y B).
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Fig. 60.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de las gonas L (A y B)
y M (C y D) de hojas AS de N. benthamiana infectadas por PMMoV/-I en
17 dp.i.
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Fig. 61.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de hojas AS de N.
benthamiana infectadas por PMMol/-I (C y D) y zona equivalente en
plantas sanas (Ay B) en 21 d.p.i.
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Fig. 62.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de hojas AS de IN.
benthamiana infectadas por PMMol/’-I (C y D) y zona equivalente en
plantas sanas (Ay B) en 28 d.p.i.
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Fig. 64.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de hojas S de IN.
benthamiana sanas (A Yy B) e infectadas por PMMolV'-1 (C y D) en 17
d.p.i..
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Fig. 65.- Fotografias mediante MET de cloroplastos de hojas S de IN.
benthamiana sanas (A y B) e infectadas por PMMoVI (C y D) en 21
‘ dp.i..
|
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Trabajos previos de nuestros laboratorios (Rahoutei y col., 1998, 1999, 2000,
Rahoutei 2000) habian demostrado que el punto de accion en el cloroplasto de la
infeccién por tobamovirus es el PSII, a semejanza de lo que ocutre en otros casos de
estrés bidtico (Balachandran, 1997b; van Kooten, 1990; Reinero y Beachy, 1989) y
abi6tico (Batén y col, 1995; Lichtenthaler, 1996). Habiamos comprobado que el
OEC tresultaba ser dentro de este complejo el mas afectado, ya que plantas de IN.
benthamiana infectadas con PMMoV y PaMMoV muestran un notable descenso en los
niveles de sus proteinas constituyentes. Los de PsbP y PsbQ disminuyen a lo largo de
la infeccién mientras que los de PsbO se mantienen practicamente constantes.
Siendo estas proteinas de codificacién nuclear, ello podtia deberse a una inhibiciéon
de la transctipcion, a pertutbaciones de procesos post-transcripcionales como serian
un transporte defectuoso desde el citoplasma, donde son sintetizadas, hasta el lumen

tilacoidal, donde desatrollan su funcién, o a una postetior degradacion proteolitica.
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Ademis encontramos (Rahoutei y col., 2000) que en N. benthamiana PsbO y
PsbP son familias multiproteicas y nos intetesaba comprobar si nos encontrabamos

en presencia también de familias multigénicas.

Un hallazgo especialmente interesante fue que durante el desarrollo de la
infeccion las cuatro isoformas encontradas de la proteina de PsbP que se separan
mediante electroforesis bidimensional no experimentan una caida paralela respecto al
control sino que algunas disminuyen mas dristicamente que las otras, apoyando la
idea de que existe para estas proteinas un mecanismo de regulacién de su biosintesis

durante la patogénesis (Rahoutei y col., 1998).

Por todo ello, nos dispusimos en el presente trabajo a la clonacién y
caractetizacion de los genes que codifican las proteinas OEC para posteriormente
caractetizar las posibles familias multigénicas y analizar, por dltimo, el efecto de la

infeccién viral en su expresion.

Familias multigénicas han sido desctitas para las proteinas mas abundantes del
cloroplasto como la subunidad pequefia de la RuBisCO (genes 7%cS), y las proteinas
del LHCII (genes ¢ab) (Cotruzi y col,, 1983) que presentan una expresion diferencial
en respuesta a diferentes condiciones de iluminacién. Asi la existencia de familias
multigénicas que codifique las proteinas constituyentes del OEC podria también estar
relacionada con una expresién génica diferencial (Wales y col., 1989a y b) y ser
debida a la necesidad de una ripida sintesis de la proteina en determinados estadios
del desarrollo de la hoja. Numerosos autotes (ver Takahashi y col., 1991) coinciden
en que la expresién génica de los miembros individuales de estas familias proteicas es
inducida o suprimida dependiendo de las condiciones ambientales. Esta setia una
explicacion para el descenso diferencial obsetvado en los niveles de los polipéptidos
PsbP en plantas de IN. benthamiana durante el progreso de la infeccion viral (Rahoutei
y col., 2000). Takahashi y col. (1991) desctiben un fenémeno similar en plantas de
tabaco infectadas por el virus del mosaico del pepino (CMV), y proponen que la
regulacion diferencial de los niveles de estas proteinas en plantas infectadas debe
estar relacionada con la respuesta de la planta a la invasion por el patéogeno y con el

desarrollo de la enfermedad y aparicién de los sintomas clotéticos.

Los mecanismos responsables de cambios en los niveles de algunas proteinas

OEC durante la infeccién no estin ain caractetizados en ningun sistema huésped-
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parasito. Estas proteinas se sintetizan en varias etapas hasta su ensamblaje en el PSII:
transcripcion, traduccién, transporte al cloroplasto en dos pasos hasta su ensamblaje
en la membrana tilacoidal y degradacién (Seidler, 1996). El bloqueo de cualquiera de
estos procesos o una postetior degradacion proteolitica podrian ser la causa de sus
bajos niveles en plantas infectadas. Recientemente Murakami y col. (2003) han puesto
de manifiesto en plantas transgénicas la posible regulacién post-transcripcional de las
cuatro isoformas de PsbP en N. fabacum, por complementariedad de la region 3>-NC
de uno de los mRNA consigo misma y con la de otra de las isoformas; se produce asi
de forma fisiol6gica la inhibicién selectiva de la traduccién de dos de las isoformas de
PsbP. También se ha demostrado que tanto la expresion de psbO como psbP es
dependiente del estado de desatrollo de la hoja y del cloroplasto (Palomares y col.,
1993; Jain y col., 1998).

