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3. RESUMEN



3.1. Resumen.

Los genes de la familia OXR (del inglés Oxidation Resistance) fueron descubiertos en una
busqueda de genes capaces de revertir el fenotipo de estrés oxidativo en levaduras. Desde los
primeros hallazgos en el afio 2000, se han reportado multiples estudios en distintos organismos
tales como ratones, Drosophila melanogaster, mosquitos y humanos. En levaduras existe un
Unico gen representante de la familia, mientras que en mamiferos se han reportado 5 genes
que pueden transcribirse a su vez en distintas variantes de splicing. En levaduras se demostro
una localizacién mitocondrial y una fuerte induccién frente a estrés oxidativo para la proteina
ScOXR1. En mamiferos se han demostrado localizaciones en mitocondria, citosol y nucleo para
HsOXR1 y NCOA7, asi como también expresion diferencial en distintos tejidos. En Drosophila, el
primer miembro identificado de la familia OXR se nombrd L82, al que se le atribuyd un rol
central en el desarrollo. En otro modelo de insecto, en el mosquito Anopheles gambiae, se
demostrd un vinculo estrecho entre la expresion de OXR1 vy la tolerancia al estrés bidtico. En
todos los casos se demostrd que estas proteinas ejercen su rol mediante alteraciones en la
respuesta al estrés oxidativo. Sin embargo, nada se sabe sobre la funcién que estos genes
podrian estar desarrollando en el reino vegetal. Por este motivo, en este trabajo de Tesis nos

propusimos estudiar la familia OXR en Arabidopsis thaliana.

Esta familia esta constituida por 5 miembros, los cuales denominamos AtOXR1, AtOXR2,
AtOXR4, AtOXR5 y At5g06260. Comenzamos con el estudio de los genes AtOXR2 y AtOXR4 ya
gue presentaron mayor identidad de secuencia con los previamente estudiados HsOXR1 y
ScOxr1. Utilizando un sistema de bacterias mutantes incapaces de evitar o reparar el dafio en el
ADN, observamos que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 tienen un efecto de proteccidn contra el
dafio oxidativo en esta cepa de bacterias. Ademas, cuando se complementaron levaduras
mutantes en el gen Scoxrl observamos una reversidn en el fenotipo de sensibilidad al estrés
oxidativo. Estos resultados sugieren que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 podrian cumplir un rol
en la reparacion del ADN o en su proteccidn contra el dafio oxidativo, tal como se ha sugerido

previamente para sus homodlogos en levaduras y humanos. Los resultados obtenidos en




bacterias y levaduras sugieren que AtOXR2 y AtOXR4 podrian tener un rol similar en plantas y

participar en la respuesta al estrés oxidativo.

Los estudios de localizacion subcelular en plantas transformantes estables de
Arabidopsis demostraron que AtOXR2 y AtOXR4 se localizan en mitocondrias de células de raiz,
en plantas crecidas en condiciones normales. Ademas, las proteinas quiméricas AtOXR24 y
AtOXR42, desarrolladas en este trabajo de Tesis, también comparten esa localizacion

subcelular.

Por otro lado, el estudio de las regiones promotoras de los genes codificantes para
AtOXR2 y AtOXR4 reveld un perfil de expresién similar. Ambos promotores dirigen la expresidn
en plantas recién germinadas principalmente en meristemas; posteriormente en cotiledones,
luego en el primer par de hojas, y conforme pasa el tiempo la expresidon disminuye. Cuando la
planta florece, ambos promotores dirigen la expresion de GUS, la cual se incrementa hasta
llegar a polen maduro. La expresion de AtOXR2 y de AtOXR4 se incrementa ante distintas
condiciones de estrés, tanto cuando la expresion se evalué mediante actividad del gen
reportero GUS como mediante Northen Blot o RT-qPCR. Para el caso de AtOXR2 observamos un
aumento de la expresion, tanto del transcripto como del gen reportero, en condiciones que
producen ROS como luz prolongada, calor, UV-B y 3-AT. Para el gen AtOXR4 observamos un
incremento en los niveles de expresion tanto en el gen reportero como en los niveles de
transcripto en presencia de SA. Los resultados de expresion asi como de inducciéon diferencial
para ambos genes, enfatizan en una posible especializacion en la funcidon para las proteinas

AtOXR2 y AtOXRA4.

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 (35S::AtOXR2) tienen una estructura radicular
mas compleja, mientras que plantas deficientes en dicho gen mostraron el fenotipo opuesto. En
condiciones de estrés severo, las plantas 355::AtOXR2 desarrollan una raiz principal de mayor
longitud. Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 llegan a tener 3 veces mas biomasa que sus
pares salvajes. Mediante la caracterizacion fenotipica detectamos que estas plantas presentan
diferencias de tiempo en el pasaje al estadio reproductivo, las cuales podrian explicar las

diferencias en el desarrollo foliar. Asi, estas plantas tienen mayor tiempo para invertir la




energia capturada en el desarrollo foliar; mientras que una vez que realizaron el cambio
metabdlico a la etapa reproductiva, cuentan con una maquinaria capaz de captar mas cantidad
de energia luminica. Parte del incremento en la lamina foliar se debe a un aumento en el
tamano celular, mientras que el resto se corresponde con un aumento en el nimero de células.
Este ultimo proceso, podria ser la consecuencia de iniciar el arresto celular a tiempos
posteriores. En la misma direccion, encontramos que el patrén de areas foliares es similar en
plantas 35S::AtOXR2 y en plantas salvajes. Ademas, es probable que tengan una pared celular

menos rigida, lo cual les permitiria a estas plantas crecer mas.

Los parametros de fluorescencia de la clorofila indican que las plantas 355::AtOXR2 son
mas eficientes en el uso de luz capturada. Esta caracteristica se ve acompafiada de una tasa de
transporte de electrones incrementada, posiblemente por una capacidad de restauracion del
estado redox aumentada. En coincidencia, los resultados de intercambio gaseoso de plantas
35S::AtOXR2 demuestran que estas plantas son capaces de fijar mas CO, que sus pares salvajes.
Todas estas caracteristicas, mayor fijacion de CO,, mayor tasa de transferencia de electrones y
mayor |lamina foliar, dan como resultado un organismo con mayor aptitud y eficiencia a la hora
de convertir la luz en energia quimica. Asi, estas plantas son capaces de producir mayor

cantidad de semillas.

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 retienen el agua con mayor avidez, mientras que
las plantas Aoxr2 muestran el comportamiento contrario. Estas diferencias serian consecuencia
de un cierre estomatico acelerado en plantas 35S5::AtOXR2. Plantas 35S::AtOXR2 de 6 semanas
tienen alterado su contenido de ABA, posiblemente de forma dependiente de los niveles de
AtOXR2. Por otro lado, las semillas 35S::AtOXR2 demostraron germinar y establecerse bajo
condiciones de estrés osmoético y concentraciones de ABA que inhiben el crecimiento en

plantas WT.

El analisis del transcriptoma de plantas que sobreexpresan AtOXR2 nos permitio
determinar que tienen un perfil transcripcional basal similar al de plantas de Arabidopsis que
estan siendo sometidas a situaciones de estrés. Ademas, demostramos que las plantas

35S::AtOXR2 tienen mayor concentracion de ROS basales, mayores niveles de peroxidacion
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lipidica, asi como mayores niveles de las moléculas antioxidantes ascorbato y glutation total. En
linea con las observaciones de fluorescencia de la clorofila, las plantas 35S::AtOXR2

demostraron ser tolerantes al estrés por alta intensidad luminica.

De acuerdo con nuestros resultados, es probable que estas plantas estén mejor
preparadas para enfrentar el estrés bidtico. Estas plantas tienen mayor concentracion de la
fitohormona SA respecto de plantas salvajes. Frente a la infeccidon con P. syringae, las plantas
355::AtOXR2 son capaces de montar una respuesta de defensa con mayor velocidad que las

plantas salvajes, pudiendo eliminar al patégeno en menor tiempo.

Los resultados obtenidos en esta tesis aportan informacién novedosa sobre la funcién
de proteinas de la familia OXR en plantas y sientan las bases para futuras investigaciones.
Debido a la mejora en las propiedades de interés agrondmico que presentan las plantas que
sobreexpresan AtOXR2, es posible pensar en el uso de este gen como una herramienta

novedosa y Util para el desarrollo de nuevas tecnologias.
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3.2. Summary.

OXR (Oxidation Resistance) family genes were discovered during a search of genes
capable of revert oxidative stress phenotype. From its discovery to date multiple studies in
yeast, humans and mosquitoes have been published. Yeast genome contains only one gene
representing the family, while in mammalian previous studies reported 5 members that are
able to be spliced into different isoforms. In yeast, ScOXR1 gene is located in mitochondria and
is strongly induced by oxidative stress. While in mammals previous studies reported
mitochondrial, cytosolic and nuclear localization for HsOXR1 and NOCA?7, as well as differential
expression on different tissues. A role in development was previously described for L82, the
first Drosophila melanogaster reported OXR gene. In another insect model, Anopheles gambiae,
it was shown a link between OXR1 expression and biotic stress tolerance. Altogether, these
studies, showed correlation between OXR genes expression and oxidative stress response
modification. However, nothing is known about the function of this family gene could be
carrying out on the plant kingdom. For this reason, in this Thesis work we focused on

Arabidopsis thaliana OXR protein family.

Arabidopsis OXR family is composed by 5 members, which we named AtOXR1, AtOXR2,
AtOXR4, AtOXR5 and At5g06260. We started our work studying AtOXR2 and AtOXR4, whose
sequence identity was the highest, when compared it to HsSOXR1 and ScOXR1. By means of a
mutant bacterial system, we showed that AtOXR2 and AtOXR4 are able to exert a protective
effect on such sensitive bacteria, by protecting or repairing the damage of DNA exerted by
oxidative stress growing conditions. Moreover, when ScOXR1 mutant yeast were
complemented with a yeast mitochondrial-targeted version of AtOXR2 and AtOXR4, we found a
reversion on the oxidative stress sensitivity phenotype. These results suggests that AtOXR2 and
AtOXR4 may play a role in preventing or repairing DNA against oxidative stress, as previously
been reported for its yeast and mammalian homologues. Furthermore, these results suggests

that AtOXR2 and AtOXR4 may have a role in oxidative stress response in plants.

We demonstrated that AtOXR2 and AtOXR4 are localized in mitochondria of root cells,

when plants were grown on normal conditions. Furthermore, chimeric proteins AtOXR24 and




AtOXR42 developed in this Thesis work, are localized on mitochondria of root cells too on
stable Arabidopsis transgenic plants. Moreover, studies on expression patterns conferred by
promoter regions of both genes revealed a similar expression profile. Both promoters direct
expression on newly germinated plants mainly in meristems; later on cotyledons, and then in
the first couple of leaves, and as time goes on reporter gene expression disappears. When the
plant blooms, both promoters drive the expression of reporter gene GUS, which increases as

time goes on until pollen reaches mature stage.

In this work, we showed that expression of AtOXR2 and AtOXR4 is increased under
different stress conditions, measured by GUS activity of both promoters as well as by Northern
Blot or RT-gPCR. When we studied AtOXR2 we detected induction of both transcripts and
reporter gene, under conditions that stimulate ROS production such as lengthened
photoperiod, heat, UV-B and 3-AT. When we studied AtOXR4, an increase of the expression
levels of transcript as well as reporter gene was detected under presence of salicylic acid (SA).
Results of expression patterns and differential induction upon different stimulus, emphasizes

our hypothesis of gene specialization and distinctive roles for AtOXR2 and AtOXRA4.

Plants overexpressing AtOXR2 (35S::AtOXR2) show a more complex root structure, while
we detected that Arabidopsis plants deficient in AtOXR2 (Aoxr2) exhibit the opposite
phenotype. Under severe stress conditions, 355::AtOXR2 plants are able to develop a main root
larger than WT roots. When plants overexpressing AtOXR2 grow up they reach three fold more
biomass than WT plants. By means of phenotypic characterization we detected that these
plants switch to reproductive stage later than WT plants. This would allow 355::AtOXR2 plants
convert more light energy into leaves; while once they switched to reproductive stage, they
developed a machinery capable of capture more light. A portion of the increase in leaf size is
due to a slight increase in cell size, while a major cause of leaf size is due to an increase in cell
guantity. This could be consequences of starting cellular arrest to later times. In the same
direction, we found that pattern of leaf size is similar in plants overexpressing AtOXR2 and WT
plants. Additionally, 35S::AtOXR2 plants may have a less rigid cell wall which would allow these

plants to grow up with less constraint.




By measuring chlorophyll fluorescence parameters, we detected that 35S::AtOXR2
plants are more efficient in the use of captured light. This characteristic is accompanied with an
increased electron transport chain, possibly by an improved redox state restoration. Gas
exchange experiments showed that 35S::AtOXR2 plants are able to fix more CO, than WT
plants. Altogether, these characteristics, increased CO, fixation, improved electron transport
chain and increased leaf size, give rise to an organism with major aptitude to convert light into

chemical energy. Thus, these plants are capable to produce more seeds.

Plants overexpressing AtOXR2 hold water stronger than WT plants, while Aoxr2 plants
shows the opposite behavior. These differences could be due to an accelerated stomata closure
in 35S5::AtOXR2 plants. When these plants reaches six weeks of age, they have altered ABA
content, possibly in an AtOXR2 dependent-dose manner. Moreover, 355::AtOXR2 seeds showed
different germination and establishment rates under osmotic stress conditions and under ABA

concentrations that inhibits growing of WT plants.

Transcriptional analysis of plants overexpressing AtOXR2 allowed us to determine that
these plants possess a transcriptional profile similar to Arabidopsis plants exposed to stress
conditions. Moreover, we showed that 355::AtOXR2 plants have increased ROS concentration,
increased lipid peroxidation levels, as well as increased scavengers molecules Ascorbate and

Gluthation. Likely, these plants are better prepared to face biotic stress.

In accordance with chlorophyll fluorescence determinations, 35S::AtOXR2 plants
showed more tolerance to high light stress. Moreover, these plants have more SA
concentration than WT plants. When 355::AtOXR2 plants were challenged with P. syringe, these
plants are capable to mount a faster response tan WT plants, producing pathogen elimination

in less time.

Results obtained in this Thesis work brings newly information about the functions of
proteins from OXR family on plants, providing new clues to understand the role of these

proteins and establishing a basis for future studies. Due to improving in properties of
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agronomic interest that present plants overexpressing AtOXR2, is possible to think about using

this gen as a new tool useful to develop new technologies.



4. INTRODUCCION



INTRODUCCION
4.1. Generacion de especies reactivas del oxigeno, consideraciones generales.

El oxigeno, esencial para la vida aerobia, cumple roles que van mas alld de su
funcion como simple aceptor de electrones al final de la cadena respiratoria. La estructura
electrénica de la molécula de O, lo convierte en una especie susceptible a la formacidn de
radicales libres altamente reactivos (Dickinson y Chang, 2011). Asi, el pasaje de electrones
a través de la cadena respiratoria genera intermediarios donde el oxigeno, avido de
electrones, acepta mas electrones de los que puede estabilizar, y esta inestabilidad lo
vuelve miles de veces mas reactivo que la molécula diatdmica en estado basal presente en
la naturaleza (Bhattacharjee, 2010). Estas especies inestables conocidas como ROS (del
inglés, Reactive Oxygen Species), que pueden actuar como moléculas sefializadoras,
constituyen en exceso verdaderas moléculas perjudiciales para la célula (Durand y col.,
2007; Murphy, 2009; Volkert y col.,, 2000). Una vez que la molécula de O, captura el
primer electrdn, este se convierte en el radical anidn superdxido O,"” y cualquier situacion
gue incremente la concentracién celular de O, contribuird a la produccién de ROS. El
radical O," es una de las especies mds inestables junto con el estado singulete de O,, por
lo que estas dos son las especies mas reactivas. Sin embargo, debido a la abundancia
electrénica en los alrededores de la cadena respiratoria, el estado excitado singulete de
oxigeno (*0,) se transforma rapidamente en radical superéxido. De esta manera, el radical
superoxido termina siendo la molécula mas peligrosa de entre toda la variedad de ROS

presentes dentro de la célula.

Para evitar el dafio oxidativo, la célula ha desarrollado mecanismos de proteccidn.
Las enzimas protectoras se pueden clasificar en dos grandes categorias: aquellas que
previenen el dafo oxidativo del ADN, y aquellas que reparan el dafio causado como
consecuencia de la acumulacién de las ROS. Las proteinas con funciones protectivas y que
previenen el dafio celular incluyen un amplio grupo de enzimas tales como Catalasas
(CAT), Superoxido Dismutasas (SOD), Peroxidasas (PX) y proteinas que contienen grupos

tioles que detoxifican ROS (Gill y col., 2010; Gupta, 2010; Hackenberg y col., 2013; Liy col.,
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2015; Mhamdi y col., 2010). A su vez, moléculas pequefias como [-carotenos, Licopenos,
Vitaminas A y E y diversos metales como el Selenio y el Manganeso pueden actuar como

antioxidantes (Foyer y Noctor, 2011; Matros y col., 2015; Pandey y col., 2013).

Ademas, algunos metabolitos como el Glutation y el Ascorbato (Vitamina C), tienen
sus correspondientes enzimas del tipo Reductasas y Peroxidasas en la célula. Estas
enzimas contribuyen a la detoxificaciéon y permiten el ajuste fino de niveles de ROS. La
acciéon del Glutation y el Ascorbato se debe exclusivamente a su capacidad para donar
equivalentes de reduccién vy, al reaccionar rapidamente con las ROS, evitan la oxidacion de
otras moléculas con funciones vitales (Foyer y Noctor, 2011; Zagorchev y col., 2013). Esta
barrera de accidn, le permite a la célula transformar O,"” en otras especies menos
reactivas, comenzando por el peréxido de hidrégeno, seguido por el radical hidroxilo, y
por ultimo convirtiendo las ROS en H,0 (Durand y col., 2007; Murphy y Volkert, 2012). En
la Figura 4-1 se pueden observar las diferentes especies quimicas que puede adoptar la
molécula de O, con sus electrones y los mecanismos que la célula utiliza para detoxificar

ROS.
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Figura 4-1 | Estructura electrdénica de las ROS, orden de reactividad y mecanismos de detoxificacion. a-
Distribucién electrénica de los orbitales p de la molécula de O, y las distintas moléculas reactivas que se
pueden formar. b- Niveles de energia acumulados y orden de reactividad de las ROS. c- Vias de generacion y
detoxificacion de ROS (SOD: Superdxido Dismutasa, GPX: Glutatidon Peroxidasa; PRX: Peroxiredoxina, GSH:
Glutatién reducido, AA: Ascorbato). Esta figura fue modificada de Merksamer y colaboradores (2013) y de
Rodriguez y Reedman (2005).

Cuando se pierde el balance redox, ocurre una situacidon de estrés oxidativo y el
exceso de ROS puede causar dafio a los componentes celulares; entre ellos, al ADN, a las
proteinas y a los lipidos. Las lesiones al ADN se producen cuando las ROS reaccionan con el
ADN o con las reservas de nucledtidos y producen la oxidacién de bases o azucares. La
gravedad de este dafio radica en sus efectos mutagénicos, los cuales son minimizados por
las enzimas encargadas de reparar dichas lesiones. En la figura 4-2 se muestran los

mecanismos de reparacion del ADN que ocurren a través de la accion de las familias de
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enzimas reparadoras de acidos nucleicos Mut y Fpg. Estos mecanismos se conservan tanto

en procariotas como en eucariotas (David y col., 2007).

a b
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Figura 4-2 | Mecanismos de reparacion del ADN y estructuras de pares de bases. a- Via de reparacion de las
enzimas MutY y Fpg. b- Estructuras estabilizadas por puente de hidrégeno. Dichas estructuras pueden
interaccionar en su forma syn o en su forma anti. La base nitrogenada 8-0xoG en su conformacién anti
puede interaccionar con la adenina en su conformacién anti. Esta figura fue modificada de David y
colaboradores (2007).

El estrés oxidativo puede originarse ya sea por una exposicion a agentes oxidantes
exogenos que incrementen las ROS, por una disminucion en la velocidad de los
mecanismos de reparacion, o por ambos eventos en simultdneo (Uttara y col., 2009).
Durante un pico de estrés oxidativo aumentan los niveles de ROS y se originan mas
lesiones al ADN de las que pueden ser procesadas por las enzimas reparadoras. Estas
mutaciones estan fuertemente relacionadas con la aparicion de cancer, enfermedades
autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas, hipertensién y envejecimiento (Murphy
y Volkert, 2012). De la misma manera que ciertos organismos son mas susceptibles al
estrés oxidativo, ciertos tejidos también lo son. El cerebro, por ejemplo, es
particularmente sensible al estrés oxidativo, y el dafio producido por ROS es una
caracteristica comun entre las principales patologias neurodegenerativas, incluyendo
esclerosis lateral amiotrofica y la enfermedad de Parkinson (Oliver y col., 2011). Esta alta
correlacién entre el estrés oxidativo, las modificaciones ejercidas sobre el ADN vy los

procesos celulares aberrantes (cancer, envejecimiento, enfermedades, etc.) desperté el
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interés de muchos investigadores, dedicados a entender cdmo prevenir o aliviar estos

procesos, tanto a nivel celular como molecular.

4.2. Especies reactivas del oxigeno y estrés oxidativo en plantas.

En los inicios de su carrera, Otto Warburg observo que la fertilizacion de erizos de mar producia un rdpido
incremento en el consumo de oxigeno. En su momento, Otto penso que el consumo de oxigeno era dindmico
y parecia estar vinculado a la proliferacion celular, algo que posteriormente seria adoptado y sostenido por
muchos cientificos. Poco mds de dos décadas pasaron hasta que fue galardonado con el premio Nobel por el
descubrimiento de la “naturaleza y modos de accion de la enzima respiratoria”. Sin embargo, casi 100 afios
mds tarde, se comprobo que el objeto del aumento del consumo de oxigeno no era mds que la materia prima
necesaria para producir mayores cantidades de superodxido. Esta onda de peroxido de hidrégeno no dafia el
organismo naciente, sino que es utilizada como parte de una reaccion enzimdtica que sirve para el desarrollo
de una capa protectora alrededor del joven huevo fertilizado. Estas observaciones estdn en consonancia con
una creciente ola de evidencia que sugiere que las ROS pueden ser generadas y direccionadas con el fin de
regular una diversa gama de procesos fisiolégicos asi como también bajo distintos procesos de estrés (Finkel,
2011).

Las plantas son organismos sésiles, y como tales debieron desarrollar mecanismos
que les permitieran adaptarse a los cambios que ocurren en su entorno. En funcion de la
intensidad, del tipo de estimulo y la duracién, dichos cambios pueden transformarse en
estreses medioambientales. Asi, temperaturas extremas, salinidad, sequia,
concentraciones elevadas de metales pesados, herbicidas y patdgenos impactan
fuertemente en el metabolismo vegetal y la productividad (Mittler y Blumwald, 2010).
Para sobrevivir, las plantas han desarrollado una compleja red de sefializacion que
involucra diferentes reguladores de crecimiento enddgeno que detectan y protegen del
estrés medioambiental. Una de las respuestas comunes a diferentes situaciones de estrés,
tanto bidtico como abidtico, es la generacién acelerada de ROS. La acumulacion de ROS
puede ocasionar estrés oxidativo, exacerbando el dafio celular (Bhattacharjee, 2012; Gill y
Tuteja, 2010). Sin embargo, se considera apropiado asumir que las plantas tendrian
mecanismos que regulan la concentracién de ROS de acuerdo a sus necesidades celulares
(Bhattacharjee, 2012). Por ejemplo, la seializacidn retrégrada por autopropagacion de

ondas de ROS provenientes de organelas tales como cloroplastos o mitocondrias al nucleo




han sido propuestas como mediadoras de la percepcién a estrés abidtico y respuesta

sistémica (Miller y col., 2009).

Como se mencioné mas arriba, cuando ocurre un desbalance redox, las células
tienen dos tipos de barreras de proteccién contra las especies reactivas del oxigeno; por
un lado, enzimas cuya actividad es capaz de desactivar las ROS, y por otro lado,
metabolitos capaces de “absorber” esa carga oxidativa evitando que se dafen otros
componentes celulares mds importantes. Dentro de las barreras enzimaticas, las células
poseen enzimas como la SOD, CAT, PX, enzimas del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH)
tales como ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR),
dehidroascorbato reducatasa (DHAR) y glutatidon reductasa (GR) (Noctor y Foyer, 1998).
Estas enzimas catalizan reacciones en diferentes compartimentos subcelulares y
responden de manera orquestada cuando las células son expuestas a estrés oxidativo. En
la Tabla 4-1 se resumen las situaciones de estrés que involucran a las enzimas antes

mencionadas diferenciandolas en funcién de la especie vegetal estudiada (Sharma y col.,

2012).
ESTRES ENZIMA ESPECIE VEGETAL
ANTIOXIDANTE
SOD, GPX, APX, . .
Oriza sativa
, MDHAR, DHAR Y GR
Sequia i
SOD, CATy GPX Beta vulgaris
SOD, APXy GR Triticum sativum
SOD, CAT, GPX, APXy ori ¢
Salinidad GR riza sativa
CAT,SODy GR Olea europaca
GPX Oriza sativa
Frio APX, MDHAR, DHAR, Zea mays
GRy SOD Frigariaxananassa
Ori; tit
Aluminio SOD, GPX y APX riza sativa
Glycine max
Niquel SOD, GPXy APX Oriza sativa
Arsénico SOD, GPXy APX Oriza sativa
Manganeso SOD, GPX, APXy GRX Oriza sativa
SOD, APX, CATy GPX Picea asperata
UV-B Arabidopsis
GPXy APX .
thaliana
Odium lini (hongo) GPXy CAT Linun isitatissimum

Bean yeallow mosaic

K POD, CAT, APXy SOD Vicia faba
(virus)

Tabla 4-1 | Enzimas antioxidantes en plantas. La tabla muestra las enzimas que son activadas en respuesta
a estrés oxidativo inducido por diferentes situaciones de estrés. Esta tabla fue modificada de Sharma y
colaboradores (2012).
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Por otro lado, dentro de aquellos metabolitos que carecen de actividad enzimatica,
pero que tienen el poder de disminuir la gravedad del dafio celular, podemos mencionar a
los componentes principales del sistema amortiguador redox celular: ascorbato (AsA) y
glutatién (GSH), asi como también a los tocoferoles, carotenoides, y compuestos fenélicos.
Existen numerosos reportes donde se demuestra que mutantes con contenidos
disminuidas de estos antioxidantes no enzimdticos son hipersensibles a diferentes

situaciones de estrés (Gao y Zhang, 2008; Semchuk y col., 2009).

Cuando las barreras que impone el sistema de defensa celular antioxidante no son
suficientes para detoxificar las ROS generadas, se desencadena el dafo celular como
consecuencia de las reacciones entre las ROS y las diferentes biomoléculas (lipidos,
proteinas y ADN). Estas reacciones pueden alterar propiedades intrinsecas de las
membranas como la fluidez y el transporte de iones, la pérdida de actividad enzimatica, el
entrecruzamiento proteico, la inhibicién de sintesis de proteinas y el dafio al ADN. Como
consecuencia de estas modificaciones puede ocurrir la muerte celular. En la Figura 4-3
resumen las moléculas blanco y los posibles mecanismos de reaccion de las ROS en altas

concentraciones:

Fluidez de membrana
Radicales
Lipidos
Modificacion de aminoacidos
Estrés oxidativo I > Proteinas\;b Inactivacion enzimatica
Q] Protedlisis
DNA Oxidacion de desoxirribosas
Ruptura de cadena

Entrecruzamiento DNA-proteinas

Alta
concentracion

Figura 4-3 | Eventos moleculares durante el dafio oxidativo mediado por ROS. Las especies reactivas del
oxigeno pueden generar dafios a lipidos, proteinas y ADN. El dafio generado sobre cada grupo de moléculas
responde a la reactividad que presentan los grupos quimicos funcionales frente al oxigeno. Esta figura fue
modificada de Sharma y colaboradores (2012).
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A continuacion se detallan procesos relevantes que ocurren sobre las biomoléculas

como consecuencia de la accion de las ROS en células vegetales:

Peroxidacidn de lipidos. Cuando los niveles de ROS sobrepasan cierto nivel, el

fendmeno de peroxidacion lipidica transcurre tanto en membranas organelares como en
la membrana celular y esto afecta el normal funcionamiento celular (revisado en
(Chmielowska-Bak y col., 2015). La peroxidacion lipidica exacerba el estrés oxidativo
mediante la produccidn de radicales lipidicos que pueden reaccionar entre si o dafiar ADN
y proteinas. La cuantificacion de los niveles de peroxidacion lipidica se pueden utilizar para
evaluar el dano a las membranas celulares mediado por ROS bajo condiciones de estrés.
La peroxidacién incrementada de lipidos ha sido reportada en plantas crecidas bajo

diferentes situaciones de estrés (Biswas y Mano, 2015).

Oxidacion de proteinas. El ataque de ROS en las proteinas podria causar

modificacion de proteinas en una variedad de vias, algunas son directas y otras indirectas
(Biswas y Mano, 2015). La modificacion directa involucra la modulacion de la actividad de
una proteina a través de la nitrosilacion, carbonilacion, formacion de puentes disulfuros, y
glutationilacion. Ademas, ciertos aminoacidos pueden reaccionar con el MDA y de esta
manera, un exceso de MDA puede dar lugar a proteinas conjugadas (Yamauchi y col.,
2008). El oxigeno activado puede oxidar los grupos sulfhidrilo (-SH) y transformarlos en
grupos sulfénicos (S-OH), o en sulfinicos (SOOH) o incluso, bajo condiciones de
sobrepoblacién de ROS, en grupo solfénico (SOOOH). Ademas, el oxigeno activado
también puede reaccionar con Metionina para dar lugar a derivados de sulfoxido de
Metionina. Por otro lado, los tejidos dafados por estrés oxidativo generalmente contienen
concentraciones elevadas de proteinas carboniladas, y es justamente este tipo de
proteinas el que se utiliza como marcador de oxidacion proteica (Mgller y Kristensen,
2004). Esta reaccion se da principalmente sobre residuos de Arginina, Treonina, Lisina y

Prolina.

Dario al ADN. Las ROS son la mayor fuente de dafio al ADN (Vanderauwera y col.,

2011). Estas moléculas pueden causar dafios no sélo al ADN nuclear, sino también al




mitocondrial y al cloroplastidico. El ataque oxidativo al ADN genera la oxidacion de la
desoxiribosa, la ruptura de hebras, la remocién de nucledtidos, una variedad de
modificaciones en las bases organicas de los nucleétidos, y entrecruzamiento de ADN y
proteinas. En plantas expuestas a estrés salino y metalico se ha observado un incremento

en la degradacion del ADN (Liu y col., 2000; Meriga y col., 2004).

4.2.1. Sitios de produccion de ROS en plantas.

Es probable que el sitio de produccién de ROS sea parte del tipo de respuesta que
se generara en la planta frente a diferentes estimulos (Koffler y col., 2014; Mittler y col.,
2011; Ozgur y col., 2014; Zechmann, 2014). En este punto podemos postular dos
alternativas que contemplen aquellas situaciones que generen ROS en un compartimento
celular particular debido a la naturaleza del disturbio, o situaciones de estrés podrian
generar respuestas menos especificas y, probablemente, la generacién de ROS ocurriria
en diferentes compartimentos celulares a la vez. Por ejemplo, el sitio de generacion de
ROS debido a un estrés por alta intensidad luminica es principalmente el cloroplasto,
mientras que se ha sugerido que durante una situacién de estrés bidtico la mitocondria
seria la principal organela generadora de ROS (Colombatti y col., 2014; Gleason vy col.,
2011a; Zhang y col., 2014). A continuacion se resumen los distintos compartimentos
intracelulares en los que se puede ocurrir la produccion de ROS en plantas durante una

situacion de estrés.

Cloroplastos: Cuando la organela involucrada es el cloroplasto, las reacciones de
Mehler son las encargadas de proveer electrones desapareados (Asada, 2006). La
saturacion de NADP" en el fotosistema 1 (PS1) debido a un desbalance redox, ocasiona la
salida de electrones hacia el oxigeno aumentando la generacion de 0,"". Como se muestra
en la figura 4, la contribucidn principal de O," producido in vivo proviene de la cesién de
electrones desde la Ferredoxina (Fd) reducida al O,. Los radicales superdxido sufren
dismutacién tanto espontdneamente como facilitada por la enzima Cu/Zn SOD. Esto

centraria a la molécula de O, como un mediador importante en el proceso de




fotoproteccién y aclimatacidon fotoxidativa. Las plantas han desarrollado diferentes
estrategias para acoplar los mecanismos de defensa antioxidantes de las vias
fotosintéticas con las rutas normales utilizadas durante un una situacién de estrés

oxidativo (Kim y col., 2012; Mubarakshina y col., 2010; Sharma y col., 2012).

Otro proceso capaz de generar ROS en los cloroplastos es la clororespiracion. Este
proceso tiene la potencialidad de reducir el oxigeno molecular a través de una NADPH
deshidrogenasa (complejo NDH) y una oxidasa terminal (IMMUTANS) en cloroplasto que
compite con la cadena de transporte de electrones por equivalentes de reduccién (Apel y

Hirt, 2004; Bhattacharjee, 2012; Nixon, 2000).

Peroxisomas: Los peroxisomas probablemente sean el sitio de mayor produccion
de H,0, intracelular, como resultado de su metabolismo esencialmente oxidativo (Figura
4-4). Los principales procesos metabdlicos responsables de la generacion de H,0, en
diferentes tipos de peroxisomas son: la reaccidn catalizada por la Glicolato oxidasa, la 3-
oxidacion de los 4cidos grasos, la reacciéon enzimatica de Flavin Oxidasas, y la
desproporcidn de radicales O, (del Rio y col., 2006). En la mayor parte de las plantas C3,
las ROS pueden ser generadas durante la oxidacién del glicolato a través del ciclo de
oxidacion del carbono fotosintético (PCOC) (Bhattacharjee, 2012). Durante la
fotorrespiracion, la oxidacién del glicolato contribuye con la mayor parte de la produccion
de H,0;, (Noctor y col.,, 2002). Al igual que la mitocondria y los cloroplastos, los
peroxisomas también producen 0,"” como consecuencia de su metabolismo normal. En
los peroxisomas de hojas de arveja se han reportado al menos 2 sitios de generacion de
0,"".Uno se encuentra en la matriz de los peroxisomas, el sistema de generacién XOD, el
cual cataliza la oxidacion de xantina o hipoxantina a acido urico y produce 0,"” en el
proceso (Reunov, 2014). Por otro lado, la membrana de los peroxisomas contiene una
pequefia cadena transportadora de electrones compuesta de una flavoproteina, NADH y
un citocromo b. Actualmente se han identificado tres polipéptidos peroxisomales
integrales de membrana involucrados en la produccién de O,"". Mientras que dos pueden

utilizar NADH como donante de electrones, la tercer proteina identificada es claramente




dependiente de NADPH y es capaz de reducir el citocromo ¢ con NADPH como donante de

electrones (Linka y Theodoulou, 2013; Lépez-Huertas y col., 1999). El O,"” producido es

subsecuentemente oxidado hacia H,0, por la enzima SOD peroxisomal.
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Figura 4-4 | Compartimentos subcelulares en los que ocurre la generacion de ROS en células vegetales. En
el cloroplasto la generacidon de ROS ocurre como consecuencia de la reduccion de la Ferredoxina (Fd). La
dismutacién del oxigeno deriva en la formacién de aniones superéxido (0,) y finalmente peréxido de
hidrégeno (H,0,). Ademas, el oxigeno en estado singulete (,0,) es generado continuamente como
consecuencia del exceso de energia en los fotosistemas | (P;goLHCI) y Il (PggoLHCII). En plantas C3, la reaccidn
de oxigenacion de ribulosa 1,5-bifosbato (RUBP) por la Rubisco deriva en la formacion de glicolato, el cual es
traslocado hacia los peroxisomas. La oxidacién del glicolato y la formacién de alantoina contribuyen a la
formaciéon de H,0, en el peroxisoma. La produccién de ROS en el cloroplasto y en el peroxisoma es entre
100 y 30 veces mayor a la que se observa en la mitocondria (< 260 nmoles.m”.s?). En la mitocondria la
produccion de ROS estd asociada al transporte de electrones a través de los complejos respiratorios. Las
Flavoproteinas del complejo | (Cl) puede catalizar la formacién de O,"". El incremento en el pool de
Ubiquinona reducida (QH,) es considerada la principal fuente de produccién de 0, en la mitocondria. La
dismutacién de los O, deriva en la formacién de H,0,. Esta figura fue modificada de Sharma y
colaboradores (2012).

Pared celular: Las paredes celulares también son reconocidas como sitios activos
de producciéon de ROS (Figura 4-4). En la pared celular de las células vegetales se

encuentra un grupo de enzimas denominadas Peroxidasas, capaces de oxidar NADH y



](
catalizar la formacién de O," en el proceso. Para esto, la enzima utiliza H,0, que le
permite catalizar la oxidacién de NADH a NAD®, el cual en cambio reduce O, a O,"". Esta
reaccion es estimulada por monofenoles, especialmente el alcohol coniferilico (Wang y
col.,, 2013). En este caso, la enzima malato deshidrogenasa demostré ser la Unica
proveedora de cofactores NADH (Lin y Kao, 2001). A su vez, este tipo de peroxidasas han
demostrado tener un rol activo durante la respuesta hipersensible (HR) asi como también
durante un estrés por deficiencia de potasio en Arabidopsis (Kim y col., 2010). Ademas de
las NADH peroxidasas existen NADH oxidasas y diamino oxidasas, que también estan
involucradas en la produccién de oxigeno activado utilizando diaminas o poliaminas
(putrescrina, espermidina, cadaverina, etc.) como sustrato para reducir una quinona que

posteriormente se autoxida para dar lugar a perdxido (Lin y Kao, 2001).

