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Resumen

Las especies de oxigeno reactivo (ROS) desempefian importantes misiones en la
fisiologia vegetal. Histéricamente, han sido conocidas por acumularse como
consecuencia de diversos estreses, llegando a generar dafio celular. Sin embargo, en la
actualidad se conocen ademdas numerosas funciones beneficiosas y necesarias (i.e
sefializacidn) que estan empezando a ser descritas en los procesos reproductivos. Las
células poseen una compleja red antioxidante compuesta tanto por enzimas como por
moléculas no enzimaticas, que evitan que las ROS se acumulen en exceso, ocasionando
dano a diversas biomoléculas. El glutation es un metabolito multifuncional de bajo
peso molecular, que juega un papel crucial como antioxidante, contribuyendo a la
sefializacion redox, la modulacion de la expresidon génica y la regulacion de diversas
actividades enzimaticas. Sin embargo, se conoce poco sobre su papel regulador en los
procesos reproductivos de las plantas. El glutatiéon se sintetiza mediante la accién
secuencial de la y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS), y la glutatién sintetasa (GS). Existe
una amplia red metabdlica responsable del mantenimiento de la homeostasis redox y
del nivel de glutation en su estado reducido (GSH), que es la forma principal presente
dentro de la célula. La enzima glutatidon reductasa (GR) es responsable de la reduccién
del glutatidon oxidado (GSSG) a GSH, que sera utilizada por las enzimas glutation
peroxidasa (GPX) y glutatién S-transferasa (GST) para la detoxificacién de ROS vy la
conjugacién con xenobidticos, respectivamente. El objetivo general de la presente tesis
se centra en el analisis del papel fisiolégico del glutation y de las enzimas de su
metabolismo en las diferentes etapas del proceso reproductivo del olivo, uno de los
cultivos mas importantes en Espafia. Con este propdsito, se han utilizado nuevas
herramientas gendmicas y protedmicas disponibles y se ha analizado la expresion de
los productos génicos mas relevantes, su actividad, caracteristicas moleculares y
localizacidon celular mediante un amplio panel de métodos moleculares, bioquimicos y
celulares disponibles. Los anadlisis se han llevado a cabo en las anteras de olivo en
distintos estadios de desarrollo, asi como en polen maduro (dehiscente) y polen al que
se ha inducido su germinacién in vitro, a distintos tiempos desde su inicio. Ademas,
como comparacion se han realizado estudios funcionales en Arabidopsis. La finalidad
ultima de la propuesta es la generacion de modelos funcionales que determinen las
relaciones bdsicas entre los diferentes agentes implicados en el metabolismo y la
sefializacion mediada por glutation durante la microsporogénesis, la emergencia, el
crecimiento y la orientacidn del tubo polinico.