Se han hecho diversos estudios de la composicion proteica del cloroplasto
mediante el analisis por electroforesis bidimensional y postetior identificaciéon por
MALDI.. En ellos, algunos autores predicen que las proteinas cloroplastidicas
codificadas en el nicleo, como es el caso de las proteinas del OEC, constituyen el 10-
15% del contenido proteico del otganulo y han descrito las proteinas del OEC junto
con la plastocianina las proteinas mayoritatias del lumen (Peltier y col, 2002;
Schubert y col., 2002; Emanuelson y col., 2000; Wang y col., 2000).

La proteina PsbO ha sido desctita como una familia multigénica en varias
especies de plantas supetiores como Pisum sativum, en la que Wales y col. (1989a)
estimaron en 7 a 9 los genes miembros de la familia, en Licopersicum esculentum en la
que Gorlach y col. (1993) describen la existencia de al menos dos genes por genoma
haploide, y en Arabidopsis thaliana que posee dos isogenes. Algunos autores han
podido identificar mediante electroforesis 2D de preparaciones de la fraccion
proteica del lumen tilacoidal de A. thalkiana cuatro manchas de esta proteina, tres de
ellas correspondientes a una misma isoforma, indicando la posible existencia de
modificaciones post-traduccionales, atin no descritas en ninguna especie (Peltier y
col, 2000 y 2002; Schubert y col, 2002). En trabajos anteriores de nuestros
laboratorios se desctibié PsbO de N. benthamiana como una familia multiproteica de
cuatro miembros (Rahoutei y col., 2000). Por ptrimera vez en el presente trabajo, se

describe esta proteina como una familia multigénica en una planta del género
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Nicotiana. Mediante southern blot (fig. 39, en el aptdo. D.4 de Resultados) hemos
comprobado que el gen psbO de N. benthamiana se trata de una familia génica de la

que se han podido clonar cuatro isogenes.

Varios autores han descrito la proteina PsbP como una familia multigénica en
especies como Arabidopsis thaliana dos genes, Sinapis alba o mostaza en la que la
familia esti constituida pot cuatro miembros (Metkle y col., 1990), en Physcomitrella
patens o musgo con dos isoformas (Kasten y col., 1997) y en distintas especies de
Nicotiana (Takahashi y col., 1991). Mediante electrofotesis bidimensional, Hua y col.
(1989) encontraron en N. glanca y N. langsdorfii dos isoformas proteicas de PsbP y en
sus hibridos estables, N. glanca x N. langsdorfii, cuatro isoformas correspondientes a las
de las especies parentales. Estos mismos autotes (Hua y col,, 1991a, 1991b, 1993)
determinaron en cuatro los miembros de esta familia proteica en N. abacum, con las
isoformas A, B, F y 2AF. Asimismo demostraron que F y B proceden de IN. sylvestris
mientras que 2AF y A se cotresponden con las de IN. tomentosiformis, especies de las

que . zabacum es un hibrido.

Los estudios de hibridacién de Southern realizados en especies del género
Nicotiana muestran que la proteina PsbP esti codificada por una familia génica de
cuatro miembros en N. fabacum, a los que designan como psbP-A, psbP-B, psbP-F y
PsbP-2AF y de dos en N. sylvestris, N. tomentosiformis, N. glanca 'y N. langsdorfii (Hua y
col, 1991a, 1991b, 1992, 1993). Proponen, pot ello, que a partir de una especie
ancestral de Nicotiana con 6 pates de ctomosomas (n = 6) y una sola copia del gen
PsbP que codifica la proteina PsbP, apatecieron en el proceso evolutivo especies con
n =12, como N. sylvestris, N. tomentosiformis, N. glanca'y IN. langsdorfiz, con 2 copias del
gen, y postetiormente otras como N. fabacum con n = 24 y 4 copias del gen psbP,
mediante procesos como duplicacién, especiaciéon y diversificacion génica (Hua y
col,, 1993). Se demuestra de esta manera un polimotfismo de esta proteina debido a
la aparicion a lo latgo de la evolucién de distintas copias del gen que la codifica con el
aumento del nimero de cromosomas de las distintas especies del género Nicotiana,
siendo la herencia del gen psbP de tipo mendeliano (Hua y col.,, 1989 y 1993). Otros
autotes (Peltier y col., 2002) también explican la existencia de familias multigénicas
pata los genes del OEC y de la plastocianina de 4. thaliana por duplicacién cuando
divetgieron Brassica y Rosidae. En esta especie, y mediante electroforesis 2D,

190



DISCUSION

Kieselbach y col. (2000) localizaron dos manchas cotrespondientes cada una a una
isoforma de PsbP. En cambio, Schubett y col. (2002) han localizado seis manchas
que identifican como proteinas PsbP, y Peltier y col. (2002) han podido identificar
cuatro manchas correspondientes a una isoforma, mas otras siete en las que
encuentran similitud de secuencia y a las que denominan PsbP-iike domain proteins, de
distintos pesos moleculares y de funcién desconocida. Esto patece indicar que PsbP
también sufre modificaciones post-traduccionales atin no desctitas, ademis de
posibles proteolisis ocurtidas en el proceso de putificacion durante la cual se pueden
general productos de degradacion de 22 kDa (Miyao y col,, 1988; Kuwabara y col,,
1986).