Reticulo _endoplasmatico: En esta organela existe una cadena de transporte de

electrones dependiente de NAD(P)H que involucra al citocromo P450 y produce O,
(Mittler, 2002) (Figura 4-4). Los sustratos orgdnicos, RH, reaccionan primero con
citocromo P450 y luego son reducidos por una flavoproteina para formar un radical
intermediario (cit P450R’). El estado triplete de oxigeno puede reaccionar facilmente con
este radical ya que cada uno tiene un electrén desapareado. Este complejo oxigenado (cit
P450R00") podria ser reducido por el citocromo b, u ocasionalmente el complejo podria
descomponerse y liberar O,". Se ha demostrado que las ROS generadas en esta organela
regulan la respuesta antioxidante en Arabidopsis durante una situacidén de estrés (Ozgury

col., 2014).

Mitocondrias: La cadena transportadora de electrones es una fuente potencial de
ROS (Figura 4-4). Como resultado de la actividad respiratoria, las mitocondrias son
organelas productoras de ROS (mtROS). El transporte de electrones mediante los
complejos |, Il y IV puede generar aniones superdxido (0,"") dado que los electrones que
se transportan tienen suficiente energia libre para reducir directamente el oxigeno
molecular. Los aniones 0, generados luego seran dismutados a perdxido de hidrégeno
como consecuencia de la actividad de la enzima MnSOD (Moller, 2001). Esta isoforma se

ha localizado en la matriz mitocondrial (Kliebenstein y col., 1998). Luego, parte del H,0,
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producido en la matriz podria ser detoxificado por enzimas del sistema de
peroxirredoxinas (PRX) o por enzimas del ciclo AsA-GSH (Dietz y col., 2006; Locato y col.,
2009). Ademas, el H,0, puede reaccionar con cationes Fe?* o Cu* para producir radicales
aun mas toéxicos. Dada la falta de polaridad del H,0,, esta molécula puede atravesar las
membranas mitocondriales, abandonar la mitocondria y salir al citosol (Moller y

Sweetlove, 2010; Morgan y col., 2008).

La produccién de O, en la mitocondria se incrementa cuando la organela no
produce ATP, ya que entonces la diferencia de potencial es elevada y las relaciones
NADH/NAD® y Ubiquinona reducida/oxidada (QH,/Q) se incrementan (Blokhina vy
Fagerstedt, 2010; Cvetkovska y col., 2013; Navrot y col., 2007). Los electrones de la QH,
formados entre el Complejo | (Cl) y el Complejo Il (Clll) son altamente reactivos y pueden
atacar el oxigeno molecular (Moller, 2001). Este principio se ha demostrado en
mitocondrias aisladas, donde la produccién de O, se incrementa de una manera
dependiente de sustrato y en presencia de inhibidores del Complejo IV y de la AOX en
plantas (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2012; Moreno-Sanchez y col., 2013). Ademas, en
células de mamifero se ha postulado que la actividad del Complejo Il es la determinante
de la produccion de mtROS (Moreno-Sanchez y col., 2013). En condiciones normales de
funcionamiento, la produccion de 0,"” es minima y no hay evidencias de que bajo estas
condiciones las mtROS generen algln tipo de dafio (Sena y Chandel, 2012). Sin embargo,
cuando los niveles de mtROS se incrementan, estos pueden generar dafio a nivel del ADN
mitocondrial (mtADN), de los complejos mitocondriales y de los lipidos que constituyen las
membranas (Kristensen y col., 2004; Millar y Leaver, 2000; Rhoads y col., 2006; Rurek,
2014). El dafo o la alteracion en la funcion mitocondrial podria originar una cascada de
consecuencias que incluyen la modificacion de la transcripcion (comunicacion retrograda)
e incluso la muerte celular (Schwarzlander y col., 2012; Simon y col., 2000). Sin embargo,
las mtROS, podrian actuar como moléculas de sefializacidon sin generar un dafio y
transmitiendo el estado oxidativo de los diferentes compartimentos de la célula

(Hamanaka y Chandel, 2010).
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La implicancia de las ROS producidas en la célula durante la repuesta a estrés en
plantas ha sido ampliamente demostrada (revisado en Sharma y col., 2012). Como se
describe en la siguiente seccidn (4.2.2), su funcidn no se restringe a la respuesta a estrés
sino que actuan como reguladores de distintos procesos celulares (Considine y Foyer,
2014; Gapper y Dolan, 2006; Karkonen y Kuchitsu, 2014; Lu y col.,, 2014). Se ha
demostrado que, en células de la raiz, las mitocondrias son las principales productoras de
ROS tanto en condiciones adecuadas de crecimiento como en presencia de acido salicilico
(Colombatti y col., 2014; Gleason y col., 2011b). Ademas, la disminucién de la actividad del
Cll disminuye los niveles de H,0, mitocondriales, generando plantas incapaces de activar
la expresién del gen GST8 (GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE 8). La falta de expresién de
GST8 o la falta de sefializacion mediada por H,0, mitocondrial genera plantas mas
sensibles al ataque por patdgenos fungicos (Gleason y col., 2011b). En linea con esta idea,
un estudio reciente en el cual analizan las mtROS mediante microscopia sugiere que la
generacion de aniones superdxido en la mitocondria es una sefal necesaria para que se
desencadene la respuesta hipersensible en plantas de tabaco infectadas con
Pseudomonas syringae incompatible pv. Maculicola (Colombatti y col., 2014; Cvetkovska y
Vanlerberghe, 2012). En forma contraria a lo observado en las plantas deficientes en el ClI,
las plantas mutantes en AOX1a aumentan los niveles de las mtROS pero presentan una
respuesta hipersensible retardada luego de la infeccion con P. syringae incompatible pv.
Maculicola. Los niveles de AOX en plantas determinan la magnitud de la produccién de
aniones superdxido en la mitocondria y la magnitud de la respuesta hipersensible

(Colombatti y col., 2014; Cvetkovska y Vanlerberghe, 2013).

4.2.2. El mensaje de las especies reactivas del oxigeno.

4.2.2.1. ROS como moléculas seializadoras.

Existen numerosos reportes que sugieren que las ROS, especialmente H,0,, son
moléculas sefializadoras activas y que su acumulacion lleva a una variedad de respuestas
celulares mediante sensores redox (del Rio y col., 2006; Halliwell, 2006). De hecho, la

respuesta a las ROS en plantas resulta ser dosis dependiente. Altas concentraciones de




ROS generan dafio celular o incluso muerte celular (Bhattacharjee, 2012; Colombatti y
col., 2014), mientras que bajas concentraciones de ROS funcionan como sefiales de
desarrollo, controlando varios aspectos de la biologia vegetal. Ademas, se ha comprobado
qgue la preexposicion a situaciones de estrés bidtico y abidtico que inducen un “estallido
oxidativo” (oxidative burst), puede desencadenar una funcidon protectora o incluso
inmunizar plantas contra diferentes estreses medioambientales, y de esta manera tener

una participacion en la tolerancia al estrés (Bhattacharjee, 2012; Dat y col., 2000).

Las ROS pueden transmitir un mensaje especifico, por ejemplo mediante el cambio
del estado redox de quinasas como es el caso de JNK, o bien uno inespecifico mediante la
propagacidon a través de moléculas intermediarias. En un primer caso, las ROS,
principalmente el H,0,, son las encargadas de activar los genes de defensa, participando
directamente en la respuesta (Bhattacharjee, 2012; Colombatti y col., 2014). Sin embargo,
otra importante via de sefializacién asociada a las ROS esta vinculada con la produccién de
varios productos de peroxidacidn lipidica. Dichas moléculas se conocen como “sefiales
biolégicas”, las cuales no necesitan ser precedidas por genes de activacion (Spiteller y col.,
2001). Distintas especies radicales generadas como resultado del dafio oxidativo de
membranas (radicales alcoxi, radicales peroxi) asi como los productos que generan estas
moléculas (2,4-dienos; 2,4-decadienos; etc.) podrian iniciar eventos de sefializacion y; en
ultima instancia, inducir la muerte celular programada, reaccién hipersensible, etc.

(Bhattacharjee, 2012).

A concentraciones bajas o moderadas las especies reactivas del oxigeno actuan
como mensajeras implicadas en procesos tales como el cierre estomatico (Djebbar y col.,
2012; Mittler y col., 2011; Neill y col., 2002; Yan y col., 2007), gravitropismo (Joo y col.,
2001) y adquisiciéon de tolerancia tanto a estrés bidtico como abidtico (Baxter y col., 2013;
Borges y col., 2014; Pastor y col., 2013; Suzuki y col., 2012). Las plantas transforman esta
sefial en un respuesta celular mediante la participacion de proteinas sensibles al estado
redox (Sharma y col., 2012), movilizacién de calcio (Mittler y col., 2011), fosforilacidon de
proteinas (Cheng y Song, 2006) y, finalmente, modificando la expresion génica

(Bhattacharjee, 2012; Djebbar y col., 2012; Finkel, 2011a; Mittler y col., 2011). A su vez, la




forma en que las células modulan este mensaje, estd fuertemente relacionada con el
estado redox de la misma. En la figura 4-5, se resumen los procesos fisioldgicos en los

cuales el evento detonante fue la interaccion ROS-hormona.

Muerte celular
Giberelinas—p» Germinacion

g Auxinas—¥ Gravitropismo de la raiz
Baja

., Mensajeros
concentracion

IC> Acido abscisico— Cierre estomatico

g] ﬁ Acido jasménico—» Biosintesis de lignina

Acido saIiciIicoY Respuesta hipersensible
Estrés osmético

Figura 4-5 | Participacion de las ROS en distintos procesos vegetales que involucran a hormonas. Las ROS
actlian como mensajeros en las respuestas de plantas mediadas por hormonas incluyendo la muerte celular,
el proceso de germinaciéon, la determinacion del gravitropismo de la raiz, la biosintesis de lignina, la
respuesta hipersensible y el cierre estomatico. Esta figura fue modificada de Sharma y colaboradores (2012).

Las especies reactivas del oxigeno, en especial el perdoxido de hidrégeno, son
consideradas como segundos mensajeros en la via de traduccion del acido absicico (ABA)
en células de la guarda (Yan y col., 2007). Esta sefial es una mediadora esencial en el cierre
estomatico que reduce la pérdida de agua mediante la activacién de canales permeables a
calcio en la membrana plasmadtica. Sin embargo, en el afio 2011 Jannat y colaboradores
observaron que la elevacién del H,0, citosdlico inducido por ABA induce el cierre
estomatico, mientras que un incremento constitutivo de H,O0, no genera este efecto
protector. Por otro lado, se sabe que la gravedad induce el movimiento asimétrico de
auxinas, las cuales estimulan la producciéon de ROS, mediadores del gravitropismo (Joo y
col., 2001). Contrariamente, si se reducen los niveles de ROS mediante la utilizacion de
antioxidantes tales como N-acetilcisteina, acido ascorbico o Trolox (6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametil croman-2-carboxilico) se inhibe el gravitropismo. En granos de cebada en

dormancia se demostré que el acido giberélico (GA) y el contenido de ROS son bajos,
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mientras que la sefializacién por ABA es alta. La aplicacion de H,0, exdgeno no pareceria
alterar ni la biosintesis ni la sefalizacién de ABA; sin embargo, tiene un efecto
pronunciado en la sefializacion por GA, induciendo un cambio en el balance hormonal que
produce la germinacion (Bahin y col., 2011). El efecto combinado de las ROS y hormonas
en cebada no sdlo se ha limitado a estos procesos, sino que también se ha demostrado la
participacién de estos metabolitos en el proceso de muerte celular programada (PCD) en
células de la aleurona (Bethke y Jones, 2001; Fath y col., 2002). Aoki y colaboradores
(2014) demostraron que las ROS producidas en respuesta a GA estimulan indirectamente
la PCD en células de la aleurona de cebada. A esta conclusion se abordé mediante la
utilizacion de mutantes DELLA (plantas que no pueden traducir los cambios dependientes
de GA), las cuales no se vieron afectadas significativamente por el tratamiento con GA, a
pesar de que el tratamiento incrementd los niveles de ROS (Aoki y col., 2014). En general,
las GA sintetizadas en embriones durante la germinacién inducen la produccién de ROS en
células de la aleurona. Estas ROS estarian involucradas tanto en la activaciéon metabdlica
de hidrdlisis, como en PCD, a través de la regulacidon de sefalizacién de GA tales como
GAMyb en vez de ejercer mediante la oxidacién directa de macromoléculas celulares en

células de la aleurona de cebada.

Las plantas han desarrollado un complejo sistema regulatorio que les permite
mediar la respuesta a diferentes situaciones de estrés, tanto bidtico como abidtico,
basado en la sintesis y remocion de ROS, asi como también en la sefializacién por ROS. La
produccién transitoria de ROS puede detectarse en los eventos tempranos de las
interacciones planta-patégeno y juegan un rol de sefializacién importante en la regulacion
de traduccién de seiiales de la patogénesis (Colombatti y col., 2014; Nanda y col., 2010).
La produccion del estallido oxidativo podria ser considerada como una sefial especifica
durante el proceso de interaccién (Nanda y col., 2010). Durante la respuesta hipersensible
(HR), el acido salicilico (SA) modula la sefalizacion por ROS (Klessig y col., 2000b; Xu y
Brosche, 2014). Las ROS han demostrado actuar como segundos mensajeros de la
induccidon de genes de defensa en plantas de tomate, en respuesta al dafo mecanico

(Orozco-Cardenas y col.,, 2001b). En este caso las ROS fueron generadas cerca de las




paredes celulares de las células de los haces vasculares de las hojas de tomate en
respuesta al dafilo mecdnico, y el perdxido resultante de la polygalacturonasa inducible
por dano actué como segundo mensajero para la activacion de genes de defensa en

células del meséfilo (Orozco-Cardenas y col., 2001b).

La lignina es un componente fundamental de la respuesta de las plantas hacia las
diferentes situaciones de estrés medioambiental. Dennes y colaboradores (2011)
caracterizaron una red genética que les permite a las plantas regular la biosintesis de
lignina en respuesta al dafio a la pared celular a través de interacciones dinamicas entre el
acido jasmonico (JA) y las ROS. Las especies reactivas del oxigeno han demostrado jugar
roles importantes en situaciones de estrés osmoético, bajas temperaturas, y en la
traduccion de sefiales de metales pesados (Xiong y col., 2002; Yeh y col., 2007). Se ha
demostrado que los genes involucrados en la sefalizacion por estrés osmoético se
incrementan con un aumento de los niveles de ROS, incluyendo el factor de transcripcion
DREB2A y una histidin-quinasa (Desikan y col., 2001). En células de cultivo de Arabidopsis,
se ha reportado que MAPK AtMPK6 pueden ser activadas por bajas temperaturas; estrés
osmotico, asi como también por estrés oxidativo (Yuasa y col., 2001). Borsani y
colaboradores (2001) sugirieron que la tolerancia aumentada hacia estrés osmético de
Arabidopsis transgénicas que expresan el gen de la salicilato hidroxilasa (NahG), podria ser
el resultado de una generacion disminuida de ROS mediada por SA (Borsani y col., 2001).
Por otro lado, se sabe que las ROS son mediadores importantes en la sintesis de ABA
inducida por sequia en plantas y se cree que podrian mediar las sefiales que utiliza la
planta para percibir la condiciéon de sequia (Zhao y col., 2001). A su vez, utilizando
distintos inhibidores farmacoldgicos, se ha demostrado que los metales Cd** y cu*
inducen la activaciéon de MAP quinasa a través distintos sistemas de generacion de ROS

(Yehy col., 2007).




4.2.2.2. Sobreproducciéon de ROS en condiciones de estrés: La cara perjudicial de

las ROS.

La produccién de ROS en plantas bajo condiciones normales de crecimiento es
pequefia. Sin embargo, en repuesta a diferentes situaciones de estrés, las especies
reactivas del oxigeno se incrementan drasticamente en plantas, alterando el balance de
0,"7, "OH, y H,0, en el medio intracelular (Atkinson y Urwin, 2012; Ramegowda y Senthil-
Kumar, 2015; Sharma y col., 2010). Los efectos de situaciones tales como estrés por
sequia, salinidad, enfriamiento, toxicidad por metales, radiacion UV-B, alta intensidad

luminica, y ataque por patogenos se discuten brevemente en los siguientes parrafos.

Estrés por sequia. Bajo estas condiciones, la produccién de ROS se ve

incrementada mediante diferentes vias. La inhibicién de la asimilacion de CO,, acoplada
con cambios en la actividad fotosintética genera como consecuencia una produccion de
ROS via la reaccion de Mehler en los cloroplastos (Asada, 1999). Durante el estrés por
sequia la fijaciéon de CO, es limitada debido al cierre estomatico, el cual, lleva a una
regeneracion de NADP" insuficiente a través del ciclo de Calvin. Debido a la carencia de
aceptores de electrones, ocurre una sobrerreduccion de la cadena transportadora de
electrones fotosintética, lo cual lleva, en ultima instancia a una mayor tasa de “escape” de
los electrones al O,. Biehler y Fock (Biehler y Fock, 1996) reportaron hasta un 50% mas de
escapes de electrones provenientes de la cadena de transporte fotosintética hacia la
reaccion de Mehler en plantas de trigo expuestas a la sequia, comparado con plantas sin
estresar. La actividad fotosintética es inhibida en tejidos vegetales debido a un desbalance
entre la captura de luz y su utilizacion durante estrés hidrico (Foyer y Noctor, 2000). La
disipacion del exceso de energia en el PSll y en la antena lleva a la generacion de ROS, los
cuales son potencialmente peligrosos bajo condiciones de estrés hidrico. Bajo estas
condiciones, la ruta fotorrespiratoria también se ve incrementada, especialmente cuando
la oxigenacion de RUBP es maxima debido a la limitacidn en la fijacion de CO, (Noctor y
col., 2002). Noctor y colaboradores (2002) han estimado que la fotorrespiracion es la
causa de, probablemente, un 70% del total de H,0, bajo condiciones de estrés hidrico.

Para proteger la homeostasis celular, principalmente redox, las plantas ponen en juego su




repertorio de enzimas y metabolitos protectores. La actividad aumentada de enzimas del
sistema de defensa antioxidante ha sido reportada en distintas especies vegetales (Mittler
y Blumwald, 2010; Sharma y Dubey, 2005). En general, los estudios de respuesta
antioxidante entre genotipos sensibles y tolerantes a sequia, revelan mayor capacidad
antioxidante en los genotipos tolerantes (Cruz de Carvalho, 2008; Moussa, 2008; Wang y

col., 2012a).

Estrés por salinidad. Esta condicién genera cantidades excesivas de ROS (Apse y

Blumwald, 2002; Tanou y col., 2009). Elevadas concentraciones salinas alteran el
transporte electronico celular dentro de diferentes compartimentos subcelulares tales
como cloroplastos y mitocondrias, e inducen rutas metabdlicas tales como Ia
fotorrespiraciéon. A su vez, este tipo de estrés puede llevar al cierre estomatico, el cual
reduce la disponibilidad de CO; en las hojas e inhibe la fijacidon de carbono. Este fendmeno
favorece la exposicidn de cloroplastos a energia de excitacion excesiva, lo cual lleva a la
sobrerreduccién de la cadena de transporte de electrones fotosintética, llevando una
sobreproduccién de ROS y en una instancia posterior, estrés oxidativo. Bajas relaciones de
C0O,/0, también favorecen la fotorrespiracion, dando lugar una produccién exacerbada de
ROS, especialmente H,0, (Hernandez y col., 2000). Al igual que para los casos de estrés
por sequia, a la fecha existen numerosos reportes que vinculan la respuesta estrés salino
con la induccién de mecanismos de defensa contra ROS (Mishra y col., 2013; Sekmen y

col., 2007; Valderrama y col., 2006).

Estrés por frio. Este es uno de los factores medioambientales limitantes del

crecimiento y la productividad de las plantas de interés agrondmico. El estrés por frio lleva
a la sobreproduccién de ROS mediante un desbalance exacerbado entre la absorcion de
luz y la utilizacion mediante la inhibiciéon de la actividad del ciclo de Calvin-Benson (Logan
y col., 2006). Esto aumenta el flujo de electrones al O, y causa una sobrerreduccién de la
cadena de transporte de electrones respiratoria (Hu y col., 2008). El estrés por frio
también causa una reduccidén significativa en los transcriptos rbcl y rbcS, el contenido de
RUBISCO asi como la actividad de esta enzima, lo cual lleva a un mayor flujo de electrones

hacia el O, (Zhou y col.,, 2006). La acumulacion de H,0, en cloroplastos esta




negativamente correlacionada con la actividad inicial de RUBISCO vy la tasa fotosintética
(Zhou y col., 2006). Una de las huellas digitales del estrés por fio es el incremento en la
actividad lipoxigenasa asi como también la peroxidacion lipidica. Cuando la planta es
sometida a bajas temperaturas, la peroxidacién mediada por lipoxigenasa de los lipidos de
membrana contribuye al dafio oxidativo (Fryer y col.,, 1998). Ademads, cuando las
temperaturas disminuyen debajo del punto de congelacion, y el estrés por enfriamiento se
convierte en estrés por congelacidn, entonces se activan otros mecanismos. Bajo estas
condiciones, los antioxidantes de bajo peso molecular, especialmente el acido ascorbico
reducido, ha sido postulado como un componente importante en la defensa de las células
vegetales (Radyuk y col., 2009). Diversos estudios comparativos utilizando genotipos
tolerantes y sensibles han demostrado una mayor capacidad antioxidante en especies

tolerantes al estrés por frio (Guo y col., 2006; Huang y Guo, 2005).

Estrés por contaminacidon con metales. Los crecientes niveles de metales en el

medioambiente afectan drasticamente el crecimiento vegetal y el metabolismo, y en
ultima instancia, lleva a pérdidas severas en la produccion vegetal (Mishra y col., 2005).
Una de las consecuencias de la presencia de metales toxicos dentro de los tejidos
vegetales es la formacion de ROS, la cual puede ser iniciada directa o indirectamente por
metales, y consecuentemente, llevar a dafio oxidativo de diferentes constituyentes
celulares (Keunen y col., 2011; Maheshwari y Dubey, 2009; Muradoglu y col., 2015;
Sharma y Dubey, 2007). Bajo condiciones de estrés por metales, disminuye la fotosintesis
debido al dafio que se le produce al metabolismo fotosintético, incluyendo la cadena
transportadora de electrones fotosintéticos (Vinit-Dunand y col., 2002). Los metales que
poseen actividad redox tales como hierro, cobre y cromo, sufren ciclos redox productores
de ROS, mientras que los metales que carecen de esta propiedad como plomo, cadmio,
mercurio y otros, envenenan los principales antioxidantes celulares, particularmente
aquellos que contienen grupos tioles. Si la produccion de ROS inducida por metales no es
contrarrestada adecuadamente por antioxidantes celulares, entonces ocurre el dafio
oxidativo de lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Giannakoula y col., 2010; Sandalio y col.,

2009; Sharma y Dietz, 2009). Si bien existen numerosos reportes de actividad antioxidante




(GPX, SOD, APX, MDHAR, DHAR, y GR) incrementada en plantas sometidas a estrés por
metales (Cakmak y Horst, 1991; Meriga y col., 2004; Shah y col., 2001), estos mismos

resultados sugieren que la actividad antioxidante no es suficiente para conferir tolerancia

al estrés por acumulacién por metales.

Estrés bidtico. Una de las primeras respuestas celulares que ocurren luego de un
reconocimiento de patdégeno exitoso es un estallido oxidativo. El reconocimiento de una
variedad de patdgenos lleva a la generacién de 0,"y H,0, (Fones y col., 2013; Orozco-
Cardenas y col., 2001a; Vellosillo y col., 2010). Estas ROS pueden provenir de distintos
compartimentos subcelulares tales como mitocondrias (Colombatti y col.,, 2014) vy
cloroplastos, asi como también de espacios extracelulares como el apoplasto. La cantidad
de ROS producidas durante esta condicidn esta intimamente vinculada con la aparicion de
necrosis en los cultivares (Abdollahi y Ghahremani, 2010). La regulacién diferencial de
enzimas antioxidantes, en parte mediadas por SA, podria contribuir al incremento de ROS
y activacion de defensas luego de la infeccién (Klessig y col., 2000a). Al igual que las otras
situaciones generadores de estrés mencionadas previamente, no sélo se han reportado
actividades antioxidantes incrementadas luego de someter a plantas a estrés bidtico, sino
gue también, se ha demostrado su importancia en aquellas variedades que presentan

mayor tolerancia.

4.3. LaFamilia de proteinas OXR (Oxidation Resistance).

A partir de la utilizacidn de esta cepa de E. coli mutante en las enzimas reparadoras
del ADN (fpg mutYlacZ), Volkert y colaboradores (2000) lograron identificar un gen de
mamifero con capacidad de revertir el fenotipo mutante. Este nuevo gen con capacidad
de revertir el dafio oxidativo producido en la bacteria recibié el nombre de Oxrl (por
Oxidation resistance 1) (Volkert y col., 2000). A partir de la bdsqueda de homdlogos en
otros organismos, los autores concluyeron que no existian homadlogos al gen Oxrl en

procariotas (Volkert et al., 2000). A su vez, demostraron que el mayor porcentaje de
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homologia de secuencia con los posibles candidatos encontrados estaba en el dominio
carboxilo terminal (C-terminal) de la proteina, y que el Unico gen homdlogo estudiado
hasta ese momento era uno perteneciente a Drosophila melanogaster (Volkert y col.,
2000). El gen Oxr de D. melanogaster habia sido identificado previamente, durante el
analisis y la identificacidn de lineas de moscas mutantes con problemas en el desarrollo
(Stowers y col., 1999). Por estos motivos, se propuso que las proteinas codificadas por los
genes Oxr podrian estar probablemente involucradas en diversos procesos celulares,
ademas de su rol como proteinas protectoras/aliviadoras frente al estrés oxidativo a nivel
celular. Ademas, se demostrd que las levaduras mutantes en el gen Oxrl (Ascoxrl) eran
mucho mas sensibles frente a situaciones generadoras de estrés oxidativo que las cepas

de levadura salvaje (Volkert y col., 2000).

Posteriormente, estudios bioinformaticos direccionados al estudio de dominios en
secuencias nucleotidicas previamente cargadas en bases de datos, agruparon 30 proteinas
con dominios similares a aquel que se encontrara conservado en la fraccién C-terminal de
las proteinas OXR. Debido a que era frecuente encontrar a este nuevo dominio OXR
asociado a los dominios TBC (Richardson y Zon, 1995; Zhang y col., 2005) y LysM (Bateman
y Bycroft, 2000) en otras proteinas, se lo bautizé como dominio TLDc (TBC, LysM Domain

containing) (Doerks y col., 2002).

4.4. Desarrollo, respuesta a hormonas y estrés: Diferentes funciones de una

familia de genes relacionadas con las ROS.
4.4.1. Desarrollo.

El ajuste fino de los niveles de ROS en la célula asegura que existan niveles
tolerables de estos metabolitos secundarios y de esta manera actien como mensajeros
gue modulan diferentes respuestas celulares. En Drosophila sp. el desarrollo celular esta
dado por pulsos de concentracién de la hormona esteroidea 20-hidroxiecdisona (Ou vy
King-Jones, 2013). Estos pulsos median distintos eventos especificos de desarrollo, como

por ejemplo, el cambio de larvas a la metamorfosis adulta (Buszczak y Segraves, 1998). En




este estadio de metamorfosis diferentes tejidos responden de manera diferente a la sefial
hormonal (Schwedes y Carney, 2012). En dipteros, la expresién de genes inducidos por la
hormona ecdisona se puede observar como regiones de descondensacion cromosomal o
puffs (Stowers y col., 1999). Asi, la ecdisona, a través de receptores, activa los genes de
formacion temprana de puffs y reprimen la mayoria de los genes de formacién tardia.
Muchos de los genes de formacién temprana son factores de transcripcidon que activan la
expresion de genes de puffs tardios e inhiben la transcripcion de genes de puffs
tempranos (Stowers y col., 1999). En el afio 1999, Stowers y colaboradores publicaron un
trabajo en el cual detectaron siete isoformas de un gen que denominaron L82 (por late
gen at 82) dado que podia prevenir la formacién de un puff especifico denominado 82F.
Los tamaiios de las siete isoformas varian desde 197 hasta 1270 aminodcidos y fueron
nombradas desde L82A hasta L82F. Las isoformas tenian en comun los ultimos 192
aminodcidos del dominio C-terminal, correspondientes a lo que luego se conocié como

domino TLDc (Figura 4-6).

aczxe) 1 [ B 20=a
B (4,5Kb) 1] B o252
cuor .
D (2,4 Kb) 1 [- 267 aa
E (4,2 Kb) 1 - 213 aa
F (2,0 Kb) 1 _ 220 aa
G (1,8 Kb) 1 RO

Figura 4-6 | Isoformas del puff 82F detectadas en D. melanogaster. Mientras que la porcidén N-terminal

difiere en todas las isoformas, el dominio C-terminal se mantiene igual en todos los transcriptos. aa:
aminodcidos; 1: refiere al primer aminoacido de la proteina; rectangulos de colores: Azul, dominio TLDC; en
tonos de grises se muestran regiones similares entres las isoformas de la proteina L82. Blanco y Celeste,
regiones que no se repiten en otra isoforma. Esta figura fue modificada de Stowers y colaboradores (1999).

Los autores demostraron que cada isoforma cumplia un rol particular en distintos
procesos celulares y todas las mutantes viables mostraron retrasos en el desarrollo

(Stowers y col., 1999).
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De acuerdo con lo observado en Drosophila sp., se detectd la induccion del gen
RnC7 con dominio TLDc durante el proceso de adhesiéon celular en ratas (Rattus
norvegicus) (Fischer y col., 2001). La secuenciacidon del gen RnC7 permitié la posterior
deteccion de tres de sus cuatro isoformas, asi como también la blisqueda de homdlogos
en otros organismos. Los genes de la familia L82 de Drosophila (DmL82) presentaron una
identidad de secuencia elevada y un comportamiento similar (Figura 4-7). Esto es, tanto
los genes DmL82 como los genes RnC7 se expresan en niveles elevados y en distintos
tejidos inmaduros durante el desarrollo, mientras que la expresion se pierde a medida que
se llega a la adultez. A su vez, la rata adulta muestra sus mayores niveles de expresion de

RnC7 en cerebro y testiculos (Fischer y col., 2001).

a Dominio 1 Dominio 2 Dominio 3
| . - C7-778 aa
36% 53%
BN crc

Figura 4-7 | Comparacion entre genes Oxr de rata y de Drosophila sp. a- Similitud estructural y presencia de
dominios proteicos comunes entre las diferentes porciones de las proteinas C7 de rata y L82B de Drosophila.
Negro, dominio 3. Gris claro, dominio 1 y dominio 2. Las areas grises oscuras en el dominio 1 y en el dominio
2 indican subdominios de alta conservacion. Los porcentajes indican la identidad de secuencias netre los
dominio 3 y 1 de la proteinas C7 de rata y L282B de Drosophila. b- Esquema de las diferentes isoformas
obtenidas mediante splicing alternativo del gen RnC7. Gris claro, regiones conservadas entre las isoformas;
gris oscuro, regiéon presente Unicamente en C7C; negro region presente Unicamente en C7A. Esta figura fue
modificada de Fisher y colaboradores (2001).

La expresion de RnC7 se detectéd principalmente en nucléolo, y un poco en
citoplasma (Fischer y col.,, 2001). Una de las funciones principales del nucléolo es el
procesamiento del ARN primario. Ademas, las proteinas secuestradoras del nucléolo

desarrollan actividades en los puntos de control del ciclo celular (Fischer y col., 2001). Esto
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ultimo coincide con la funcion mediante la que se detectd originalmente el transcripto,

aquellas relacionadas con la diferenciacién y proliferacion celular (Fischer y col., 2001).

4.4.1.1. Desarrollo neuronal.

La evidencia de participacion de los genes OXR en el desarrollo del sistema
nervioso, fundamentada principalmente por los elevados niveles de expresidn en tejido
cerebral, llevd al estudio de estas proteinas con dominio TLDc. Debido a su alta actividad
metabdlica, combinado con una concentracion relativamente baja de antioxidantes, el
cerebro pareceria mas vulnerable a las ROS que otros érganos. De hecho, estrés oxidativo
y disfunciéon mitocondrial estan asociadas en la mayoria de los desdérdenes
neurodegenerativos, incluyendo escelerosis lateral amiotrdpica (ALS), enfermedad de

Parkinson y Alzehimer (Oliver y col., 2011).

La aparicién de tumores sélidos en la infancia temprana, puntualmente aquellos
neuroblastomas que provienen de las crestas neuronales provenientes de la linea
simpatoadrenal presentan diferentes prondsticos en funcion del desarrollo neuronal del
paciente (Arai y col.,, 2008). Uno de los marcadores moleculares detectados en los
neuroblastomas con buen prondstico es la proteina NBLA10993, la cual es codificada por
una variante de splicing del transcripto para el gen hsERAP140/hsNCOA7 presente en
mamiferos (NUCLEAR RECEPTOR COACTIVATOR 7) (Arai y col., 2008).

Otro de los genes ortdlogos en humanos, que contiene el dominio TLDc, se conoce
como TBC1D24. Este gen también posee un dominio TBC en su porcidon N-terminal (Falace
y col., 2010). Mediante el estudio de una poblacién que padecia epilepsia miocldnica
infantil familiar, se encontré que la mutacién en dos residuos, una en el dominio TBC y
otra en el dominio TLDc (Figura 4-8), generaba este complejo desorden neuronal (Falace y

col., 2010).

Falace y colaboradores (2010) demostraron la interaccion de hsTBC1D24 con la

proteina ARF-6 (small GTPase ADP ribosylation factor 6). ARF-6 esta involucrada en la




regulacion del trafico de membrana entre la membrana plasmatica y el compartimento
endocitico a través de la activacion de una fosfolipasa D y una fosfatidil-inositol-4-fosfato
5-quinasa. En este trabajo se informo por primera vez, que la mutacion A509V (cambio de
valina por alanina en el residuo 509 de la proteina TBC1D24) dentro del dominio TLDc
interferia con las funciones de TBC1D24 mediadas por ARF-6. Asi, una alteracién en la
secuencia proteica dentro del dominio TLDc demostré alterar severamente el tamaiio de
las neuronas asi como también su cantidad de intersecciones y la longitud de sus neuritas

(Falace y col., 2010).
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EAECFEKACRI Pan troglodyvtes LIVGGG YIDGDLNRG
EAECFEKACRIL Mus musculus LIIG VDGDLNRG
YSK|D|EAECFEOVCRIL Gallus callus IIIGGGDGO|A L ' LDADLNHG
SP|D|EAQCFESVSRML Danso reno I1IG 3!5 A L (1DS EI.‘-H
ILLHEMS|E|E=EAY ICLAGLV Drosophia melancgaster
D|DGDCFACINYLL Caenorhabdtis elegans

Figura 4-8 | Esquema de la estructura del gen hsTBC1D24 y localizacion de los dominios TBC y TLDc. Se
muestran los dos dominios principales de la proteina hsTBC1D124 (dominio TBC en azul y dominio TLDc en
verde) y las mutaciones que producen epilepsia mioclénica infantil. Los aminoacidos responsables de las
mutaciones se encuentran enmarcados y sefialados por una punta de flecha. El esquema del gen estd en la
parte superior, Rectangulos vacios: 5’UTR, rectangulos rojos: exones, lineas finas: intrones. Esta figura fue
modificada de Falace y colaboradores (2010).

El analisis de ratones modelos (bel) utilizados para el estudio de alteraciones
humanas del movimiento y ataxia, develé que el gen mmOXR1 es esencial para el
desarrollo del sistema nervioso central en la etapa postnatal (Oliver y col., 2011). Los
ratones bel tienen una delecion cromosomal que afecta el gen OXR1 y su fenotipo de
alteracion neuronal puede revertirse mediante la expresidon del gen OXR1. La proteina
OXR1 demostrd controlar la susceptibilidad de células de la granulosa hacia el estrés
oxidativo, y los ratones bel demostraron tener mas ADN oxidado en el nucleo de estas

células. Esto llevd a justificar por qué los ratones bel contenian un mayor niumero de
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células apoptodticas en su cerebro (Olivet y col., 2011). Ademads, se encontré que tejido

proveniente de médula espinal de pacientes con Alzehimer tenian inducidos altos niveles

de proteina OXR1 en contraste a lo que ocurria con el tejido control (Oliver y col., 2011).

Mas recientemente, Murray y colaboradores (2013) demostraron que en
condiciones de retinopatia diabética se induce la expresion del micro ARN miR-200b.
Utilizando células de Miller como modelo experimental (MIO-M1), encontraron que el
blanco de este micro ARN es el transcripto del gen OXR1. Estos resultados son
consistentes con lo hallado previamente por Oliver y colaboradores (2011). Asi, una mayor
cantidad de OXR1 disminuye significativamente el dafio al ADN y esto hace que el nimero
de células apoptéticas descienda. Como conclusion se postula que durante el desarrollo
de la patologia diabética, se induce un incremento de miR-200b y la subsecuente
represion de OXR1; proceso que contribuye al dafo retinal y finalmente a la retinopatia

diabética (Murray y col., 2013).