En primer lugar, se realizd una aproximacion bioinformatica para identificar los genes
de interés (y-ECS, GS, GR, GPX y GST) a partir de diferentes bases de datos, incluido el
transcriptoma reproductivo del olivo (reprOlive), y de una validacién experimental
realizada mediante PCR con oligonucleétidos disefiados a partir de secuencias
parciales y 3'/5'-RACE. El andlisis bioinformatico consistié en la elaboracién de
alineamientos de las secuencias obtenidas entre si y con heterdlogos de interés, la
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generacion de arboles filogenéticos, y la prediccion de las estructuras secundarias y 3-
D de las proteinas codificadas, de su localizacién celular y de sus posibles
modificaciones postraduccionales incluyendo la fosforilacion, S-nitrosilacion potencial,
acetilacion, miristotilacién o palmitoilacion, asi como posibles escisiones. Para ello se
utilizdé un amplio panel de herramientas bioinformaticas on-line. Estos analisis
permitieron identificar tanto la presencia de isoformas conservadas como especificas
en el polen del olivo respecto a tejidos somaticos o de algunas descripciones presentes
en la literatura. En segundo lugar, se determinaron los perfiles de expresion de los
genes de interés y-ECS, GS, GR, GPX y GST mediante experimentos de Q-PCR tras
disefiar cebadores especificos. La determinacion de los niveles de transcritos se realizo
a partir de cDNA de anteras en diversos estadios de desarrollo del polen (células
madres del polen durante la meiosis, tétradas, microsporas), en polen maduro, y en
polen a distintos tiempos a lo largo de la germinacién in vitro. A lo largo de estos
estadios se determind y cuantificd igualmente la presencia de los enzimas mediante
Western blotting, utilizando para ello anticuerpos heterdlogos desarrollados frente a
formas conservadas de los enzimas de Arabidopsis. Ademas de los enzimas indicados,
se determind la presencia y los niveles de GSH y GSSG, en este caso mediante el uso de
LC-MS. La informacién bioquimica obtenida fue complementada con la realizacion de
estudios inmunocitoquimicos para determinar la localizacidon celular tanto de los
enzimas como del GSH, que esta presente en los microsporocitos y otros tejidos de la
antera (incluyendo el tapetum) a lo largo de todo el desarrollo, asi como en el grano de
polen y el tubo polinico, con una amplia distribucién que incluye el citosol, las
aperturas del polen y los nucleos con una notable intensidad. La localizacidn nuclear
del GSH parece sugerir la participacion del GSH en el control del ciclo celular. Por
ultimo, se realizdé un estudio comparativo del metabolismo del GSH en tres genotipos
de Arabidopsis thaliana: un genotipo silvestre (WT), un mutante que expresa una
proteina verde fluorescente sensible al estado redox (roGFP2), y un doble mutante
deficiente en glutatién cad2-1 expresando simultdneamente el marcador redox (cad-
1/roGFP2), cuyas flores tenian significativamente menos GSH y mas GSSG que las
flores WT o roGFP. El estima, estilo, antera, los granos de polen germinados y los tubos
polinicos de las flores roGFP2 mostraron bajo nivel de oxidacidn, que sin embargo si
fue mas alto en los mutantes cad-1/roGFP2. Los granos de polen sin germinar
aparecieron mas oxidados que los germinados, lo que indica que las células del polen
incrementan su estado de reduccion a lo largo de su activacion metabdlica. El
porcentaje de germinacidon fue menor y el crecimiento del tubo polinico se detuvo
antes en los mutantes cad-1/roGFP2 que en las plantas roGFP2, lo que demuestra que
el crecimiento del tubo polinico precisa un estado esencialmente reducido. Los
resultados obtenidos muestran que los granos de polen sin germinar presentan un
estado relativamente oxidado comparado con los granos de polen germinados.
Ademas, se demuestra que la no acumulacién de GSH y el mantenimiento de una tasa
GSH/GSSG alta tienen efectos negativos sobre la germinacidn del polen.



Summary

Reactive oxygen species (ROS) play important roles in plant physiology. Historically,
they have been known because of their accumulation as a consequence of different
stresses, even triggering cell damage. However, they are also presently known because
of their beneficial and necessary functions (i.e. signaling), which are beginning to be
described in plant reproductive processes. Cells display a complex network of
antioxidants, composed by both enzymes and non-enzymatic molecules preventing
excessive accumulation of ROS which may cause damage to biomolecules. Glutathione
is a low molecular multifunction metabolite playing a critical antioxidant function,
contributing to redox signaling, modulation of gene expression and the regulation of
different enzyme activities. However, little is known regarding its regulative role in the
plant reproductive processes. Glutathione is synthetized through the sequential action
of y-glutamyl-cysteine synthetase (y-ECS) and glutathione synthetase (GS). A broad
metabolic network is responsible of maintaining redox homeostasis as well as of
keeping a high level of glutathione at the reduced state (GSH), which is the main form
within the cell. The glutathione reductase enzyme (GR) is responsible of reducing
oxidized glutathione (GSSG) to GSH, which will be used by glutathione peroxidase
(GPX) and glutathione S-transferase (GST) enzymes to detoxify ROS and conjugate to
xenobiotics, respectively. The main objective of the present thesis is focused into the
analysis of the physiological role of glutathione and the enzymes involved in its
metabolism into the different stages of the reproductive process of the olive tree, one
of the most important crops in Spain. With this aim, new genomic and proteomic
approaches have been used and the expression of the most relevant gene products
has analyzed, as well as their activity, molecular characteristics and cell localization by
using a broad panel of molecular, biochemical and cell methods available. Analyses
have been performed using olive anthers at different developmental stages, as well as
mature olive pollen (dehiscent) and olive pollen induced to germinate in vitro, at
different times after germination onset. Moreover, functional studies have been
performed in Arabidopsis as a comparison. Final purpose of these studies is the
generation of functional models determining basic relationships between the different
agents involved in the metabolism and signaling mediated by glutathione during
microsporogenesis and pollen tube emergence, growth and orientation.