En trabajos previos al presente describimos PsbP en IN. benthamiana como una
familia proteica de cuatro miembros a los que se denominé 24-A, 24-B, 24-C y 24-D
(Rahoutei y col., 1998 y 2000). La secuenciacién del exttemo N-terminal fue posible
para todas salvo la ptimera, que fue determinada en este trabajo, comprobando que
todas las isoformas de mayor peso molecular aparente (24-A, 24-B y 24-C) presentan
idéntica secuencia en los primeros 15 aa que la isoforma 2AF mientras que la menor,
24-D, presenta la misma secuencia en esta regiéon que las otras tres isoformas de IN.
tabacum (ver aptdo. D.2 de Resultados). En este trabajo también se observd en
ptreparaciones de membranas tilacoidales de IN. benthamiana analizadas por
electroforesis 2D una quinta mancha muy minoritaria de masa molecular similar a la
isoforma 24-D pero de menor pl y que también reacciona con el anticuerpo
especifico de PsbP. La secuenciacién de su extremo N-terminal demuestra que la

secuencia de los primeros 15 aa es idéntica a la determinada para las isoformas 24-A,
24-B y 24-C.

En esta Tesis Doctoral se ha analizado, mediante Southern blot, el genoma de
. benthamiana 'y se ha determinado que en esta especie PsbP también esta codificada
por una familia multigénica. Su clonacién ha permitido la obtencién de cuatro
secuencias de cDNA que codifican cuatro proteinas a las que hemos denominado 24-
I, 24-11, 24-II1 y 24-IV. El analisis detenido de sus pesos moleculares reales y pl
tedricos indican que la isoforma 24-I se corresponde con 24-C, 24-II con 24-B y las

otras dos, con masas moleculares muy similares y pI teérico idéntico, con la mancha
24-D.
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La proteina PsbQ sélo estaba desctita como familia multigénica en A. thaliana.
Kieselbach y col. (2000) y postetiotmente Shubert y col. (2002) tdnicamente han
podido identificar pot electroforesis 2D una mancha correspondiente a PsbQ en
pteparaciones de del lumen tilacoidal de A. thaliana. Sin embargo, Peltier y col. (2002)
han localizado dos posibles isoformas. El anilisis por Southern blot del genoma
nuclear de N. benthamiana dutante este trabajo ha permitido concluir que psbQ en esta
especie es una familia multigénica. Mediante su clonacién se han encontrado dos
miembros con una secuencia altamente consetvada puesto que todas las sustituciones
nucleotidicas presentes en la secuencia codificante son silenciosas salvo una, situada

en la region cotrespondiente al péptido sefial del precursor de la proteina.

Tras la clonacién de los genes que codifican las proteinas constituyentes del
OEQG, se estudié la expresion de éstos en plantas infectadas con los virus objeto de
estudio, mediante el anilisis de los niveles de acumulaciéon de sus mRNAs por
Northern blot. De esta manera, pretendiamos clatificar qué proceso de la biosintesis

de las proteinas del OEC es afectado por la infeccién viral.

El analisis de los niveles de acumulacién de los mRNAs psbO, psbP y psbQ
(fig. 40, en el aptdo. D.5.1 de Resultados) nos permite concluir que la infeccién viral
provoca la disminucién de todos ellos, en hojas S a partit de 7 d.p.i,, y en hojas AS a
partit de 14 6 21 d.pi. en funcién del vitus del que se trate. Esto coincide con la
entrada del virus en las células del meséfilo de la hoja, como se muestra mediante
impronta de hojas en la fig. 56, en el aptdo D.6.2 de Resultados. Por tanto, las
variaciones en la cantidad de las proteinas del OEC, PsbP y PsbQ parecen estar
originadas en el proceso transcripcional, que debe verse alterado por la presencia

viral en la célula.

A pesar de que los niveles del mRNA psbO se ven disminuidos en las fases
agudas de la infeccion viral, la cantidad de proteina codificada permanece constante,
lo que indica que la alteracion en la expresién del gen correspondiente, se anula
posteriormente por mecanismos de regulacién post-transcripcional de su sintesis
(Jain y col., 1998, Palomares y col., 1993).

También se ha comprobado que la fase de recuperacién de los sintomas

experimentada en las hojas jévenes de la planta, a partir de 21 d.p.i. y sélo en el caso
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de plantas infectadas con PMMoV-I, estd acompafiada de un aumento muy
pronunciado en las cantidades de mRNAs de las tres proteinas OEC.

Que la infeccién viral de una célula lleve a disminuir la sintesis de las proteinas
del huésped no resulta extrafio, ya que el vitus compite por los sustratos para la
sintesis de acidos nucleicos y de proteinas y consume durante su ciclo de replicacion
y multiplicacién gran cantidad de azicates y bases nitrogenadas. En algunos casos se
ha descrito que en el frente de infeccién, donde la sintesis vital es mis activa, esta
lleva a incorporar la casi totalidad del *°S suministrado en detrimento de la sintesis de

proteinas del huésped.

Para determinar si la inhibicién de la expresién de los genes de las proteinas del
OEC responde a un descenso generalizado de la expresiéon de genes del huésped
como consecuencia directa o indirecta de la sintesis viral o bien a un efecto especifico
hemos analizado la posible alteracién en la expresion de otros genes, tanto nucleares
como cloroplastidicos, como consecuencia de la infeccién viral. Los genes
seleccionados para este estudio codifican otras proteinas constituyentes del PSII, una
proteina del PSI, otras de localizacién estromatica y una que desarrolla su funcién en
la mitocondria (figs. 41 y 42, en el aptdo. D.5.2 de Resultadss). Con ello vemos que la
expresion de los genes nucleares estudiados (/bcb1, psaK, rbeS, ma y gox) se ve
reprimida como consecuencia de la infeccioén viral en las hojas S desde los 7 d.p.i. y
de forma mas acusada en el caso de la infeccién por PMMoV-S. En las hojas AS, el
efecto se detecta, al igual que en el caso de las proteinas OEC, a partir de 14 d.p.i. en
las plantas infectadas con PMMoV-S y de 21 d.p.i. en las infectadas con PMMoV-I,
coincidiendo con la entrada del vitus en el meséfilo de la hoja, como se demuestra en
la localizacién de la CP mediante impronta de hojas (fig. 56, en el aptdo. D.6.2 de
Resultados). Ademas, la fase de recuperacién experimentada en las hojas jovenes de las
plantas infectadas con este Gltimo vitus también se acompafia de un incremento en la
expresion de estos genes nucleares, mientras que las hojas AS sus niveles de mRNAs

son muy bajos.