4.4.2. Respuesta a hormonas.

Estudiando la estructura exén-intrén de los dos genes con dominio TLDc de
humanos HsOXR1 y HsNCOA?7, parece razonable concluir que estos genes tienen un origen
evolutivo comun (Torres y col., 2006). Contrariamente a lo que ocurre con HsOXR1, cuya
localizacién es mitocondrial, HSNCOA7 pareceria tener una doble localizacidn, nuclear y
citoplasmatica en situaciones normales de crecimiento. Luego del estimulo hormonal de
células MCF-7 con B-estradiol se observd acumulacién de HsNCOA7 en el nucleo de estas
células. Esta diferencia sustancial sugeria la posibilidad de que cada gen se haya
especializado frente a estimulos diferentes (Durand y col.,, 2007). Dicha hipdtesis fue
confirmada cuando se demostré que HsNCOA7 no es inducido por peréxido, algo que si
ocurria con HsOXR1 y con ScOXR1. De esta manera, se postula que el dominio TLDc se
fusiond al dominio N-terminal de HsNCOA7, evento que le confirid la especificidad de
respuesta pero sin alterar la funcion de la proteina. Dicha especificidad se encuentra en el

exén 8 de HsNCOA7, donde se encuentra codificado el sitio de unién al receptor de

|
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estrégeno (Durand y col., 2007). Si bienHsNCOA1 presenta una fuerte induccién luego del
tratamiento con estrégenos, el mensajero de este gen también se ha detectado en

grandes cantidades en el cerebro (Durand y col., 2007).

En raton (Mus musculus), se demostrd que el gen NCOA7 presenta una variante de
splicing, denominada NCOA7B que se induce fuertemente mediante un pico en la
concentracion hormonal. Fue justamente durante un analisis de transcriptos inducidos por
estréogenos que se detectd esta nueva variante. La proteina mmNcoa7B carece del sitio de
union al receptor de estrégeno, en cambio, posee un dominio N-terminal Unico, que

posiblemente le confiera su alta especificidad de respuesta (Figura 4-9; Shkolink y col.,

2008).
1-25 59-221
. Il |Ncoa7B
Unico TLDc
118-161 227-285 487-557
| [ 1 [ [ 1 [ |NCOAT
LysM Gram Erabd TLDc

Figura 4-9 | Representacion de las estructuras proteicas codificadas por los genes NCOA7 y NCOA7B con
sus dominios. Rectdngulos blancos: region proteica no asociada a un dominio, rectangulos grises claros,
TLDc; rectangulos grises oscuros, dominio Unico de NCOA7B y dominios LysM, Gram y Erab en NCOA7. Esta
figura fue modificada de Shkolinik y colaboradores (2008).

Luego de estudiar distintos tejidos de ratén se concluyd que, a diferencia de
mmNCOA7, el mensajero de la variante de splicing mas corta es practicamente
indetectable en cerebro, ojos, higado y testiculos. Sin embargo, 5 horas después de un
estimulo por gonadotropina coriénica humana, los niveles del mensajero de mmNCOA7B
se incrementan en gran medida en ovarios (preovulatorios) asi como también en utero

(Torres y col., 2006).
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4.4.3. Estrés.

4.4.3.1. Estrés oxidativo.

Como se menciond antes, la funcidn de las proteinas OXR durante una situacién
de estrés oxidativo se detectd utilizando bacterias deficientes en los mecanismos de
detoxificacion y reparacion del ADN mediados por ROS (Volkert y col., 2000). Asi fue como
se identificd el gen HsOXR1 (Volkert y col., 2000). Entre los homdlogos, se observaron
proteinas con una identidad de secuencia similar en Caenorhabditis elegans,
Saccharomyces cerevisiae y pombe (CeOXR1, ScOXR1 y SpOXR1 respectivamente). De
manera similar a lo observado previamente en Drosophila, la mayor identidad de
secuencia se encontraba en la porcién C-terminal, identificada como dominio proteico

TLDc (Doerks y col., 2002; Stowers y col., 1999; Volkert y col., 2000).

Los genes HsOXR1 y ScOXR1 difieren en su estructura en una presecuencia de
localizacion mitocondrial, presente sélo en el gen ortélogo perteneciente a levaduras. Sin
embargo, ambas proteinas mostraron tener localizacién mitocondrial (Elliot y Volkert,
2004). Ademas, mediante experimentos de complementacién de levaduras mutantes, se
demostréd que la cepa AscOxrl era 10 veces mas sensible al estrés oxidativo que las
levaduras salvajes. Ademas, el fenotipo de sensibilidad era revertido cuando se
complementaban las células con el gen HsOXR1 dirigido a la mitocondria (Elliot y Volkert,
2004). Esto sugeriria que para que la proteina OXR1 lleve a cabo su funcién protectiva en
la via de respuesta a estrés oxidativo, debia estar localizada en el compartimiento

mitocondrial (Elliott y Volkert, 2004).

Ademas de determinar la localizacion mitocondrial de las proteinas ScOXR1 y
HsOXR1 en células Hela, Hep2 y en células COS de mono, Elliot y Volkert (2004)
estudiaron las variaciones transcripcionales y traduccionales de estos genes bajo estrés
oxidativo y estrés por calor. Tanto en levaduras como en células Hela, se observé una
induccién a nivel transcripcional que se correlacionaba con una mayor cantidad de

proteinas en los respectivos compartimientos mitocondriales (Elliott y Volkert, 2004).




Por otro lado, Elliot y Volkert (2004) también estudiaron la expresidon de las
diferentes variantes de splicing del mensajero HsOXR1 en distintos tejidos. En todos los
tejidos estudiados encontraron la expresién de dos isoformas, una de 2,9 y otra de 4,9 kb
excepto en tejido cerebral el cual expresa una version de 5,1 kb excepcional, y la otra
isoforma de 2,9 kb. Si bien en todos los tejidos estudiados se detectaron ambos
transcriptos del gen HsOXR1, los niveles de expresion diferian de tejido en tejido, siendo la
isoforma mas pequeiia la que presentaba mayor variabilidad. Ademas, aquellos tejidos
con mayor actividad metabdlica aerdbica como el corazén, musculo esquelético y el
cerebro, poseian niveles mas altos de ARN mensajero de HsOXR1. Esta informacion llevo a
la conclusion de que las proteinas OXR de mamiferos y de levaduras debian estar
cumpliendo alguna funcién en alguna via novedosa, no reportada hasta el momento, que;

al menos en humanos no era especifica de tejido (Elliott y Volkert, 2004).

4.4.3.1.1. TLDc, un dominio proteico que confiere proteccion frente al estrés

oxidativo.

Mediante la utilizacion del sistema de expresién heterdlogo en células de E. coli y
el ensayo de papilacién se concluyd que en el exdn 8 de la secuencia del gen HsOXR1
radicaba la capacidad de tolerancia al estrés oxidativo (Volkert y col., 2000). Dentro de
este exdn, se predice un estructura in silico del tipo hélice-loop-hélice, que pareceria
concentrar gran parte de la actividad de proteccion frente a estrés oxidativo (Murphy y
Volkert, 2012). Como conclusion final, Murphy y Volkert plantearon un modelo que
consiste de dos funciones separadas involucradas en la resistencia oxidativa, donde existe
un dominio C-terminal que tiene un rol regulatorio en la induccién de funciones de
resistencia oxidativa frente al dafio oxidativo, y una region interna de la proteina,
codificada por el exdn 8, que posee una funcidon antimutagénica, reparadora del dafio

sufrido por el ADN debido a la generaciéon de ROS (Murphy y Volkert, 2012).




4.4.3.2. Estrés Biotico.

Los niveles de ROS son criticos para orquestar y coordinar la respuesta inmune en
plantas, animales e insectos (Torres, 2010; Yang y col., 2013). Por ejemplo, el estudio de
mosquitos tolerantes a ciertas infecciones demostrd que estos insectos producen
elevados niveles de ROS, y de esta manera potencian la encapsulacion de sus patégenos
(Kumar y col., 2003). Esta encapsulacién no sélo impide la diseminacion del patégeno, sino
gue también agrega una especie de “cartel sefialador” para que las células del sistema
inmune eliminen rapidamente al supuesto intruso (Kumat y col., 2003). A continuacién se
detalla la relacion demostrada entre las proteinas con dominio TLDc, y el sistema inmune

de insectos.

4.4.3.2.1. TLDcy estrés bidtico en insectos.

El mosquito es vector de multiples enfermedades. En nuestro pais la enfermedad
del Dengue es transmitida por el agente portador Aedes aegypti; mientras que los
mosquitos anofelinos, vectores de la Malaria, transmiten dicha enfermedad a mas de 300
millones de personas por afio (Estallo y col., 2013). Gran parte de lo que conocemos hoy
en dia sobre el sistema inmune de mosquitos, esta basado en analisis que fueron
realizados sobre otro insecto perteneciente a la familia de los dipteros, la mosca de la
fruta D. melanogaster. La similitud entre D. melanogaster y Anopheles gambiae ha
permitido el analisis directo de genes que previamente demostraron participar en el

sistema inmune de Drosophila sp. en el mosquito A. gambiae (Brandt y col., 2008).

La infeccién de distintas lineas de moscas con mutaciones puntuales en diferentes
genes y la posterior recuperacion de microorganismos infecciosos permitio la deteccion
de mutantes sensibles a los patdgenos utilizados. Una de las mutantes sensibles resulto
tener niveles alterados del transcripto del gen DmL82F (Brandt y col., 2008). Como se
menciond anteriormente DmL82F es homdlogo a ScOXR1. Estos resultados se validaron
posteriormente en una poblacion de Anopheles alimentados con animales infectados con

Plasmodium berghei. Estas pruebas demostraron que mosquitos del tipo A. gambiae




mutantes, con niveles de transcripto del gen DmL82F menores al 15% respecto de la
poblacidn salvaje, eran tolerantes a infecciones provenientes de P. berghei (Brandt y col.,
2008). Posteriormente, se observd mayor supervivencia del pardsito P. berghei en
mosquitos de A. gambiae con niveles disminuidos del transcripto de DmL82F (Jaramillo-
Gutierrez y col., 2010). En el mismo trabajo, los autores proponen que la expresién de
DmL82F es inducida a través de la via mediada por quinasas Jun-N (JNK) y su induccidn
deriva en el aumento de la expresion de las enzimas del sistema de detoxificacion CAT y
GPX (Jaramillo-Gutierrez y col.,, 2010) (Figura 4-10). Dentro de esta cascada de
sefializacion, se ha demostrado que las JNK y el factor nuclear NF-kB son activados por

H,0, en presencia de estrés oxidativo (Zhou y col., 2001).

Estrés Biotico Figura 4-10 | Papel de OXR1
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Posteriormente, utilizando Vibrio cholerae como patégeno modelo de Drosophila,
se llevaron a cabo diferentes estudios que permitieron dilucidar parcialmente los
mecanismos que involucran al dominio TLDc de la mosca de la fruta con el sistema
inmune. En un estudio de genética directa se aislaron mutantes que demostraron ser
mejor hospedero para V. cholerae, denotando una via IMD (immune deficiency) alterada.

Estas mutantes resultaron tener interrumpido el locus l(3)82FdEY04'595

, que los autores
rebautizaron como mustard (MTD). De esta manera, el gen DmL82F pasé a llamarse
Mustard (Wang y col., 2012b). Las moscas mutantes mtd®"®** tienen una susceptibilidad
a la infeccion por V. cholerae comparable la observada en las moscas control. Sin
embargo, son menos susceptibles a la infecciéon en dosis letales. Las moscas mutantes en

Mustard se conocen como tolerantes a la infeccion (Wangy col., 2012b).

4.5. ¢POR QUE ESTUDIAR PROTEINAS CON DOMINIO TLDc EN PLANTAS?

Las proteinas OXR parecen cumplir un rol fundamental asociado a su dominio
TLDc. En el transcurso de la evolucién fueron adquiriendo dominios que les permitieron la
especializacién asi como también nuevas funciones, sin perder aquella esencial confinada
al dominio TLDc. Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que en organismos
superiores como en Drosophila o mamiferos, este gen se expresa hasta en 20 variantes
distintas, muchas de ellas con funciones puntuales y distintivas. Adema3s, es posible que
las diferentes isoformas se localicen en diferentes compartimentos subcelulares y lleven a
cabo distintas funciones.

A la fecha no existen reportes de los homodlogos de proteinas con dominio TLDc en
plantas. El desconocimiento de la posible relacién entre las proteinas con dominio TLDc y
el metabolismo de las ROS, y una posible localizaciéon mitocondrial en plantas, potenciaron
nuestro interés en el tema. Asi, nos embarcamos en el estudio de la familia de proteinas
OXR en Arabidopsis, su posible rol en el desarrollo y en la defensa frente al estrés

oxidativo en plantas.
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5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general

Las plantas estan sometidas a cambios constantes en el ambiente que las
rodea. A menudo, las condiciones de crecimiento en las que deben desarrollarse
constituyen verdaderas situaciones de estrés que provocan alteraciones severas y cambios
en la homeostasis celular llegando incluso hasta la muerte. Las mitocondrias no sélo
constituyen una fuente para la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), sino
que ademas son el principal sitio de produccién de dafio oxidativo en condiciones de
estrés bidtico y abidtico; perturbando de esta manera el aporte de energia celular global.
Por esto, una de las primeras lineas de defensa y/o de prevencién del dafio celular estaria
constituida por una serie de proteinas de localizacion mitocondrial Un aumento en los
mecanismos de defensa mitocondriales al estrés oxidativo producird plantas mejor
adaptadas para sobrellevar condiciones ambientales adversas.

El objetivo general de este trabajo de tesis es identificar y estudiar proteinas
mitocondriales relacionadas con los mecanismos de defensa de las plantas frente a
diferentes situaciones generadoras de estrés oxidativo, y proteinas con funciones
protectoras o reparadoras del dafo sufrido por el ADN celular durante estos procesos. Se
analizaran sus modos de accion a nivel molecular y se estudiaran las posibles funciones de
las mismas en Arabidopsis thaliana. En un futuro, esta informacién podria trasladarse a
plantas de valor comercial, permitiendo mejorar la capacidad de crecimiento y

supervivencia de las mismas frente a situaciones de estrés.

5.2.  Objetivos especificos.

5.2.1. Obtener plantas de Arabidopsis thaliana con diferentes niveles de
expresion de las proteinas AtOXR2 y AtOXR4.

5.2.2. Analizar a nivel molecular el comportamiento de las distintas
transformantes frente a condiciones de crecimiento generadoras de estrés bidtico y

abidtico.
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5.2.3. Estudiar los patrones de expresién de los genes AtOXR2 y AtOXR4 en
Arabidopsis y los factores que regulan los mismos, en condiciones normales de
crecimiento y frente a distintas situaciones de estrés.

5.2.4. Analizar la localizacidon celular de estas proteinas mediante la
transformacién de plantas de Arabidopsis thaliana con construcciones que tengan
fusiones de las mismas a la proteina reportera RFP (Red Fluorescent Protein).

5.2.5. Analizar plantas de Arabidopsis thaliana con inserciones de T-DNA

en los genes de interés.
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1. Materiales.
6.1.1. Material vegetal.

En este trabajo de tesis se empled la planta modelo Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis) como organismo de estudio. Las semillas de Arabidopsis thaliana Heyhn.
ecotipo Columbia (Col-0) se obtuvieron de Lehle Seeds (Tucson, AZ, USA). Las semillas de
Arabidopsis thaliana Heyhn. Ecotipo Landsberg erecta (Ler), las semillas de plantas
mutantes con inserciones de T-DNA de lineas FLAGdb/FST y Jhon Innes Center(JIC)-active
(Alonso y col., 2003; Robinson y col., 2009; Samson vy col., 2002; Tissier y col., 1999) fueron

obtenidas del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC, Ohio State University).

La presencia de la insercion de T-DNA en las plantas mutantes en los genes AtOXR2
y AtOXR4 fue confirmada mediante PCR empleando un oligonucledtidos especifico para el
gen mutado vy el oligonucledtido especifico para el T-DNA (Tabla 1, Anexo |). Las plantas
mutantes en AtOXR2 corresponde a la coleccién FLAGdb/FST mientras que las mutantes
en AtOXR4 corresponden a la coleccion de mutantes JIC. Estas mutantes fueron generadas

usando Tn113 (Ds linea de partida) X Tn25(Ac linea con transposon activado).

6.1.2. Cepas utilizadas.
Las construcciones utilizadas en esta tesis fueron replicadas utilizando la cepa de
Escherichia coli DH5a[supE44 AlacU169 (®80lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96
(Na1’) thi-1 relA1)] (Hanahan, 1983).

Las transformaciones de Arabidopsis se realizaron empleando la cepa de
Agrobacterium tumefaciens LB4404. Esta cepa presenta resistencia cromosdémica al
antibidtico rifampicina (100 mg.L™") y posee el plasmido pTi/pRi desarmado pAL4404 (cuyo

agente selectivo es la estreptomicina (300 mg.L™)) en la cepa Ach5 (Ooms y col., 1982).




Los ensayos de capacidad antimutagénica se realizaron en la cepa de E. coli
pMV4709 [fpg mutY lacZ], gentilmente cedida por el Doctor Michael Volkert de la
universidad de Masachussets, y en la levadura Saccharomyces cerevisiae BY4742 (salvaje)
y en la variante Y11096 (mutante en OXR1) obtenidas del European SaccHaromyces

Cerevisiae Archive for functional Analysis (EUROSCARF).

El patégeno elegido para los ensayos de estrés bidtico fue Pseudomonas syringae
pv. Tomato. Se empled la cepa Pst DC 3000. Esta cepa presenta resistencia cromosémica a
rifampicina (50 mg.L'") y contiene el plasmido pVSP61 vacio, el cual le confiere resistencia
a kanamicina (50 mg.L?). Se utilizé una variante avirulenta de esta cepa, la cual contiene el
gen avrRpm1en el plasmido pVSP61 (ambas cepas, virulenta y avirulenta, fueron provista

por la Dra. Maria Elena Alvarez, CIQUIBIC, Universidad Nacional de Cérdoba).

6.1.3. Vectores utilizados.

pTrc99A. Este vector fue empleado como vector de expresion de los genes AtOXR2
y AtOXR4 en la cepa de E. coli pMV4709 para los ensayos de capacidad antimutagénica.
Incluye ademas el gen de resistencia a ampicilina y un origen de replicacion bacteriano

derivado del pBR322 (RepW).

pMV611. Este plasmido se utiliz6 como vector de expresién en S. cerevisiae
BY4742 y en la variante Y11096 para realizar los ensayos de complementacién con las
proteinas AtOXR2 y AtOXR4. Este plasmido porta el gen LEU del pBRS315 y el promotor
del GPD del p426-GPD. Este vector fue gentilemente cedido por el Doctor Michael Volkert

de la universidad de Masachussets.

PENTR-3C. Este plasmido se utilizd como vector de entrada (Entry vector) para el
sistema Gateway (Life Technologies). Este vector permite el clonado de la secuencia de
ADN de interés entre los sitios denominados att/ y su posterior recombinaciéon entre los
sitios atrrR del vector de destino (Destination Vector). El vector de entrada genera

resistencia a cloranfenicol (50 pg.mL?) y kanamicina (100 pg.mL') en bacterias. Las
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secuencias de ADN de interés clonadas en este vector fueron amplificadas mediante PCR
empleando oligonucledtidos especificos para el vector denominados AHL1 y AHL2 (Tabla

2, Anexo |). El producto de PCR obtenido fue utilizado para la reaccién de recombinacion.

pEarlygatel00. Este plasmido se utilizd6 como vector de destino para el sistema
Gateway. La caracteristica principal de este vector es que permite la expresién del gen de
interés en plantas bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(355CaMV). Genera resistencia a estreptomicina (300 pg.mL") y espectinomicina (100

ug.mL?) en bacterias y a herbicida BASTA (Bayer; glufosinato de amonio) en plantas.

pGWB554. Este plasmido se utilizd como vector de destino para el sistema
Gateway. Este vector permite expresar en plantas el gen de interés fusionado a la
secuencia codificante de la proteina roja fluorescente monomérica (mRFP) bajo el control
del promotor 355CaMV. En bacterias, genera resistencia a estreptomicina (300 ug.mL™) y
espectinomicina (100 ug.mL"l) mientras que en plantas genera resistencia a higromicina

(25 pg.mL™) (Nakagawa y col., 2007).

pGWB553. Este plasmido se utilizd como vector de destino para el sistema
Gateway. Este vector permite expresar en plantas el gen de interés como fusién a la
secuencia codificante de la mRFP bajo el control de un promotor de un gen de interés. En
bacterias, genera resistencia a estreptomicina (300 pg.mL™) y espectinomicina (100 pg.mL
') mientras que en plantas genera resistencia a higromicina (25 pg.mL") (Nakagawa y col.,

2007).

pBI121. El plasmido pBI121 es un derivado del vector pBI101 que contiene un
fragmento de 800 pb del promotor 355CaMV frente al gen que codifica para la enzima -

glucuronidasa de E. coli (GUS) (Jefferson y col., 1987).

pBI101.3. Derivado del vector binario pBIN19, este vector contiene el gen GUS con
la sefial de poliadenilacién de la nopalina sintetasa (nos) clonados tras una secuencia
multiple de clonado en la misma disposicidon que en el vector pUC119. Dentro de la regién

de movilizacion del ADN, necesaria para la transformacion de plantas, se encuentra el gen




nptll que confiere resistencia al antibidtico kanamicina. Incluye ademas el gen de

resistencia a kanamicina en bacterias y un origen de replicacion bacteriano RK2.

PGEX-4T3. Este pldsmido permite expresar la secuencia codificante de la proteina

de interés como fusion a la proteina GST (GE Healthcare).

6.1.4. Secuencias utilizadas.

Todas las secuencias nucleotidicas utilizadas para el disefio de oligonucledtidos en
este trabajo se obtuvieron de la base de datos proporcionada por el TAIR (The Arabidopsis
Information Resource). Los estudios de busqueda de secuencias se realizaron utilizando el
programa BLAST (blastn o blastp, Altschul y col., 1990) mientras que para los
alineamientos multiples se empled el programa ClustalO 1.0.2 (Sievers y col., 2011;
www.ebi.ac.uk/Tools/mhsa/clustalo/) (Thompson vy col., 1994). El disefio de los
oligonucleétidos utilizados en los ensayos de RT-gPCR se realizd con el programa Primer

BLAST (Ye y col., 2012).

6.2. Métodos.

6.2.1. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccion en

Cadena de la Polimerasa).

Las reacciones de amplificacion para obtener fragmentos de ADN para su posterior
clonado se realizaron en un volumen final de 50 pL. Las reacciones se llevaron a cabo en el
termociclador PxE 0,2 Thermal Cycler (Thermo Electron Corporation) utilizando los
programas apropiados para cada caso y en donde la temperatura de hibridacién se
establecio de acuerdo a la secuencia de los oligonucledtidos utilizados [Tm = 2(A+T) +
4(G+C)]. En cada reaccion se empled solucion amortiguadora, MgCl2 2 mM, dNTPs 0,2
mM, oligonucledtidos especificos (500 ng) y 1,5 U de la enzima Tag DNA polimerasa
(Invitrogen). Finalmente, se adicioné el ADN molde y se procedié a la reaccion de

amplificacién.




Las reacciones de amplificacion en las que se utilizé como molde ADN procedente
de colonias de bacterias tomadas directamente desde la placa de Petri se realizaron en un

volumen final de 15 plL, conservando las proporciones de todos los reactivos.

Los productos de amplificacidn se separaron y visualizaron en geles de agarosa (ver

el siguiente inciso).

6.2.2. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Los productos de PCR fueron separados y visualizados mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa (Sambrook, 1989). Brevemente, se prepard agarosa en
buffer TAE 1x (ver Anexo Il) en la concentracién correspondiente al tamafio del ADN que
debia separarse. Los productos de amplificaciéon se diluyeron en buffer de siembra de ADN
conteniendo el agente intercalante Syber Green (ver Anexo Il). Se sembraron en la matriz
de agarosa y se corrieron a 80 V durante 20 minutos. Como marcador de tamafio de los
fragmentos de ADN se empled ADN del bacteriéfago A (Promega) digerido con las enzimas
EcoRl y Hindlll. Finalizada la corrida electroforética, se procedio a la visualizacién del ADN

mediante exposicidon a luz UV.

6.2.3. Purificacion de fragmentos de ADN, digestion con endonucleasas de

restriccion y ligacién de moléculas de ADN.

Los fragmentos de ADN se purificaron a partir de geles de agarosa, empleandose el
reactivo comercial GFX™ PCR DNA y Gel Purification (AXYGEN, USA). Luego de la
purificacién se procedio a la digestion con enzimas de restriccion en las condiciones de
reaccion recomendadas por los proveedores de cada enzima en particular. En todos los
casos fueron utilizadas entre 1 y 3 U de enzima por cada pg de ADN a digerir en un
volumen final que varié entre 20 y 30 ulL, dependiendo de la concentracién de ADN.
Finalizado el tiempo de corte se purificaron los productos como se describid
anteriormente y se procedio a la ligacidén de los mismos. La ligacidn de fragmentos de ADN

se realiz6 empleando 1 U de la enzima T4 DNA ligasa (Promega) en un volumen final de




reaccion de 10 pL. En la mezcla de reaccion se incorporaron la solucidon amortiguadora y

los fragmentos a ligar en las proporciones sugeridas por el fabricante.

6.2.4. Transformacion de bacterias de E. coli con ADN plasmidico.

Se prepararon células de E. coli competentes para trasformacién por
electroporacion se realizd segun las recomendaciones del fabricante del equipo de
electroporacién (Micro Pulser™, Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Luego del pulso eléctrico,
las células se recuperaron en 1 mL de medio LB (ver Anexo Il) y se incubaron durante 1h a
37°C. Se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. El pellet se resuspendié en 100 pL
de medio LB y se sembrd en placas de Petri con LB-agar (ver Anexo Il) suplementado con
el antibidtico adecuado. Las placas se incubaron toda la noche (o hasta la apariciéon de
colonias) a 37°C. Luego de la aparicidon de colonias, las mismas se utilizaron para realizar
PCR en colonia como se describid en el inciso 1.2.1. Cuando la PCR fue positiva (presencia
de un amplicon del tamafio adecuado) se procedié al repique de la colonia

correspondiente para realizar posteriormente mini-preparacion de ADN plasmidico.

6.2.5. Transformacion de bacterias de A. tumefaciens con ADN plasmidico.

Se prepararon células competentes de A. tumefaciens siguiendo las
recomendaciones del fabricante del equipo de electroporacién para E. coli, modificando la
soluciéon amortiguadora en la que se conservan las bacterias (Glicerol 10% en solucidn
amortiguadora Hepes). Luego de la electroporacion las bacterias se recuperaron en 1 mL
de LB (ver Anexo Il) y se incubaron durante 2 horas a 28°C. Se centrifugaron a 1600 rpm
durante 5 minutos. El pellet se resuspendié en 100 uL y se sembré en placas de Petri con
LB-agar (ver Anexo II) suplementado con estreptomicina (300 pg.mL™?), rifampicina (50
ng.mL™) y el antibidtico correspondiente al plasmido con el que se procedié a la

transformacion.




6.2.6. Mini-preparacion de ADN plasmidico.

Las preparaciones de plasmidos a partir de células de E. coli transformadas se
realizaron empleando el kit comercial Mini-preps DNA Purification (AXYGEN) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

6.2.7. Clonados.

Durante el desarrollo experimental de este trabajo de Tesis se realizaron diferentes
clonados con el objetivo de obtener construcciones que permiten expresar AtOXR2 vy
AtOXR4 en bacterias y levaduras para ensayos de capacidad anti-mutagénica y de
complementacién

Luego se obtuvieron construcciones que permiten expresar el gen GUS bajo el
control del promotor de AtOXR2 y de AtOXR4 y construcciones para sobreexpresar
AtOXR2 (At2g05590) y AtOXR4 (At4g39870) en plantas salvajes (WT). Ademas, se
obtuvieron construcciones que permitieron sobreexpresar AtOXR1 (At1g32520), AtOXR2,
AtOXR4 y AtOXR5 (At5g39590) como proteinas de fusion a la proteina fluorescente roja

monomeérica (mRFP) bajo el control del promotor 355CaMV.

A continuacion se detallan cada uno de estos clonados:

Construccion AtOXR2/pTrc99A. Esta construccidn permite expresar AtOXR2 en un
sistema bacteriano. Para el clonado de AtOXR2 se utiliz6 ADNc (ADN copia) como molde
en una reaccion de PCR empleando los oligonucledtidos OXR2-Nco-F y GateOXR2STOP-3
Sal-R (Tabla 2, Anexo ). El fragmento obtenido (908 pb) fue clonado entre los sitios Ncol y
Salll del vector pTc99A. El clon obtenido se empled para la transformacién de la cepa de E.
coli pMV4708.

Construccion AtOXR4/pTrc99A. Esta construccidn permite expresar AtOXR2 en un
sistema bacteriano. Para el clonado de AtOXR4 se utilizdé ADNc como molde en un
reaccion de PCR empleando los oligonucledtidos OX4-Nco-F y GateOX2STOP-3 Sal-R (Tabla

2, Anexo |). El fragmento obtenido (1195 pb) fue clonado entre los sitios Ncol y Salll del




vector pTc99A. El clon obtenido se empled para la transformacion de la cepa de E. coli
pMV4708.

Construccion MnSODAtOXR2/pMV611. Esta construccidon permite expresar
AtOXR2 en levaduras. Para el clonado de AtOXR2 se utilizd6 ADNc como molde en una
reaccion de PCR empleando los oligonucledtidos OX2Y5-Bglll-F y GateOX2STOP-3 Sal-R
(Tabla 2, Anexo 1). El oligonucleétido forward introduce el MTS (de sus siglas en inglés
Mitochondrial Terminal Sequence) de la enzima mitocondrial MnSOD. El fragmento
obtenido (908 pb) fue clonado entre los sitios Bglll y Salll del vector pMVG11. El clon
obtenido se empled para la transformacion de las cepas BY4742 y Y11096.

Construccion MnSODAtOXR4/pMV611. Esta construccidn permite expresar
AtOXR4 en levaduras. Para el clonado de AtOXR4 se utilizé ADNc como molde en una
reaccion de PCR empleando los oligonucledtidos OX4Y5-Bglll-F y GateOX4STOP-3 Sal-R
(Tabla 2, Anexo 1). El oligonucleétido forward introduce el MTS (de sus siglas en inglés
Mitochondrial Terminal Sequence) de la enzima mitocondrial MnSOD. El fragmento
obtenido (1195 pb) fue clonado entre los sitios Bgl/ll y Salll del vector pMVG11. El clon
obtenido se empled para la transformacion de las cepas BY4742 y Y11096.

Construccidon pAtOXR2:GUS. Esta construccion permite la expresion de GUS bajo el
control de la regién promotora de AtOXR2. Para el clonado de la regién promotora se
utiliz6 ADN gendmico como molde en una reaccion de PCR usando los oligonucleétidos
forwards OXR2-Hind1200-F, OXR2-Hind940-F y el oligonucledtido OXR2-BamHI-R como
reverso (Tabla 2, Anexo ). Esto permite el aislamiento de tres fragmentos de 1252 pb y
959 pb, respectivamente, corriente arriba del codén de inicio de la traduccion (el
oligonucledtido reverse es complementario a la region comprendida entre -25 y -4 del
gen). Los fragmentos fueron clonados en los sitios Hindlll y BamHI del vector pBI101.3.

Construccidon pAtOXR4:GUS. Esta construccidon permite la expresion de GUS bajo el
control de la region promotora de AtOXR4. Para el clonado de la region promotora se
utilizd6 ADN genédmico como molde en una reacciéon de PCR usando los oligonucledtidos
OXR4-Hind-F y OXR4-Bgl-lI-R (Tabla 2, Anexo |). Esto permite el aislamiento de un

fragmento de 1638 pb corriente arriba del coddén de inicio de la traduccion (el
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oligonucleétido reverse es complementario a la region comprendida entre -23 y -5 del
gen). Los fragmentos fueron clonados en los sitios Hindlll y BamHI del vector pBI101.3.

Construccion 35S5::AtOXR2. Esta construccion permite expresar el gen AtOXR2 bajo
el control del promotor 355CaMV. Para obtener esta construccion se procedid a la
extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.11. Usando
este ADN como molde se amplificd, mediante PCR, un fragmento de ADN de 908 pb
usando oligonucledtidos especificos que incorporan lo sitios de restricciéon Bglll/Sall
(GateOXR2-5 Bglll-F y GateOX2-3STOP Sal-R; Tabla 2, Anexo I). El oligonucledtido
GateOX2-3STOP Sall-R incluye un codon de finalizacion de la traduccién. Una vez
purificado y digerido con las enzimas de restriccidén apropiadas, el fragmento de ADN fue
clonado en el vector pENTR-3C. Este clon se utilizd como molde para una PCR utilizando
oligonucledtidos especificos del vector (AHL1 y AHL2; Tabla 2, Anexo |) que permiten
amplificar el inserto de interés adicionando los sitios de recombinacion del sistema
Gateway. El producto de esta PCR fue purificado y se recombiné empleando 1 U de la
enzima Gateway LR Clonase (Invitrogen), solucién amortiguadora provista por el
fabricante, buffer TE 1x pH 8 (ver Anexo Il), 50 ng del vector de destino y 100 ng del
producto de amplificacion en un volumen final de 10 pL. La reaccién se incubd a 25°C
durante 2 horas, se diluyd 50 veces y se transformaron células DH5a como se describié en
el incisol.2.6. Como vector de destino para esta construccion se utilizé el vector
pEarlygate-100 (Earley y col., 2006). Esta construccién fue utilizada para transformar A.
tumefaciens y finalmente para transformar plantas de Arabidopsis como se describe en el
inciso 6.2.9.

Construccion 35S5::AtOXR4. Esta construccion permite expresar el gen AtOXR2 bajo
el control del promotor 355CaMV. Para obtener esta construccion se procedidé a la
extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.11. Usando
este ADN como molde se amplificd, mediante PCR, un fragmento de ADN de 1195 pb
usando oligonucledtidos especificos que incorporan lo sitios de restriccion Xhol/Sall
(GateOX4-5 Xhol-F y GateOX4-3STOP Sal-R; Tabla 2, Anexo |). El oligonucleétido GateOX4-

3STOP Sall-R incluye un codon de finalizacién de la traduccidon. Una vez purificado y




digerido con las enzimas de restriccidon apropiadas, el fragmento de ADN fue clonado en el
vector pENTR-3C. Este clon se utiliz6 como molde para una PCR utilizando
oligonucledtidos especificos (AHL1 y AHL2; Tabla 2, Anexo |) del vector que permiten
amplificar el inserto de interés adicionando los sitios de recombinacion del sistema
Gateway. El producto de esta PCR fue purificado y se recombiné empleando 1 U de la
enzima Gateway LR Clonase (Invitrogen), solucidn amortiguadora provista por el
fabricante, buffer TE 1x pH 8 (ver Anexo Il), 50 ng del vector de destino y 100 ng del
producto de amplificacion en un volumen final de 10 pL. La reaccién se incubé a 25°C
durante 2 horas, se diluyd 50 veces y se transformaron células DH5a como se describié en
el incisol.2.6. Como vector de destino para esta construccion se utilizé el vector
pEarlygate-100 (Early y col., 2006). Esta construccion fue utilizada para transformar A.
tumefaciens y finalmente para transformar plantas de Arabidopsis como se describe en el
inciso 6.2.9.

Construccion 35S::AtOXR2-RFP. Esta construccion permite expresar el gen AtOXR2
bajo el control del promotor 355CaMV y como fusidon a la secuencia codificante de la
proteina mRFP en plantas. Para obtener esta construccion se procedio a la extraccion de
ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.11. Usando este ADN
como molde se amplific, mediante PCR, un fragmento de ADN de 908 pb con
oligonucleédtidos especificos que incorporan los sitios de restriccién Bglll/Sall (GateOX2-5
Bglll-F y GateOX2-3 Sal-R; Tabla 2, Anexo 1). Una vez purificado y digerido con las enzimas
de restriccion apropiadas, el fragmento de ADN fue clonado en el vector pENTR-3C. Este
clon se utiliz6 como molde para una PCR utilizando oligonucleétidos especificos (AHL1 y
AHL2; Tabla 2, Anexo |) del vector que permiten amplificar el inserto de interés
adicionando los sitios de recombinacion del sistema Gateway. El producto de esta PCR fue
purificado y se recombind segun las condiciones descriptas en el inciso anterior. Como
vector de destino para esta construccion se utilizo el vector pPGWB554 (Nakagawa y col.,
2007). Esta construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y finalmente para

transformar plantas de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.9.




Construccion 35S::AtOXR4-RFP. Esta construccion permite expresar el gen
AtOXR4-bajo el control del promotor 355CaMV y como fusidn a la secuencia codificante
de la proteina mRFP en plantas. Para obtener esta construccion se procedio a la extraccion
de ADN gendmico de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.11. Usando este ADN
como molde se amplificd, mediante PCR, un fragmento de ADN de 1195 pb con
oligonucleédtidos especificos que incorporan los sitios de restricciéon Xhol/Sall (GateOX4-5
Xhol-F y GateOX4-3 Sall-R; ver Tabla 2, Anexo |). Una vez purificado y digerido con las
enzimas de restriccion apropiadas, el fragmento de ADN fue clonado en el vector pENTR-
3C. Este clon se utilizd como molde para una PCR utilizando oligonucleédtidos especificos
(AHL1 y AHL2; Tabla 2, Anexo 1) del vector que permiten amplificar el inserto de interés
adicionando los sitios de recombinacién del sistema Gateway. El producto de esta PCR fue
purificado y se recombind segun las condiciones descriptas en el inciso anterior. Como
vector de destino para esta construccion se utilizo el vector pPGWB554 (Nakagawa y col.,
2007). Esta construccion fue utilizada para transformar A. tumefaciens y finalmente para
transformar plantas de Arabidopsis como se describe en el inciso 6.2.9.