First, a bioinformatic approach was performed to identify genes of interest (y-ECS, GS,
GR, GPX and GST) from different databases, including the reproductive transcriptome
of the olive tree (reprOlive), and after using an experimental validation carried out by
PCR using oligonucleotides designed on the basis of partial sequences and 3'/5'-RACE.
Bioinformatic analysis consisted in the generation of alignments with the retrieved
sequences among themselves and also using heterologous sequences of interest, the
generation of phylogenetic trees, the prediction of secondary and 3-D structures of the



encoded proteins, their cell localization and their potential posttranslational
modifications including phosphorylation, potential S-nitrosylation, acetylation,
miristoylation or palmitoylation, as well as potential excisions. For this purpose, a
broad panel of bioinformatic tools on-line was used. These analyses allowed
identifying the presence of both conserved and specific sequences in the olive pollen,
compared with somatic tissues or several descriptions present in the literature. In a
second place, expression profiles of the genes of interest y-ECS, GS, GR, GPX and GST
were determined by means of Q-PCR experiments after designing specific primers.
Determination of the transcripts levels was performed using cDNA generated from
anthers at different stages of pollen development (pollen mother cells, tetrads,
microspores), mature olive pollen and pollen at different times along in vitro pollen
germination. Through these stages, the presence of the mentioned enzymes was also
determined and quantified by Western blotting, using heterologous antibodies raised
to conserved forms of the enzymes in Arabidopsis. In addition to the mentioned
enzymes, we also determined the presence and levels of GSH and GSSG, now by using
LC-MS. Biochemical information retrieved was also complemented by performing
immunocytochemical analyses to determine cell localization of both the enzymes and
GSH, which is present in microsporocytes and other anther tissues (including the
tapetum) all through its development, as well as at the olive pollen grain and the
pollen tube, with a broad distribution comprising the cytosol, pollen apertures and
nuclei with a noticeable intensity. Nuclear localization of GSH suggests the
involvement of this molecule in the control of the cell cycle. Finally, a comparative
assessment of GSH metabolism was performed in three Arabidopsis thaliana
genotypes: a wild genotype (WT), a mutant expressing a Green fluorescent protein
sensitive to the redox state (roGFP2), and a double-mutant deficient in glutathione
cad2-1, also simultaneously expressing the redox reporter (cad-1/roGFP2), whose
flowers harbored less GSH and more GSSG than WT or roGFP flowers. Stigmas, styles,
anthers, germinated pollen grains and pollen tubes of roGFP2 flowers showed a lower
level of oxidation, which was higher at the cad-1/roGFP2 instead. The ungerminated
pollen grains were significantly more oxidized than the germinated pollen grains,
indicating that the pollen cells become reduced upon the transition from the quiescent
to the metabolically active state during germination. The germination percentage was
lower in cad2-1/roGFP2 pollen and pollen tube growth arrested earlier than in roGFP2
pollen, demonstrating that increased cellular reduction is essential for pollen tube
growth. These findings establish that ungerminated pollen grains exist in a relatively
oxidized state compared with germinating pollen grains. Moreover, failure to
accumulate glutathione and maintain a high GSH/GSSG ratio has a strong negative
effect on pollen germination.
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1. Las especies de oxigeno reactivo (ROS).

1.1. Concepto y funciones de las ROS.

Las especies reactivas de oxigeno reactivo (ROS) comprenden un grupo de moléculas
de pequefio tamafio, altamente reactivas y de naturaleza tanto organica como inorganica.
Corresponden a formas parcialmente reducidas de oxigeno atmosférico como
iones de oxigeno, radicales libres o peroxidos (por ejemplo, O,~, HyO,, OH', O,), que
poseen una capa de electrones de valencia libre, lo que las hace altamente reactivas
(Halliwell y Gutteridge2007). La formacion de las ROS ocurre de manera natural en
todas las células vivas como subproducto del metabolismo normal del oxigenoy
regulan casi todos los aspectos de la vida en plantas, animales y la mayoria de los
organismos eucariotas y procariotas. Se generan principalmente en mitocondrias y
peroxisomas, y en plantas ademads, en los cloroplastos. También pueden formarse en
cualquier otro compartimento celular que contenga proteinas o moléculas con un
potencial redox suficientemente alto para excitarse o donar un electron al oxigeno
atmosférico (Mittler 2017).