En las hojas de plantas sanas equivalentes a las AS de infectadas vemos que la
expresion de algunos genes caen progresivamente debido al envejecimiento del
tejido. Estos genes son el /cb1, el rbeS'y el psaK, que codifican proteinas fotosintéticas

cuya actividad decae con el desarrollo de la senescencia . Ello setia una consecuencia
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de las alteraciones metabélicas que acompafian al paso de la hoja de fuente a
sumidero en este petiodo. Asi, las actividades fotosintéticas, tanto la cadena de
transpotte electrénico, como las rutas metabdlicas de sintesis de azicares, se ven
inhibidas. Como consecuencia de la infeccion viral, la expresion de estos genes
disminuye dristicamente con trespecto a los niveles del control coincidiendo, si
comparamos con la fig. 43 (aptdo. D.5.3 de Resultados), con la invasion del virus en el
tejido. En cambio, los niveles de acumulacién de algunos mRNAs de genes
nucleares, como los correspondientes a los genes ra y gox, aumentan como
consecuencia de la infeccién vital. La proteina Rca cumple la funciéon de activasa de
la RuBisCO cuando esti ensamblada formando un gran complejo pero, en varias
condiciones de esttés como altas temperaturas, se disocia y se ancla a la membrana
tilacoidal pata actuar como chaperona. Rca estd relacionada con la familia de
proteinas AAA, con funcién de chaperona dependiente de ATP, asociadas con gran
vatiedad de actividades celulates (Sanchez de Jiménez y col, 1995; Rokka y col,
2001). Esta segunda funcién puede explicar una necesidad por parte del cloroplasto,
de esta proteina en condiciones de estrés y en procesos de senescencia. Respecto al
gen gox, se conoce que se induce en cloroplastos en desatrollo y que su traduccion se

ve activada por luz.

En cuanto al descenso en los contenidos de mRNAs de las dos subunidades de
la RuBisCo, otros autores desctibieron en plantas infectadas con hongos la inhibicién
del ciclo de Calvin-Benson (Scholes, 1992), que atribuyen a una represion génica por
aumento en la concentracién de azicares solubles, lo que contribuye al desarrollo de

los sintomas y a la aceleraciéon de la senescencia, en general (Balachandran y col,
1997).

Podemos asi afirmar que los tobamovitus estudiados en este trabajo aceleran
la senescencia de los tejidos foliares, haciendo la salvedad de las hojas recuperadas de
las plantas de N. benthamiana infectadas con PMMoV-1, en las que el metabolismo

parece ser similar al observado en hojas equivalentes de plantas sanas.

La expresion de los genes cloroplastidicos analizados (psbA y rbcl) son
independientes de la edad de la hoja, tanto en plantas sanas como infectadas. Sin
embargo si se ve afectada por la invasion del tejido por ambos virus, aunque de

forma mas leve que en el caso de los genes nucleares. En hojas S su expresion es
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constante a lo largo de la patogénesis, aunque infetior a la detectada en el control. Sin
embargo, la expresion de estos genes en hojas AS no se ve afectada hasta 14 d.p.i. en
el caso de infeccion por PMMoV-S 6 21 d.p.i. pot PMMoV-1, coincidiendo con la
descarga de los virus en estas hojas. Como consecuencia de la invasién viral la
expresion de ambos genes cae respecto al control, méis dristicamente en las
infectadas con PMMoV-S, y se mantiene constante hasta el final de la infeccién. Los
niveles de expresion de psbA y rbcL no se ven alterados durante la fase de
tecuperacion expetimentada en las plantas infectadas con PMMoV-I. La represién de
los genes cloroplastidicos estudiados como consecuencia de la invasién viral puede
deberse, entre otras causas, a2 mecanismos celulares de regulacién cootrdinada de estos
genes con otros nucleares que también codifican proteinas cloroplastidicas y cuya

expresion se inhibe por la infeccion viral (Rodermel, 1999).

Comprobamos asi que en hojas AS la expresion de todos los genes de
codificacién nuclear o cloroplastidica analizados, ya sean relacionados con el OEC la
antena o el RC del PSII, el PSI u otras rutas metabdlicas cloroplastidicas y de la
mitocondria, cae drasticamente coincidiendo con la entrada del virus en el tejido,

implicando una aceleracion de los procesos de senescencia.

En nuestro sistema huésped-patégeno, hemos comprobado que ambos vitus
son capaces de alcanzar el apice de la planta infectada con relativa rapidez, siendo
detectables a 7 d.p.i. en las hojas jévenes (inmunoblotting de la CP y notthern del
RNA viral, aptdos. D.6.2 y D.5.3 de Resultados, tespectivamente), mientras que en las
hojas AS, ya desarrolladas en el momento de la infeccion, la invasién por PMMoV-§
comienza a 14 d.p.i y por PMMoV-I, aproximadamente a los 21 d.p.i.. Esta diferencia
en el tiempo que cada virus invierte en invadir las hojas madutras puede estar
relacionada con la mayor agresividad del primero de ellos; en cuanto a los sintomas,
efectos en la expresion génica del huésped y alteraciones en la actividad fotosintética
provocados por cada una de los virus en su huésped experimental IN. benthamiana

(aptdos. D.1, D.5 y D.6 de Resu/tados, respectivamente).