Ademas se generaron construcciones que permiten expresar proteinas quimeras
entre las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 pertenecientes a la familia OXR de Arabidopsis. Se
realizaron clonados con genes quiméricos que contemplaban el dominio C-terminal de un
gen con el dominio N-terminal de otro. Los oligonucleétidos empleados para este clonado
se listan en la Tabla 2 del Anexo |. Para obtener los genes quiméricos se realizaron dos
PCRs independientes (PCR#1 y PCR#2; Tabla 3, Anexo 1) con oligonucledtidos que permiten
amplificar el extremo N-terminal de uno de los genes de interés y el extremo C-terminal
del otro gen de interés. El oligonucledtido forward de la PCR#1 y el oligonucledtido
reverse de la PCR#2 son complementarios (Tabla 3, Anexo |). Los productos de
amplificaciéon obtenidos en cada una de estas reacciones se empelaron en la PCR#3
incorporando oligonucledtidos complementarios desde el codén ATG del primer gen de
interés y del coddon STOP del segundo gen de interés (Tabla 3, Anexo I). Estos
oligonucledtidos incluyen los sitios de restriccidon necesarios para el clonado del gen

quimérico (Tabla 2, Anexo I). Los fragmentos quiméricos obtenidos fueron clonados en el




vector pBI121. Este vector permite expresar los genes de interés bajo el control del

promotor 355CaMV.

6.2.8. Condiciones generales de crecimiento de Arabidopsis.

Las plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en cdmara de cultivo bajo condiciones
controladas de temperatura (21-23°C durante el dia y 15-19°C durante la noche),
humedad (50-64% durante el dia y 80-100% durante la noche) y luz (flujo de fotones
fotosintéticos 84-100 uE/m'Z. s'l). Las condiciones de iluminacion fueron logradas con una
combinacién de ldmparas fluorescentes blancas frias y de tipo GroLux (Silvania, Vinhedo,
SP, Brasil). En funcién del estudio realizado se simulé un fotoperiodo de “dia largo” (LD) o
de “dia corto” (SD). El fotoperiodo LD consistié en 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad
mientras que el fotoperiodo SD consistié en 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad.

Crecimiento en sustrato. Las condiciones anteriores fueron consideradas como

IH

condiciones “control” para plantas sembradas y crecidas en sustrato. El sustrato se
prepard mezclando vermiculita, perlita y turba (1:2:1) y se cubrié con tierra fértil
previamente esterilizada. Las plantas crecidas de esta forma fueron regadas con agua por
sub-irrigacion tres veces por semana y fertilizadas con 0,375 g/L del fertilizante Hakaphos
rojo cada 7 dias en un volumen de 1L cada 16 macetas.

Crecimiento en placa. Las semillas de Arabidopsis empleadas para crecimiento en

placa de Petri fueron desinfectadas durante 5 min en etanol absoluto, durante 15 minutos
con solucién de desinfeccion (HCIO 5% y SDS 1%) y lavadas en H,O(q) tres veces. Luego, se
resuspendieron en solucidn estéril de agar 0,1% y se sembraron por punto (empleando un
tip amarillo cortado) en medio Murashige y Skoog (MS) 0,5x (MS519, SIGMA)
suplementado con agar 0,8%. Las placas se dispusieron de manera horizontal en cdmara
de cultivo con fotoperiodo LD. Cuando el objetivo del ensayo era cuantificar el largo de la

raiz, las placas se dispusieron de manera vertical.




6.2.9. Transformacion de plantas de Arabidopsis.

La transformaciéon de plantas de Arabidopsis se realizé siguiendo el método de
inmersion floral (floral dip) descripto por Clough y Bent (1998). Para cada transformacion
se prepararon 8 macetas con tierra en las que se sembraron aproximadamente 11
semillas. Las semillas se cultivaron en camara bajo las condiciones antes descriptas hasta
el momento de la floracidn (aproximadamente 4 semanas). En ese momento, se procedio
a cortar las inflorescencias para obtener un mayor nimero de flores al momento de
transformar. Luego de tres cortes se procedid a la inmersion floral en solucién de
transformacion.

La solucion de transformacién se prepard a partir del pellet de un cultivo de A.
tumefaciens previamente transformado (ver inciso 6.2.5) crecido hasta una DOgge=0.5.
Para obtener este cultivo se preparé un pre-indculo en 30mL de medio Luria-Bertani (LB)
con rifampicina (50 pg.mL?), estreptomicina (300 pug.mL™) y el antibiético marcador de
seleccion para la construccién de interés. El pre-indculo se cultivd hasta saturacion
durante 24 h a 28°C y una agitacién de 160 rpm. Este cultivo se diluyé 50 veces en
Erlenmeyer con 600 mL de medio LB suplementado con los mismos antibidticos que el
pre-indculo. Este cultivo se crecid hasta alcanzar la fase estacionaria (12-14 hs, a 28°Cy
160 rpm). Las células se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 minutos. El pellet se
resuspendié en 1 L de solucién de sacarosa 5%. Una vez resuspendidas las células, se
adicionaron 500 uL de detergente a la suspension (Silwet L-77, OSI Specialties, Inc.). La
solucidn se llevd a agitacion y se procedio a la inmersion de las inflorescencias de plantas
de Arabidopsis durante 1 min aproximadamente. Finalmente, las plantas se incubaron en
posicion horizontal durante 24 hs en cdmara de cultivo (condiciones control). Finalizado el
tiempo de incubacion, las plantas se colocaron en posicién vertical, se fertilizaron y
regaron con agua hasta la observacién de la formacion de las vainas (pleno desarrollo de
las semillas, 4-5 semanas aproximadamente). Una vez formadas las vainas, se suspendié el
riego. Al finalizar el ciclo de vida de Arabidopsis se colectaron las vainas, se purificaron las

semillas y éstas se conservaron a 4°C para su posterior analisis.
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6.2.10. Seleccion de plantas transformadas.

Las semillas provenientes del proceso de transformacion se desinfectaron como se
explico anteriormente. Las plantas que fueron transformadas con el vector pEarlygate-100
(ver inciso 1.1.3), que otorga resistencia al herbicida BASTA, fueron seleccionadas en
tierra. Brevemente, las semillas purificadas y vernalizadas fueron sembradas en alta
densidad en sustrato y se regaron con BASTA una vez cada 7 dias durante los primeros 20
dias de crecimiento (momento en el cual se observa clorosis y muerte celular en las
plantas no transformadas).

Luego, se extrajo ADN gendmico (ver en el siguiente inciso) de las plantas que
resistieron el proceso de seleccion. El ADN obtenido se utilizd como molde para evaluar

mediante PCR la presencia del transgén (Tabla 1, Anexo ).

6.2.11. Mini-preparaciéon de ADN gendmico de plantas de Arabidopsis.

La extraccion de ADN gendmico se realizd segin el método descripto por Liy Chory
(1998). Una hoja de roseta fue disgregada durante 15 segundos con un pildn pldstico a
temperatura ambiente. Luego, se adicionaron 700 uL de solucidén de extraccidon (ver Anexo
II), se mezcléd en voértex durante 15 segundos y se centrifugd a 15000 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se precipitdé con 600 pL de isopropanol
y se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente, el pellet con el ADN

gendmico se secd y se disolvid en 50 pL de H,0-MQ estéril.

6.2.12. Analisis de las plantas transformadas.

Para verificar la presencia de la insercion del ADN de interés en las plantas
resistentes al marcador de seleccidén se realizd una PCR empleando como molde ADN
gendmico de las mismas. En las reacciones de amplificacion se emplearon
oligonucleédtidos especificos para cada una de las inserciones de interés (ver Tabla 2,
Anexo ). Las plantas que presentaron la insercion de interés se dejaron crecer hasta
maduracién de las vainas, se recuperaron las semillas y se proliferaron hasta obtener

plantas homocigotas. Con estas lineas se realizaron los ensayos descriptos en este trabajo.




6.2.13. Extraccion de ARN de Arabidopsis.

Las extracciones de ARN se realizaron con Trizol® comercial (Molecular Probes), de
acuerdo a las especificaciones del fabricante con minimas modificaciones. Luego de la
precipitacion con isopropanol absoluto sugerida por el fabricante, se procedié a la
resuspension del pellet con LiCl 2M. Esta solucién se incubd a 4°C durante 12 horas, se
centrifugd y se descartd el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 300 plL de
H,O0-MQ estéril y se precipitd con 30 pL de Acetato de sodio 2M pH 5y 783 uL de etanol
absoluto. Se incubd durante 5 minutos a -80°C y se centrifugd durante 20 minutos a 15000
rpm. El pellet obtenido se lavd dos veces con etanol 80%, se centrifugd nuevamente y se
dejd secar. Finalmente, el pellet se resuspendié en 30 pL de H,O-MQ estéril tratada con

luz UV-B durante 30 minutos.

6.2.14. Electroforesis de ARN en geles de agarosa desnaturalizantes.

Electroforesis de ARN en geles de agarosa desnaturalizantes Para realizar la corrida
electroforética de ARN en condiciones desnaturalizantes se sembraron 20 mg de ARN por
calle (cuantificado por lectura de la absorbancia a 260 nm y 280 nm). Antes de sembrar,
las muestras fueron desnaturalizadas mezclando 1 vol de ARN en solucién acuosa y 3 vol
de solucion de desnaturalizacion (formamida 66% (v/v); HEPES 1,3X y formaldehido 8%
(p/v)) e incubando esta mezcla a 65°C durante 5 min. Los geles en condiciones
desnaturalizantes se prepararon con agarosa 1,5% (p/v) en solucién amortiguadora HEPES
1X (pH 7,8) y formaldehido 6% (p/v) segun Ausubel y col. (1987). A cada muestra a
sembrar se le agregaron 1/10 vol de solucién de siembra (ver anexo Il) y 2,5 a 5 mg de
bromuro de etidio. La electroforesis se realizd en solucion de HEPES 1X en forma
submarina y a intensidad de corriente constante de 40 mA. Para la visualizacién de los

geles se utilizd un transiluminador de luz UV (I=310 nm).

6.2.15. Técnica de Northern blot.
Los geles de separacion de ARN por electroforesis descriptos en el punto anterior se

transfirieron por capilaridad en medio SSC 6X (ver anexo Il) a membranas de nylon




(Hybond-N+, Amersham Biosciences). Las membranas fueron secadas y fijadas por
exposicion a radiacion ultravioleta (I=310 nm) durante 3-5 min. Luego fueron hibridizadas
con las sondas apropiadas, lavadas y expuestas a peliculas Kodak X-AR o Kodak Biomax
MS. Para analizar los niveles de ARN transferido, los filtros fueron hibridizados con una

sonda de ARNr 25S de Vicia faba a 68°C.

6.2.16. Hibridizacion de membranas de nylon.

Las membranas de nylon a las cuales se fijaron los ARN o ADN fueron
prehibridizadas a 65°C en horno de hibridizacién durante por lo menos 2 h en solucidon SSC
5X, Denhardt 5X (ver anexo Il) y SDS 0,2% (p/v). La hibridizacién se realizé en las mismas
condiciones pero con el agregado de la sonda marcada correspondiente y durante toda la
noche. Luego de la hibridizacion, los filtros a los que se habian transferido los ARN se
lavaron 3 veces a 65°C durante 15 min con SSC 2X. Las membranas que contenian
fragmentos de ADN se lavaron con SSC 2X, SDS 0,1% a 65°C (2 veces), con SSC 1X, SDS
0,1% a 65°C (2 veces), con SSC 0,5X, SDS 0,1% a 65°C (2 veces) y con SSC 0,5X a 65°C (1
vez). Luego de los lavados se secaron y expusieron a peliculas Kodak X-AR o Kodak Biomax

MS segln cada caso.

6.2.17. Transcripcion reversa.

La cuantificacion de los niveles de transcriptos de los genes de interés fue realizada
mediante transcripcion reversa seguida de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). El
ADNCc se obtuvo mediante transcripcion reversa. Dicha reaccion se realizé utilizando como
molde 1-1,5 pg de ARN de Arabidopsis. En un primer paso se procedid a la
desnaturalizaciéon del ARN en agua durante 5 minutos a 70°C e incubacion en hielo
durante 5 minutos. Luego, se adiciond la mezcla de reaccién con solucién amortiguadora
provista por el fabricante (Promega), 0,5 U de la enzima transcriptasa reversa MMLV
(Promega), dNTPs 0,05 mM y oligo(dT):s 0,1mM, considerando un volumen final de 15 plL
de reaccion. Esta mezcla se incubd durante 60 minutos a 37°C. Finalmente la enzima se

inactivo a 85°C durante 5 minutos.




6.2.18. PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

Las reacciones de qPCR fueron realizadas en los termocicladores StepOne™ Real
Time PCR System (LifeTechnologies™) y Chromo4 (MJ-Research). Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 20 pL con buffer de reaccién provisto por el fabricante
(5%, 4uL), 0,15 U de enzima Phire Il ADN polimerasa (Thermo), dNTPs 62,25 uM, SYBR
Green (10x, 1ulL), oligonucleétidos especificos (Tabla 4, Anexo 1) y 10 uL de la dilucién del
producto de la retrotranscripcion descripta en el inciso anterior. Para normalizar la
cantidad de ADN en cada reaccion se emplearon los oligonucleétidos ACTIN-F y ACTIN-R
que amplifican fragmentos de los genes ACTIN2 y ACTIN8 previamente descriptos
(Charrier y col., 2002; Tabla 6, Anexo 1). Cuando el nivel de expresidon de los genes fue
inferior a un Ct (threshold cycle) promedio entre 25 y 27, para normalizar la cantidad de
ADN en cada reaccién se emplearon los oligonucleétidos PP2AF y PP2AR que amplifican
un fragmento del gen PP2A3 (Czechowski y col., 2005; Tabla 4, Anexo |). La intensidad de
fluorescencia se midié a 72°C durante 40 ciclos y los niveles de transcriptos relativos se
calcularon mediante el método del Ct comparativo (O'Connell, 2002). Los resultados
presentados corresponde a replicados bioldgicos y técnicos de una linea independiente
siempre que hayan sido obtenidos resultados similares al menos con tres lineas
independientes. Los datos fueron comparados mediante analisis de la varianza (ANOVA) y
cuando fue necesario se aplicaron pruebas de comparaciones multiples. Las pruebas
aplicadas se mencionan en el epigrafe de cada figura. Los oligonucleétidos empleados en

RT-qPCR se listan en la Tabla 4 del Anexo I.

6.2.19. Analisis de la expresion génica en forma global utilizando
microarreglos de ADN.

Muestras de ARN obtenidas como se describié previamente (inciso 1.2.15)
provenientes de rosetas completas crecidas durante seis semanas en condiciones de LD
provenientes de la linea 35S::AtOXR2-A y de plantas salvajes fueron hibridadas en un chip
Agilent Arabidopsis (G2519F-021169 ARABIDOPSIS; V4) 4x44K empleando marcacion

reciproca a dos colores. La marcacion, hibridacion, escaneo y extraccion de datos fueron




realizados en el Ontario Cancer Institute Genomic Centre (http://www.ocigc.ca/ocigc/) de
acuerdo con los protocolos sugeridos por el fabricante del chip. El ensayo se realizé por
duplicado (dos chips). El procesamiento de los datos fue realizado empleando el programa
libre de estadistica R (R Core Team, 2013) y el paquete estadistico Linear Models for
Microarray Data (Limma) descargado desde Bioconductor project (Gentleman y col.,
2004).

En primer lugar se realizé el control de calidad del ensayo de microarreglos sin
aplicar procesamiento mediante el comando FeatureExtraction. Las figuras 6-1 a 6-4
muestran representaciones en falso color las distribuciones espaciales de las intensidades.
Lo usual es que los spots estan distribuidos de manera aleatoria en los dos chips, con lo
cual se debe observar una distribucion uniforme en todo el chip, tal como se ve en este

Caso.

Figura 6-1 | Intensidades del canal verde.

A

Figura 6-2 | Intensidades del canal rojo.
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Figura 6-3 | Intensidades del ruido (background) para el canal verde.

A

Figura 6-4. Intensidades del ruido (background) para el canal rojo.

En la figura 6-5 se muestran los diagramas de cajas (boxplots) que representan un
resumen de la distribucion de las intensidades de sefial de los chips. Cada caja
corresponde a un chip. Se espera que las cajas tengan altura y posicion similar. Si la
distribucién de un chip es muy diferente de la otra, puede ser un indicio de que existe un
problema en el experimento. En las figuras es posible observar que los chips obtenidos en
este experimento son muy similares entre si con lo cual no seria necesaria una

normalizacién adicional. Ademads, se observa que las cajas de los controles negativos (que
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Figura 6-5 | Boxplots de la sefial y de los controles negativos.

Luego de evaluar la calidad de los datos recuperados se procedié a procesar los
datos mediante FeatureExtraction. La figura 6.6 muestra el MA plot para los datos crudos.
My A son definidas como:

M = log»(R) - logz(G)

A =0,5 (logz(R)+log»(G))
donde R es la intensidad del canal rojo y G la del canal verde. Se espera que la mayor
parte de la distribucion en un MA plot se concentre alrededor del eje M = 0, y que no
exista ninguna tendencia en M con respecto a A. Si existe una tendencia en el rango
inferior de A, puede indicar que los chips tienen diferentes intensidades de ruido de fondo
(background); esto puede ser solucionado mediante una correccion del ruido de fondo.
Una tendencia en el rango superior de A puede indicar saturacidon en las mediciones; en
casos leves, esto puede ser solucionado mediante una normalizacion no lineal (por e;.
normalizacién por cuantiles). En el caso de este experimento las graficas se encuentran

dentro de lo esperable.
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MvsA-B

Figura 6-6 | M vs A de los datos procesados por FeatureExtraction. Se encuentran resaltadas las sondas de
control.

Luego de haber aplicado el filtro MA se procedid a la evaluacion diferencial de Ia
expresion de los genes entre las plantas control (Col-0) y las plantas 35S::AtOXR2-A. Para
ello utilizamos una prueba t moderada que permite comparar las condiciones entre si. La
implementacién utilizada se encuentra en el paquete Limma (Smyth, 2004). Para el disefio
experimental del presente estudio se ha ajustado un modelo lineal por cada gen de la

forma:
yi=tite

donde y; es el nivel de expresidn del i-ésimo gen; es la media de la diferencia de expresién
entre las muestras con sobreexpresion de 35S::AtOXR2-A y las muestras control para el i-
ésimo gen y e; es el término de error del i-ésimo gen con distribucién normal de media

ceroy varianza.

Como resultado de este analisis se obtiene una tabla donde se incluye informacion
sobre los genes, valores de expresion y estadisticos como el valor p y el valor p ajustado

gue dan una idea de la significancia estadistica del gen.
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6.2.20. Determinacion de Ontologias en el grupo de genes regulados

diferencialmente en las plantas 355::AtOXR2.

El andlisis de ontologias es una de las principales etapas de los experimentos
actuales en genémica y protedmica de alto rendimiento. Usualmente se busca relacionar
los genes o proteinas diferencialmente expresados con términos biolégicamente
relevantes, identificando funciones y/o rutas metabdlicas enriquecidas dentro del
experimento. Gene Ontology (GO,www.geneontology.org) es la ontologia mds popular y
esta estructurada como tres grafos dirigido aciclicos (molecular function [MF], biological
process [BP] y cellular component [CC]). El analisis de ontologias se realizé utilizando la

herramienta Multi-Reference Contrast Method (MRCM; Fresno y col., 2012).

6.2.21. Construccion de arboles filogenéticos.
Con el fin de intentar comprender la historia evolutiva de estos genes en las
especies vegetales, decidimos confeccionar un arbol filogenético para cada gen en estudio

y sus homologos en distintas especies vegetales. Nuestro procedimiento fue el siguiente:

1-BLAST
2-Alineamiento multiple
3-Curado de las secuencias

4-Ajuste de modelos Pasos realizados con el software

5-Construccion del arbol MEGA 6 (Tamuray col., 2013).
6-Chequeo del arbol

7-Representacion grafica

El primer paso para una correcta reconstruccion filogenética es obtener un grupo
de secuencias curadas (no repetidas) con un score razonable que sustente la suposiciéon de
homologia de secuencias. La busqueda se realizé sobre la base de datos del clado
Viridiplantae (taxid:33090) del NCBI. Con el conjunto de datos curados (sin secuencias
idénticas) y alineadas mediante el algoritmo MUSCLE (MUItiple Sequence Comparison with

Log Expectation) (Edgar, 2004), se procedid al ajuste de modelos para verificar aquel que




mejor se adaptaba a nuestros datos (Shapiro y col., 2006). Una vez seleccionado el modelo
se inicid la construccion del arbol filogenético y posterior chequeo del mismo (Hall, 2013).
Finalmente se realiza una representacion grafica del arbol. Dado que en este caso siempre
se trabajé con Maximum Likelyhood y bootstrap, en los nodos se muestran los valores de

bootstrap que fueron superiores al 70%.

6.2.22. Caracterizacion fenotipica de Arabidopsis.

La caracterizacién fenotipica de Arabidopsis se realizé siguiendo las
recomendaciones sugeridas por Boyes y colaboradores (2001) en condiciones de dia
largo. Se midid el radio de la roseta, el nimero de hojas, el area foliar y la altura del tallo
en funcién del tiempo. Las mediciones se realizaron cada 48 horas y las plantas fueron
crecidas en condiciones de LD. Para evaluar la produccién se semillas se contaron y se
pesaron 200 semillas de cada una de las lineas de interés. Luego se recuperaron todas las
semillas de plantas crecidas durante ocho semanas, se pesaron y se referenciaron segun el

peso obtenido para 200 semillas.

6.2.23. Curva de deshidratacion.

Para evaluar de manera indirecta la apertura estomdtica se realizaron curvas de
deshidratacidn en hojas de rosetas de plantas crecidas en condiciones de LD. Se cortaron
las rosetas y se pesaron cada 5 minutos durante los primeros 30 minutos. Luego, se
pesaron cada 15 minutos durante los siguientes 60 minutos y, finalmente, se pesaron cada
30 minutos hasta alcanzar 240 minutos para plantas ecotipo Col-0 y 390 para plantas
genotipo WS. El ensayo se realizé empleando, al menos, cinco rosetas completas para

cada linea estudiada.

6.2.24. Crecimiento de Arabidopsis en condiciones de alta intensidad de luz
(AIL).
Plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en condiciones de SD como se describid

previamente (inciso 6.2.8). Luego de 7 dias de crecimiento se homogeneizaron las




macetas dejando 4 plantas por maceta. Diez dias antes de someter las plantas al estrés
por AlL, las plantas se aclimataron a un fotoperiodo de dia corto, las muestras tomadas al
final de este periodo fueron consideradas como tiempo 0 (t=0). Transcurrido el periodo de
adaptacion las plantas fueron irradiadas durante 8 horas con 600 uE.m'z.s'1 de radiacion
PAR (AIL). Al final del ciclo de luz del tercer dia se tomd la muestra considerada como
estrés por AlL. Se obtuvo ARN de cada una de las muestras descriptas, el que se utilizd
para analisis de la expresion mediante RT-qPCR. El ensayo se repitid tres veces. Las
muestras correspondientes a t=0 y a distintos tiempos entre fueron, ademas, utilizadas
para extraccion y cuantificacion de antocianinas (ver inciso 6.2.34) en dos ensayos
distintos. Las mediciones de parametros fotosintéticos se realizaron en muestras distintas

sometidas al mismo tratamiento. Esta cuantificacion se repitié dos veces.

6.2.25. Tratamiento de plantas de Arabidopsis con acido abscisico (ABA).
Plantas de Arabidopsis fueron cultivadas en placas de Petri como se describio
previamente durante 6 dias en un fotoperiodo de LD, momento en el cual se las incubd
durante 60 minutos en 6 mL de MS 0,5x. Transcurrido este tiempo, se adicionaron a la
solucion 12 uL de ABA 125 puM. Se tomaron muestras luego de 30, 60 y 180 minutos de

incubacion.

6.2.26. Apertura estomatica.

Para la cuantificacion de la apertura estomatica se tomaron hojas de roseta
pertenecientes al sexto par, de plantas crecidas durante 6 semanas. Las hojas fueron
incubadas en alta intensidad luminica (180 pE) durante 3 horas. Finalizada esta incubacién
se adiciond ABA hasta obtener una concentracion final de 5 uM vy el material vegetal se
incubd durante 1 hora. Luego del tratamiento, se obtuvieron muestras de hoja utilizando
la técnica de la impresiéon de la epidermis con breves modificaciones (Bastos Segatto y
col., 2004). Para tal fin, se coloco sobre adhesivo universal la cara abaxial de las hojas y se
presiond a cada lado de la nervadura principal durante aproximadamente 1 min para

facilitar la adhesion. Luego, se separd la hoja del adhesivo y la impresidn se colocé sobre




un portaobjeto que contenia 50 uL de azul de toluidina 0,1% (p/v). Los estomas se
observaron utilizando microscopio éptico. A partir de las imagenes obtenidas se cuantifico
la amplitud de la apertura estomatica utilizando el programa Image J v 1.41 (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). Se analizaron al menos 5 hojas de 3 plantas
distintas para cada genotipo, de las cuales se observaron cuatro campos seleccionados al
azar. Los datos fueron procesados y analizados estadisticamente mediante el analisis de la

varianza (ANOVA), usando el test de Tukey para la separacion de medias (P < 0,05).

6.2.27. Germinacion y desarrollo de la raiz en presencia de ABA.

Para evaluar la germinacidén, las semillas de los genotipos de interés fueron
desinfectadas y vernalizadas durante 3 dias a 4°C. Luego se sembraron en placas de Petri
conteniendo medio MS 0,5x, glucosa 2% y ABA 0,3 uM. La placa de Petri se dividio por la
mitad y siempre se sembrd la linea de interés y su control en la misma placa (2 lineas por
placa). El proceso de germinacién se evalud en la lupa cada 4 horas. El desarrollo de la raiz
se realizé en placa de Petri conteniendo medio MS 0,5x, glucosa 2% y ABA 0,3 uM. Las
placas de dispusieron en posicién vertical y la longitud de la raiz se evalué cada 2 dias

empleando el programa libre Rootdetection (www.labutilis.de).

6.2.28. Cuantificacion de hormonas mediante cromatografia liquida de alta
performance acoplada a espectrometria de masas.

En este trabajo de Tesis se cuantificaron los niveles de auxinas, acido salicilico (SA),

ABA y acido jasmonico (JA). En todos los casos se empled el protocolo de extraccion
descripto Durgbanshi y colaboradores (2005) para la determinacién de acido indol-3-
acético (Auxinas, IAA?). Brevemente, plantas crecidas durante 15 dias en medio MS 0,5 x
suplementado con agar 0,8% fueron cosechadas y liofilizadas. EI material liofilizado se
conservé se congeld en nitrégeno liquido y se procesd en mortero. Luego, se agregaron 5
mL de H,O-MQ y la mezcla se procesé en un homogeneizador de tejido (Ultraturrax).

Estandares deuterados de IAA ([2H5] acido indol-3-acetico), de SA ([2H5] acido salicilico),

La naturaleza quimica de las auxinas las define como acido indol-3-acético (IAA).



http://www.labutilis.de/

de ABA ([2H5] acido abscisico y JA ([2H5] acido jasmodnico) se agregaron a cada uno de las
muestras procesadas. Luego de la centrifugacidn, se recuperd el sobrenadante y se llevé a
pH 3 con acido acético. La solucidén obtenida fue particionada dos veces en éter etilico y
una vez combinadas las dos fases organicas se procedio a la evaporacién a 33°C en vacio.
El residuo seco se resuspendié en metanol, se mezcld en vortex y se filtré en un casete de
celulosa. El extracto recuperado se secé mediante centrifugacidon en presencia de vacio
(Spped-Vac). El residuo seco se resuspendid en 50 pL de metanol (calidad grado HPLC) y se
tomaron 10 pL para su inyeccidn en el sistema de HPLC Alliance 2695 (Watters, Milford,
MA). Las hormonas fueron separadas en una columna C18 empleando metanol 0,02%
como solvente. El sistema de HPLC se acopld a un espectrometro de masa con un triple
cuadripolo (Quattro Ultima, Micromass). El cuadripolo se operd en ESI (Electro Spray
Injection) negativo con sistema de deteccién de en modo MRM (Multiple Reaction

Monitoring).

6.2.29. Cultivo de Pseudomonas syringae pv. tomato para ensayos de estrés
biotico.

Las células de la cepa virulenta Pst DC3000 y de la cepa avirulenta Pst DC 3000
(avrRpm1) se cultivaron durante 48 horas o hasta alcanzar una DOggy de 0,6 en medio
Kings (ver Anexo Il) en presencia de rifampicina 50 mg.L"" y kanamicina 50 mg.L"* a 28 °C
con agitacion. A partir de este cultivo se realizé una dilucién 1:50 en medio King’s fresco
suplementado con antibidticos y se dejé crecer durante toda la noche o hasta alcanzar
una DOgg de 0,6. Se cosecharon las células por centrifugacion y el pellet celular se lavo
con MgCl, 10 mM. El sedimento final fue resuspendido en MgCl, 10 mM e incubado
durante 1 hora para activar la virulencia. La solucidn final presentaba una DOggg de 0,3 que
corresponde, para P. syringae pv. tomato, aproximadamente a 1x10® unidades

formadores de colonia por mililitro de cultivo (UFC.mL™).




6.2.30. Tratamiento de hojas de roseta de Arabidopsis con P. syringae pv.
tomato.

Los ensayos de estrés bidtico se realizaron en plantas crecidas durante 3 semanas

en condiciones de LD. Las bacterias patogénicas de la cepa Pst DC 3000, virulenta y
avirulenta, se cultivaron y recuperaron como se describid en el inciso anterior. A las
bacterias resuspendidas en MgCl, 10 mM en una DQOgy de 0,3 se les adiciond Tween
0,05%. Esta suspension se utilizd para la inoculacién de hojas de rosetas de Arabidopsis.
Para la inoculacion se recurrié a dos métodos: infiltracion y aspersion. En el primer

caso se introduce el inéculo bacteriano en la cara abaxial de las hojas por presion

mecanica, usando una jeringa de 1 mL sin aguja (The Arabidopsis Book, Infiltracidn). La

ventaja de este método es la rapidez con la que se obtiene el sintoma de la infeccion. Sin
embargo, este método posee como desventaja que al introducir el indculo bacteriano se
rompen todas las barreras fisicas de la planta. En el segundo método, cada roseta fue
asperjada utilizando un atomizador conteniendo 10 mL de la suspension bacteriana. Este
método de inoculacién es el que se asemeja mas a lo que ocurre en la naturaleza, ya que
las bacterias solo pueden ingresar al mesdfilo por los estomas (The Arabidopsis Book,

Aspersidn).

Diferentes concentraciones bacterianas se utilizaron segun el método de

inoculacién: 10° UFC.mL™ para infiltracion (DOgoo = 0,02) y 10° UFC.mL™ (DOgo = 0,2) para
aspersion. Se recolectaron muestras para extraccion de ARN a distintos tiempos.
Independientemente de la técnica de inoculacion empleada, las macetas con plantas
tratadas se cubrieron con nylon previamente asperjado con H,O4 estéril para mantener la

humedad y favorecer el desarrollo de los sintomas.

6.2.31. Medicion de la poblacion bacteriana en hojas de roseta de
Arabidopsis.

Inoculacidn por infiltracion. Luego de 72 horas de tratamiento con las bacterias

patogénicas se cortaron las hojas de las rosetas sin el peciolo y se sumergieron en una

solucion de MgCl, 10 mM vy las células se liberaron a la solucion mediante
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homogeneizacidén con un mortero plastico estéril. Posteriormente diluciones seriadas de la
suspension se crecieron en placas de Petri con medio King's en presencia de antiobidticos
para estimar el tamano total de la poblacidon bacteriana (endofitica y epifitica) (The

Arabidopsis Book, Cuantificacién de bacterias)

6.2.32. Cuantificacion de lipidos peroxidados.

La generacién de lipidos peroxidados como consecuencia de la produccion de
radicales libres se evalu6 de forma indirecta mediante la cuantificacién de
malondialdehido (MDA) (Hodges y col., 1999). Rosetas de Arabidopsis (100-150 mg) se
congelaron con N; liquido y se procesaron en mortero hasta obtener un polvo fino. Este
polvo se trasvaso a un tubo de 1,5 mL y se homogeneizd en 800 uL de solucion de acido
tricloroacético (TCA) 6% fria. Se centrifugd a 10000 x g durante 15 minutos a 4°C y se
recuperaron 700 pL del sobrenadante. El sobrenadante se fracciond en partes iguales en
dos tubos de 1,5 mL. Una de las fracciones se diluyd en solucién de acido tiobarbiturico
(ver Anexo Il) y la segunda fraccién se diluyé en solucion control (ver Anexo Il). Las dos
fracciones se incubaron 30 minutos a 95°C. Transcurrida la incubacion las fracciones se
centrifugaron a 6000 x g durante 10 minutos y se mantuvieron en hielo hasta el momento
de la lectura. Las lecturas se realizaron a 4407, 532% y 600* nm. La concentracién de MDA
se calculd aplicando un factor de calibracién proveniente de una curva de calibrado. Se
aplicé la siguiente formula para el calculo de la concentracion de MDA:

1) [[(Abs 53,+TBA)-(Absgoo+TBA)] - [(Abss3-TBA-Absgeo-TBA)]] = A
2) [(Ab5440+TBA)'(Ab5600+TBA) 00571]= B

3) MDA equivalentes (nmol . mL™!)= (A-B/157 000) 10°

2 .z . ,
Correccion por lectura proveniente de azlcares en la muestra.
3 . . s .
Lectura que corresponde al pico de absorbancia maxima del MDA
4 .z . . . .
Correccion por lectura proveniente de antocianinas y polifenoles en la muestra.
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6.2.33. Cuantificacion de clorofila.

Los valores de concentracidn de clorofila se obtuvieron segun la técnica descripta
por Porra (2002). Rosetas completas o plantas cultivadas en placa se congelaron en
nitrégeno liquido y se procesaron en mortero. El polvo obtenido se extrajo durante 12
horas a 4°C con solucion de acetona amortiguada a pH 7,8. Se centrifugd, y el
sobrenadante se leyé en espectrofotémetro a 663 nm, 647 nm y 537° nm. Los célculos se

realizaron segun la ecuacién reportada por Simmons y Gamon (2002).

Clorofila a = 0.01373 Aggz — 0.000897 As3; -0.003046 Agay
Clorofila b = 0.02405 Ags7 — 0.004305 As3; — 0.005507 Ages

6.2.34. Determinacion de antocianinas en Arabidopsis.

Se pesaron rosetas completas de Arabidopsis y se incubaron de a una en 10 mL de
solucidn acida de extraccion (ver Anexo Il) durante 24 horas a 4°C. Finalizado el tiempo de
extraccion, se recupero el sobrenadante y se cuantificd el contenido de antocianinas leido
a 520 nmy a 700° nm. Para cada linea de interés se procesaron 5 rosetas completas.

Los resultados se expresaron como como equivalentes de cianidina-3-glucésido en
mg/L segun un factor de calibracién sugerido por la bibliografia (Lee, 2005; Lee y col.,

2008), segun la ecuacién:

AxPMxDx10e3
axd

Pigmentos de antocianina (equivalentes) =

En donde,

A: (As20— Az00)PH 1 - (As20— Az00)pH 4.5
PM: 449,2 g.mol™

D: factor de dilucion

10e3: conversion de g a mg

a: coeficiente de extincién molar, 26900 L. mol™. cm™

5 .z . . .

Correccion por lectura proveniente de antocianinas presentes en la muestra.
6 .z . .

Correccion por lectura proveniente de la turbidez.




6.2.35. Determinacion de aniones superéxido en Arabidopsis.

La produccidn de aniones superodxido (O’;) en Arabidopsis se evalué de manera
cualitativa mediante histoquimica (Attallah y col., 2011). Para tal fin, se obtuvieron rosetas
completas y se incubaron en solucién de NBT 0,01% en Hepes 20 mM pH 7,8 conteniendo
Tween 20 0,01%. Se aplicé vacio durante 5 minutos. Se tomaron fotografias a distintos
tiempos a partir de la aparicion de tincion azul. La reaccidon se detuvo luego de 24 horas y

las plantas se decoloraron en etanol 80% durante 48 horas a 37°C.

6.2.36. Determinacion de peréxido de hidrogeno en Arabidopsis.

La produccion de H,O, en Arabidopsis se evalué de manera cualitativa mediante
histoquimica (Kihn y col., 2015). Para tal fin, se obtuvieron rosetas completas u hojas
correspondientes al sexto par y se incubaron en solucién de DAB 5 mM en H,O MQ pH 3.
Luego de 4 horas (o hasta aparicién de la tincién marrdn) las rosetas fueron dispuestas en

etanol 80% (v/v) e incubadas durante 48 horas para la eliminacién de la clorofila.

6.2.37. Determinacion de parametros fotosintéticos en Arabidopsis.

Los parametros fotosintéticos se evaluaron a través de la cuantificacion de la
fluorescencia de la clorofila y de la absorcion del CO, empleando un equipo IRGA (del
inglés Infra Red Gas Analysis) marca Li-COR modelo 6400XT. Se evaluaron los siguientes
pardmetros: @PSIl (transferencia de electrones a través del PSll), ¢CO, (fijacion del CO,),
Fv/Fm (fluorescencia maxima de la clorofila en oscuridad) y Fv'/Fm’ (fluorescencia maxima
de la clorofila en presencia de luz (Baker y col., 2008). En el Anexo lll se desarrollan los
conceptos tedricos necesarios para la interpretacion de los parametros obtenidos

mediante IRGA.