Se piensa que las ROS desempefian un doble papel en las células. Por un lado, son
necesarias para la progresion de varios procesos bioldgicos, ya que tienen un importante
papel en la senalizacion celular. Por ejemplo, se ha visto que las ROS regulan el
desarrollo, la proliferacion celular, la diferenciacion, el potencial redox, la sefializacion
frente al estrés, las interacciones con otros organismos, las respuestas sistémicas y la
muerte celular programada (Weydert y Cullen 2010, Konig et al. 2012, Foyer y Noctor
2013, Vaahtera et al. 2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016, Noctor et al. 2016, Mittler
2017). Sin embargo, las ROS también actiian como subproductos tdxicos consecuencia
del metabolismo aerdbico celular. En situaciones de estrés bidtico o abiotico, los niveles
de ROS pueden aumentar enormemente pudiendo dafiar de modo significativo las
estructuras celulares. Una elevada concentracion de ROS genera la oxidaciéon de
moléculas bioldgicas (como proteinas, hidratos de carbono, ADN, lipidos), enzimas de
transporte celular y factores de transcripcion (Martinez-Sarrasague et al. 2006, Weydert
and Cullen 2010), que puede ocasionar mutaciones, cromosomas aberrantes,
carcinogénesis e incluso la muerte celular (no apoptotica). Esta situacion es conocida
como estrés oxidativo(Martinez-Sarrasague et al. 2006, Konig et al. 2012, Foyer y
Noctor 2013, Vaahtera et al. 2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016), en la que se produce
un desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes a favor de las primeras.

Las células poseen mecanismos antioxidantes complejos, que incluyen tanto enzimas
como moléculas no enzimaticas, para desintoxicar a la célula y eliminar las ROS que
puedan ocasionar dafio u oxidacion (Mittler et al. 2004, Martinez-Sarrasague et al.
2006, Weydert y Cullen 2010).
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Compuestos antioxidantes GSH, ubiquinol, flavonoides, dcido urico,
no enzimaticos vitaminas A, Cy E

Enzimas antioxidantes 50D, GPX, GR

Secuestradores de iones

. Transferrina, ferritina, lactoferrina, NO
matdlicos

Tabla 1.Principales defensas antioxidantes. Abreviaturas: GSH, glutation; SOD, superéxido dismutasa; GPX,
glutation peroxidasa; GR: glutation reductasa; NO, 6xido nitrico.

En la Tabla 1 se puede ver una clasificacion de las principales defensas antioxidantes de
las células, que mantienen los niveles basales de ROS alejados de la toxicidad.

Figura 1.Prevencion de la muerte celular por estrés oxidativo (Mittler 2017).

Para prevenir la toxicidad ocasionada por el aumento de ROS en las células, éstas
deben equilibrar la produccion de ROS elimindndolas (Mittler et al. 2004). En esto
radica la importancia de los mecanismos para la reparacion y la eliminacion de ADN
dafiado y proteinas (Figura 1). Asi, la produccion de ROS que podria ser mediada por
sefializacion interna (por ejemplo, activacion de RBOH (respiratory burst oxidase
homologs) / NOX (NADPH oxidasa)), o externa (por ejemplo, ROS producidas por una
célula vecina o un patégeno), se equilibra por mecanismos de eliminacion de ROS
(superoxido dismutasa, SOD; catalasa, CAT y peroxidasa, PER). De este modo, los
niveles de ROS celulares disminuyen hasta valores no toxicos, utilizdndose entonces
para sefializacion. Si se acumulan demasiados componentes celulares dafiados, se
produce estrés oxidativo que puede ocasionar la muerte (Figura 1). Por el contrario, los
componentes celulares dafiados, o las propias ROS, pueden actuar como sefiales para
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desencadenar la muerte a través de la muerte celular programada (PCD) o fisiologica
(Figura 1).