Existen dos diferencias notables entre hojas S y AS que justificatian el distinto
efecto que ambos virus provocan en ellas: las hojas S se desatrollan estando ya
invadida la planta por el vitus, que por medio del movimiento a larga distancia llega
desde las hojas inoculadas al apice de la planta; y las hojas AS, en cambio, ya son
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maduras en el momento de la inoculacién de los virus. Por tanto, en el primer tipo de
hojas es posible el estudio del efecto del vitus en el metabolismo de hojas en
desatrollo, que funcionan como sumidero de los productos de la fotosintesis, y en el
segundo tipo podemos estudiar las alteraciones espaciales del metabolismo foliar con

el avance del frente de invasién del virus (van Kooten y col., 1990).

Mediante los estudios de localizacién y acumulacion virales (aptdos. D.6.2 y
D.5.3 de Resultados) en plantas de N. benthamiana inoculadas, hemos comprobado que
PMMoV-S inicia la invasién de la hoja vatios dias antes que PMMoV-1. Roberts y
col. (1997) estudiaron el movimiento a corta y latga distancia de un potyvirus (PVX)
en plantas de N. benthamiana, para lo que clasificaron los nervios foliares en cinco
clases en orden decreciente de tamafio (clases I, II, III, IV y V). En primer lugar,
describieron que el vitus lleva a cabo su movimiento a larga distancia de forma pasiva
desde las hojas infectadas a las hojas sumidero por el floema, haciéndose la infeccion
sistémica a los 6 d.p.i.. Y determinaron que la descarga del virus en las hojas apicales
desde el floema se lleva a cabo a través de las venas de clase III, ya que las de clase
IV y V son funcionalmente inmaduras. Una vez descatgado desde el floema, el virus
avanzatia célula a célula, por medio de los plasmodesmos y gracias a la mediacién de
la proteina de movimiento viral, hasta invadit por completo el mesofilo foliar. En
segundo lugar, proponen que el movimiento del vitus, una vez se descarga del floema
y como mecanismo de defensa de la planta, estd limitado al movimiento célula a
célula, por lo que el vitus no es capaz de invadir las hojas fuente. Si esto es asi,
significa que alrededor de 14 d.p.i. las hojas AS, que hasta entonces eran fuente,
cambian su metabolismo convirtiéndose en tejido sumidero, momento en el que el
virus es capaz de invadir estas hojas. Nuestros resultados coinciden en que el virus
viaja a través del floema hacia el apice de la planta invadiendo las hojas en formacion
(hojas sumidero). Pero también demostramos la presencia de virus en hojas AS hacia
la mitad del proceso patogénico. Por diversos estudios, de localizacion por impronta
de hojas, microscopia electronica, y analisis de acumulacion de RNA viral (aptdos.
D.6.2, D.6.3 y D.5.3 de Resultados, respectivamente), hemos comprobado que
PMMoV-S y PMMoV-I invaden estas hojas altededor de 14 d.p.i.. Teniendo en
cuenta la hipétesis de que la entrada del virus no sea posible en hojas fuente, como

son las AS al inicio de la infeccién, y que la presencia de virus en una hoja sumidero
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no afecta a la transicién a hoja fuente, se justificatia el retraso en la invasion de estas
ultima hojas (Roberts y col., 1997; Opatka y Santa Cruz, 2000).

La expresion de los genes nucleares en las hojas S cae progresivamente con la
evoluciéon de la patogénesis, mientras los niveles de los mRNAs de los genes
cloroplastidicos, aunque inferiores a los del control, permanecen constante. Esto
ocurre incluso en el caso de las hojas recuperadas de plantas inoculadas con
PMMoV-I, a 28 d.p.i., en las que comprobamos que los niveles de expresion de los
genes de codificacion nuclear incrementan siendo comparables con los encontrados
en hojas equivalentes de plantas sanas. En cambio, en las hojas AS el
comportamiento es completamente distinto. En primer lugar vemos que en plantas
infectadas con PMMoV-S los niveles de expresion de todos los genes nucleares
analizados disminuyen drasticamente y de forma paralela desde los 14 d.p.i,
momento en el que detectamos la entrada del virus en la hoja, mientras que el efecto
en la expresién de los genes cloroplastidicos no es uniforme: psbA se reprime a 28
d.p.i. mientras que la expresién de r&cL cae a partir de 21 d.p.i. y se mantiene en los
mismos niveles a 28 d.p.i., indicando la existencia de un mecanismo de regulacién de
P$bA que hasta 21 d.p.i. logra mantener los niveles de su mRNA iguales al control a
pesar de que el tejido ya ha sido invadido. La respuesta de las hojas AS en las plantas
infectadas con PMMoV-I es similar a la inducida por PMMoV-S, aunque mucho
menos marcada. La disminucién en la expresion de los genes codificantes de las
proteinas OEC disminuyen ligeramente. Los niveles de acumulacién de los mRNA
de otros genes nucleares son menotes a los encontrados en plantas sanas a partir de
21-28 d.p.i. y la expresion de los genes cloroplastidicos disminuye ligeramente solo a
28 d.p.i.. Probablemente, el hecho de que los cambios en expresion génica originados
por la invasion de PMMoV-I en las hojas AS sean mucho menos drasticos que los
causados por PMMOoV-S esté relacionado con la capacidad que tienen las plantas IN.
benthamiana infectadas con PMMoV-I de desarrollar el proceso de recuperacion de su

sintomas experimentado en sus hojas jovenes.