6.2.38. Pérdida de agua de rosetas escindidas.
Este ensayo se realizd en plantas en estadio reproductivo (6 semanas de
crecimiento en las condiciones descriptas en el inciso Se tomd la maceta y se escindio

todo el tejido aéreo de la planta. Posteriormente se cortaron los tallos, y se pesaron las




rosetas a tiempo inicial (P0O). En los n tiempos que indican las figuras estas mismas hojas se
volvieron a pesar (Pn). La pérdida de agua se cuantificé como el porcentaje del peso de las
hojas respecto al inicial:

Peso de las hojas (% respecto del inicial) = (Pn/P0)*100

6.2.39. Cortes histologicos de 6rganos de Arabidopsis.

Las muestras utilizadas para los analisis histolégicos se colectaron en acetona fria
para fijarlas, y a los 20 minutos se transfirieron a una solucion de etanol 70%.
A continuacién, se realizaron los siguientes pasos sucesivos a fin de preparar las
muestras para la formacién del taco: etanol 80%, 90%, 95%, 15 minutos en cada solucién;
2 pasajes sucesivos por etanol 100%, de 30 minutos cada uno; solucién etanol 100% - xilol
3:1, etanol 100% - xilol 1:1 y etanol 100% - xilol 1:3, 30 minutos cada una, 3 pasajes
por xilol puro, los dos primeros de 15 minutos y el tercero de 2 horas; mezcla xilol —
parafina 3:1, xilol — parafina 1:1, xilol — parafina 1:3, de 30 minutos cada una; 3
pasajes sucesivos por parafina pura, de al menos 1 hora cada uno. Luego del dltimo paso
por parafina pura se procedio a la realizacidon del taco. Las mismas se cortaron en laminas
de 10 um de ancho, se montaron en portaobjetos previamente tratados con polilisina y se
secaron durante una noche a 28°C. Para proceder a la tincidén de los cortes, se realizaron
los siguientes pasos: 2 pasajes por xilol, de 5 minutos cada uno; etanol 100%, etanol 96%,
etanol 90%, etanol 80%, etanol 70%, etanol 50%, agua desionizada, solucién de azul de
toluidina 0,1% en agua, durante 1 minuto cada uno; 3 lavados en agua desionizada de al
menos 1 minuto cada uno. Luego de la tincion, se secaron las muestras a 28°C durante

una noche y se montaron con Balsamo de Canada sintético.

6.2.40. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas
transformadas mediante histoquimica.

La actividad PB-glucuronidasa se analizd6 mediante reaccién histoquimica en

distintos dérganos y tejidos de las plantas transformadas. Plantulas u érganos aislados

fueron lavados con solucion fosfato de sodio 50 mM (pH 7,0) durante algunos minutos

|
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para eliminar restos de tierra o medio de cultivo y luego transferidos a una solucion de
fosfato de sodio 50 mM pH 7,0, Tritén X-100 0,1% y X-gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-
glucurdnido) 2 mM. A continuacion, se sometieron a vacio durante 5 min y se incubaron a
37°C en oscuridad durante 2-16 h (Jefferson y col., 1987). Luego de la incubacion, se
fijaron en una solucién de formaldehido 10% (v/v), etanol 20% (v/v) y acido acético 5%
(v/v) durante 10 min a temperatura ambiente. Se retird el fijador, se agregd etanol 70%
para decolorar los tejidos y las muestras se guardaron en solucién etandlica a 4°C hasta

ser fotografiadas. Las imagenes se procesaron con el software Adode PCS6.

6.2.41. Analisis de la expresion del gen reportero GUS en plantas
transformadas mediante fluorometria.

Plantas cultivadas durante 8-10 dias en medio MS 0,5x se procesaron en mortero,
agregandose 500 pL de solucién amortiguadora de extraccion (ver Anexo Il). La mezcla se
transfirio a un tubo y se centrifugé a 13000 x g durante 10 min a 4°C. Se retird el
sobrenadante y se mantuvo en bafio de hielo. La reaccidén fluorométrica se realizé segun
el método de (Jefferson y col., 1987). Se agregaron 2,5 L de extracto proteico a 100 uL de
una solucion del sustrato MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucurénido) 1 mM en metanol
40%. Con una alicuota de 25 pL se realizdé inmediatamente una medida fluorométrica a
tiempo = 0. Los 75 pl restantes se incubaron a 37°C en bafio de agua y a los 10 min se
extrajo una alicuota de 25 pL y se realizdé una segunda medida fluorométrica (tiempo = 10
min). Para detener la reaccién enzimatica se utilizaron 975 pL de Na,COs; 0,2 M. Los
valores de medidas fluorométricas se expresaron en pmoles de MU (4-
metilumbeliferona).min™.(mg de proteinas totales)® de acuerdo a una curva patrén de
RFU (unidades de fluorescencia relativa) vs. concentracién de producto 4-MU. Las
proteinas totales se cuantificaron segun el método de Bradford (ver inciso 1.2.34). A fin de
eliminar la actividad enzimatica enddgena, a cada lectura de determinacion enzimatica se
le resté el valor correspondiente al extracto proteico proveniente de plantas no
transformadas. Las medidas fluorométricas se realizaron en un equipo Versa Fluor™

Fluorometer System de Bio-Rad (filtros EM 460/10 y EX 360/40) en cubetas de 1 mL.




6.2.42. Determinacion del contenido de proteina total mediante el método de
Bradford.

La concentracion de proteinas fue determinada utilizando el método descripto por

Mitra y col. (1994). Como patrén se utilizé una solucidon de albumina sérica bovina (ASB)
cuya concentracion se determind espectrofotométricamente, considerando 0,667
unidades de absorbancia a 280 nm como 1 mg/ml de ASB en solucién. Las
determinaciones se realizaron con 5 pl de extracto proteico en 100 pl de NaCl 0,15 M vy
900 pl del reactivo de Azul Brillante de Coomasie (Azul brillante de Coomasie G-250 10
mg%, etanol absoluto 5% (v/v) y acido fosférico 10% (v/v)). La absorbancia se determind

en espectrofotémetro a 595 nm.

6.2.43. Actividad superoxido dismutasa en geles nativos.

Para evidenciar la actividad de las isoformas de la enzima superdxido dismutasa
(SOD) se recurrid a la deteccion en gel de la actividad SOD como se describié en Weydert y
col. (2010). Se obtuvieron extractos proteicos en solucién de extraccién SOD (ver Anexo
I1). Rosetas completas de plantas cultivadas en sustrato o en placas como se describio
previamente se congelaron con N, liquido y se procesaron en mortero. El polvo fino
obtenido se pesd hasta obtener 100-150 mg y se homogenizd en solucion de extraccion
SOD en una relacion 2:1 (extracto:solucidon de extraccidn). Los extractos se centrifugaron a
12000 rpm durante 20 minutos y se recuperd el mismo volumen de sobrenadante para
cada uno de los extractos. Los extractos asi obtenidos se separaron mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida como se describe en el inciso 1.2.41. Finalizada la
corrida electroforética el gel se incubd con agitacion durante 15 minutos en solucion de
reaccion sin sustratos (ver Anexo Il).Transcurrido ese tiempo, se prepard la solucion de
reaccion con riboflavina y nitrobluetetrazolium (NBT, ver Anexo Il) y se incubd durante 15
minutos con agitacion y en oscuridad. Finalmente, el gel se expuso a una fuente de luz
blanca (75 W) hasta aparicidén de las bandas de actividad. La reaccién se detuvo incubando

el gel en agua MQ.




6.2.44.Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (PAGE-SDS).

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida se realizd segun el protocolo
descripto por Laemmli (1970) utilizando un sistema vertical de geles (Miniprotean Bio-
Rad). En todos los casos, en la matriz de poliacrilamida se empled una relacién
acrilamida:bis-acrilamida 30:0.8 (p:p). El gel de separacion se prepard en solucién Tris-HCl
375 mM (pH 8,8), SDS 0,1% (p/v), con una concentracion de acrilamida final de 15-18%
(p/v). El gel de concentracién se prepard en solucion Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS 0,1%
(p/v), con una concentracién de acrilamida final de 4% (p/v). Las muestras se sembraron
previa dilucion en solucién de siembra de proteinas (ver Anexo |) y desnaturalizacién
durante 5 minutos a 96°C, excepto aquellas muestras en las que posteriormente debian
detectarse COX17 o COX19 mediante western-blot. La separacion electroforética se llevo a
cabo en solucion Laemmli 1x (ver Anexo ll), aplicando un voltaje constante de 10 V/cm de

gel de separacion.

6.2.45. Determinacion de metabolitos mediante GC-MS.

Para la determinacién de metabolitos, las plantas fueron cultivadas en camara de
cultivo en condiciones de LD. Al final de la noche (EON) y en la mitad del ciclo de luz (MD)
se cosecharon hojas de rosetas sin peciolo por cuadruplicado y se congelaron en
nitréogeno liquido. Las muestras se procesaron en nitrégeno liquido hasta obtener un
polvo fino. Las muestras se procesaron como fue descripto previamente por Fahnenstichy
col. (2007). Brevemente, el polvo se pesé manteniendo las muestras congeladas hasta
obtener 60-80 mg y se homogeneizd en 1,5 mL de solucién de extraccion alcohdlica (ver
Anexo Il) con ribitol como control interno. EIl homogenizado se agité en vértex y se
centrifugd durante 2 minutos a 2000 x g. Se tomé 1 mL del sobrenadante y se agito
nuevamente en vortex. Una alicuota de 25 pL se trasvaso a un tubo nuevo y se secé a 4°C
mediante aplicacion de vacio. El pellet asi obtenido se derivatizé con 10 ulL de hidrocloruro
de metoxiamina (MTFA) 20 mg.mL™ durante 30 minutos a 90°C con agitacién continua.

Luego, se adicionaron 90 uL de MTFA y las muestras se incubaron durante 30 minutos a




37°C con agitacion continua. Finalmente, se procedié a la inyeccion de 100 uL de la
suspensién en el equipo de cromatografia (Agilent 7890A GC and Waters GCT Premier
TOF/MS). La identificaciéon de las sustancias se realizd mediante comparacién con
estandares. Las muestras para la determinacion de metabolitos fueron procesadas en el
Laboratorio de la Dra. Verdnica Maurino perteneciente al instituto de Bioquimica de
Plantas de la Universidad Henirich-Heine de Diissedolrf, Alemania en el marco de un
proyecto de colaboracion binacional. La determinacién de metabolitos mediante GC-MS
fue realizada por la Dra. Katrin Weber perteneciente al Center of Advanced imaging (CAi)

de la misma universidad.

6.2.46. Localizacion subcelular de proteinas mediante microscopia confocal.

Los estudios de localizacion subcelular se realizaron mediante microscopia
confocal, empleando un microscopio (C-Apochromat 10x/1.20 W Korr M27 or C-
Apochromat 63x/1.20 W Korr M27). La localizacidn se realizé en raices de plantas mt-gk
transformadas con las construcciones 35S::0XR1, 355::0XR2, 355::0XR4 y 355::0OXR5. Las
plantas fueron crecidas durante 8 dias en medio MS 0,5x suplementado con higromicina
50 pg.mL™, se recuperaron las raices y se colocaron en el microscopio como muestras
frescas (entre porta objeto y cubre objeto en H,0). El campo de interés fue irradiado con
un laser de 488 nm y con un laser de 561 nm para obtener los espectros de emision de
GFP y mRFP respectivamente. La deteccién para GFP se realizd entre 491 y 552 nm vy la
deteccion de mRFP se realizé entre 587 y 631 nm. La emision de GFP y mRFP de manera
simultanea fueron obtenidas mediante barrido unidireccional modificando el canal de
deteccion en cada linea. La apertura del pinhole fue mantenida siempre en una unidad de
apertura. Las imagenes convertidas a 8-bit fueron analizadas empleando las herramientas

Coloc2 y Colocalization threshold del programa Fiji (Imagel).

6.2.47. Determinacion de la capacidad antimutagénica en mutantes de E. coli.
La cepa de E. coli pMVA4709 [fpg mutY lacZ], fue transformada con las
contrucciones AtOXR2/pTrc99A y AtOXR4/pTrc99A (ver inciso 6.2.7). Las bacterias




transformadas y las salvajes fueron crecidas en medio de cultivo descripto por Volkert y
col. (2008, Anexo Il) suplementado con glucosas o con lactosa a una concentracién final
de 0,2 % como fuente de carbono. Las placas se incubaron toda la noche (o hasta la
aparicién de colonias) a 37°C. Luego de la aparicidon de colonias, se procedié al recuento
de las mismas. Los resultaron se expresan como la relacion entre el nimero de colonias
gue emplean lactosa para su crecimiento respecto del nimero de colonias que emplea

glucosa.

6.2.48. Ensayo de complementacion en levaduras mutantes.
Células de levaduras salvajes (BY4742) y mutantes (Y11096) transformadas con el
vector vacdio y con el gen de interés correspondiente fueron sometidas a distintas

concentraciones de peréxido de hidréogeno para evaluar su tolerancia al estrés oxidativo.

6.2.49. Analisis estadisticos.

Los datos experimentales son expresados como medias de los valores obtenidos +
el error estandar de la media (SD) del nimero indicado de mediciones independientes,
excepto que se aclare lo contrario. Diferencias significativas entre dos grupos de datos
cuyas varianzas eran iguales y la distribuciéon de Gauss fue aplicable fueron analizadas
mediante Prueba t de Student. Cuando las varianzas fueron diferentes se recurrio a la
correccion mediante la Prueba de Welch (o Prueba t no pareada) y cuando no se cumplio
el supuesto de normalidad entre dos grupos se aplicé la prueba U de Mann-Whitney.
Diferencias significativas entre mas de dos grupos de datos fueron analizadas empleando
Analisis de la Varianza (ANOVA) combinado con la prueba de Tukey para comparaciones
multiples. Cuando el ensayo fue desbalanceado (diferente nimero de muestras para cada
grupo de datos comparado) o no se cumplié el supuesto de normalidad de los datos se
aplico la prueba de Kruskall-Wallis. El analisis estadistico se realiz6 con el programa
InfoStat Version 2014 (Di Rienzo y col., 2011). El analisis estadistico de los ensayos de

microarreglos se realizé como se describié en 6.2.19.




7. RESULTADOS Y DISCUSION



7.1. CAPITULO |

“Presentacion de la familia de proteinas OXR en
Arabidopsis thaliana”



CAPITULO |

7.1.1. Identificacion de los miembros de la familia OXR en Arabidopsis.

A la fecha no existen reportes acerca de proteinas con dominio TLDc que hayan
sido estudiadas en plantas. Sin embargo, este dominio esta ampliamente distribuido en el
reino vegetal. Inicialmente, para identificar los miembros de la familia OXR presentes en
Arabidopsis ejecutamos el algoritmo BLAST (de sus siglas en inglés Basic Local Alignment

Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando la secuencia proteica codificada

por el gen de mamiferos HsOXR1 como secuencia de referencia (Volkert y col., 2000). Este
algoritmo arrojé como resultado al gen identificado con el numero de AGI (Arabidopsis

Genome Initiative) At2g05590 asi como también a su paralogo mds cercano At4939870.

En la figura 7.1-1 se muestra la secuencia de la proteina HsOXR1 y las secuencias
de las proteinas identificadas en Arabidopsis. En rojo se destaca el dominio TLDc,
previamente definido por Doerks y colaboradores (2002). Durante el desarrollo de este
manuscrito, al gen At2g05590 lo nombraremos como AtOXR2 mientras que, siguiendo un
razonamiento similar (el nimero asignado a la proteina indica el cromosoma en el cual se

encuentra el gen codificante para la misma), al gen At4g39870 lo llamaremos AtOXR4.

> HsOXR1l|Oxidation resistance protein 1|Iso 1 (NP _060472)

MTKDKNSPGL
HPSRRSELKR
NELVQLNKLEF
HPTEATPSST
MEDPHKNDPL
SKKMTGSNTE
DKSSGASSES
ATIKEDQIADN
QSVNKGKQGK
IESSALLKEK
DHLYAFEFTIQW
HRRIDALNTE
EKLTKHLPPR
EPLKVSDGEY
LYHGRSHSCK

KKKSQSVDIN
FYTIDTGQKK
SRAVVTGQVL
FTGIRPARVV
VQENGCEEYG
EIDSRIRDAG
VOQTVNQAEVE
FOGISGPKED
EQONODSQTEA
QRHRLHKFLC
SPEIYAEDTG
ELRTLCRRLQ
TIGYPWTLVY
GTGETEVETFE
TEFGNRTLSKK

> At2g05590 - AtOXR2

MHALKDKVSQ
EDSELCPPLP
GVKKMRELTE

KLSNLFADSP
IRTESYECIE
SSVFITANLF

APGENPLAGA
TLDKKDGRRM
YVPDPEYVSS
SSTSEEEEAF
IMCPMEEVMS
NDSASTAPRS
SLTVKSESTG
STSIKGNSDQ
EELRKLWKTH
LRVGKPMRKT
EYTREPGFIV
ITTREDINSK
GTGKHGTSLK
CPEFEVEKWT
EDFFIQDIET

SQSASPRYSN
NCKSANGQAK
EFLHASLPNI

GKQTPQASKP
SFQKPKGTIE
VESSPSLSPV
TEKFLKINCK
AAMYKEILDS
TEESLSEDVF
TPGHLRSDTE
DSFLHENSLH
TMOOTKQORE
FVSQASATMQ
VKKIEESETI
QVATVKADLE
TLYRTMTGLD
GDNMFFIKGD
WAFE

SDSPKARLNS
AGTFISIGED
VRGCKWILLY

PAPKTPIIEE
YTVESRDSLN
SPLSPTSSEA
YITSGKGTVS
KIKESLPIDI
TESELSPIRE
HSTNEVGTLC
QEESQKENMP
NIQQVSQKEA
QYAQRDKKHE
EDSSNQAAAR
SESFRPNLSD
TPVLMVIKDS
MDSLAFGGGG

SVGKSLSSYF
KDCELRVSAK
STLKHGISLR

EQNNAANTQK
SIALKFDTTP
EFDKTTNPDV
GVLLVTPNNI
DOLSGRDFCH
ELVSSDELRQ
HKTDLNNLEM
CGETAEFKQK
KHKITSADGH
YWFAVPQERT
EWEVVSVAEY
PSELLLPDQI
DGQVFGALAS
GEFALWLDGD

SEVVPQSGNE
VEESGNDYFD
TLLRRSGELP
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GPCLLVAGDK
MCMNEFLAFG
YLS

QGAVFGALLE
GGGNFALCLD

> At4g39870 - AtOXR4

MGKHKSFRSK
DLVDEPDTSS
TRTMKETTSG
MKPMONNNVK
HGISLSTLYR
QPTIYRPTGA
DVKEVELWGEF

AVHEVTDLTA
FSAFLGSLLS
GAAKKSFLSK
EEVTVVVQAT
KSLLWPGLSL
NREYTLCSKE
VYGSKYDEIL

CPLOPTPKRK
EDLLKATSGP

GLLNPISDKP
SDPKDKRKDQ
YKQHEFRNFEYQ
IPEISEPSLL
LVVGDRKGSV
FLALGGGGRF
AHSKTMEPGL

YOGTSQTFLE
SETFGNECLA

SSAHPPPPLP
DPEDEEDEEE
AVKFPGVKER
LSEQSRRSLY
FGGLVEAPLI
ALYLDSELLS
CRWS

TTIYGEPRIF
SSTEFELKNV

DEEDESKRNQ
DEEEDSEAET
KGNSDVIPDD
TSLPALVQGR
PTDKKYQGTN
GSSAYSETYG

RPTGANRYYL
ELWGFAHASQ

LESTTAEQPK
SDTSSSSANP
EETEYYDGLE
KWILLYSTWR
STEVETNKSG
NSCLADSQDF

Figura 7.1-1 | Proteinas con dominios TLDc. Se muestra la secuencia de proteina de HsOXR1 (NP_060472)
empleada como secuencia de referencia para aplicar el algoritmo BLAST y las secuencias recuperadas desde
el proteoma de Arabidopsis (Taxid 0742) correspondientes a los genes At2g05590 y At4g39870. En rojo se
indica el dominio TLDc.

El resultado del BLAST indica que la mayor identidad de secuencia se encuentra en
el dominio TLDc de las proteinas. Luego se aplico el algoritmo pairwaise alignment del

sitio web http://www.ebi.ac.uk/Tools/services (McWilliam y col., 2013), pero en modo de

alineamiento local teniendo en cuenta los dominios TLDc de las proteinas HsOXR1 vy
AtOXR2. El resultado obtenido (Figura 7.1-2) muestra que la similitud de secuencia entre
la proteina humana y la de Arabidopsis alcanza un 55%, siendo la identidad del 36%. Si se
ejecuta el mismo algoritmo para las proteinas completas AtOXR4 y HsOXR1, se obtiene
una identidad y una similitud de secuencia menores porque existen porciones de AtOXR4
en el dominio N-terminal con baja similitud que impiden que el algoritmo restrinja el
alineamiento local al dominio TLDc. Sin embargo, si se comparan los dominios TLDcatoxra-
TLDchsoxr1, €ntonces se obtiene un valor similar (40,4% de identidad y 54,4% de similitud)

al obtenido para el alineamiento TLDcatoxr2-TLDChsoxR1-

1: HsOXR1

2: AtOXR2

Matrix: EBLOSUMG62
Gap penalty: 10.0
Extend penalty: 0.5

Length: 169

Identity: 67/169 (39.6%)
Similarity: 93/169 (55.0%)
Gaps: 4/169 (2.4%)

Score: 277.5

e oS e S S S S S e e e o o
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HsOXR1 708 |s DPIELLLPDQ IIKITKH.PRT IIYPITIVIGIG-T.K.YITMT 757
........ SRR

AtOXR2 128 ITESIVFITANLFIFIHAS.NIVR.CKIIILISIL-I.R.LIRSG 177

HsOXR1 758 GIDTIVIM.IKISDIQ-ASE.KVSD——GFY.GE.VI IFCPIF 804
el .

AtOXR2 178 EIPGICILIAGIKQIA-LEC.QPTPKRKYQ.SQ.LITII YGIP 227

HsOXR1 805 EVIKW.DIMFFIKGDMDS.G_E.W.G.YHGR.HSCK- 854
(IS e S O o S O O O A B B el

AtOXR2 228 RIIRP.AIRYYLMCMNE FHAE- -N-C.E.LKATIGPSE- 276

HsOXR1 855 RTISKKEDIFIQDIIIIAI 873

AtOXR2 277 ECIASSTEIELKNV.LIGI 295

Figura 7.1-2 | Alineamiento local de los dominios TLDc de las proteinas HsOXR1 y AtOXR2. El alineamiento
se realiz6 mediante las herramientas disponibles en el sitio http://www.ebi.ac.uk/Tools/services (McWilliam

y col., 2013). En amarillo se indican los residuos similares y en verde los residuos idénticos. Las posiciones
ocupadas por aminoacidos idénticos estdn sefialadas con una linea vertical, aquellas ocupadas por
aminoacidos relacionados estan identificadas con uno o dos puntos de acuerdo al grado de conservacién.
Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos del sitio web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

La identificacion de AtOXR2 y de AtOXR4 nos permitié ingresar una nueva
blsqueda para determinar la estructura exdn-intrén de estos genes empleando la base de

datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org/). En la

figura 7.1-3 se observa que ambos genes presentan la misma estructura exén-intrén. A su
vez, el gen AtOXR2 posee una variante transcripcional mas corta debido a la generacion de
un sitio de corte y empalme alternativo durante la maduracion del ARN mensajero, en la
cual se incrementa la longitud de la region 3’-UTR. A esta variante de corte y empalme del
transcripto la mencionamos en este trabajo de tesis como AtOXR2c (AtOXR2 corta). En el
caso del gen AtOXR4 la variante transcripcional no genera una proteina distinta sino que
se genera un transcripto diferente, en el que se transcribe una region 5’-UTR mas corta. La
presencia de un intrén en la regién 5-UTR podria sugerirse como un elemento en la
regulacion de la expresion de AtOXR4, como se ha descripto para otros genes

mitocondriales estudiados en nuestro laboratorio (Attallah y col., 2007; Curi y col., 2005).
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[ N W W - — At0XR2_ -2074/1235/792pb
——100pb
[ N W B B & A0XR2-2110/1266/912

C N B B BB B Wl - A0XR4.2-2588/1618/1185

—100 pb

T T = B BB W W At0XR4.1-2572/1715/1185

Figura 7.1-3 | Estructura exon-intron de los genes AtOXR2 y AtOXR4. Las regiones codificantes se muestran
representadas por cajas negras mientras que los intrones se representan con lineas negras. Las regiones no
codificantes (UTR) se representan en cajas grises. A la derecha de los nombres se informan las longitudes en
pares de base (pb) del gen/ transcripto/ region codificante, para cada miembro en estudio.

Este trabajo de tesis se inicié con el estudio de estas dos proteinas. Sin embargo,
posteriormente, utilizando otros algoritmos de BLAST mas complejos como el PSI-BLAST
(Altschul y col., 1997), en el genoma de Arabidopsis encontramos otros genes codificantes
para proteinas que contenian el dominio TLDc. Asi, identificamos los genes At1g32520,
At5g39590 y At5g06260. Debido a que al momento de iniciar el estudio, el ultimo de los
miembros identificados parecia estar siendo estudiado por otro grupo (Domoki, 2005),
avanzamos solo con el estudio de los otros dos miembros restantes a los que llamamos
AtOXR1 y AtOXR5, por encontrarse en los cromosomas 1 y 5 de Arabidopsis,

respectivamente.

En la figura 7.1-4 se muestran las secuencias proteicas de AtOXR5 y AtOXR1. El
dominio TLDc (resaltado en rojo) de la proteina AtOXR1 es el mas divergente entre las

proteinas de Arabidopsis.

> At5339590 - AtOXR5

MGASSSTDDK
TITTEGEQKV
TLLRVYYVTA
MKGCLFLPDI
TECLSHFCNS
EEILSSCFEPG
SERKWVIGAI
AHPKPVGIGF
EAWGLGGNKA

ESSEKREIES
SDLFPKLLEH
KNAGFSPKLE
SHLILSAVVS
RLONVTSAED
NSGEPNEHLL
LOQOGFENRDA
GGTLGNERIF
RETIQQKYQKR

LAASTGALPL
LGSSLVDLFF
FESDEADCKI
CTDSESGNSL
GSGPSKSTAV
YRSYYHGKGM
FYGSSGNLFES
IDEDFAKITV
EELFTNQRRK

LKRSFSKLVD
VPDKEGLSWV
NGSISVSELL
DVWETDVSGL
DDSASKTSEN
NRLWSNVEGY
ISPVFHAFSS
RHHAVDKTYQ
IDLKTEFTNWE

SQTNTVPFQS
EFASGYVKCC
VELWMCWTMS
ELELPIGKFL
TLLTCGRAWA
HAPILVIISA
SGKEKNFAYS
SGSLEPNQGY
DSPEKMMMDM

LKQSFGLSYD
GRMSNSMSEN
WDGRSSKAAE
TWALMTVPCL
ISLTSKSTIS
SCKVEHEATS
HLHPAGGVYD
LPVEALVLDI
MGNPNAPRKE
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> At1g32520 - AtOXR1

MASCAISNSF HTVTFKTLKR ISPYNSLFGW NSGKKIDNIR PPQQPAYHDD VEIPFSLSMV
NKTFLKGREL KCCYKASIDG FGATKFHERC DFKGPCVIIA YTKDKSFKFG GFSPEGYRST
DDYYDTFDAF LFYWLEDCDD PIVLPKVGGS GAALFDYARG GPQFGADGLL IGPPLAPVMG
GFAGPDTNSG IGDLRVAKSR LGLSYAKRKD GKESIFGDEN KVSLDDVLVE CSPYIASLY

Figura 7.1-4 | Proteinas con dominios TLDc en Arabidopsis. Se muestra la secuencia de proteina de AtOXR5
y de AtOXR1 En rojo se indica el dominio TLDc.

A modo comparativo, en la figura 7.1-5 se muestran las estructuras exon-intréon de

los genes AtOXR1, AtOXR5 y At5g06260.

100 pb
(I B ——  ArOXR7-1070/939/720 pb

—100pb
N T T T B B B - A10XR5-2599/1942 /1629 pb

— 100 pb
[ 1IN I = I N N N - A15906260- 2503 /1679 /1275 pb

Figura 7.1-5 | Estructura exon-intrén de los genes AtOXR1, AtOXR5 y At5G06260. Las regiones codificantes
se muestran representadas por cajas negras mientras que los intrones se representan con lineas negras. Las
regiones no codificantes (UTR) se representan en cajas grises.

Es notorio que en todos los genes de la familia OXR de Arabidopsis, excepto en
At5g06260, encontramos un exén inicial y un segundo exén de mayor tamafio.
Considerando la estructura génica, los genes AtOXR2 y AtOXR4 parecen ser los mas
similares de la familia. Se ha postulado que la posicién de los intrones o la estructura
exoén-intrén puede asociarse con un origen evolutivo comun (Rogozin y col., 2005). Ambos
genes poseen 8 exones y 7 intrones, sin embargo difieren significativamente en sus

regiones no codificantes.

98



En la figura 7.1-6 se muestra un resumen de la estructura de las proteinas de la
familia OXR de Arabidopsis, sefialando los dominios proteicos incluidos en la base de

datos InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) que han sido identificados en las mismas.

1 50 100 128150 200 250 296303

TR AOXR?

1 50 100 150 200203 250 300 350371 394

I T AtOXR2

1 75 150 225 300 319 375 450 484 525 542

I S R A©OXRS

1 50 71100125 167 200 239

T AcoxR

1 75 150 215 300 385 424

| |
- I N Atsq06260

Figura 7.1-6 | Familia OXR de Arabidopsis. Estructuras de las proteinas OXR, con los dominios destacados
segun se notifican en la base de datos InterPro. En la grafica se muestran las longitudes de las proteinas, asi

como también del dominio y los residuos de inicio y finalizacién del dominio.

En la figura 7.1-6 se puede apreciar que el dominio TLDc comprende entre 165 y
170 aminodcidos en 4 de las 5 proteinas de la familia. Sin embargo, el dominio TLDc de
AtOXR1 consta de 96 aminoacidos. Esta disminucién en el dominio TLDc deriva en un
menor porcentaje de identidad, y como consecuencia, AtOXR1 es la proteina mas
divergente de la familia. Ademas, la proteina codificada por el gen At5g06260 posee un

dominio EF-hand en su porcién N-terminal.

Con el conjunto completo de proteinas con dominios TLDc de Arabidopsis

procedimos a realizar un alineamiento multiple de secuencias para visualizar aquellas
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regiones de mayor conservacién por fuera del dominio TLDc (Figura 7.1-7). Considerando

los valores de identidad y similitud de secuencia que se muestran en la matriz de

identidad son bajos es dificil sugerir un origen evolutivo comun entre estas proteinas.
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At5g06260
AtOXR2
AtOXR4

MGASSSTDD--KESSEKREIESLAASTGALPLLKRS----- FSKLVDSQTNTVPFQSLKQ
MGNSNSSSVDHREFISASRAFT-———— QKKLDDLKSL-===———— FVSLASN-————————
————————————————————————————— MHALKDKVSQKLSNLFADSPSQSASPR-Y--
MGK-=====——————— HKSFR-———— SKAVHFVTDL-TAGLLNPISDKPSSAHPPPPLPD
SFGL----SYDTITT-EGEQKV----SDLFPKLLEHLGSSLVDLFEFVPDKEG-—-—————
—————————————— SQOSNDQYVSYP---VFQEYFGLSGSLGERMEFDMVTQRRKDDKMTY -
———————————— SNSDSPKARLNSSVGKSLSSYFSFVVPQS-——----GN-—-—————————
EEDESKRNQLESTTAEQPKDLVDEPDTSSFSAFLGSLLSSD--—-——-— PKDKRKDQDPEDE

———————— EDLVIAKATYEKGTDDEIAEFIYQTL--—--—-—-——-—————————-D--V
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NGNGVLSRSDLESFLVVILKSVESTESSDAESSD---YKKMVDALLNAATEFSKSDDGSEK
SANGQA---KAGTFI---——————————————— SI---GED-—-—-————--—————-— KDCELR
TTSGGA---AKKSFL--——————=————————— SK-—-YKOQHFRNEFYQAVKEFPGVKERKGN

TV-——--- TFKTLKRISPYNSLFGWNSG-—-—-—-—-—-—————=—=————————— KKIDNIRPPQQP
SLDVWETDVSGLELELPIGKFLTWALMTVPCLTECLSHEFCNSRLONVTSAEDGSGPSKST
—————————————— GMSFEDFRSWCSFV-PTIRKFLGSLLMPPST--------VRPGYQV

AYHD---D-———————— VEIPFSLSMVN-———=———————— KTFLKGRELKCCIKASIDI
AVDD-SASKTSENTLLTCGRAWAISLTSKSTISEEILSSCFPGNSGEPNEHLL¥RSYYH
PHLLYEDSVSSDRLLLKKEYAWH-—-==-————————— IGGALP-HHELVEWKLLY¥HSSVH
————— MRELTESSVFITANLFEF-----------—-LHASLPNIVRGCKWILL¥STLKH

STWRH

. *

VVQAIIPEISEPSLLLSEQSRRS——==————————— LYTSLPALVQGRKWILL

*

FGATKFHERCD--FKGPCVIIAY-—-———————— TKDKSFKFIGFSPEGYRST——DDYYDT
KGMNRLWSNVEGYH-APILVIISASCKVEHEATSSERKWVIGAILQOQGFENR--DAFYGS
QOSFNTFLGHTSNTGMSASVLII-—-————————— KDTEGYVYIéYASQPWERY——SDFYGD
ISLRTLLRRSG-ELPGPCLLVA-—-—-——-—-—-———— GDKQGAVEFGALLECPLOQPTPKRKYQGT
ISLSTLYRKSL-LWPGLSLLVV-——==—————— GDRKGSVFIéLVEAPLIPTD—KKYQGT

*
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NSTEVETNKSGQ--PTIYRPTEAN--RFYTLC--—-- SKEFLA-—-—-—-- LGG-GGRFA

* *

100



AtOXR1 LLIGPPLAPVMGGFAGPDTNSGIGDHRVA--—-—-——-—-- KSRLBLSYAKRKDG-—--~
AtOXR5 IFIDEDFAKITVRHHAVDKTYQSGSIFPNQGYLPVEALVLDIEAWILGGNKAR—EIQQKY
At5g06260 LFISASFDQGQTF---ECTTFGSPSHSKTSRI-—--- QPEVIECWEIVQASNEQDTKHN-
AtOXR2 LCLDEDLLKATSG———PSETFGNECIASSTEF ————— ELKNVELWIFAHASQYLS —————
AtOXR4 LYLDSELLSGSSA---YSETYGNSCHADSQDF---—- DVKEVELWEEVYGSKYDEILAHS
. . . * * .
AtOXR1 -—KESIFGDENKVSLDDVLVFCS-—---PYIASLY—--—-——-——————-
AtOXR5 QKREELFTNQRRKI - -DLKTFTNWEDS PEK-MMMDMMGNPNAPRKEER
At5g06260 -—--—--——-——- AM--KGTVLERFKEDRNMLKLVGMAGNSND--—-—-
ALOXR2 mmmmmm e
AtOXR4 ————m-—mm——- KT--MEPGLCRWS-—————=-———————————————

Matriz de porcentaje de identidad
AtOXR1 AtOXR5 At5g06260 AtOXR2 AtOXR4

1: AtOXR1 100.00 17.54 17.86 17.83 15.30
2: AtOXR5 17.54 100.00 22.41 16.78 16.99
3: At5g06260 17.86 22.41 100.00 22.02 23.48
4: AtOXR2 17.83 16.78 22.02 100.00 43.20
5: AtOXR4 15.30 16.99 23.48 43.20 100.00

Figura 7.1-7 | Alineamiento de proteinas de la familia OXR en Arabidopsis. Las secuencias fueron obtenidas
de la base de datos de TAIR. El alineamiento se realizé mediante el programa Clustal 12.1. En amarillo se
indican los residuos similares y en verde los residuos idénticos. Las posiciones ocupadas por aminoacidos
idénticos estan sefialadas con un asterisco, aquellas ocupadas por aminodacidos relacionados estan
identificadas con uno o dos puntos, de acuerdo al grado de conservacion. Se muestran los porcentajes de
identidad entre los miembros de la familia OXR de Arabidopsis en forma matricial.

Uno de los pasos que ejecuta la rutina de Clustal es la confeccion de arbol
filogenético bdsico que le permite derivar la relacién evolutiva existente entre las
secuencias (McWilliam y col., 2013). Una vez determinada esta relacion, el software
procede al alineamiento de secuencias, partiendo de la premisa de que conoce cual es el
miembro mas lejano de la familia y cudles son los mas similares. El arbol obtenido se
muestra en la figura 7.1-8.

AtOXR1
AtOXR5
At5306260

i AtOXR2
L AtOXR4

Figura 7.1-8 | Arbol filogenético para las proteinas con dominio TLDc en Arabidopsis. La relaciones
filogenéticas fueron calculadas y graficadas mediante Clustal 12.1 utilizando las secuencias que se muestran
en la figura 7.1-7.
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La primera conclusidn a la que se aborda luego de analizar el alineamiento multiple
de la familia OXR de Arabidopsis, es que el mayor porcentaje de similitud de secuencia se
encuentra en el dominio TLDc y, por lo tanto, este analisis tiene tanta informacion que
nubla aquella que se pretende rescatar. Como se anticipd previamente, AtOXR1 es la
proteina mas divergente de la familia debido al tamafio de su dominio TLDc. Con el fin de
recuperar mas informacién, se realizé un analisis sélo con el dominio TLDc de las proteinas
OXR de Arabidopsis, excluyendo el dominio divergente de la proteina AtOXR1 (Figura 7.1-
9).