Lo realmente interesante seria conocer las razones por las que muere la célula, ya que
podria distinguirse entre la muerte por estrés oxidativo (lo que podria evitarse
manteniendo unos niveles normales de ROS y mediante los mecanismos de reparacion
celular) y la muerte celular programada (PCD). Las células en general, vegetales y
animales, tienen una alta capacidad de acumular ROS. Varios estudios en D.
radiodurans demuestran que, incluso altos niveles de ROS, dificilmente pueden matar a
la célula. La PCD esta regulada por la concentracion y el tipo de ROS presentes en la
célula, y todo este proceso estd mediado por una red génica programada. No se trata de
la mera rendicion de la célula ante el dafio oxidativo (ferroptosis o necrosis regulada) si
no que es un concepto mas amplio y complejo, denominado biologia redox, respaldado
por una gran cantidad de trabajos (Vanden Berghe et al. 2014, Conrad ef al. 2016, Xie et
al. 2016).

1.2. Biologia Redox Celular.

Las ROS, como ya se ha indicado, no sélo son biometabolitos tdxicos, también tienen
efectos beneficiosos para la célula. El término de “Biologia Redox” se refiere a la
funcion de las ROS actuando como moléculas de sefalizacion para regular y mantener
las funciones fisiologicas normales, que se lleva a cabo principalmente a través de la
interaccion con residuos de cisteina (Cys) de las proteinas (Truong y Carroll 2013,
Schieber y Chandel 2014, Reczek y Chandel 2015, Noctor et al. 2016), causando
cambios estructurales dentro de la proteina diana, alterando con ello su funcion (Figura
2). De este modo se activan vias que regulan la proliferacion de las células y su
diferenciacion, entre otros muchos aspectos.

La senalizacion ROS esta mediada por un proceso altamente regulado de acumulacioén
de ROS en compartimentos celulares especificos, en el que intervienen enzimas como
por ejemplo, las PER o las NADPH oxidasas ligadas a la membrana plasmatica (RBOH,
denominadas NOX en animales), que son enzimas que producen ROS en el apoplasto.
Esta tltima familia de enzimas también se pueden encontrar en la vacuola, en el reticulo
endoplasmatico, en nicleos o en mitocondrias, y estan altamente reguladas mediante
reacciones de fosforilacion/desfosforilacion y calcio (Sumimoto 2008, Suzuki et al.
2011, Potockyet al. 2012, Laurindo et al. 2014, Sirokmany et al. 2016, Jiménez-
Quesada et al. 2016, 2017). Los ultimos estudios se centran en la posibilidad de que las
ROS sean beneficiosas para las células, ayudando a la proliferacion y la diferenciacion
celular, la respuesta inmune, el desarrollo, los ritmos circadianos, la regulacion de la
muerte celular y la viabilidad, y que mantener un nivel basal de ROS en las células es
esencial para la vida (Mittler 2017). Estudios recientes (Owusu-Ansah y Banerjee 2009,
Juntilla et al. 2010, Tormos et al. 2011, Maryanovich et al. 2012, D'Souza et al. 2013,
Morimoto et al. 2013, Sart et al. 2015) defienden la accion beneficiosa de las ROS y el
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dearrollo de una compleja red homeostitica de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (Vanden Berghe et al. 2014, Conrad et al. 2016, Noctor et al. 2016, Xie et
al. 2016).
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Figura 2. Biologia ROS y Redox (Mittler 2017).