Cabe destacar que la expresion todos los genes estudiados esta ligada a la
presencia de ambos virus en los tejidos estudiados, excepcion de las hojas de plantas

inoculadas con PMMoV-I desarrolladas durante el proceso de recuperacion, en las
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que, a pesar de continuar invadidas por vitus, logran formarse sin sintomas y

recuperar los niveles de expresion de las plantas sanas.

Los genes fotosintéticos tienen diversos mecanismos de regulacién, comunes
en ocasiones a2 muchos de ellos. La luz induce la expresion de los genes cab, y de los
que codifican las subunidades del OEC y del RC (Herranen y col., 2001); el estado
tedox del pool de plastoquinonas controla los niveles de expresion de las proteinas
del PSII y, de fotma cootdinada y opuesta, los de las constituyentes del PSI (Liy col,
2000). Ademas, se ha propuesto que las proteasas cloroplastidicas constituyan un
mecanismo de regulaciéon post-traduccional de las proteinas constituyentes del PSIL.
Estas proteasas son la SPP y la TPP (involucradas en el transporte de proteinas), la
Tsp (que elimina el exttemo C terminal del precursor de PsbA), la FtsH (anclada a la
cara estromitica de la membrana tilacoidal y que interviene en la degradacién de la
proteina PsbA dafiada por fotoinhibicién) y las serin-proteasas Clp dependientes de
ATP (de localizacién estromitica y que degradan proteinas solubles o unidas a
membrana) y DegP (unida a la cara luminal de la membrana del tilacoide y que

pueden estar telacionada con mecanismos de respuesta a estrés térmico (Adam,
2000).

Una caractetistica de las infecciones pot patogenos, y en concreto por vitrus, es
la heterogeneidad espacial que éstos prtovocan en el metabolismo de la planta
infectada y en la propia acumulacién viral: zonas invadidas por el virus, y que
desatrollan toda una variedad de sintomas (mosaico moteado, clorosis, etc.) son
vecinas de otras libres de él y que presentan un metabolismo sin alteraciones (Técsiy
col, 1994, 1996). Divetsos autotes han mostrado también que la hoja infectada
también muestra un patrén heterogéneo en la tasa de fotosintesis (Scholes y Rolfe,
1996; Balachandran 1994 a,b,1987b). Las técnicas de fluorescencia de la Chl han
demostrado ser en las ultimas décadas una eficaz hetramienta para la medida de
actividad fotosintética. Complementindolas con la de captacion de imagen de
fluorescencia, los sistemas FIS resulta ser muy prometedores para el diagnéstico y
seguimiento de las infecciones por patégenos, también aplicable al estudio de plantas
sometidas a estrés producido por factotes abiticos (Lichtenthaler, 1996; Chaetle y
col, 2001;Valcke, 2003). Mediante el estudio comparado de las imagenes de

fluorescencia con el analisis de la expansion del vitus en la planta y el desarrollo de
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sus sintomas, se sabe que la emisién de fluorescencia se ve alterada con antetioridad
al desarrollo de los sintomas, haciendo posible un diagnéstico presintomatico de las

infecciones por patégenos (Chaetle y van der Straeten, 2001).

El prototipo de aparato de FI desarrollado en la Universidad de Limburg
(Cisacto, 2000; Ciscato et al. 1999, 2000) ha demostrado su eficacia en el estudio de la
interaccion IN. benthamiana — PMMoV-1. Hemos comprobado cé6mo las imagenes de
determinados parametros de fluorescencia logran exhibir cambios caractetisticos en
la eficiencia fotosintética y el movimiento del virus que no muestran los sintomas
visuales. Es el caso de las hojas AS infectadas por el virus antetior. Estas hojas
maduras, ya desarrolladas en el momento de la infecciéon, muestran, en sus imagenes
de NPQ, cémo este parametro y la correspondiente disipacion termal incrementan
de forma drastica en las fases intermedias de la infeccién (14 — 17 d.p.i.) en la zona
del nervio central y las venas laterales cuando medimos este parametro en la fase

estacionaria.

Diversos autores han demostrado la utiidad de este parametro en el
seguimiento de la infeccién por patbégenos, principalmente hongos. Scholes y
Rolfe(1996) demostraron que la infeccion por el hongo Puccinia coronata lleva a
cambios locales en ®@p; y NPQ que tienen lugar de forma paralela al desarrollo del
hongo y de sus sintomas. Distinguen dos zonas de la hoja en funcién de estos
cambios. En la primera zona, invadida por el hongo, es donde se desarrollan los
sintomas, y la segunda es la que permanece libre de patégeno. Establecen que ®,q;
cae progresivamente, primero en la zona invadida, y después de la esporulacion en
toda la hoja. También encuentran que los valores de NPQ son muy bajos en la zona
invadida, indicando una alta actividad metabélica, mientras que en la zona no
invadida toma valores superiores al control. Ademas relacionaron el aumento de
NPQ con perturbaciones en el gradiente de pH a través de la membrana tilacoidal,

basandose en el anilisis del efecto del patgeno en el ciclo de Calvin.

En el caso de las hojas AS de IN. benthamiana inoculadas con PMMoV-I, si
comparamos las imagenes de NPQ a 14 — 17 d.p.i. y los impronta de hojas en el mismo
tiempo post-infeccién, es evidente que el aumento de NPQ en la region de los
nervios principales se corresponde con la invasiéon del virus en esa zona de la hoja.