La primera observacion para destacar es la presencia de dos triadas de
aminoacidos neutros, LLY perfectamente conservados (en verde, al comienzo del dominio)
y L(V)V(L)I/V muy conservados (amarillo, comienzo del dominio, figura 7.1-9). Luego, se
observa una secuencia de siete glicinas conservadas sobre 17 residuos conservados (verde
y negrita, figura 7.1-9). Se observa conservacion en el numero de aminoacidos
hidrofdbicos (7 sobre 17). Tan sélo 3 residuos polares se encuentran dentro de los

conservados: E, H y T (uno sin carga neta, uno con carga positiva, y otro con carga

negativa).
AtOXR5 ~  —mmmmmmmmmmm oo Bi¥Rs Y YABKGMNRLWSNVEGY-HAPILV
At5g06260  —-—-- RLLLKKEYAWHIGGALP-HHELVEWKELEYHS SVHGQSFNTFLGHT SNTGMSASVL
AtOXR2 -LTESSVFITANLFEFLHASLPNIVRGCKWILLYSTLKHGI SLRTLLRRSG-ELPGPCLL
AtOXR4 EISEPSLLLSEQSRRSLYTSLPALVOGRKWILLYSTWRHGT SLSTLYRKSL-LWPGLSLL
* k% . * % . . ..
AtOXR5 IISASCKVEHEATSSERKWNIBAILOQGFENR—DAFYBSSGNL-ES-ISPVFHAFSSSE
At5g06260  II-—-—--—-—-- KDTEGYMYBGYASQPWERY—-SDFY@DMKSFLEQ-LNPKAATYRPT
AtOXR2 VA-—————————— GDKQGAMFGALLECPLOPTPKRKYOGTSQTFLETTIYGEPRIFRPT
AtOXR4 VV-————mm— - GDRKGSMFGGLVEAPLIPTD-KKYQGTNSTFVETNKSGQPTIYRPTG
. *  *x . * . * . .k
AtOXR5 KEKNFAYSHLHPAGGVYDAHPKPVGIGFGETLGNERIFIDEDFAKITVRHHAVDKEYQSG
At5g06260  ANTNIQWC----- ATNFTSENIPNGIGFGEKINHFGLFISASFDQGQTF---ECTEFGSP
AtOXR2 ANRYYLMC----- MNEFLAF-—--—-—-— -GGNFALCLDEDLLKATSG---PSEEFGNE
AtOXR4 ANRFYTLC----~ SKEFLAL--—----~ GG-GGRFALYLDSELLSGSSA---YSEJYGNS
. . . * % . . . *

AtOXR5 SEFPNQGYLPVEALVLDI -

At5g06260  SELSKTSRI----- QPEVIHCNGIV-

AtOXR2 CHASSTEF----- ELKNVELWGFAH

AtOXR4 CEADSQDF----- DVKEVELWGEV-

* ek kK .
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Matriz de porcentaje de identidad generada
AtOXR5 At5g06260 AtOXR2 AtOXR4

1: AtOXR5 100.00 26.57 24.81 19.55
2: At5g06260 26.57 100.00 25.47 28.57
3: AtOXR2 24.81 25.47 100.00 57.14
4: AtOXR4 19.55 28.57 57.14 100.00

Figura 7.1-9 | Alineamiento del dominio TLDc de las proteinas de la familia OXR en Arabidopsis. Las
secuencias fueron obtenidas de la base de datos de TAIR. El alineamiento se realizd6 mediante el programa
Clustal 12.1. En amarillo se indican los residuos similares y en verde los residuos idénticos. Las posiciones
ocupadas por aminodcidos idénticos estan sefialadas con un asterisco, aquellas ocupadas por aminoacidos
relacionados estan identificadas con uno o dos puntos, de acuerdo al grado de conservacion. Se muestran
los porcentajes de identidad para los dominios TLDc entre los miembros de la familia OXR de Arabidopsis en
forma matricial.

7.1.2. Reconstruccion filogenética de genes homadlogos a AtOXR2 y AtOXR4 en
plantas.
Con el fin de intentar comprender la historia evolutiva de los genes AtOXR2 y
AtOXR4 en las especies vegetales, decidimos confeccionar un arbol filogenético para cada

gen en estudio y sus homdlogos en distintas especies vegetales.

De acuerdo con lo reportado por Volkert y col. (2000), la familia OXR sdlo se
encuentra en organismos eucariotas. Debido a la similitud que presentan las proteinas
OXR2 y OXR4 en plantas, decidimos realizar una Unica reconstruccidon filogenética
considerando ambos genes. Para la reconstruccion se utilizaron 165 secuencias curadas,
provenientes del clado Viridiplantae de la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Dichas secuencias se ajustaron mejor a un modelo JTT+G
(Jia y col., 2014; Jones y col.,, 1992; Yang, 1993, 1994). Para obtener este modelo se

empled el software MEGAG6 (http://www.megasoftware.net/) y este mismo software fue

utilizado para la reconstruccion filogenética (Hall, 2013; Tamura y col., 2013). La calidad
del arbol se evalué mediante bootstrap. Luego de aplicar sistematicamente cada uno de
estos pasos a los genes AtOXR4 y AtOXR2 se obtuvieron los resultados que se muestran en
la figura 7.1-10.

Al inspeccionar el arbol se puede observar que el mismo se encuentra enraizado en
el clado Clorofita, al cual pertenecen las algas verdes. Ademas, puede inferirse que

AtOXR2 y AtOXR4 se generaron en un evento de diversificacion ancestral que afecté al
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[,
clado de las Embriofitas o plantas terrestres. Mientras que las Gimnospermas parecen
haber recibido una sola copia de este ancestro, las angiospermas en su mayoria poseen
copias de OXR2 y OXR4 en su genoma. Ademas, en aquellas especies con genomas
poliploides, como por ejemplo Camelina sativa que es hexaploide (Kagale y col., 2014),
cada gen (OXR2 y OXR4) se encuentra triplicado. También puede observarse que los genes
OXR no tienen representantes dentro de los musgos (Briofitas), a excepcidn de las copias
que existen en Physcomitrella patens. Esto podria deberse quizds a la existencia de

genomas secuenciados parcialmente en la base de datos.

|
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Figura 7.1-10 | Representacion grafica de la reconstruccion filogenética realizada sobre el clado

Viridiplantae. En la representacidon se observa que el arbol se encuentra enraizado en el clado de las algas
verdes. Inmediatamente después, el arbol desarrolla aquellas secuencias pertenecientes a las Embriofitas.
Dentro de las Embriofitas se observa como el arbol se divide en AtOXR4 (en azul) y AtOXR2 (en rojo). Con
estos colores se puede identificar, con linea continua a aquellas secuencias pertenecientes al clado de las
Dicotileddneas, mientras que en linea de puntos a las Monocotiledéneas. Los valores de bootstrap

superiores al 70% se colocan préximos a cada nodo, aquellos valores mas pequefios no se reportan como se

realiza habitualmente en las publicaciones.
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Las secuencias utilizadas para la reconstruccién filogenética del clado Viridiplantae
fueron enviadas al servidor de MEME (Multiple Em for Motif Elicitation) (Bailey y Elkan,
1994). A fin de encontrar posibles regiones conservadas dentro del dominio que ayuden a
dilucidar la estructura del mismo, hasta ahora desconocida, se realizé una busqueda de los
dominios conservados. Inicialmente detectamos la presencia de tres regiones conservadas
dentro del dominio TLDc. Este hallazgo nos lleva a entender el dominio TLDc vegetal como
un dominio con tres motivos: un motivo cargado positivamente (que se encuentra C-
terminal), un dominio enriquecido en cisteinas y un dominio acido (que se encuentra N-
terminal). Sin embargo, si se amplia la busqueda a 6 motivos conservados aparece un
dominio en la regidon N-terminal de la proteina que no habia sido reportado previamente.
Ademads, aparece un dominio que se encuentra fuera del dominio TLDc, aunque muy cerca
hacia el extremo N-terminal. En la figura 7.1-11 se muestra la estructura de los dominios
detectados en las proteinas OXR2 y OXR4 del clado Viridiplantae por MEME y se comparan

dichos dominios entre las dos proteinas.

Existen en la base de datos algunas pocas secuencias proteicas en donde el
dominio N-terminal inicial se encuentra desplazado hacia el C-terminal. Incluso en estas
versiones, se mantiene el orden de los dominios. Por otro lado, en aquellas versiones del
gen en el que falta algun dominio, se sigue respetando el orden. Esta informacion podria
sugerir que el orden de los dominios estaria condicionando la estabilidad proteica.
Ademas, esto podria modificar la funcionalidad ya que es probable que el dominio N-
terminal cumpla un rol en las modificaciones postraduccionales. En este sentido hemos
recopilado informacién de distintos servidores donde existe posibilidad de miristoilacién.

Esto incrementaria la estabilidad proteica en caso de que deba anclarse a membrana.
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Figura 7.1-11 | Estructura de los dominios presentes en las proteinas OXR2 y OXR4 del clado Viridiplantae.
Mitad superior, dominios detectados en proteinas OXR2: los dominios 1, 2, 3 y 4 se encuentran dentro del
dominio TLDc, mientras que 5 y 6 se encuentran por fuera. Mitad inferior, dominios detectados en
proteinas OXR4: los dominios 1, 2, 3 y 5 conforman el dominio TLDc, mientras que 4 y 6 estan por fuera.
Identificacion de los dominios por color: amarillo: 5, verde oscuro: 6, celeste: 2, violeta: 4, rojo: 1, verde
claro: 3.

7.1.3. Analisis estructural del dominio TLDc.

En el aio 2012 se reportd por primera vez la estructura del dominio TLDc (Blaise y

col., 2012). La estructura del dominio se obtuvo mediante cristalizacion de una proteina



homadloga a la proteina NCOA7 de humanos, perteneciente a Danio rerio (Dr, zebrafish).
Los autores la llamaron OXR2, y su numero de identificacion en Genbank es JQ649325. La
estructura del cristal se encuentra depositada en la base de datos de PDB (del inglés,
Protein Data Bank) asociada al cddigo 4ACJ (Blaise y col., 2012). Asi, la estructura del
dominio TLDc es globular. El dominio TLDc perteneciente al homdlogo de la familia
presente en zebrafish esta compuesto de una estructura tipo f-sandwich formada por dos
[dminas beta antiparalelas rodeadas por 4 a-hélices, dos hélices bien definidas y dos
hélices pequefias. Cada lamina B estd compuesta por seis y cuatro hebras. La primera
[dmina esta formada por las hebras S1, S10, S2, S3, S4, y S5, mientras que la S10 esta
ubicada entre S1 y S2. Las hebras S6 a S9 forman la segunda lamina. Las dos laminas se
organizan como un dominio B-sandwich “pseudo” ortogonal e interactian entre ellas

solamente mediante interacciones hidrofébicas (Blaise y col., 2012).

Para detectar la identidad a nivel de secuencia y explorar la posibilidad de realizar
un modelado estructural, se realizd una nueva busqueda empleando como motor de

busqueda CBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cblast/cblast.cgi). Este motor

de busqueda es un BLAST que utiliza la base de datos MMDB (Molecular Modelling Data
Base) del NCBI, la cual esta basada en las estructuras curadas de la base de datos PDB. En
la tabla 7.1-1 se resumen los resultados de estructura para las proteinas de la familia OXR

de Arabidopsis.

Busqueda en CBLAST
Identidad (%) | Similitud (%) | Valor E| Estructura identificada
AtOXR2 38 53 1e% 4AAC)_A
AtOXR4 38 53 ge? 4AAC)_A
AtOXR5 22 40 0,5 4AC)_A
At5g06260 31 46 2e-'° 4AAC)_A
AtOXR1 36 47 2,6 1FAQ_A

Tabla 7.1-1 | Célculo del valor E y estructuras identificadas apropiadas para el modelado de proteinas
pertenecientes a la familia OXR de Arabidopsis. Las estructuras se obtuvieron mediante el algoritmo
CBLAST del NCBI.

| g
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A partir de los datos mostrados en la tabla 7.1-1 podemos inferir que la estructura
resuelta (4ACJ) podra servir como plantilla sélo para las proteinas AtOXR2, AtOXR4 vy
At5g06260; y dificilmente los resultados sean aplicables a AtOXR5 y AtOXR1. Si bien
AtOXR5 posee un buen porcentaje de identidad y de similitud, el valor E resulta ser poco
apropiado. Esto es consecuencia de los “gaps” o espacios que debe introducir el algoritmo
para alinear adecuadamente ambas secuencias. En la Figura 7.1-12 se muestra un
alineamiento multiple realizado con ClustalO y sobre los datos la estructura secundaria
gue adoptarian segun el modelo propuesto. A fin de facilitar la visualizacion entre las
proteinas AtOXR2, AtOXR4 y DrOXR2, la secuencia de At5g06260 se observa por encima
de las otras. Debido a que At5g06260 presenta una extensién en lo que podria llegar a ser
la lamina B numero 7, se genera la apertura de un “gap” en las otras 3 secuencias que no

lo poseen. Este tipo de aperturas es lo que generd que AtOXR5 tenga un valor “p” muy

bajo durante los alineamientos de CBLAST.

Algo caracteristico de la estructura del dominio TLDc de DrOXR2 es que la ultima
ldamina B presenta una orientaciéon que cambia hacia el final de la proteina. Es decir, la
hebra 10 presenta un quiebre entre los residuos VQ (Figura 7.1-12) que hace que la hebra
se reoriente hacia el final de |la proteina. El residuo aminoacidico Q es uno de aquellos que
presenta conservacion en la estructura, siendo un residuo cargado positivamente para el

caso de AtOXR2 y AtOXR4, y negativamente en el caso de At5g06260.

En la figura 7.1-12 también se observa que no existe un patron espacial de
conservacion en los residuos conservados. Mientras algunos residuos se encuentran sobre
estructuras secundarias como hélices o, otros sobre laminas B, y otros sobre bucles o
loops. Se puede ver que las laminas 6 y 9 son las mas divergentes de la estructura.
Probablemente, estas sean las que le confieren la especificidad de sustrato a cada

proteina. Entre estas laminas se encuentran la 7 y la 8, ambas totalmente hidrofdbicas.
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Figura 7.1-12 | Informacién estructural del dominio TLDc. a- Topologia de estructura secundaria obtenida
mediante el servidor Pro-Origami (Stivala y col., 2011), utilizando la secuencia cristalizada 4AC). b y c-
Estructuras del dominio TLDc orientadas para facilitar la visualizacion de las hélices alfa (a1, a2, a3, y a4);
a2 y a3 son pequefias, y no todos los algoritmos de visualizacién de estructuras las reconocen como tales. d,
e, f y g- Imagenes de la estructura del dominio TLDc visualizadas desde distintos dngulos. h- Estructura
primarias de las proteinas AtOXR2, AtOXR4, At5g06260 y DrOXR2 (Danio rerio OXR2), con las estructuras
secundarias destacadas en la parte superior de la secuencia DrOXR2. El alineamiento se realizd con
Clustal12.1, y las estructuras secundarias fueron adaptadas de Blaise y col.,, (2012). Rectangulos
redondeados: Hélices o; Flechas marrones: Laminas B.
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Muchas de las observaciones realizadas hasta el momento radican Unicamente en
un alineamiento de secuencias. Para profundizar la discusidn se enviaron las secuencias de
las proteinas AtOXR2, AtOXR4 a modelar mediante “threading” (o modelado estructural)

al servidor de I-TASSER (Yang y col., 2015; http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). A

modo de resumen, en la figura 7.1-13 se compilan los datos relevantes obtenidos luego

del procesamiento a través de este servidor.

Si bien a nivel de los residuos era previsible, luego del modelado hay evidencia
estructural de que el dominio TLDc es principalmente hidrofébico (Figura 7.1-13 b y g,
residuos resaltados en violeta y rosado). Debido a esto, es esperable que el dominio esté
involucrado en el procesamiento de moléculas hidrofébicas o bien que interaccione con
proteinas que contengan dominios hidrofébicos. La estructura globular de AtOXR2
probablemente dificulte el acceso de otras proteinas (Figura 7.1-13 c-e), mientras que la
estructura tipo cilindro de AtOXR4 le permitiria de interactuar con otro tipo de proteinas
(Figura 7.1-13 h-j). Es interesante mencionar que entre las dos Ultimas laminas B del
dominio TLDc, tanto de AtOXR2 como de AtOXR4, debe existir una regién de 4
aminoacidos expuestos al solvente, que antecede inmediatamente la ultima [dmina B.

Dada la particularidad, esto podria suponerse como un requisito estructural.

|
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Figura 7.1-13 | Informacidn estructural de las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 modeladas con el servidor I-
TASSER. a- Valores del factor B que le corresponden a cada residuo de la proteina AtOXR2. Los valores
negativos indican estructuras estables segln el algoritmo utilizado por el servidor. b- Secuencia de la
proteina AtOXR2, resaltado se muestra el dominio TLDc. El servidor I-TASSER asigna un coeficiente del 0 al 9,
donde cero implica que el residuo se encuentra inaccesible al solvente, mientras que 9 implica un residuo
expuesto. En rojo se resaltan aquellos residuos cuyo coeficiente luego del modelado es 0, en rosado,
aquellos que se encuentran entre 1y 4, mientras que en amarillo aquellos residuos cuyo resultado arrojé un
valor > 5. Sobre las secuencias se muestran las estructuras secundarias adoptadas por el modelo. ¢, d y e-
Distintas vistas del mejor modelo de AtOXR2. f- Valores del factor B correspondientes a cada residuo de la
proteina AtOXR4. g- Secuencia de la proteina AtOXR4 con el dominio TLDc resaltado con distintos colores, en
funcién de la accesibilidad al solvente. Sobre la secuencia se resaltan las estructuras secundarias que puede
adoptar la regién. h, iy j- Vistas del mejor modelo de AtOXR4.

Para darles una magnitud ordinal a los modelos propuestos, el servidor I-TASSER

utiliza un valor denominado “C-score” comprendido entre -5y 2 (siendo el 2 un indicador



de un buen modelo). Este valor “C” permite confeccionar una lista con los mejores
modelos obtenidos. Para el caso de AtOXR2 el mejor modelo obtuvo un valor de -2,85
(Figura 7.1-13 ¢, d y e); mientras que para el caso de AtOXR4 este valor es de 0,04 (Figura
7.1-13 h, iy j). Con estos modelos se pueden buscar estructuras similares en la base de
datos del PDB. El hecho de haber obtenido un mejor modelo para AtOXR4 también
permite suponer que la busqueda estructural arrojard mejores resultados. En este caso la
estructura que mas se parece al modelo obtenido para AtOXR4 es la de una Serralisina de
Pseudomonas spp., cuyo cddigo de ingreso al PDB es 1G9K (Aghajari y col., 2003). Las
Serralisinas son metaloendoproteasas, en su mayoria extracelulares, que utilizan metales
y agua para catalizar la protedlisis (Buckley y Jessen, 2015). Reforzando esta hipétesis,
1G9K no es la unica serralisina que aparecié en el listado de proteinas estructuralmente
similares al modelo de AtOXR4. Ademas, aparecieron 1KAP (Baumann y col., 1993), 1ISMP
(Baumann y col., 1995), 1K7I (Hege y Baumann, 2001), 3HBV (Oberholzer y col., 2009) y
1SAT (Baumann, 1994). Todas estas proteinas presentan estructuras de serralisinas. Por
otro lado, si bien el modelo indica que AtOXR4 tiene una estructura similar a la serralisina,
la proteina de Arabidopsis no presenta los residuos de histidina que median la interaccién
con Zn*, ni los residuos de aspartato, asparagina y valina que median la interaccién con
Ca®* (Aghajari y col., 2003). Esto implica que AtOXR4 no tendria actividad serralisina, sin
embargo, se puede inferir que AtOXR4 podria interaccionar con proteinas que son

sustratos de las serralisinas, o bien con sus productos enzimaticos.

Para el modelo de AtOXR2, la estructura mas parecida que aparece en el PDB
forma parte de un complejo que se encuentra cargado con el cédigo 4V7F (Leidig y col.,
2014). Este complejo se corresponde con una pre-particula ribosomal. Sin embargo,
debido a los bajos valores que se observan en los indicadores de I-TASSER, (TM-score’ y

RMSDZ), es dificil sostener esta apreciacion.

! Template Modeling score, permite cuantificar la calidad de las plantillas de estructura proteica predicha
(Zhang y Skolnick, 2004).

?> Root Mean Square Desviation, es un valor que permite calcular la distancia entre dos dtomos que se
corresponden entre si en dos proteinas distintas.
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7.1.4. Caracterizacion de las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 mediante la utilizacion de

sistemas heterdlogos.

7.1.4.1. Sistemas procariotas: Bacterias.

La respiracion de organismos aerobios produce ROS como subproductos. El
oxigeno activado, inestable y reactivo, es capaz de modificar lipidos, proteinas y ADN (ver
Introduccién 4.1y 4.2), pudiendo generar dafios irreversibles y heredables a nivel celular.
Foster y col. (1987) publicaron el desarrollo de un sistema de deteccion que, a través de
variaciones fenotipicas en una cepa de bacterias genéticamente modificada, era capaz de
identificar aquellas mutaciones en el ADN bacteriano que producian la transversion CG -

AT.

Al poco tiempo, Cupples y Miller (1989) desarrollaron un sistema similar para
detectar distintas reversiones en el cddigo genético. Los autores utilizaron la actividad de
la enzima B-galactosidasa, codificada por el gen LacZ de E. coli para detectar los mutantes
(Cupples y Miller, 1989). Dado que esta enzima es la encargada de catalizar la reaccion
que hidroliza los B-galactésidos en monosacdridos, aquellas células que producen esta
enzima en forma activa, son capaces de utilizar lactosa como fuente de carbono. El Glu-
461 es un aminoacido esencial para la actividad de la enzima. De esta manera, los autores
generaron seis cepas con mutaciones puntuales en el codén del acido glutamico, todas

Lac . Cada cepa puede revertir su fenotipo Lac sélo si se da la reversién requerida (Tabla

7.1-2). Este sistema presentaba una ventaja respecto al desarrollado con la B-lactamasa.
Dado que las bacterias se siembran en un medio sin antibidtico, la seleccion es menos
agresiva y como consecuencia el método es mas sensible. Esta sensibilidad le confiere al
sistema la capacidad de detectar tasas de sustitucion de bases extremadamente lentas. En

la tabla 7.1-2 se muestran las transversiones posibles en este sistema.

|
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B-galactosidasa
Residuo 459 460 461 462 463
Secuencia GGG AAT- GAG -TCA GGC
CC101 AT > C.G TAG AMBER
N2 N2
G Glu
CC102 G.C > A.T GGG Gly
N N2
A Glu
CC103 G.C > C.G CAG Gln
N2 N2
G Glu
CC104 G.C > T.A CAG Ala
N2 N2
G Glu
CC105 AT > T.A GTG Val
N N2
A Glu
CC106 AT > G.C AAG Lys
N2 N2
G Glu

Tabla 7.1-2 | Secuencia nucleotidica del gen de la B-galactosidasa y los diferentes codones que codifican el
residuo Glu-461 en las diferentes cepas. Cada cepa posee un episoma distinto, que las convierte en una
herramienta de deteccidon de mutaciones puntuales especificas. En todos los casos, la cepa portadora de los
distintos plasmidos es derivada de la cepa P90C [araA(lac proB)y,] con mutaciones en los genes mutY y
mutT, portando un episoma F lacl Z proB’. (Cupples y Miller, 1989).

Utilizando sistemas de esta naturaleza, Cheng y col. (1992), lograron identificar la
lesidn mas comun bajo estrés oxidativo; la transversion GC — TA. Para ese entonces ya se
conocian las funciones especificas de los genes bacterianos MUTY y MUTM (Michaels y
col., 1991). Mutaciones en ambos genes llevaban a una tasa acelerada de transversiones
GC—TA, sin embargo, cada gen tiene un rol distinto. MUTY codifica una glucosilasa que se
encarga de remover las adeninas mal aparejadas de los pares GA. Por su parte, MUTM es
una ADN-formamidopirimidina glicosilasa (en inglés, Fapy-DNA glycosilase), que se
encarga de remover las guaninas oxidadas; mejor conocidas como 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
deoxiguanina (Michaels y col., 1991). Posteriormente, esta enzima se denomind FPG

(Fapy-DNA glicosilasa) por su actividad enzimatica (David y col., 2007). Como se menciond
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en el capitulo introductorio de esta tesis, MutM/Fpg pertenecen a una gran familia de
enzimas reparadoras, con capacidad de remover las bases oxidadas del ADN. Ademas,
este grupo también incluye los miembros de la familia MutY, los cuales pueden eliminar
los residuos de adenina (A) que son incorporados en la hebra complementaria que sufrié
oxidacion de guanina, durante la replicacion. Una tercera clase de enzimas
antimutagénicas son las proteinas pertenecientes a la familia MutT, la cual reacciona con
los nucledtidos trifosfato oxidados impidiendo su incorporacion al ADN durante la

replicacion (Durand y col., 2007).

7.1.4.1.1. Cuantificacion de la capacidad antimutagénica de AtOXR2 y AtOXR4 en

bacterias mutantes.

Volkert y col. (2000) aislaron y caracterizaron el primer gen perteneciente a la
familia OXR utilizando un modelo experimental basado en una mutante de E. coli que
presenta capacidad reducida para reparar el dafio oxidativo al ADN. En este trabajo de
tesis, hemos utilizado esta misma cepa (pMV4709 fpg mutY lacZ; Volkert y col., 2000;
Volkert y col., 2008), gentilmente cedida por el Dr. Michael Volkert. Esta cepa sensible al
estrés oxidativo, es capaz de mutar espontaneamente y en dicho proceso revertir de LacZ
a LacZ'. Esta reversién le permite metabolizar lactosa. Por lo tanto, si células de E. coli
pMV4709 se siembran en placas que contienen lactosa como fuente de carbono, sélo
creceran aquellas células que hayan mutado. Es decir, aquellas mutantes que hayan
adquirido la capacidad para utilizar este azucar. De esta manera, creciendo las cepas
transformadas con el vector pTrc99A vacio (Volkert y col., 2000; Volkert y col., 2008), o
con el gen de interés en medios con lactosa y glucosa, se puede calcular la relacion entre
las UFC crecidas en lactosa respecto de las crecidas en glucosa. Este valor puede
entenderse como un nimero empirico que mide la tasa a la que mutan ambas cepas (la
cepa que fue transformada con el vector vacio, y aquella que fue transformada con el gen

de interés) y compararlas.

En este trabajo de tesis se trasformd la cepa pMV4709 fpg mutY lacZ, con el

plasmido pTrc99A vacio o conteniendo la secuencia codificante de AtOXR2 o de AtOXR4
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i

(Materiales y Métodos 6.2.7). Las bacterias mutantes transformadas fueron crecidas en

medio conteniendo lactosa o glucosa y se contaron las UFC (Figura 7.1-14 a y b).

B UFC crecidas en lactosa / UFC crecidas en glucosa

a b
02 035
0,35
03
0,25
02 x*%
0,15
0,1

0,05

0

AtOXR2  pTrc99A " AtOXR4  pTrc99A

Figura 7.1-14 | Capacidad antimutagénica de los genes AtOXR2 y AtOXR4. a- Resultados obtenidos luego de
transformar células pMV4709 con la construccién que permite la expresién de AtOXR2 o con el vector
pTrc99A vacio. b- Resultados obtenidos luego de transformar células pMV4709 con la construccidon que
permite la expresion AtOXR4 o con el vector pTrc99A vacio (** = p <0,01).

Las cepas transformadas con AtOXR2 (Figura 7.1-14 a) o con AtOXR4 (Figura 7.1-14
b) tienen una tasa de mutacion mucho menor que la cepa transformada con el vector
vacio. Esto sugiere que la similitud en la secuencia, y posiblemente estructural con
HsOXR1, también se extiende a la funcionalidad de las proteinas de Arabidopsis. Aquellas
células capaces de sobreexpresar el gen AtOXR2 o el gen AtOXR4, sufren mutaciones
espontdneas a una tasa menor (aproximadamente a la mitad) de lo que ocurre con
aquellas células transformadas con el vector vacio. Una interpretacion alternativa, sugiere
que de cada 100 células pMV4709, 35 sufren mutaciones espontaneas si estan
transformadas con el vector pTrc99A vacio; mientras que 16 células sufren mutaciones
espontaneas cuando el vector pTrc99A contiene el gen AtOXR2. Para el caso de AtOXR4,
aproximadamente 17 de cada 100 células mutan cuando tienen el gen de interés dentro
del vector, mientras que el control arrojo valores de 31 células cada 100. Esto significa,
que a pesar de que ambos genes son capaces de conferir proteccién contra las
mutaciones espontaneas inducidas por estrés oxidativo, la sobreexpresion de AtOXR2

genera un mayor efecto protector que AtOXR4 (16/35 < 17/31).

r
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7.1.4.2. Sistemas eucariotas: Levaduras.

7.1.4.2.1. Ensayo de complementacion en levaduras mutantes.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la sobreexpresion de AtOXR2 y de AtOXR4
en un sistema eucariota, se optd por estudiar el efecto de la alteracién en los niveles de
estos genes en levaduras. Se llevd a cabo un ensayo de complementacion y estrés
oxidativo en levaduras mutantes en el Unico gen OXR de Saccharomyces cerevisiae
(ScOXR) (Euroscarf YPL196w (OXR1)), cuyo genotipo es el siguiente: BY4742; MATaq;
ura3A0; leu2A0; his3A1; lys2A0; YPL196w::kanMX4. La complementaciéon se realizd
utilizando el vector de expresién en levaduras pMV4614 (Volkert y col. ,2004; Figura 7.1-
15 a).

Volkert y colaboradores (2004) sugieren que la transcripcion del gen ScOXR se
activa sdélo en situaciones de estrés. Coincidente con lo reportado por este grupo, no
existen diferencias en el crecimiento de las levaduras mutantes cuando estas son crecidas
en condiciones control (Figura 7.1-15 a). Para demostrar una diferencia en el crecimiento
se deberia someter a las células mutantes a una situacién en la cual sea necesaria la
activacion de su sistema de reparacion celular. Una forma de poner a prueba la maquinara
de tolerancia a estrés oxidativo, es exponer la célula a la accién del perdxido de hidrégeno
(H-0,). El ensayo consiste en someter diluciones seriadas de un caldo concentrado de
levaduras salvajes (BY4742), levaduras mutantes Y11096 transformadas con el vector
vacdio y de levaduras mutantes Y11096 transformadas con el plasmido pMV4614
conteniendo la secuencia codificante de los genes de interés (Materiales y Métodos
6.2.48) a concentraciones crecientes de H,0,. Para cuantificar el fenotipo de las levaduras,
las diluciones seriadas se sembraron en placas (Figura 7.1-15 b) y se midié la turbidez en

medio liquido (Figura 7.1-15 c).

Cuando las levaduras salvajes y las levaduras mutantes en ScOXR1 son tratadas con
100 y 150 mM de H,0, la diferencia en el crecimiento entre las levaduras mutantes y las
salvajes se vuelven notorias. La mutante Y11096 transformada con el vector pMV4614

vacio es mas sensible que el genotipo BY4742 transformado con el mismo plasmido
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cuando se aplica 100 mM y 150 mM de H,0, (Figura 7.1-15 b y c). Cuando la misma
mutante se transforma con el vector conteniendo la secuencia codificante de AtOXR2
fusionado a la presecuencia de localizacion mitocondrial de la Superdxido Dismutasa
mitocondrial (SOD2), se produce la complementacion y se restaura el fenotipo de la cepa
salvaje BY4742 (Figura 7.1-15 b y c). Resultados similares fueron obtenidos cuando la
complementacion se realizd con el plasmido conteniendo la secuencia codificante de

AtOXR4 (Figura 7.1-15 c).
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Figura 7.1-15 | Resultados de ensayo de complementacién en levaduras. a- Placa con estrias crecidas en
condiciones control, donde se muestra que no existe diferencia en el crecimiento, tanto de las levaduras
salvajes (BY4742), como asi también de las levaduras mutantes (Y11096) y de las levaduras mutantes
transformadas con el vector vacio (pMV4614). b- Placas obtenidas luego de tratar 100uL de cultivo de
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levaduras con distintas concentraciones de perdxido de hidrégeno durante una hora, y sembrar 10uL. Arriba
se muestra el logy, del factor de dilucidn, y los rétulos verticales corresponden a la concentracién de H,0, a
la cual se sometid el cultivo. En el centro de la figura; arriba, una comparacién entre las condiciones de 100 y
150mM de H,0, entre la cepa salvaje y la cepa mutante transformada con el vector vacio. Abajo,
comparacién de las mismas condiciones sélo que esta vez entre la cepa salvaje y la cepa mutante
transformada con AtOXR2 conteniendo un presecuencia de localizacion mitocondrial (MTS). c- Si se toman
50uL provenientes del cultivo utilizado para armar las placas descriptas en b, y se repican en 4,95mL de
medio fresco, entonces luego de incubar este caldo y medir la densidad dptica, se obtienen los resultados
gque se muestran en las graficas. La imagen muestra la diferencia en crecimientos luego de haber
transcurrido 20 horas. Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos independientes.

7.1.5. Conclusiones.

Se identificaron por primera vez todos los miembros de la familia OXR de
Arabidopsis. Esta familia estd compuesta por 5 miembros (AtOXR1, AtOXR2, AtOXR4,
AtOXR5 y At5g06260). El miembro mas divergente de la familia es At1g32520, gen que
nosotros hemos denominado como AtOXR1 dado que esta codificado en el cromosoma 1.
AtOXR1 contiene un dominio TLDc truncado que se encuentra en el centro de la proteina y
es la proteina mas pequena de la familia. Dos miembros se encuentran en el cromosoma
5, AtOXR5 (At5g39590) que codifica la proteina de mayor tamafo de la familia y
At5g06260, que codifica una proteina que posee un dominio de unidén a Ca®*. AtOXR2 v
AtOXR4 son los miembros con mayor similitud de secuencia entre si, tal es asi que
filogenéticamente puede inferirse que tienen un ancestro comun. Estas proteinas estan
representadas en el clado Viridiplantae, y en las especies poliploides se respeta el nimero
de copias. Cuando se buscan dominios en las proteinas de AtOXR2 y AtOXR4 del clado
Viridiplantae se identifican una serie de dominios C-terminal dentro del dominio TLDc, asi
como también en el comienzo de la proteina. Para el caso de AtOXR2, este motivo N-
terminal marca no sélo el comienzo de la proteina, sino también lo que probablemente
sea la hélice o mas grande de la misma. Cuando se buscan motivos conservados en la
proteina AtOXR4 también se encuentra un dominio N-terminal, pero, a diferencia de lo

qgue ocurre con AtOXR2, es probable que este motivo contenga una pequefia |lamina B.

Si se modelan las proteinas OXR2 y OXR4 de Arabidopsis tomando como referencia

el dominio TLDc de Zebrafish, los modelos dejan el dominio TLDc poco accesible al agua.
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Esto se debe a la hidrofobicidad de los residuos que constituyen el dominio. Ademas, si
estos modelos se utilizan para buscar proteinas estructuralmente similares, se obtiene un
resultado aceptable sélo para el caso de AtOXR4. En este caso, se puede corroborar que el
modelo de AtOXR4 tiene una similitud estructural elevada con las enzimas serralisinas. Sin

embargo, no posee los residuos que le conferirian la actividad catalitica.

Finalmente, cuando se complementan bacterias mutantes sensibles al estrés
oxidativo, con la secuencia codificante de AtOXR2 y AtOXR4 se revierte el fenotipo de
sensibilidad. Este resultado sugiere que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 tendrian una rol
en la reparacion del ADN o en su proteccion contra el dafio oxidativo, como se ha sugerido
previamente (Durand y col., 2007; Elliott y Volkert, 2004; Jaramillo-Gutierrez y col., 2010;
Murphy y Volkert, 2012; Oliver y col., 2011; Shkolnik y col., 2008; Volkert y col., 2000;
Volkert y col., 2008). La funcién de las proteinas OXR de Arabidopsis durante el estrés
oxidativo se ve reforzada con los resultados obtenidos en el sistema eucariota. Las
levaduras mutantes en ScOXR1 son menos sensibles al tratamiento con H,0;, cuando se
complementan con los genes AtOXR2 y AtOXR4 de Arabidopsis. Los resultados obtenidos
en bacterias y levaduras sugieren que AtOXR2 y AtOXR4 podrian participar en la respuesta

al estrés oxidativo en plantas.
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7.2. CAPITULO Il

“Estudio y caracterizacion de los genes que codifican para
proteinas AtOXR en Arabidopsis”



CAPITULO Il

7.2.1. Localizacion subcelular de las proteinas AtOXR en Arabidopsis.

La localizacién de proteinas con dominios TLDc no ha sido reportada en plantas. El
empleo de predictores informaticos para los distintos miembros de la familia de proteinas
AtOXR sugiere una localizacidon mitocondrial, citosdlica o cloroplastidica. Sin embargo, en
muchos casos el indicador de la prediccion RC (de sus siglas en inglés Reliability Class) no
resulta confiable ya que arroja un valor mayor a 1 (Tabla 7.2-1). Dado que el estudio de la
funcion de cualquier proteina requiere establecer apropiadamente su localizacion
subcelular, nos propusimos determinar la localizacion de cada uno los miembros de la

familia AtOXR mediante ensayos de microscopia laser confocal.

Predictor
Plant-mPLoc TargetP 1.1 SloX
Proteina  AGI _gen Loalizacion Score| Loalizacion Score| Loalizacion Score
AtOXR1 | At1g32520 Citosol NA Cloroplasto RC5 | Cloroplasto RC1

AtOXR2 | At2g05590 Nducleo NA Cloroplasto RC2 Citosol RC1
AtOXR4 | At4g39870 Nducleo NA |sin prediccién RC4 Citosol RC2
AtOXR5 [ At5g39590 Nducleo NA |sin prediccion RC5 | Membrana RC1

Tabla 7.2-1 | Prediccidn de la localizacion de proteinas de la familia AtOXR. Se indican los predictores
empleados y los niveles de confiabilidad (RC) para la prediccion. Para cualquiera de los predictores utilizados
un valor de RC mayor a 1 se considera una mala prediccion. Plant-mPLoc (Chou y Shen, 2010); TargetP 1.1
(Emanuelsson y col., 2000); SloX (Ryngajllo y col., 2011). NA; No se informa el valor de confiabilidad por ser
alto.