La senalizacion ROS estd mediada por un proceso altamente regulado de acumulacion
de ROS en compartimentos celulares especificos, en el que intervienen enzimas como
por ejemplo, las PER o las NADPH oxidasas ligadas a la membrana plasmatica (RBOH,
denominadas NOX en animales), que son enzimas que producen ROS en el apoplasto.
Esta ultima familia de enzimas también se pueden encontrar en la vacuola, en el reticulo
endoplasmatico, en nicleos o en mitocondrias, y estan altamente reguladas mediante
reacciones de fosforilacion/desfosforilacion y calcio (Sumimoto 2008, Suzuki et al.
2011, Potockyet al. 2012, Laurindo et al. 2014, Sirokmany et al. 2016, Jiménez-
Quesada et al. 2016, 2017). Los ultimos estudios se centran en la posibilidad de que las
ROS sean beneficiosas para las células, ayudando a la proliferacion y la diferenciacion
celular, la respuesta inmune, el desarrollo, los ritmos circadianos, la regulacion de la
muerte celular y la viabilidad, y que mantener un nivel basal de ROS en las células es
esencial para la vida (Mittler 2017). Estudios recientes (Owusu-Ansah y Banerjee 2009,
Juntilla et al. 2010, Tormos et al. 2011, Maryanovich et al. 2012, D'Souza et al. 2013,
Morimoto et al. 2013, Sart et al. 2015) defienden la accion beneficiosa de las ROS y el
dearrollo de una compleja red homeostitica de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (Vanden Berghe et al. 2014, Conrad ef al. 2016, Noctor et al. 2016, Xie et
al. 2016).
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Las ROS como moléculas de sefializacion son muy versatiles (Tabla 2), ya que cada una
posee unas propiedades concretas en cuanto al nivel de reactividad, la localizacion
celular de su sintesis y la habilidad para atravesar las membranas biologicas, entre otras
(Halliwell y Gutteridge 2007, Konig et al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera et al.
2014, Mignolet-Spruyt et al. 2016, Mittler 2017).

Existen estudios que demuestran que las células tienen una gran resistencia a la
acumulacion de ROS. Precisamente una sefalizacion mediada por ROS es lo que usan
en su favor las células cancerosas para mantener su alta tasa de proliferacion (Weinberg
et al. 2010, Cairns et al. 2011, Gorrini et al. 2013, Schieber y Chandel 2014, Poillet-
Perez et al. 2015, Diebold y Chandel 2016). De igual modo, las plantas pueden
defenderse de los patdgenos necrotréficos aprovechando la funcioén que las ROS ejercen
sobre la induccion de la necrosis del tejido, alimentandose asi éstos del tejido vegetal
muerto (Konig ef al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera ef al. 2014, Mignolet-Spruyt
et al. 2016) y permitiendo la supervivencia del resto de la planta. Muchos estudios han
puesto de manifiesto la influencia de ROS sobre los canales i6nicos y su impacto en el
flujo transmembrana de iones, particularmente a través del acoplamiento a mecanismos
que elevan la concentracion de calcio libre en el citosol, en relacion con las respuestas
de estrés de la planta y también las respuestas estomaticas al estrés hidrico y ABA.

1.3.Biologia Redox en Plantas.

Desde finales de los anos setenta, la investigacion en torno a las ROS en plantas se ha
dividido en dos lineas principales que han establecido sus propios paradigmas y
conceptos (Meller et al., 2007, Noctor et al. 2016), una referida a la fotosintesis y a la
respiracion (“ROS metabolicas”), la otra se ha centrado en la sefializacion vinculada al
estrés bidtico.El término “estrés oxidativo” en plantas no fue ampliamente utilizado
hasta la década de los 80 (aunque ya por la década de los 70 se relacionaba a las ROS
con la fotosintesis). Debido a que la fotorespiracion contribuye de forma importante al
metabolismo del H,O,, es también probable que la via fotorrespiratoria se interconecte
directamente con las vias de sefalizacion que median el crecimiento de las plantas y las
respuestas al estrés (Becker et al. 2006, Fahnenstich et al. 2008, Griebel y Zeier 2008,
Shao et al. 2008, Foyer et al. 2009).

En vegetales, el término estrés oxidativo todavia carece de una definicion precisa, pero
las caracteristicas principales son:

(1) Aumento de la carga oxidativa celular.

(2) Un potencial redox incontrolado debido a las altas tasas de produccién de ROS que
exceden las tasas de eliminacion.

(3) Dafio oxidativo en componentes celulares, lo que supone que la velocidad de
oxidacion excede a la de reparacion o reemplazo.
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(4) Ese dafio causa acumulacion de componentes celulares dafiados que de alguna
manera conducen a la pérdida de la funcion y a la muerte celular.

| |
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Tabla 2. Adaptacion de Mittler 2017. Propiedades de las ROS:propiedades (t,,,, distancia de migracion),
reactividad (modo de accion), sistemas de produccion y detoxificacion tipicos de ROS en células vegetales y
animales. Abreviaturas: APX, ascorbato peroxidasa; CAT, catalasa; Cys, cisteina; GPX, glutation peroxidasa; GSH,
glutation; His, histidina; Met, metionina; PER, peroxidasa; PRX, peroxiredoxina; RBOH, NADPH oxidasa de
plantas; SOD, superoxido dismutasa; Trp, triptofano; Tyr, tirosina.