Cuando analizamos muestras de las tres zonas definidas en las hojas AS en funcién
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de sus valores de NPQ para su estudio pot microscopia electronica de transmision
(aptdos. D.6.1 y D.6.3 de Resultados), observamos la presencia viral inicamente en las
zonas antetiotes, que desatrollan una notable disipacién térmica de energia no
utilizada en fotosintesis. Sin embatgo, no existen grandes diferencias en la
ultraestructura de los cloroplastos de estas 4teas con respecto a la cotrespondientes al
resto del meséfilo que registran valotes bajos de NPQ, durante toda la cinética de
induccién de la fluorescencia. Resulta de gran interés como estos notables cambios
en la eficiencia fotosintética se desatrollan en hojas que en ningin momento del
estudio muestran sintomas de estar sometidas a ningin tipo de estrés. Lo que
confitma la utilidad de la FI para el diagnéstico pre-sintomatico de infecciones por

patogenos.

El NPQ es un parimetro de fluotescencia que mide la proporcion de energia
no utilizada en fotosintesis y que se disipa principalmente como energia térmica.
Algunos autores (ver referencias en Balachandran y col, 1997). opinan que el
aumento de los valores que alcanza este parimetro asi el del estado de reduccién del
primer aceptor de electrones del PSII, Q,, son respuestas tempranas del huésped. El
aumento del NPQ forman parte de procesos fotoprotectores que desarrolla el
cloroplasto en situaciones de estrés y frecuentemente va ligado a un incremento en el
contenido de zeaxantina (Demmig-Adams y Adams, 1992). Cuando la capacidad
defensiva del huésped se ve desbordada, pueden iniciarse los procesos
fotoinhibitorios principalmente en las fases finales de la infeccion (van Kooten, 1990;
Rahoutei y col, 2000) y se tegistra una notable bajada del patimetro Fv/Fm. El
equilibrio entre procesos fotoprotectores y fotoinhibitorios mientras avanza la
infeccion contribuye al desatrollo de los sintomas y, en dltima instancia de dafios en

el aparato fotosintético.

El origen de NPQ ha sido objeto de amplio debate. Han sido descritos tres de
sus componentes fundamentales q;, q; lento y q; (Ruban y Horton, 1995; Oja y Laisk,
2000; Bukhov y col, 2001). El primero de ellos, q o quenching
irreversible/lentamente tevetsible, que se debe a dafios fotoinhibitotios en el RC que
dan lugar a una acumulacién de centros de PSII no funcionales denominados centros
disipatives (van Wijk, 1993). En estos centros cetrados con el poo/ de plastoquinonas

completamente reducido, ocurten transiciones de estado en las que la antena, una vez
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fosforilada, se libera del CC migrando a las lamelas estromiticas. Aqui puede
originarse otro tipo de guenching denominado de transferencia (q;). El q; lento es un
tipo de quenching atin mis lento que se induce por dafios en el OEC, aunque
algunos autores lo atribuyen a la doble reduccién de Q,, ptotonacién y liberacién del
cofactor. El q; o quenching de excitacién, relacionado con procesos fotoprotectores
rapidos y reversibles, esta relacionado con la energetizacién del tilacoide (generacién
de ApH transtilacoidal) y es el componente mayotitatio del NPQ. Se ha propuesto
que se origine en cambios conformacionales en el LHCII o en las antenas menores
del CC del PSII, por interacciéon de la Chl con zeaxantina, favorecida por la
protonacion de proteinas de las antenas (Horton y col., 1994) o bien por interaccién
entre las propias moléculas de Chl pot protonacién de sus ligandos (Crofls y Yerkes,
1994). Bajo distintas condiciones de esttés pueden desacoplarse la cadena de
transporte electroénico fotosintético y la formacioén del gradiente de pH, provocando
una acidificaciéon del lumen. Existen tres dianas de protonacion en el PSII: las
antenas, cuya protonacion produce un aumento en ¢, la violaxantina de-epoxidasa
en su forma protoﬁada es activa y cataliza la de-epoxidacién de violaxantina a
zeaxantina, y el OEC. Cuando se produce la protonaciéon del OEC se libera Ca**
inactivando el lado donador del fotosistema. (Balachandran y col., 1997b; Foster y
col,, 2001; Jin y col., 2001).

El ciclo de las xantofilas ha sido descrito por muchos autores como un
mecanismo de fotoproteccion del PSII en condiciones fotoinhibitotias (Demmig-
Adams y Adams, 1992; Ruban y Horton 1995). Grudzinski y col. (2002) concluyen
que a altas intensidades luminicas se acelera la isomerizaciéon de violaxantina a
zeaxantina y que este desplazamiento del equilibrio entre ambas debe estar
relacionado con los cambios conformacionales del LHCII anteriormente

mencionados vy, por tanto, con la induccion de guenching en las antenas.

Los resultados preliminares obtenidos por C. Sajnani (comunicacion personal)
en nuestro laboratorio no apuntarian a un aumento en la concentraciéon de zeaxantina
en las plantas de IN. benthamiana infectadas con PMMoV-I, con respecto a los

controles sanos.

S1 estudiamos con detalle la cinética de NPQ en RIs seleccionadas en las zonas

N (con alto NPQ) de hojas AS vemos que no existe fase de relajaciéon de este
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parimetro previa a la fase de estado estacionario. Esto apuntatia a la existencia de
pettutbaciones en el ciclo de Benson-Calvin en estas hojas. Ciscato (2000) en plantas
que sufren de toxicidad por metales pesados y Scholes y Rolfe (1996) y Chou y col
(2000) en distintas plantas huésped infectadas por hongos, encuentran una situaciéon
similar.