Considerando la localizacién mitocondrial de proteinas con dominios TLDc
previamente reportada en mamiferos y levaduras (Durand y col., 2007; Elliott y Volkert,
2004), los estudios en Arabidopsis se realizaron empleando una linea de plantas
previamente transformadas con una construccion que dirige la expresidn de la proteina
fluorescente verde (GFP, de sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein) como marcador
de localizaciéon mitocondrial (plantas conocidas con el nombre de mt-gk, Nelson vy col.,
2007; Steinebrunner y col., 2014). Las plantas mt-gk fueron transformadas con diferentes
construcciones que permiten expresar las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 fusionadas a la

proteina fluorescente roja (RFP, de sus siglas en inglés Red Fluorescent Protein) bajo el
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control del promotor constitutivo fuerte del virus del mosaico de la coliflor (355CamV)
(Materiales y Métodos 6.1.3). Las raices provenientes de cuatro lineas independientes de
plantas transformadas crecidas durante 7 dias, fueron analizadas en el microscopio

confocal para la realizacion de las medidas de localizacién (Materiales y Métodos 6.2.46).

En la figura 7.2-1 se muestran imagenes representativas de los campos observados
en al menos 10 células de cada una de las lineas transgénicas evaluadas. En la columna de
la izquierda (mt-GFP) se muestra la expresion de la proteina reportera GFP presente en las
mitocondrias de células de raiz de plantulas de Arabidopsis de 7 dias cuando el tejido es
irradiado con luz de una longitud de onda de 488 nm. En la columna central se observa la
expresion de las proteinas de fusion AtOXR2-RFP y AtOXR4-RFP, cuando el tejido es
irradiado con luz de una longitud de onda de 561 nm. En la columna de la derecha se
muestra una superposicion de ambas imagenes (Materiales y Métodos 6.2.46). Como
puede observarse, la sefial de RFP colocaliza con la sefial de GFP en todos los casos
evaluados. Este resultado sugiere que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 se localizan en la
mitocondria de células de raiz de Arabidopsis. Para evaluar el grado de colocalizacién se
calcularon las frecuencias de localizacidn superpuesta para cada una de las emisiones,
mediante distintos métodos basados en la intensidad de los pixeles en los dos canales de

deteccion (Dunny col., 2011).
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mt-GFP AtOXR2-RFP]

;.:4{ T e

mt—-GFP AtOXR4-RFP Superposicidn

Figura 7.2-1 | Las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 se localizan en la mitocondria de células de raiz de
Arabidopsis. Raices de plantas de 7 dias que sobreexpresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y AtOXR-mRFP
fueron visualizadas mediante microscopia confocal. Se muestran campos representativos. La imagen de
colocalizacidn representa la superposicion de los canales de deteccidn de la fluorescencia emitida por GFP y
RFP y la luz blanca transmitida. La sefal amarilla indica colocalizacion de igual intensidad entre las sefiales
verde (GFP) y roja (mRFP). Escala =5 um.

En la figura 7.2-2 se muestra el resultado obtenido al graficar los valores de
frecuencia para la emisiéon de GFP en funcidn de los valores de frecuencia para la emision
de RFP, para cada proteina en estudio. Se observa un alto grado de colocalizaciéon para las
proteinas AtOXR2 y AtOXR4, dado que los coeficientes de correlacion de Pearson (CP)
obtenidos son mayores a 0,7 considerando un coeficiente igual a 1 a una colocalizacion

perfecta.

Es importante aclarar que el célculo del CP requiere que las intensidades de los dos
canales sean similares. Dado que la expresién de RFP es muy baja respecto del valor de
corte del canal de GFP se decidié calcular los coeficientes de correlaciéon de Mendelson
(MC) que no consideran la proporcion de las intensidades sino la co-ocurrencia de la sefial
de un mismo pixel en dos canales diferentes. Los coeficientes obtenidos (MCgrp = 0.959 y

MCgep = 0.171) indican que mas del 90% de la sefial de GFP colocaliza con la sefial de RFP.
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AtOXR2 AtOXR4

‘canal GFP
canal GFP

canal RFP canal RFP

CP=0.8834 CP=0.8739

Figura 7.2-2 | Significancia de la colocalizacién. Las imagenes presentadas en la figura 7.1-1 fueron
analizadas con el programa libre Fiji para calcular la significancia de la colocalizacién mediante un grafico de
dispersion a través de la herramienta Coloc2. Se grafican las intensidades detectadas para GFP (eje y) en
funcion de las intensidades detectadas para RFP (eje x). Los valores de corte para las intensidades fueron
ajustados automaticamente por el programa de analisis. Se asume colocalizacion cuando los pixeles
provenientes de ambos canales se agrupan a lo largo de una linea recta con un coeficiente de Pearson (CP)
mayor a 0,5.

Los resultados obtenidos sugieren que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 se localizan
en la mitocondria de plantas de Arabidopsis, en coincidencia con la localizacién reportada
para los homodlogos de levaduras y humanos (Elliott y Volkert, 2004). Las proteinas con
dominios TLDc cumplirian una funcidn durante el estrés oxidativo en estos organismos
(Durand y col., 2007; Elliott y Volkert, 2004; Murphy y Volkert, 2012; Volkert y col., 2000).
La expresion mitocondrial de estos miembros de la familia AtOXR en Arabidopsis
contribuye con la idea de que estas proteinas participan en la regulacién de la respuesta a
estrés en plantas. La importancia tanto de la actividad mitocondrial como de la regulacién
del estado redox de esta organela durante situaciones de estrés bidtico y abidtico ha sido
ampliamente demostrada (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2013; Li y col., 2013; Shigeoka vy
Maruta, 2014; Zsigmond y col., 2008)

Es necesario profundizar los estudios de localizacion con el objetivo de determinar
la localizacion en los distintos compartimentos mitocondriales. Como se menciond
previamente, el analisis bioinformatico no permite predecir una localizacidon dentro de la
mitocondria. En general, la importaciéon de proteinas a la mitocondria es un proceso

complejo que comienza con la sintesis en el citosol, el reconocimiento por parte de
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receptores en la superficie de la membrana y posterior traslocacion a través de una o de
las dos membranas mitocondriales (Dudek y col.,, 2013; Murcha y col., 2014).
Aproximadamente el 70% de las proteinas mitocondriales de codificacion nuclear son
sintetizadas con una presecuencia en el extremo N-terminal que se caracteriza por la
presencia de aminoacidos cargados positivamente, Arg y Leu mayoritariamente, cuya
estructura secundaria de a-hélice es importante (Huang y col., 2009). Estas proteinas son
ancladas en la membrana interna mitocondrial o traslocadas hacia la matriz. La mayoria
de las presecuencias son clivadas en la matriz por la accidon de peptidasas (Teixeira y
Glaser, 2013). Si bien no hemos podido obtener anticuerpos que nos permitan evaluar los
pesos moleculares aparentes de las proteinas con dominios TLDc en Arabidopsis, en el
analisis de las secuencias de las proteinas AtOXR en estudio no se detectaron
presecuencias con dichas caracteristicas. Sin embargo, no podemos descartar esta
posibilidad para las proteinas en estudio ya que se han identificado proteinas de la matriz
mitocondrial, como la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), que es importada sin la
presencia de ninguna presecuencia (Huang y col., 2009). Ademas, las proteinas que no se
sintetizan con precursores clivables pueden insertarse en la membrana externa si su
estructura secundaria es f-barrel (Dudek y col., 2013). Finalmente, las proteinas ricas en
cisteinas cuyo destino es el espacio intermembrana son importadas a través del sistema
de oxido-reduccién Mia40/Erv1 (Hell, 2008; Onda, 2013). Considerando que la prediccidn
de estructura de la proteina AtOXR2 (y AtOXR4 en menor medida, Figura 7.1-13) sugiere la
presencia de regiones con dominios f-barrell y estructuras en a-hélice en la region N-
terminal, es posible pensar una localizacion en la membrana externa de la mitocondria.
Con respecto al transporte mediado por Mia40/Erv1, sélo AtOXR2 presenta cisteinas en la
region N-terminal, pero no cumplirian con la estructura CXqC o CX3C requerida para el

reconocimiento (Sideris y col., 2009).
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7.2.2. Relevancia del dominio TLDc en la localizacion subcelular.

La relevancia del dominio TLDc en la funcion de las proteinas que lo contienen,
como el caso OXR1 de Drosophila (Stowers y col., 1999), nos lleva a la suposicidn logica de
que la o las funciones de las proteinas AtOXR pueden estar determinadas por las
particularidades de sus dominios TLDc. Debido a la hidrofobicidad del dominio, otra
alternativa sugiere que estas proteinas podrian estar interaccionando con proteinas de la
membrana mitocondrial. Asi, podria ser que lo que defina las funciones de las proteinas
AtOXR no sean las diferencias en el dominio TLDc, sino que sean las regiones N-terminal
de cada proteina (ver Figura 7.1-7, 7.1-11 y 7.1-13). Teniendo en cuenta estas hipodtesis, se
generaron dos proteinas quiméricas, combinando los dominios N-terminal de uno de los
miembros de la familia AtOXR con el dominio TLDc de otra de las proteinas. En todos los
casos se generaron fusiones a RFP (Figura 7.2-3). Para esto, nos basamos en las dos
proteinas en estudio que presentaron la localizacion mitocondrial AtOXR2 y AtOXR4. Para
el disefio de las quimeras se conservo la longitud de la proteina que codifica el dominio N-

terminal de la quimera (Figura 7.2-4).

AtOXR24 +1[NoteE TIDC, o +1[N-ter, o] TLDC, . |HREE]

AtOXR42 +1|N-ter, ol TLDC, ., +1[ N-teT o] TLDC, o, |WREE

Figura 7.2-3 | Esquema de la combinacién de dominios utilizadas para construir las quimeras. Las quimeras
llevan como primer numero el de la proteina AtOXR que aporta su region N-terminal y como segundo
numero el correspondiente a la AtOXR que aporta el dominio TLDc. Asi, la proteina quimérica AtOXR24
contiene la regién N-terminal de AtOXR2, y el dominio TLDc de AtOXR4. Todas las construcciones quiméricas
se realizaron bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV. A la izquierda, esquemas de las
construcciones quiméricas utilizadas para evaluar la sobreexpresion, y a la derecha, esquema de las
construcciones utilizadas para evaluar colocalizacién.

AtOXR24

> AtOXR2-TLDCaioxra — 319 aa — Proteina salvaje = 303 aa - Aaa = 16 aa

MHALKDKVSQ
SEVVPQSGNE
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PTDKKYQGTN
ALYLDSELLS
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NCKSANGQAK
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QPTIYRPTGA
NSCLADSQDF

SVGKSLSSYF
AGTFISIGED
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AtOXR42

> AtOXR4-TLDCpioxr2 — 378 aa - Proteina salvaje = 394 aa - Aaa = 16 aa

MGKHKSFRSK
LESTTAEQPK
DEEEDSEAET
AVKFPGVKER
TP**%x*x*x] TF
TLLRRSGELP
TTIYGEPRIF
SETFGNECLA

AVHEVTDLTA
DLVDEPDTSS
SDTSSSSANP
KGNSDVIPDD
SSVFITANLF
GPCLLVAGDK
RPTGANRYYL
SSTEFELKNV

GLLNPISDKP
FSAFLGSLLS
TRTMKETTSG
EETEYYDGLE
EFLHASLPNI
QGAVFGALLE
MCMNEFLAFG
ELWGFAHASQ

SSAHPPPPLP
SDPKDKRKDQ
GAAKKSFLSK
MKPMQONNNVK
VRGCKWILLY
CPLOPTPKRK
GGGNFALCLD
YLS

DEEDESKRNQ
DPEDEEDEEE
YKQHFRNEYQ
EEVTVVVQAT
STLKHGISLR
YOGTSQTFLF
EDLLKATSGP

Figura 7.2-4 | Secuencia de las quimeras obtenidas. Para el desarrollo de las quimeras se intentd conservar
la longitud de la proteina que aportaba el dominio N-terminal. De esta manera, las longitudes de las
guimeras se mantuvieron dentro del 5% de variacién. Por ejemplo, para el caso de la quimera AtOXR42, la
proteina tiene una longitud de 378 aminoacidos, y la proteina salvaje (AtOXR4) 394 aminoacidos. La
diferencia entre ambas proteinas, mostrada en la figura como Aaa, es de 16 aminoacidos, un valor que
apenas supera el 4% (16/394 = 0,0406).

Con las construcciones obtenidas se transformaron de manera estable plantas de
Arabidopsis mt-gk. Se evalud la expresion y la localizacién subcelular de las quimeras
mediante microscopia confocal (Figura 7.2-5). Los resultados obtenidos sugieren que las
guimeras obtenidas son estables en diferentes generaciones de plantas y se localizan en la
mitocondria (Figura 7.2-5). De esta manera, la combinacién de los dominios no afecté la
localizaciéon mitocondrial, permitiendo el estudio de la relevancia funcional del TLDc en la

organela donde la proteina salvaje se expresa naturalmente.

mt-GFP AtOXR24-RFP V;Superpios icidn

i

5 }

{ / &

Figura 7.2-5 | La combinaciéon de los dominios de las proteinas AtOXR no modifica la localizacion
mitocondrial. Raices de plantas de 7 dias que sobreexpresan GFP en la mitocondria (mt-GFP) y AtOXR-mRFP
fueron visualizadas mediante microscopia laser confocal. Se muestran campos representativos. La imagen



de colocalizacién representa la superposicién de los canales de deteccidn de la fluorescencia emitida por
GFP y RFP y la luz blanca transmitida. La sefial amarilla indica colocalizacidn de igual intensidad entre las
sefiales verde (GFP) y roja (mRFP). Escala =5 um.

7.2.3. Caracterizacion del patrén de expresion de AtOXR2 y AtOXR4.

La duplicacién de genes es una herramienta que permite la especializacion de la
funcion de un gen mediante la generacion de isoformas de una proteina, las cuales
presentan diferentes propiedades o diferentes patrones de expresion. En lo que respecta
a las proteinas AtOXR2 y AtOXR4, estas presentan elevada conservacién en la region
correspondiente al dominio TLDc; sin embargo, ambas proteinas presentan grandes
diferencias en la regién N-terminal. Esto, sumado a la similitud en ubicacién subcelular,
nos sugiere que los cambios ocurridos luego de la duplicacién pueden haber generado una
alteracion de los patrones de expresion. A fin de analizar los correspondientes patrones de
expresion de los genes AtOXR2 y AtOXR4, aislamos las regiones promotoras de cada uno

de ellos a partir de ADN gendmico de Arabidopsis.

Para el caso de AtOXR2 se realizaron dos construcciones, una de 1252 pb y otra de
959 pb. La decisién de analizar estos fragmentos dentro de la region promotora se debid a
la existencia de un elemento regulador en cis de unién al factor de transcripcion MYB4, en
el intervalo comprendido entre ambas construcciones (Figura 7.2-6.a). La proteina MYB4
estd involucrada en la respuesta a UV-B (Jin y col., 2000), asi como también en la
respuesta a patogenos (Cheong vy col., 2002) y es considerado un represor negativo (Jin y
col., 2000). Podriamos especular que la unién de MYB4 a esta caja reguladora presente en
el promotor podria estar disminuyendo la transcripcion de AtOXR2. Ambos fragmentos

contenian la regién 5’ no codificante.

Utilizando la misma estrategia se clonaron 1638 pb del promotor del gen AtOXR4.
Debido a que la region intergénica entre AtOXR4 y su gen antecesor es menor a 450 pb,
incorporamos un fragmento del gen contiguo para estudiar en mayor profundidad el

patrén de expresion de AtOXR4.

Todos los fragmentos fueron clonados en el vector binario pBI101.3 fusionados a la
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region codificante del gen reportero GUS. Los clones obtenidos se utilizaron para generar
plantas transgénicas mediante el método de transformacion mediado por Agrobacterium
tumefaciens. Las plantas transformadas fueron seleccionadas por su capacidad de crecer
en presencia del antibiotico kanamicina. Estas plantas fueron analizadas también a través
de reacciones de PCR utilizando oligonucledtidos especificos de la region promotora en

estudio y del gen reportero GUS (por detalles ver Materiales y Métodos, seccién 6.2.7).

Un resumen de los resultados del estudio in silico de las regiones promotoras se

muestran en la figura 7.2-6.

a < -1252 pb >
< -959 pb »
Promotor AtOXR2 Myb4 Homeobox Homeobox Homeobox
4
b E2FDP Homeobox AtMYC Homeobox 5/UTR
< -1638 pb >
Promotor AtOXR4 ARFl1 RAV1-A RAV1-A ARF1 LFY ARF1
—F————————
=At4g39860— et —
¥
RAV1-A LFY RAV1-A LFY LFY WRKY 7" UIR

Figura 7.2-6 | Representaciones graficas de las regiones promotoras de los genes AtOXR2 y AtOXR4. Se
muestran las regiones 5’ no codificantes, asi como también los motivos o cajas conteniendo elementos
reguladores propuestos por distintos servidores que ofrecen analisis in silico de promotores de genes
eucariotas. a- Para el caso de AtOXR2, las cajas sobrerrepresentadas corresponden a las de Homeobox
(aaattaaa), AtMYC (catgtg), MYB4 (gttagtt) y E2FDP (tttcccgec). En linea de puntos se muestra el corte que
diferencia las dos construcciones estudiadas en este trabajo de tesis. b- Las cajas sobrerrepresentadas en el
promotor de AtOXR4 son LFY (ccaNtg) donde N puede ser cualquier nucledtido, ARF1 (tgtctc), WRKY (ttgact),
RAV1-A (caaca). El andlisis in silico de las regiones promotoras fue realizado utilizando la informacidn
disponible en la base de datos TAIR.

7.2.3.1. Caracterizacion de la region promotora del gen AtOXR2 mediante
histoquimica.

A fin de analizar la expresion en diferentes tejidos del gen reportero GUS, dirigida
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por las regiones promotoras del gen AtOXR2, realizamos un seguimiento de los patrones
de expresidn de 10 lineas independientes para cada construccién. Para tal fin realizamos
reacciones histoquimicas sobre las plantas utilizando el sustrato X-gluc y determinamos
las zonas de expresidn de GUS en distintos estadios de desarrollo de las mismas. En primer
lugar, analizamos el patrén de expresion del gen GUS generado por la region promotora
de AtOXR2. En la figura 7.2-7 se puede observar la expresién de GUS en las raices de
plantulas de 8 dias, crecidas en placas de Petri con medio MS 0,5X (Figura 7.2-7 e, f, | y m).
Observamos expresion en los meristemas, tanto el meristema apical (Figura 7.2-7 b, i, j),
como el meristema radical. Ademas, en las raices desde etapas tempranas del desarrollo,
localizdndose en todos los tejidos que la componen. En los cotiledones se observaron
signos débiles de actividad GUS, principalmente en el tejido vascular, y también en la
[damina de los mismos y hasta las 7-9 dias, momento en que la expresiéon comienza a
apagarse (Figura 7.2-7 j) hasta llegar a la minima expresidon en los apices de los
cotiledones. En ese momento comienzan a desarrollarse los primordios de las hojas
(Figura 7.2-7 b y c), tejido donde detectamos actividad GUS, principalmente en la
vasculatura. Debemos destacar que la actividad en estos érganos se evidencia luego de
una incubacién mas prolongada con el sustrato cromogénico respecto de la coloracién
evidenciada en las raices, lo cual nos sugiere que la actividad GUS es mayor en estas
ultimas. En los hipocotilos sdlo se detecta una tincién suave en el cilindro vascular. En
plantas adultas, crecidas en tierra, observamos actividad GUS en polen maduro e
inmaduro (pero luego de alcanzar cierto estadio de maduracion), mientras que tallos y
hojas no presentan signos de coloracion. El patron de expresion practicamente no sufrié
variaciones entre las construcciones realizadas (-1252 y -959), excepto la aparicién de
tincidon en los sépalos para el genotipo conteniendo la construcciéon -959. Se podria
mencionar un cambio sutil en la intensidad de la coloracion entre ambos grupos de
transformantes, siendo mas intensa aquella que fue transformada con el fragmento -959.
Sin embargo, esto podria atribuirse no sélo a alguno de los elementos en cis que se
localizan en las regiones corriente arriba de -959, sino también a las diferencias existentes

entre distintas lineas (distintos genotipos).
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-1252 pb ALOXR2

-959 pb AtOXRZ2 Gen GUS

Figura 7.2-7 | Representaciones de las construcciones evaluadas y resultados de las histoquimicas. ay h -
Representacién grafica de las construcciones -1252 y -959. b, ¢, d, e, f y g — Fotografias tomadas con
microscopio (4x) de tinciones histoquimicas que reportan la expresién del reportero en distintos tejidos en
plantulas de distintos estadios para la construccidon -1252. i, j, k, I, m y n — Fotografias tomadas con
microscopio (4x) de tinciones histoquimicas en tejidos donde se detectd expresion del reportero para la

construccién -959.
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7.2.3.2.  Estudio del patron de expresién conferido por la region promotora de

AtOXR4 mediante reacciones histoquimicas.

El gen que codifica la proteina AtOXR4 esta ubicado en el cromosoma 4 de
Arabidopsis y esta flanqueado por extremos 5’ de 226 0 356 pb y 3' no codificantes de 191
pb. Debido a que la region promotora no ha sido anteriormente estudiada, decidimos
tomar para tal fin una secuencia de 1638 pb ubicada corriente arriba del sitio de inicio de
la traduccion. La misma contiene una region intergénica de 424 pb, asi como el extremo 3'
de la secuencia del gen At4g39860, ubicado en orientacion sentido respecto de AtOXR4.
Un esquema de la regién promotora se puede observar en la figura 7.2-6 mientras que la

representacion grafica de la construccidén se muestra en la figura 7.2-8.

-1638 pb AtOXR4 Gen GUS

a

Figura 7.2-8 | Esquema de la construccion realizada para evaluar el patrén de expresion de la proteina
AtOXR4 y resultados histoquimicos. a- Representacién de la construccion. b, ¢, d, e, fy g - Fotografias de
tomadas con microscopio (40X) de tinciones histoquimicas.
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7.2.3.3.  Andlisis de los niveles de expresidn mediante reacciones fluorométricas.

Con la finalidad de estimar los niveles de expresidon relativa producidos por las
regiones promotoras de los genes AtOXR2 y AtOXR4, realizamos ensayos fluorométricos
de la actividad GUS. Para este analisis, preparamos extractos proteicos totales de
diferentes 6rganos y procedimos como se detalla en la seccidén 6.2.41 del capitulo de
Materiales y Métodos. Determinamos que ambos fragmentos promotores producen una

baja expresion en hojas y tallos, en relacidn a la expresién en raices y flores (Figura 7.2-9).

b
4000 -~
M pAtOXR2::GUS
M pAtOXR4::GUS
M pBI101.3
3000

2000

1000

Actividad GUS especifica (pmol*min-"*mg)

Plantulas Hojas de Flores Vainas Raices
Roseta

Tejidos Muestreados

Figura 7.2-9 | Analisis de la actividad GUS en extractos proteicos totales en diferentes 6érganos de plantas
transformadas con las regiones promotoras de AtOXR2 (construccion -1252) y AtOXR4 fusionadas al gen
reportero GUS. Se analizaron extractos proteicos de dos lineas independientes. Ademas, se determind la
actividad GUS en extractos de plantas transformadas con el gen GUS sin promotor (pBI1101.3). Las barras de
error representan la desviacién estandar de tres mediciones independientes. Se realizé una prueba ANOVA
seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p <
0,05. Se obtuvieron resultados similares utilizando seis lineas diferentes de cada construccion.

Estos resultados coinciden con los ensayos histoquimicos de actividad GUS
descriptos anteriormente. Las reacciones fluorométricas nos permitieron cuantificar la
mayor expresion dirigida por la region promotora de AtOXR2 respecto de AtOXR4. De esta
manera, determinamos que el fragmento promotor de AtOXR2 genera de 1,3 a 3 veces

mayor actividad GUS en tejidos vegetativos, en ensayos realizados con 6 lineas
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independientes.

Algo que ya podia apreciarse en los ensayos de histoquimica era la mayor
intensidad que presentaba la actividad GUS en flores de plantas transformadas con el
promotor del gen AtOXR4, cuando se la comparaba con la intensidad producida por
AtOXR2. En los ensayos fluorométricos se corrobord esta tendencia, y en tejidos
reproductivos tales como flores y vainas se observd, aproximadamente un 30% mas

actividad GUS en plantas transformadas con la regién promotora de AtOXR4.

Los resultados revelados por el ensayo nos demuestran una clara tendencia en
cuanto a que las proteinas AtOXR en estudio se localizarian en tejidos diferentes. Lo que
se pudo observar tanto para AtOXR2 como para AtOXR4 es que ambos genes se expresan
fuertemente durante los primeros estadios de la planta, desde su germinacion hasta el dia
14. A partir de ahi la expresién comienza a disminuir hasta niveles practicamente nulos.
Esta tendencia se revierte Unicamente en érganos florales donde la expresion se puede

observar en polen para ambos genes.

7.2.3.4. Estudio de la incidencia de factores de estrés en la regulacion de la

expresion de los genes AtOXR2 y AtOXRA4.

Debido a que los genes AtOXR se descubrieron por su participacion durante una
situacion de estrés oxidativo en humanos, levaduras e insectos (Elliott y Volkert, 2004),
decidimos estudiar la respuesta a estrés de los genes AtOXR2 y AtOXR4. Como se
menciond previamente, en rosetas de plantas de 4 semanas la expresién de ambos genes
es practicamente nula. Por este motivo, decidimos realizar los ensayos en los tejidos que
componen la roseta. De esta manera, las diferencias de expresidon serian mas notorias

debido a una linea basal de expresion baja.

Con respecto a las condiciones de cultivo o crecimiento a las que fueron desafiadas
las plantas, se buscaron aquellos tratamientos que generen aumentos naturales en la
produccién de ROS en el interior de las células, evitando la exposicion directa a H,0,

agregado de manera exdgena. De esta manera, se sometieron a las plantas a la exposicion

136



a ciclos prolongados de luz, a luz UV-B y al tratamiento con el reactivo inhibidor de la
enzima catalasa, 3-aminotriazol (3-AT). Ademds, las plantas fueron tratadas con la
hormona 4cido salicilico (SA). La exposicion al SA se fundamentd en las dos funciones
atribuidas a esta hormona. Por un lado, es una de las hormonas mas relevantes en la
respuesta al estrés abidtico juntamente con el acido absicico (ABA) (Herrera-Vasquez y
col., 2015). Por otro lado, tiene un papel ampliamente reconocido en las repuestas al
estrés bidtico (Vlot y col., 2009). Ademds, parte de estas funciones se ven
interrelacionadas dependiendo de los niveles de ROS intracelulares (Herrera-Vasquez y

col., 2015; Vlot y col., 2009).

En la figura 7.2-10 se muestran los resultados obtenidos mediante fluorometria
luego de exponer plantas de 4 semanas a diferentes condiciones de estrés. Estos dejan en
evidencia la expresion diferencial para AtOXR2 y AtOXR4 en situaciones de estrés, algo
que afianza la hipdtesis inicial de especializacién. Para el caso de AtOXR2 se observa una
clara induccion por luz y 3-AT, mientras que luz UV-B y SA parecerian no tener efecto
sobre la expresidon. Cuando se estudid el promotor de AtOXR4, la situacién parece mas
acotada, y dentro las condiciones ensayadas, sélo se observd una induccién muy sutil

cuando la planta se expuso al SA.

1600 -
c B pAtOXR2::GUS
W pAtOXR4::GUS
M pBI101.3
1200

800

400

Actividad GUS especifica (pmol*min"*mg™)

Luz 3-AT Control Luz U.V. SA
Tratamientos

Figura 7.2-10 | Induccién del gen GUS dirigida por las regiones promotoras de los genes AtOXR2 y AtOXR4
en presencia de factores de estrés. Se analizaron extractos proteicos de tres lineas independientes de
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plantas (que presentaban niveles de expresion similares) de 4 semanas cuyas hojas se incubaron en
soluciones MS 0,5X y posteriormente se sometieron a distintos tratamientos. Luz: Hojas de roseta incubadas
en MS 0,5X, sometidas a luz continua durante 38 hs. 3-AT: 24hs en una solucidon de incubacidon 3-
aminotriazol (3-AT) 4mM. Control: Hojas de roseta incubadas en MS 0,5X en ciclo de luz de dia largo. Luz
U.V.: Plantas expuestas a luz U.V. durante 30 minutos cuya determinacién de actividad GUS se realiz6 2
horas posteriores a la finalizacion de la exposicidon. SA: Plantas incubadas en acido salicilico (SA) 1mM
durante 3 horas. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de cuadruplicados bioldgicos. Se
realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas dentro de un mismo grupo (constituidos por distintos genotipos que contienen la misma
construccidn) con un valor p < 0,05.

La relacidn entre la exposicion prolongada a luz y el estrés oxidativo se encuentra
ampliamente estudiada (Apel y Hirt, 2004; Mittler y col., 2004; Van Breusegem y col.,
2008). También es ampliamente conocida la relacion entre intensidad luminica y estrés
oxidativo (Tripathy y Oelmdller, 2012). Mientras que la luz es una fuente de ROS
intracelular (debido a que el cloroplasto libera mas electrones de los que puede absorber,
y estos electrones van a parar al O,), el compuesto 3-AT inhibe la enzima catalasa y al
impedir la detoxificacion de perdxido de hidréogeno se incrementa la concentracién de
esta especie (Havir, 1992). La diferencia es clara, cuando se trata de exceso de luz
aumentan varias especies reactivas del oxigeno, principalmente H,0, y 10,, aunque hay
otras especies que se generan ademas de estas. Asi, la diferencia en la composicion de las
especies reactivas del oxigeno requiere montar diferentes respuestas para contrarrestar el

dafio potencial que podrian causar estos metabolitos téxicos.

7.2.4. Estudio de la regulacion de la expresion de los genes AtOXR2 y AtOXR4 a

nivel transcripcional.

Nuestro interés en los genes AtOXR de Arabidopsis se origind debido a los
resultados obtenidos en otros organismos, en experimentos donde se determind su rol
frente al estrés oxidativo. En sintonia con lo observado, detectamos un aumento en la
expresion del gen reportero GUS frente a situaciones generadoras de estrés oxidativo,

principalmente cuando su expresidn era dirigida por el promotor del gen AtOXR2 (Figura
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7.2-10). Asi es que nos preguntamos équé ocurriria a nivel transcripcional?.

Con este fin, analizamos diferentes condiciones de crecimiento productoras de
estrés para las plantas y se cosechd el material vegetal. Posteriormente se realizé una
extraccion de ARN total y se analizaron los niveles de transcripto mediante la técnica de
Northern Blot. Cuando se mide la induccidén indirecta del gen mediante un gen reportero
como es el caso del gen GUS, se esta evaluando la actividad de la proteina 3-glucuronidasa
cuya expresién es dirigida por el promotor. De esta forma, seria posible detectar el ARN
mensajero (ARNm) que codifica el gen GUS tiempo antes de traducirse y plegarse en la
forma activa de la proteina en cuestidn. Siguiendo esta linea de razonamiento, los
tratamientos para analizar los niveles de transcripto mediante ensayos de Northern blot

se realizaron a tiempos intermedios a los utilizados para la deteccidn de la actividad GUS.

7.2.4.1. Analisis de los transcriptos para el gen AtOXR2.

Los experimentos de deteccion del ARNm son coincidentes con lo demostrado
anteriormente para la actividad del promotor. Los resultados mostrados en la figura 7.2-
11 fueron obtenidos mediante ensayos realizados en plantas de 4 semanas. En el caso de
incubacion en presencia de SA no se observé induccidn, algo que ya se habia detectado en
los experimentos con el gen reportero GUS. Cuando el agente causal de estrés fue la luz
UV-B, se observé induccién a los 15 minutos posteriores al tiempo de exposicidn (la planta
se expuso durante 30 minutos, y se extrajo ARN a los 45 minutos). En los experimentos
con el gen reportero GUS, a las 2 horas posteriores a la induccidn se observé actividad del

reportero similar a las que arroja el promotor en condiciones control.
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Figura 7.2-11 | Determinacion de los niveles de transcripto del gen AtOXR2 a distintos tiempos, luego de
someter plantas salvajes (WT) de Arabidopsis a situaciones de estrés. Se analizaron los niveles de ARNm
codificante para AtOXR2 en rosetas de 4 semanas. Las hibridaciones correspondientes a calor, luz y luz UV-B,
fueron realizadas con plantas en tierra, mientras que aquellas en las que se indujo estrés por 3-AT y SA se
realizaron incubando las hojas de roseta en las distintas soluciones. Calor: Plantas crecidas en condiciones
de dia largo fueron expuestas a una temperatura de 37°C sin limitante de agua. Luz: Las rosetas fueron
expuestas a un ciclo extendido de luz. U.V.: Las plantas fueron expuestas a 30 minutos de luz U.V. 3-AT:
Rosetas enteras se incubaron en 4mM de 3-aminotriazol en MS 0,5X durante 24 hs. SA: Las rosetas cortadas
se incubaron en solucién de SA 1mM en MS 0,5X durante 3hs. ST: plantas crecidas en condicidn control o Sin
Tratamiento. Como gen normalizador, se utiliz6 una sonda que hibrida con el ARN mensajero para la
subunidad ribosomal 25S de Vicia faba.

De modo similar a lo observado al evaluar la actividad GUS, el transcripto de
AtOXR2 se incrementa sustancialmente en condiciones de estrés por sobreexposicion a la
luz, asi como también por 3-AT. El efecto es similar al que ocurre cuando las plantas son

sometidas a calor, a mayor tiempo de exposicion mayor induccién del transcripto. El
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factor comidn de estas exposiciones es la elevada produccion de ROS, aunque la
composicién de estas especies varia con cada estrés. Como se menciond previamente, el
compuesto 3-AT envenena la enzima Catalasa, incrementando asi la concentracion de
peroxido de hidrégeno. El estrés por calor impacta tanto en la mitocondria como en los
cloroplastos (Elliott y Volkert, 2004), generando un espectro variado de especies reactivas
del oxigeno (Hasanuzzaman vy col., 2013). La sobreexposicion a la luz impacta
directamente sobre el funcionamiento de los cloroplastos. En estas organelas la
generacién de ROS se da a través de los fotosistemas, que introducen una cantidad
excesiva de electrones a la cadena de transporte de electrones cloroplastidica (Apel y Hirt,

2004; Mullineaux y Karpinski, 2002).

7.2.4.2. Analisis de los transcriptos para el gen AtOXR4.

Cuando se evalud la respuesta transcripcional de AtOXR4 frente a distintas
situaciones de estrés, los tratamientos mas relevantes resultaron ser 3-AT y SA. Las
medidas de los niveles de transcripto para la proteina AtOXR4 en presencia de SA
coinciden con lo observado para las inducciones del gen reportero GUS. Sin embargo, para
3-AT, observamos un aumento de los niveles de transcripto que no se condice con lo
observado al medir la actividad B-glucuronidasa. Esto nos sugiere que podria existir alguna

regulacidn a nivel postranscripcional. Los resultados se muestran en la figura 7.2-12.
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Figura 7.2-12 | Determinacion de los niveles de transcripto del gen AtOXR4 a distintos tiempos, luego de
someter plantas salvajes (WT) de Arabidopsis a situaciones de estrés. Se analizaron los niveles de ARNm
codificante para AtOXR4 en rosetas de 4 semanas. Las hibridaciones correspondientes a calor, luz y luz UV-B,
fueron realizadas con plantas en tierra, mientras que aquellas en las que se indujo estrés por 3-AT y SA se
realizaron incubando las hojas de roseta en las distintas soluciones. Calor: Plantas crecidas en condiciones
de dia largo fueron expuestas a una temperatura de 37°C sin limitante de agua. Luz: Las rosetas fueron
expuestas a un ciclo extendido de luz. U.V.: Las plantas fueron expuestas a 30 minutos de luz U.V. 3-AT:
Rosetas enteras se incubaron en 4mM de 3-aminotriazol en MS 0,5X durante 24 hs. SA: Las rosetas cortadas
se incubaron en solucién de SA ImM en MS 0,5X durante 3hs.

7.2.5. Evaluacion de la informacion disponible en bases de datos.

Finalmente, los datos obtenidos experimentalmente fueron contrastados con la
informacién disponible en bases de datos publicas. Pudimos observar que nuestros
resultados coinciden con los datos publicados en la base de datos de la pagina web del

sitio Bio-Analytic Resource (BAR) for Plant Biology (http://bar.utoronto.ca/), los cuales se
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resumen en la figura 7.2-13. Utilizando la funcién expression angler ofrecida en este sitio
web, se obtuvieron los datos de “heatmap” mostrados en la parte de la figura 7.2-13, los
que fueron normalizados con la expresion del gen AtOXR2. En la misma se pueden
apreciar dos grandes bloques de datos: aquellos que corresponden a diferentes tejidos y
los que corresponden a tratamientos especificos, realizado en distintos tejidos o tipos
celulares y/o en genotipos particulares. Se observa una expresion leve en tejidos para los
transcriptos de AtOXR2 y AtOXR4, excepto aquel valor que sobresale en AtOXR4 que
corresponde a la expresion de este gen en polen maduro. Ademas, se observa que el gen
AtOXR5 es el que presenta niveles de expresion, en general, mas elevados en todos los
tejidos. Dentro del bloque correspondiente a tratamientos, los genes que mas parecen

responder son AtOXR5 y AtOXR2.

¥ 4
AtOXR2
AtOXR4
AtOXR5

At5g06260

AtOXR1

s o} 2 & & & e < > & o o & &

Tejidos ,yc/ L ® ,5@ +0 fo @ . 2 4 ~ o é\’b 4,2
‘o’(’ ‘@’» o’y d o“-’ VOK’ QO @’5’ &’ X A’b' P Oo $
‘Q‘y \'}‘» ?/& 4 Qe @6 (7 A4 o N ] 4;3' 0’0
2 & & % & < & & @ 2@ 4 L2 3
o? ) 'y 4 % 4 & o° > o
i N 4 . & o) % & @ >
n e . < N o5 o o ) &
2 O A @ < o &t 2 P M L~
R 2 ? G4 < 2 > < & < @ 3 y s
< [ & s ) < [ @ o ¥
0‘) ,0'9 b’b‘ ,0’9 & 2 5 1% ,(/2’
% & & & N ¥ 3 Jrac)
o > & e 2 ©
R AN S
o’\, b@ 5 Y G@ ,\/’O'%
%" 5 » % <
Qo NP ® P @’\—
@.19 e AN o
A A
O@

Figura 7.2-13 | Perfil de expresion de AtOXR2 y AtOXR4 en distintas condiciones obtenidos de la pagina
web Bio-Analytic Resource (BAR) for Plant Biology. Datos de heatmap normalizado con la expresion del gen
AtOXR2, obtenidos mediante la funcién expression angler de la pagina web del BAR
(http://bar.utoronto.ca/ExpressionAngler/).