En los ultimos afios 20 afos se ha producido una investigacion explosiva sobre las
funciones de senalizacion de las ROS en los tejidos vegetales, asi como su relacion con
el metabolismo del GSH, como se muestra en la figura 3 (Foyer y Noctor 2003, 2005a,
2005b, 2009, 2011, Noctor et al. 2016, De Gara y Foyer 2017).

Sin embargo, mientras que el concepto de sefializacion ROS ha sido mas facilmente
aceptado dentro del estudio de la interaccion patdgeno-planta, muchos investigadores
que trabajan con ROS en el metabolismo ain se aferran al término de "dafio"
indiscriminado como el principal fendmeno a través del cual estos compuestos producen
su efecto fisiologico “beneficioso”.

En las plantas se encuentran presentes casi todos los componentes que poseen los
animales que regulan la homeostasis redox en la célula (Apel and Hirt 2004, Konig et
al. 2012, Foyer y Noctor 2013, Vaahtera et al. 2014, Akter et al. 2015, Passaia y
Margis-Pinheiro 2015, Waszczak et al. 2015, Delorme-Hinoux et al. 2016, Dietz 2016,
Mignolet-Spruyt et al. 2016, Mittler 2017), tales como RBOH (NOX en animales),
SOD, CAT, PRX, GPX, tioredoxinas (TRX) y glutaredoxinas (GRX)... Sin embargo,
las perturbaciones en la produccién o eliminacion de ROS s6lo generan alteraciones en
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la sefalizaciéon redox mediada por ROS, que pueden dar lugar a individuos con un
crecimiento o reproduccion deficientes, pero no producen la muerte celular por estrés
oxidativo (Vanderauwera et al. 2011).
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Figura 3. La historia de las ROS en plantas (Adptacion de Foyer y Noctor 2011). Se ilustra la linea de tiempo de
algunos avances importantes en relacion con el papel de las ROS y los sistemas antioxidantes en las plantas desde
1970.

Durante la fotosintesis y la fotorrespiracion vegetales se producen altas cantidades de
ROS en cloroplastos y peroxisomas. Lo mismo ocurre en la vacuola (donde el
metabolismo redox mediado por ROS es atn desconocido) y en el apoplasto. Todo esto,
unido a que existen antioxidantes (ascorbato peroxidasa,APX; monodehidroascorbato
reductasa, MDAR; deshidroascorbato reductasa, DHR; y algunas GPXs) especificos de
las células vegetales, indica que existen diferencias entre la biologia redox de plantas y
la de animales. Esto podria sugerir un papel de las ROS mucho mas beneficioso que en
animales, y que podrian estar implicadas en multitud de funciones fisioldgicas en los
tejidos vegetales (Traverso et al. 2013, Frederickson y Loake 2014, Noctor ef al. 2014,
Song et al. 2014, Wendehenne et al. 2014, Hossain et al. 2015, Julkowska y Testerink
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2015, Laloi y Havaux 2015, Schmidt y Schippers 2015, Xia et al. 2015, Del Rio y
Lopez-Huertas 2016, Sewelam et al. 2016). Por tanto, como ya se ha mencionado para
animales, una disminucion de los niveles de ROS en las células vegetales podria afectar
negativamente a la proliferacion y la diferenciaciacion celulares, asi como a la
inmunidad frente al estrés (Figuras 3 y 4) (Arsenijevic et al. 2000, Owusu-Ansah y
Banerjee 2009, Juntilla et al. 2010, Wang et al. 2010, Weinberg et al. 2010, Cairns et
al. 2011, Tormos et al. 2011; West et al. 2011a, 2011b; Maryanovich et al. 2012,
D'Souza et al. 2013, Gorrini et al. 2013, Morimoto et al. 2013, Mittal et al. 2014,
Schieber y Chandel 2014, Poillet-Perez et al. 2015, Sart et al. 2015; Diebold y Chandel
2016, Gilroy et al. 2016).