Atendiendo al estado del PSII en nuestras plantas infectadas con PMMoV-I,
éste presenta un OEC dafiado con niveles disminuidos de sus proteinas
constituyentes (Rahoutei y col., 1998, 1999,2000), lo que presenta similitudes con los
centros disipativos antetiormente desctitos y donde se hyan disociado las proteinas
OEC . La abundancia de este tipo de centros en plantas infectadas podtia explicar, al

menos en patte, los altos niveles de NPQ como efecto de la infeccion viral.

La situacién de las hojas S es mas compleja. El enrollamiento y tizado de estas
hojas, que es uno de los sintomas habituales de las infecciones, impide que la luz de
excitacion utilizada en los sistemas de FI sea homogénea en cuanto al angulo de
incidencia. Por ello, optamos por el anilisis comparado de la cinética de NPQ en Rls

convenientemente elegidas, en plantas control e infectados.

Si comparamos las cinéticas de NPQ en RIs equivalentes de hojas S y sanas
correspondientes (fig. 55, en el aptdo. D.6.1.2.1 de Reswltados), vemos que éstos no

presentan grandes diferencias hasta las fases finales de la infeccion.

Si comparamos las imagenes de NPQ de hojas S en distintos momentos de la
infeccién y los correspondientes impronta de hojas, que muestran la localizacién foliar
dela CP (figs. 54 y 57, en los aptdos. D.6.1.2.1 y D.6.2 de Resultados), vemos que estas
hojas presentan una disttibucién homogénea de la acumulacién viral en todos los
puntos de la infeccién estudiados, y también un valor de NPQ uniforme en todas las
areas foliares en las que podemos asegurar una iluminacién adecuada. Este hecho,
junto con los resultados obtenidos en hoja AS, corroboraria a que el aumento en

NPQ tiene una estrecha correlacion con la expansion viral.

Estudios de cambios en el patron espacial del NPQ parecen ser de mayor
utilidad que los de otros parametros fotosintéticos como, ®Ppg; 0 la fluorescencia, en
el caso de infecciones por patégenos, si analizamos los resultados del presente

trabajo y los de otros autores (Scholes y Rolfe, 1996; Chou y col 2000). En el caso de
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N. benthamiana-PMMoV-1, un incremento en la disipacién térmica de la energia
absorbida (NPQ) no patece corresponderse con una disminucién en el rendimiento
cuantico del PSII ¢, como ocutre en numerosos casos en los que distintos factores
de estrés abiotico afectan a la eficiencia fotosintética (Lichtenthaler, 1996) con este

patron de comportamiento.

Si observamos las imagenes de ®pg; en hojas AS, no se distingue un patrén
heterogéneo, como ocurre en NPQ, en ningin momento de la infeccién, ni en
ningun punto de la cinética, salvo cuando en las imagenes de NPQ es distinguible la
zona L (14 - 17 d.p.i.).






~ CONCLUSIONES (CONCLUDING REMARK:S) ~

- [






1.- Las tres proteinas constituyentes del OEC (PsbO, PsbP, PsbQ) estan codificadas
por familias multigénicas en N. benthamiana.

2.- Las familias multigénicas de psbO y psbP estin constituidas por al menos cuatro
miembros que codifican cuatro isoformas proteicas diferentes, mientras que
la de psbQ consta de al menos dos miembros que podrian codifican la

misma proteina madura.

3.- Estudios de la exptesién génica de la proteinas OEC durante la patogénesis,
mediante Notthern blott, indican que los niveles de mRNA de la proteinas
PsbO, PsbP y PsbQ disminuyen notablemente durante las fases tempranas
y agudas de infeccién viral, en hojas sintomaticas y asintomaticas. Este
efecto es mas acusado en plantas infectadas con PMMoV-S. Sin embargo,
durante la fase de recuperacion de los sintomas que se manifiesta sélo en
plantas infectadas con PMMoV-I, las cantidades de los mRNas de las
proteinas OEC, se incrementan hasta alcanzar niveles semejantes a los de
los controles. Ello indicatia fallos en la transcripcion, atribuibles a la

presencia viral.

4.- Las hojas asintomaticas de N. benthamiana infectadas con PMMoV-I presentan
un patrtén de NPQ, que mide la energia disipada y no utilizada en
fotosintesis, muy caractetistico durante la infeccion viral. Valores elevados
de NPQ en algunas zonas de la hoja, pueden correlacionarse con areas de

expansion viral.
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1.- The three OEC proteins (PsbO, PsbP, PsbQ) ate codified by multigene families

N. benthamiana.

2.- Both psbO y psbP multigene families have four membets encoding four different
protein isoforms. The psbQ gen family has at least two isogenes, that might

codify for the same mature protein.

3.- Northern blot analysis of total RNA from N. benthamiana-infected plants
showed that the viral infection is associated to a reduction of the OEC
proteins-encoding mRNAs, at both the eatly and acute phases of the
infection. Howevet, duting the recovery phase of the infection, an increase
in the OEC proteins-encoding mRNAs was observed. Thus, the
accumulation level of the OEC-mRNAs parallel those of theit encoded
proteins in some cases. The data are indicative that during the pathogenesis

the OEC protein accumulation is regulated at the transcriptional level.

4.- Chlorophyll fluorescence imaging reveals a complex, time-varying spatial pattern
of the photosynthetic efficiency and NPQ processes in asymptomatic leaves
from virus-infected plants. Leaf areas with high NPQ, which measured
energy dissipation, values correspond with the virus spreading in the plants.
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