Trends in Plant Science

Figura 4. El mantenimiento de un nivel basal de ROS en las células es esencial para la funcion celular
adecuada (Mittler 2017). (A) Efecto de diferentes niveles de ROS sobre la regulacion de los procesos celulares. Se
requiere un nivel basal de ROS para la sefializacion redox adecuada en las células, y este nivel se mantiene por el
equilibrio entre la produccion y la eliminacion de ROS. (B) Las funciones y la viabilidad celulares dependen de las
concentraciones de ROS.

2. El glutation.

2.1. Propiedades y funciones del GSH.

El glutation (GSH) es el metabolito multifuncional de bajo peso molecular con grupo
sulthidrilo (-SH, tiol) més abundante en las células eucariotas (plantas y animales) y en
la mayoria de las procariotas (Meister y Anderson 1983). EI GSH controla y regula el
metabolismo redox celular, permitiendo asi las condiciones apropiadas para el buen
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funcionamiento de las proteinas dentro de la célula. En animales, el GSH disminuye
con el envejecimiento celular y protege de los efectos negativos del ejercicio intenso y
de ciertas patologias como diabetes, fibrosis quistica, SIDA, cirrosis, infecciones,
malnutriciéon proteica y tratamientos quimioterapéuticos, entre otros. Las enzimas
antioxidantes tienden a aumentar con la edad para compensar la disminucion de GSH
celular asociada a ella. Sin embargo, este aumento suele no ser suficiente debido a una
pérdida de la efectividad de las enzimas antioxidantes. Por lo tanto, frente a la
deficiencia de GSH en tejidos de avanzada edad, se observa un aumento de las ROS,
con el consecuente dafio mitocondrial y celular (Palomero et al. 2001). Por lo tanto
cambios en la concentracion de GSH podrian darnos una medida del estrés oxidativo in
vivo. El GSH juega un papel fundamental en la proteccion celular contra el estrés
oxidativo y la regulacion de los niveles de ROS dentro de la célula, pero sus funciones
van mas alld de las meramente antioxidantes (Foyer y Noctor 2009). Esta polifacética
molécula es clave en la biologia vegetal en general.

En primer lugar, el glutation es una fuente de azufre reducido presente en todas las
células, y que puede ser transportado largas distancias entre diferentes compartimentos
celulares e intercelulares, por lo que puede ser utilizado en caso de necesidad. Al
igualque la cisteina, el GSH actiia como sefial en la modulaciéon de la captacion y la
asimilacion de sulfato (Kopriva y Rennenberg 2004, Sabetta et al. 2017). En los
distintos compartimentos plasmaticos, a concentraciones de bajo mM se utiliza tanto
para la detoxificacion de ROS como para la transmision de sefiales redox (Foyer y
Noctor 2000, Martinez-Sarrasague et al. 2006, Meyer 2008, Zechmann y Muller 2010,
Foyer y Noctor 2011). En comparacion con otros metabolitos, el GSH puede
considerarse el corazon del eje metabolico redox, debido no sélo a que es muy
abundante en las células vivas sino también a que posee una serie de caracteristicas que
lo hacen ideal para este papel. Seis propiedades que lo diferencian del resto de
metabolitos sefialan al glutation como un transmisor candidato de sefiales ROS
intracelulares (Martinez-Sarrasague et al. 2006, Foyer y Noctor 2011):

(1) El glutation esta reducido en condiciones dptimas. Esta es la forma funcional dentro
de la célula (Schwarzlénder et al. 2008, Marty et al. 2009).

(2) Su forma oxidada es relativamente estable (GSSG).

(3) Se producen cambios hacia un estado de glutation més oxidado en respuesta a una
mayor disponibilidad de ROS intracelulares.

(4) Existen mecanismos capaces de vincular tales cambios al estado redox de las
proteinas diana, y por lo tanto a su actividad biologica.

(5) Existen en la célula una red de enzimas especificas que lo acoplan al metabolismo
redox.
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(6) El reciclado de esta forma oxidada al compuesto reducido se realiza mediante
sistemas enzimaticos de alta capacidad que dependen de un transportador clave de
electrones, el NADPH.

Figura 5. El glutation reducido se conoce quimicamente como N-(N-L-gamma-glutamil-L-cisteinil) glicina, su
formula molecular es C;oH;7N30¢S y su peso molecular 307.33 g/mol. El glutation oxidado es el L-gamma-glutamil-
L-cistei