En la figura 7.2-14 se representan mediante una pictografia electrénica de
fluorescencia, los niveles transcripcionales de AtOXR2 (Figura 7.2-14 a) y AtOXR4 (Figura
7.2-14 b) en los distintos estadios y tejidos. Similar a lo observado para el caso del estudio

de las regiones promotoras, se observa una fuerte expresion en estadios tempranos que
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disminuye conforme la planta se desarrolla. Se observa un incremento en la expresién
recién cuando la planta florece, y es este drgano precisamente donde se concentra la

expresion transcripcional, la cual se enfatiza aun mas en polen, hasta obtener su maximo

en polen maduro.
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Figura 7.2-14 | Perfil de expresion de AtOXR2 y AtOXR4 en distintos estadios de desarrollo obtenidos de la
pagina web BAR for Plant Biology. a- Imagenes electrdnicas, representativas de los niveles de fluorescencia
de los transcriptos de AtOXR2 en distintos estadios y tejidos. b- Imagenes electrdnicas, representativas de
los niveles de fluorescencia de los transcriptos de AtOXR4 en distintos estadios y tejidos. Los patrones de
expresion estan basados en los datos presentes en Schmid y col. (2005), el AtGenExpress Consortium data
(Estrés abidtico, Bidtico y series de tratamientos con hormonas y agentes quimicos; Kilian y col., (2007)). Las




imagenes se adaptaron de la pagina web de BAR, y fueron creadas como se describe en Winter y col. (2007).
(*) MAV= Meristema Apical del Vastago, dist/prox/pec = distal/proximal/peciolo, sep/pet/est/carp =
sépalo/pétalo/estambre/carpelo.

Los datos obtenidos, sumados a los datos representativos de mds de 350
microarreglos compilados en la pagina web del BAR, nos permitieron generar el modelo

de expresién propuesto en la figura 7.2-15.
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Figura 7.2-15 | Modelo de expresion propuesto para los genes AtOXR2 y AtOXR4. En el eje y se grafican las
unidades de expresién relativas obtenidos de los datos de la base de datos del BAR
(http://bar.utoronto.ca/). En el eje x se contempla el tiempo, representado por los dias posteriores a la
germinacion en plantas de Arabidopsis crecidas en un fotoperiodo de dia largo (16hs luz/8 hs oscuridad).

En el eje de la ordenada se toma como valor maximo el valor de expresién
asignado al gen AtOXR2 en semillas secas; es decir un estadio previo a la germinacion y
qgue ha demostrado ser el valor mas alto si se lo divide por unidad de masa. De esta forma
se obtiene un valor arbitrario de expresion por unidad de masa. A medida que la planta
crece y la expresion disminuye, este cociente disminuye con mayor velocidad hasta
acercarse a un valor de expresiéon basal, el cual se da aproximadamente en la mitad del
ciclo de vida de Arabidopsis. Cuando la planta comienza a florecer el transcripto se vuelve
detectable nuevamente durante el periodo completo de floracidon. Cuando la planta deja

de dar flores, es cuando nuevamente se llega a un nivel similar al basal obtenido en la
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mitad del ciclo de vida. Esta curva esta pensada para el transcripto de AtOXR2, aunque
bien podria aplicarse a AtOXR4. Es probable que en este ultimo caso, las pendientes de
descenso sean mayores, e incluso el nivel basal a la mitad del ciclo sea inferior al mostrado
en la grafica, y que en la segunda mitad el incremento sea alin mayor, ya que como hemos

visto, AtOXR4 se expresa en flores con mayor intensidad que AtOXR2.

7.2.6. Conclusiones.

Se determind la localizacién de las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 en raices de plantas
de Arabidopsis mt-gk de 7 dias de edad. Para esto, se disefiaron construcciones
fusionando la region C-terminal a la proteina fluorescente roja (RFP). Para ambas

proteinas en estudio se confirma localizacion mitocondrial.

Con el fin de estudiar la relevancia de los dominios TLDc y de la regidon N-terminal,
se disefiaron 2 quimeras combinando las porciones N-terminal y los dominios TLDc de las
distintas proteinas AtOXR. Asi, se obtuvieron plantas de Arabidopsis sobreexpresantes
para las proteinas quiméricas Q42 y Q24, las que se encuentran en estudio actualmente
en el grupo de trabajo. A su vez, se generaron plantas sobreexpresantes fusionadas a la
proteina RFP en el genotipo mt-gk, para determinar localizacién subcelular de las mismas.
Ambas quimeras demostraron colocalizacion en mitocondrias en las condiciones
ensayadas. La generacién de estas proteinas quiméricas resulta de gran importancia, ya
que permitird estudiar la funcion diferencia (si es que la hay) de los distintos dominios de

estas proteinas AtOXR en estudio.

Se estudiaron las regiones promotoras de los genes AtOXR2 y AtOXR4 fusionando
fragmentos de ADN correspondientes a los promotores putativos de cada uno de los
genes en estudio al gen reportero codificante para la enzima B-glucuronidasa. Se
determind que ambos promotores dirigen la expresion en plantas recién germinadas
principalmente en meristemas; posteriormente en cotiledones, luego en el primer par de

hojas, y conforme pasa el tiempo la expresion disminuye. Cuando la planta florece, ambos
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promotores reactivan la expresion, la cual se incrementa hasta llegar a polen maduro.
Nuestros resultados, son comparables con los datos disponibles en las bases de datos de
analisis de la expresidn génica, en los que también se observa una expresion fuerte en

polen maduro.

En relacién con la regulacién de los niveles de expresidn por situaciones de estrés y
en respuesta a distintos estimulos, observamos un ligero aumento en los niveles de
transcripto para el gen AtOXR4 en respuesta al tratamiento con SA y con el compuesto 3-
AT. Por otro lado, cuando analizamos la regulacién de la expresion del gen AtOXR2,
detectamos un mayor aumento en los niveles de transcripto frente a condiciones de
crecimiento que generan ROS. Esto es, tratamientos prolongados con luz, calor, 3-AT y
exposicidon a luz UV-B. Estos resultados enfatizan nuestra hipotesis acerca de la existencia

de una posible especializacidn en la funcién de los genes AtOXR2 y AtOXR4 de Arabidopsis.
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7.3. CAPITULO llI

“Estudio de plantas sobreexpresantes y mutantes de los genes
AtOXR2 y AtOXR4”



CAPITULO Il

7.3.1. Obtencién de plantas de Arabidopsis con niveles alterados de AtOXR2 y AtOXRA4.

Con el fin de avanzar hacia la comprension de las funciones que podrian desempefiar los
genes AtOXR2 y AtOXR4 en plantas de Arabidopsis, decidimos realizar estudios de pérdida o
ganancia de funcion, generando plantas con niveles alterados de los transcriptos de estos
genes. Para ello, obtuvimos plantas que expresan constitutivamente mayores niveles de
transcripto de los genes AtOXR2 y AtOXR4, y adquirimos semillas de plantas mutantes

insercionales en estos genes de interés.

7.3.1.1. Obtencién de plantas con mayores niveles de expresion.

Para llevar adelante nuestra estrategia realizamos dos construcciones expresando los
genes AtOXR2 y AtOXR4 bajo el control del promotor constitutivo 355CaMV. Para
sobreexpresar AtOXR2, clonamos una region de 912 pb que representa el ADNc completo, en el
vector pEarlyGate-100 (Karimi y col., 2002). Asi, obtuvimos la construccion 35S::AtOXR2 con la
gue transformamos plantas de Arabidopsis Col-0. Se obtuvieron distintas lineas homocigotas,
de las cuales se seleccionaron las lineas en estudio en este trabajo de tesis a las que sefialamos
como A, B, C, D y E. Utilizando una estrategia similar, clonamos un fragmento de 1185 pb
correspondientes a la regidn codificante de AtOXR4 en el mismo vector binario, obteniéndose
asi la construccién 35S::AtOXR4. De las plantas transformadas con esta construccidén se
seleccionaron las lineas A, B, C y D. Una vez seleccionadas las lineas, analizamos los niveles de
expresion para ambos transgenes tanto mediante ensayos de Northern Blot como de RT-PCR

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Los resultados se muestran en la figura 7.3-1.

Los niveles de expresion obtenidos para las plantas 35S::AtOXR2 (Figura 7.3-1 a y b)

fueron en general mayores a los obtenidos para las plantas 355::AtOXR4 (Figura 7.3-1 cy d).

| g
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Figura 7.3-1 | Niveles de expresion de AtOXR2 y AtOXR4 en plantas homocigotas 355::AtOXR2 y 35S::AtOXR4. Se
extrajo ARN de plantas homocigotas de 3 semanas y se procedié a su analisis por distintas técnicas. a- Niveles de
expresion de AtOXR2 medidos mediante northern blot. b- Niveles de expresion de AtOXR2 medidos mediante RT-
gPCR. c- Niveles de expresion de AtOXR4 medidos mediante northern blot. d- Niveles de expresion de AtOXR4
medidos mediante RT-gPCR. Los resultados de RT-qPCR se expresan en unidades relativas a los niveles de
expresién en plantas WT (WT= 1). Las barras de error representan la desviacién estandar de cuadruplicados
bioldgicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p < 0,05.

7.3.1.2.  Obtencién de plantas con niveles disminuidos de AtOXR2 y AtOXR4.
Para la obtencidon de plantas con niveles disminuidos, o que no expresen los genes

AtOXR2 y AtOXR4, se adquirieron semillas en el banco de semillas del sitio ABRC (del inglés,
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Arabidopsis Biological Resource Center; https://abrc.osu.edu/). En la figura 7.3-2 a y b se

observan los esquemas a escala de la estructura exdn-intrén de ambos genes y se sefala la
posicion de la insercion de T-DNA para ambas mutantes Aoxr2 y Aoxr4. Como se observa en la
figura 7.3-2 c, los niveles de expresiéon de AtOXR2 y AtOXR4 se encuentran significativamente
disminuidos en las respectivas mutantes. La informacién de los oligonucledtidos utilizados para
la identificacidn y el analisis de las plantas mutantes insercionales se encuentran en el ANEXO |

de este manuscrito de tesis.
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Figura 7.3-2 | Esquema de la insercion de T-DNA en las plantas Aoxr2, Aoxr4 y niveles de expresion de AtOXR2 y
AtOXR4. a- Esquema de la insercion de T-DNA en el genoma de plantas Aoxr2. Dichas plantas son ecotipo
Wassilewskija (WS). Se sefialan los oligonucleétidos utilizados para identificar la insercion (OXR2-Ncol y ST3-R) b-


https://abrc.osu.edu/

Esquema de la insercion de T-DNA en el genoma de plantas Aoxr4. Las plantas son del ecotipo Landsberg erecta
(Ler). Se sefialan los oligonucledtidos utilizados para identificar la insercién (DS3-F y OXR4ins-R) c- Cuantificacion
de los niveles de transcripto de AtOXR2 en plantas WT (WS) y Aoxr2; y deteccion de niveles de expresion de
AtOXR4 en plantas WT (Ler) y Aoxr4. En ambos casos se tomd como valor unitario el valor correspondiente a
expresion de cada gen en las respectivas plantas salvajes. Las barras de error representan la desviacion estandar
de cuadruplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras
representan diferencias significativas con un valor p < 0,05. La informacion acerca de las secuencia de los
respectivos oligonucleétidos se encuentra en el ANEXO I.

7.3.2. Caracterizacion fenotipica de plantas con niveles alterados de AtOXR2 y AtOXR4.

Con el objetivo de comprender los mecanismos en los que podrian participar los genes
en estudio, decidimos realizar una caracterizacion fenotipica de las plantas transgénicas
obtenidas. La misma contempld la medicidon de parametros tales como longitud de raices de
plantulas crecidas en placas verticales, nimero de hojas de la roseta, area foliar, radio maximo
de la roseta, tiempo de floracion, produccion de semillas, largo del tallo entre otros parametros
sugeridos por Boyes y col. (2001). Adicionalmente, se midieron pardmetros relacionados al
balance del estado redox celular, los que se detallaran en el proximo capitulo (ver seccién
7.4.3). Entre estos pardmetros podemos citar: tincién con DAB y NBT para deteccién directa de
ROS, peroxidacion lipidica como deteccion indirecta de ROS y determinacidon de ascorbato y
glutation (moléculas que participan en la detoxificacién de ROS conocidas como “scavengers”

de ROS).

7.3.2.1. Determinacion de longitud de raices en plantulas.

Para evaluar la longitud de raices de plantulas, se sembraron semillas de plantas
sobreexpresantes en placas con medio MS, y se hicieron crecer en forma vertical. La longitud de
las raices se cuantificd a los 4, 6, 9 y 11 dias luego de la siembra, utilizando el programa libre
RootDetection 3.0 (Materiales y Métodos 6.2.27). En las condiciones de crecimiento evaluadas
no se observaron diferencias significativas entre el largo de las raices de las plantas
35S::AtOXR2, 35S::AtOXR4 vy las plantas WT (Figura 7.3-3 a, curvas bordd, azul y verde,

respectivamente).
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Por otro lado, debido a que distintos miembros de la familia OXR fueron aislados debido
a su capacidad de actuar frente a situaciones de crecimiento generadoras de estrés oxidativo
(Elliott y Volkert, 2004; Volkert y col., 2000), decidimos evaluar qué ocurria con este pardmetro
en plantas de Arabidopsis crecidas en condiciones de estrés oxidativo. Para esto, realizamos
ensayos de crecimiento en medio MS0.5X con el agregado del herbicida Metilviolégeno (MV). El
MV es capaz de inducir la produccion de ROS debido a su capacidad para generar O,"~ como
consecuencia de la oxidaciéon de los fotosistemas (Han y col., 2014) o a nivel del PSI (Kim y Lee,
2003). En funcion de lo reportado en la bibliografia (Kim y Lee, 2003), se evaluaron dos
concentraciones de MV 0,05 uM (Figura 7.3-3 a) y 0,1 uM (Figura 7.3-3 b). En la Figura 7.3-3 c se

observa una imagen del fenotipo observado en las plantas en estudio, a modo de ejemplo.
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Figura 7.3-3 | Largo de raices de plantas 35S::AtOXR2, 35S::AtOXR4 y WT. Las semillas de los tres genotipos
fueron sembradas en MS 0,5X y en el mismo medio conteniendo MV 0,05 uM y 0,1 uM. Se midié la longitud de
raices alos 4, 6, 9 y 11 dias luego de la siembra. a- Longitud de las raices en condiciones control MS y en presencia
de MV 0,05 uM. La diferencia entre las curvas (MS vs. MV) indica que el tratamiento fue efectivo. Sin embargo, los
3 genotipos respondieron de manera similar. b- Longitud de las raices cuando las semillas fueron germinadas en
presencia de MV 0,1 uM. Cuando el estrés oxidativo es mayor, las curvas obtenidas para las plantas tratadas se
separan en mayor medida de las plantas control. Similar a lo observado en a, las curvas de tratamiento son
distintas a las de crecimiento en condiciones control. Sin embargo, en esta condiciéon, AtOXR2-A produce raices
mas largas que los genotipos WT y AtOXR4-A. A la derecha se muestran las mismas curvas que en el grafico
izquierdo pero haciendo un cambio de escala para mostrar con mas claridad las diferencias obtenidas. c- Imagenes
representativas del fenotipo de raices obtenido para los tres genotipos evaluados. Las barras de error representan
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la desviacidn estandar. Las curvas con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba
de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en ensayo desbalanceado). Ensayo 0,05 pM MV: nyrus= 76;
Natoxraa-ms= 53; Natoxraa-ms= 47; Nwrt-0,05pM MV= 78; N AtOXR2A-0,05uM MV= 48; NAtOXR4A-0,05uM MV= 42. Ensayo 0,1 uM MV: nyr.

ms= 79; Natoxraa-ms= 47; Natoxran-ms= 45; Nwr-0,10M MV= 73; NAtoxR2A-0,10M MV= 48; NAtOXR4A-0,10M MV= 46.

La presencia de MV en el medio de crecimiento de Arabidopsis disminuye la tasa de
crecimiento de las raices a partir del dia 4 de crecimiento en todos los genotipos estudiados.
Este efecto es directamente proporcional a la concentracién del agente oxidante (comparar las
Figuras 7.3-3 a, b y c). No se observaron diferencias significativas entre la longitud de las raices
de las plantas AtOXR2-A, AtOXR4-A y WT (Figura 7.3-3 a, curva celeste, curva naranja y curva
violeta, respectivamente) cuando las plantas son crecidas en presencia de MV 0,05 puM. Sin
embargo, las plantas AtOXR2-A presentan raices mas largas respecto de las plantas WT cuando
son crecidas en presencia de MV 0,01 uM (Figura 7.3-3 b, curva celeste vs. curva violeta y Figura
7.3-3 c). Este ensayo se repitid posteriormente con cuatro genotipos diferentes (AtOXR2-B,

AtOXR2-C, AtOXR4-B, y AtOXR4-C) obteniéndose resultados similares.

Estos resultados nos permiten sugerir que la sobreexpresion de AtOXR2 genera una
ventaja en el desarrollo de la raiz principal cuando en el medio de cultivo se generan ROS.

En funcién de este resultado nos preguntamos si la expresion de AtOXR2 y AtOXR4 es
regulada por MV. Se evalud la expresion de los genes AtOXR2 y AtOXR4 en plantulas completas
en cada punto de la curva de crecimiento en presencia de MV 0,05 uM y 0,1 uM (Figura 7.3-4).
La presencia de MV genera un aumento en los niveles de transcripto tanto para AtOXR2 como
para AtOXR4. Sin embargo, tanto la cinética como los maximos de expresion son diferenciales,
siendo la expresion de AtOXR2 significativamente mayor que la de AtOXR4 (6,32 + 0,642 vs.
2,26 *+ 0,186; en los correspondientes puntos de maxima expresion). La induccion de la
expresion de AtOXR2 parece ser sostenida a largo del tiempo mientras que la induccion de

AtOXR4 disminuye significativamente con el tiempo.
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Figura 7.3-4 | Niveles de expresion de AtOXR2 y AtOXR4 en plantas salvajes utilizadas en el ensayo de evaluacion
de la raiz en condiciones de estrés oxidativo. La extraccién de ARN se realizd sobre plantulas completas; es decir,
se utilizé tejido radicular y tejido aéreo. Se tomaron entre 30-40 plantulas por determinaciéon. Luego de extraer el
ARN el extracto se fracciond en 3 grupos. a- Niveles de expresion de AtOXR2. b- Niveles de expresion de AtOXR4.
Se tom¢é arbitrariamente el valor de AtOXR2 o de AtOXR4 del dia 4 en MS 0,5X como valor unitario, y en base a ese
valor se calcularon los restantes valores. Las barras de error representan la desviacion estandar de los 3 grupos. Se
realizd una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas con un valor p < 0,05.

Si bien la expresidon de ambos genes se induce en presencia de MV, la diferencia en el
perfil de expresion y el incremento de longitud de la raiz principal en plantas 355::AtOXR2 en
condiciones de estrés, podria reflejar funciones distintas entre AtOXR2 y AtOXR4 frente a
situaciones de estrés que generen aniones O," y ROS en general o una diferencia jerarquica en

sus funciones.

Con el objetivo de reflejar una funcién diferencial entre AtOXR2 y AtOXR4 en el
desarrollo de la raiz principal durante situaciones de estrés, realizamos el mismo ensayo pero
empleando las plantas Aoxr2 y Aoxr4. En los ensayos de determinacion de la longitud de la raiz
mostrados previamente se determind que las mediciones de la longitud de la raiz en placas
verticales no se pueden realizar luego del noveno dia de crecimiento. Este nimero no es

arbitrario, sino que se correlaciona directamente con un valor de 20 mm de longitud de la raiz.

En condiciones control no se observaron diferencias entre la longitud de la raiz principal

(Figura 7.3-5). Sin embargo, la longitud de la raiz principal de las plantas Aoxr2 es menor que las
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de las plantas WT cuando fueron tratadas con el herbicida MV (Figura 7.3-5). Este resultado
sugiere que las plantas Aoxr2 presentan menor tolerancia al estrés oxidativo que las plantas WT
(WS). Ademas y contrario a lo observado con las plantas sobreexpresantes, las pendientes de
crecimiento para las curvas de longitud de la raiz principal son notoriamente distintas entre
Aoxr2 y WT (WS) (detalle de la Figura 7.3-5, derecha). Esto significa que si bien podrian existir
diferencias durante la germinacion, uno de los factores que afectan a la diferencia radicular es
la menor tasa de crecimiento de las plantas Aoxr2 respecto de las plantas WT (WS). Por otro
lado, no se detectaron diferencias significativas entre las plantas deficientes en AtOXR4 y las

plantas WT (datos no mostrados).

Estos resultados nos permiten sugerir que la expresion de AtOXR2 es necesaria para que
la planta pueda mantener el desarrollo de la raiz principal frente a una situacion estrés.
Ademas, el incremento de los niveles de AtOXR2 por encima de los niveles fisioldgicos en las

plantas sobreexpresantes 355::AtOXR2 refuerza la accion beneficiosa de esta proteina.
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Figura 7.3-5 | Longitud de la raiz primaria en plantas Aoxr2 y WT (WS). Las semillas de los dos genotipos fueron
sembradas en MS 0,5X y en el mismo medio conteniendo MV 0,1 uM. Se midié la longitud de la raiz principal a los
4,6,9y 11 dias luego de la siembra. Se muestra la longitud de raices de plantas crecidas en condiciones control y
bajo estrés oxidativo generado mediante la aplicacién de 0,1 uM de MV. En el panel derecho se aplica un cambio
de escala para observar con claridad las curvas. Las barras de error representan la desviacidn estandar. Las curvas
con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Kruskal-Wallis para
comparaciones multiples en ensayo desbalanceado). nwrws)-ms= 43; Naoxr2-ms= 41; Nwrws)-0,1um Mv= 39; Naoxr2-0,1uM MV=
36.
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Los resultados diferenciales obtenidos en la longitud de la raiz principal en plantas con
niveles alterados de los genes AtOXR nos plantearon el interrogante de la funcién de estas
proteinas en la arquitectura del sistema radicular. Llamativamente, cuando se evalud el nimero
de raices laterales en plantas 35S::AtOXR2 y 35::AtOXR4 en condiciones control, ambos
genotipos presentaron un mayor numero de raices laterales que el observado en plantas WT
(Figura 9.3-1, Anexo lll). Sin embargo solo las plantas Aoxr2 mostraron el comportamiento
opuesto (Figura 9.3-2, Anexo Ill) mientras que las plantas Aoxr4 no mostraron diferencias
respecto de sus pares salvajes (datos no mostrados). En presencia de MV 0,1 uM, todos los
genotipos estudiados muestran la misma tasa de crecimiento sin bien las plantas 35S::AtOXR2
siempre muestran un mayor numero de raices laterales (Figura 9.3-1, Anexo Ill) y las plantas
Aoxr2 un menor numero de raices secundarias (Figura 9.3-2, Anexo lll). Este resultado nos
permite sugerir que AtOXR2 podria contribuir al desarrollo de las raices secundarias. La funcién
de AtOXR4 en este proceso requiere un estudio mayor dado que la deficiencia de este gen no

genera alteraciones en las raices laterales.

7.3.2.2. Estudio de parametros de crecimiento de tejidos aéreos de plantas con niveles

alterados de los genes AtOXR2 y AtOXRA4.

Las diferencias en la morfologia de las raices nos permitié suponer que podrian existir
diferencias en los tejidos aéreos de las plantas 35S::AtOXR2. Esto es debido a que el tejido
radicular es el encargado de transportar nutrientes y agua desde el suelo hacia la parte aérea,
de esta manera parecia razonable esperar alguna alteracion en el desarrollo de las
inflorescencias, el llenado de vainas o en la produccion de tejido foliar. Debido a la importancia
agronomica de la biomasa aérea (principalmente en plantas forrajeras) también evaluamos esta

caracteristica. Las condiciones de cultivo fueron las detalladas en Materiales y Métodos 6.2.8.

Para el seguimiento del fenotipo se tomd como base el estudio publicado por Boyes y
col. (2001). En las figuras 7.3-6 y 7.3-7 se muestran dos genotipos representativos, si bien todos
los experimentos se realizaron con cuatro genotipos para el caso de las plantas 355::AtOXR2 y

tres genotipos para el caso de las plantas 355::AtOXR4. Para las plantas que sobreexpresan el

|
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gen AtOXR2 se muestran los genotipos de mayor y de menor expresion, Ay C respectivamente.
Cuando el gen en estudio fue AtOXR4, las figuras se confeccionaron con los datos de la linea de
mayor expresion y otra linea de media expresidn, Ay B respectivamente. Esto ultimo se debe a

los menores niveles de sobreexpresion obtenidos para AtOXR4 en las plantas 35S::AtOXR4.

7.3.2.2.1. Determinacion del niumero de hojas.

Una evaluacion sencilla, pero que puede arrojar mucha informacion respecto del
desarrollo del tejido aéreo de la planta es el seguimiento del nimero de hojas a lo largo del
tiempo. Las plantas WT y 35S::AtOXR4 mostraron entre 10 y 12 hojas de roseta al dia 41 de
crecimiento, mientras que las plantas 35S::AtOXR2 presentaron 16 hojas en promedio (Figura
7.3-6 a). A los 30 dias, las plantas 355::AtOXR2 tienen 2 pares mas de hojas respecto de las
plantas WT, e incluso el genotipo de mayor expresion, AtOXR2-A, tiene la primera hoja del
séptimo par (Figura 7.3-6 b). Al dia 38 de crecimiento, se observa que las rosetas de plantas
AtOXR2-A y AtOXR-B aun conservan su primer par de hojas, mientras que sus pares salvajes ya

las perdieron (Figura 7.3-6 b).
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Figura 7.3-6 | Numero de hojas y composicion de la roseta de plantas 35S::AtOXR2 y WT al dia 38. Las
determinaciones se realizaron sobre los genotipos WT, y plantas con expresion ectépica y constitutiva de los genes
AtOXR2 y AtOXR4. a- Las curvas muestran el nimero de hojas durante 42 dias de crecimiento. Las barras de error
representan la desviacion estandar de cada tiempo evaluado. b- Composicidn de la roseta de plantas 355::AtOXR2
y WT al dia 38 de crecimiento. Los numeros indican el par de hojas. Las curvas con diferentes letras implican
diferencias significativas (p<0,05, ANOVA; prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en ensayo
desbalanceado). nwr= 37; Natoxr2-a= 34; Natoxra-c= 36; Natoxra-a= 32, Natoxra-s = 33.

La dehiscencia de las hojas de la roseta refleja la edad de la planta y la ocurrencia de la
senescencia (Fischer, 2012; Lim y col., 2007). De esta forma, nuestras observaciones sugieren
gue en las plantas WT se desarrolla el proceso de senescencia mientras que en las plantas
35S::AtOXR2 el meristema aln da lugar al desarrollo de nuevas hojas de roseta. La senescencia
es un proceso que depende de la edad de la hoja y esta genéticamente relacionado con la

expresion de una familia de genes denominados SAGs (del inglés, SENESCENCE-ASSOCIATED
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GENEs) (Breeze y col., 2011; Lim y col., 2007; Yoshida, 2003). De acuerdo con esto, en el ensayo
de analisis del transcriptoma realizado al dia 38 de crecimiento en rosetas de plantas
355::AtOXR2, se observa una reduccidn significativa de la expresion del marcador de
senescencia SAG12 respecto de las plantas WT (ver seccion 7.4.2 y tabla 9.3.2, ANEXO llI).
SAG12 codifica una proteasa de cisteina vacuolar y su expresién estd estrictamente asociada a
la presencia de tejidos senescentes y es minima en hojas jovenes (Noh y Amasino, 1999). Este
gen es ampliamente usado como un marcador de senescencia (Buchanan-Wollaston y col.,
2005; Vogelmann y col., 2012). Este resultado sugiere que las sobreexpresiéon de AtOXR2
retrasa el desarrollo, tal vez retrasando el pasaje al estado reproductivo, que es una de las
sefiales (el cambio en la relacion tejido fuente-tejido receptor) fuentes hacia el comienzo de la
senescencia (van Doorn, 2008). Dado que la disminucion de la expresion de distintos genes
reguladores de la senescencia (AtWRKY6, ATWRKY53, AHK3, PAD4, EDS1, SAUL1, SGT1 entre
otros; Lee y col., 2016; Vogelmann y col., 2012; Zentgraf y col., 2010) no es estadisticamente
significativa no es posible sugerir que la accidn de AtOXR2 esté directamente vinculada al

proceso de senescencia.

Por otro lado, un mayor numero de hojas implica mayor superficie fotosintética, algo
gue se traduce como una mayor captacion de energia y que podria servirle a la planta para
incrementar el nimero de semillas, o podria almacenar energia para futuras situaciones en
donde dicha energia sea relevante, entre otros usos (Long y col., 2006; Sinclair y col., 2004). Sin
embargo, el incremento no sdélo es en el nimero de hojas, sino también en el radio maximo de
la roseta de las plantas 35S::AtOXR2 respecto a las plantas WT (Figura 7.3-7). El incremento en
este pardmetro podria estar relacionado con peciolos mas largos, o con un mayor area foliar, o
con ambas cosas. La diferencia, mediante simple inspeccidn visual, radica en el tamafo de las
hojas. No se observaron diferencias significativas cuando se compararon las plantas

35S::AtOXR4 y WT (Figura 7.3-7).
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Figura 7.3-7 | Radio maximo de la roseta en plantas 35S::AtOXR2, 35S::AtOXR4 y WT. Las determinaciones se
realizaron sobre los genotipos WT, y plantas con expresidn ectdpica y constitutiva de los genes AtOXR2 y AtOXRA4.
Las barras de error representan la desviacién estdndar de cada tiempo evaluado. Las curvas con diferentes letras
implican diferencias significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en
ensayo desbalanceado). nyr= 37; Nacoxrz-a= 34; Natoxrz-c= 36, Natoxra-a= 32; Natoxras = 33.

7.3.2.2.2. Calculo del area foliar, del niumero de aserramientos y del coeficiente de
circularidad.

Como se mencioné en la seccidn anterior, a simple vista se puede observar la diferencia

en el area de las hojas de plantas 35S::AtOXR2 en comparacion con la de las plantas

355::AtOXR4 y WT. Para cuantificar esta variable, decidimos utilizar la herramienta informatica

LAMINA (http://sourceforge.net/projects/lamina/; Bylesjo y col., 2008). El software requiere

que el usuario escanee las hojas de las plantas sobre un fondo con color distinto al verde (en
nuestro caso utilizamos hojas blancas tipo A4), y ademas se confecciond un cuadrado de relleno
color azul cuya longitud es conocida y que el programa utilizd para calibrar. Con esta
informacién, LAMINA genera un fondo azul para distinguir las hojas del fondo de la imagen.
Luego, filtra la imagen y determina bordes, los cuales permiten inferir cavidades, aserramientos
de las hojas y circularidad de las mismas, entre otros parametros. En la figura 7.3-8 se muestran

los resultados obtenidos para plantas de 24, 30 y 38 dias de crecimiento.
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Figura 7.3-8 | Area foliar, nimero de aserramientos y coeficiente de circularidad en plantas 35S::AtOXR2,
35S::AtOXR4 y WT. Rosetas de 5-7 plantas de 24, 30 y 38 dias se analizaron utilizando el programa LAMINA. a- Se
muestra el area foliar de plantas crecidas durante 24, 30 y 38 dias. Para el andlisis se separaron las hojas de la
roseta de a pares. De esta manera, el andlisis se realizé sobre el primer par de hojas, segundo par de hojas, y asi
sucesivamente. A los 38 dias transcurridos desde la siembra, los resultados demostraron valores casi idénticos para
WT y para los genotipos AtOXR4-A y AtOXR4-B. Por este motivo, en las curvas correspondientes a 38 dias
posteriores a la siembra sélo se muestran los resultados para los genotipos WT, AtOXR2-A y AtOXR2-B. b- Numero
de aserramientos. c- Coeficiente de circularidad de las hojas estudiadas a 38 dias (100 es un circulo perfecto, y
desde ese valor hacia abajo significa que la hoja es mas alargada). Las barras de error representan la desviacion
estandar de cada tiempo evaluado. Las curvas con diferentes letras implican diferencias significativas (p < 0,05,
ANOVA,; prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en ensayo desbalanceado).

Consistente con lo observado para los pardmetros nimero de hojas y radio maximo de

la roseta (Figuras 7.3-6 y 7.3-7), el area de las plantas que expresan ectdpica y
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constitutivamente el gen AtOXR4 no muestra diferencias significativas con las plantas WT
(Figura 7.3-8 a). En cambio, el area foliar de las plantas 35S::AtOXR2 es mayor que el de las
plantas WT (Figura 7.3-8 a). Si bien a los 24 dias después de la siembra, las plantas 35S5::AtOXR2
ya tienen mayor area foliar en el cuarto par de hojas, esta diferencia se incrementa con el pasar
de los dias. A los 38 dias todas las hojas de las plantas 355::AtOXR2 son mas grandes que las

hojas de las plantas salvajes (Figura 7.3-8 a).

Por otro lado, al evaluar la informacion mostrada en las figuras 7.3-6 b y 7.3-8 b, se
puede deducir que las plantas 35S::AtOXR2 presentan mayor cantidad de aserramientos que las
plantas WT en el cuarto, quinto y sexto par de hojas. Sin embargo, esto no es mas que una
correlacién con el tamafio de la lamina. Es decir, a mayor tamafio de la ldamina foliar, mayor
cantidad de aserramientos. Esto es facil de notar, ya que las curvas para el area foliar (Figura
7.3-8 a) asi como las de numero de aserramientos (Figura 7.3-8 b) tienen una forma similar.
Para el caso del coeficiente de circularidad (Figura 7.3-8 c), se observa que las curvas de todos
los genotipos evaluados alcanzan una asintota aproximadamente en el mismo valor (valor 85 de
dicho coeficiente). Aunque es destacable, que el segundo par de hojas de las plantas

35S::AtOXR2 es mas circular que el segundo par de hojas de plantas salvajes (Figura 7.3-8 c).

Finalmente, se puede mencionar que la forma de las curvas es similar entre las plantas
transgénicas y las salvajes (Figura 7.3-8 c). Esto podria significar que el programa de desarrollo
foliar no se altera por la sobreexpresion de AtOXR2 o AtOXR4, sino parece haber ocurrido una
prolongacién en la ventana de tiempo durante el cual se produce el desarrollo foliar o

vegetativo en las plantas 35S::AtOXR2 respecto de las plantas WT.

7.3.2.2.3. Evaluacidn de la biomasa de las rosetas.

Los resultados obtenidos con respecto al aumento en el nimero de hojas y al
incremento del area foliar de las plantas 35S5::AtOXR2 nos hizo preguntarnos cuadl seria el
cambio generado en la biomasa de estas plantas. Para evaluar este parametro, se cortaron y
pesaron 5 rosetas de plantas de cada genotipo crecidas durante 4 y 6 semanas (Figura 7.3-9 a,

izquierda y derecha respectivamente). A las 4 semanas las plantas 355::AtOXR2 tienen el doble
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de biomasa que la planta WT mientras que a las seis semanas la biomasa de estas plantas
triplica el de las plantas WT (Figura 7.3-9 b). Por otro lado, la biomasa de las plantas que

sobreexpresan AtOXR4 es similar a la de las plantas WT (Figura 7.3-9 b).
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Figura 7.3-9 | Biomasa de la roseta de plantas 35S::AtOXR2, 35S::AtOXR4 y WT crecidas durante 4 y 6 semanas.
a- A la izquierda, se muestran fotos de plantas de 4 semanas y a la derecha fotos de plantas de 6 semanas. En el
grupo de 4 semanas las barras de calibrado indican una longitud de 3 cm., mientras que en plantas de 6 semanas
indican una longitud de 6 cm. b- Se muestra un gréfico de barras con los resultados obtenidos para las biomasas de
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las rosetas de los distintos grupos. Dada la similitud de los valores se opté por juntar los genotipos AtOXR2 (Ay C) y
AtOXR4 (A y B) y graficar el grupo como AtOXR2 y AtOXR4. Las barras de error representan el error estandar.
Letras distintas denotan que las medias entre las muestras son distintas (p < 0,05, analisis de la varianza (ANOVA);
prueba de Tukey para comparaciones multiples). nwr= 5, Natoxr2= 10, Natoxra= 10.

Las imdgenes mostradas la figura 7.3-9 sugieren que las plantas 355::AtOXR2 requieren
mas tiempo (dias) para pasar al estadio reproductivo que el requerido por las plantas WT.
Cuando las plantas de Arabidopsis elongan su tallo, gran parte de la energia capturada por las
hojas es utilizada para mantener estructuras reproductivas como flores y vainas. Plantas que
demoran mas tiempo en elongar el tallo o en comenzar el tiempo de floracién pueden producir
mas hojas en el lapso diferencial de tiempo (ejemplo, mutantes en el gen inductor de la
floracion LEAFY o plantas 355::miR156; Grandi y col., 2012; Huijser y Schmid, 2011; Ohto y col.,

2001; ). Por este motivo, decidimos cuantificar la altura del tallo a diferentes tiempos.

7.3.2.2.4. Determinacion de la longitud del tallo principal.
Se determind el tiempo de elongacién y la longitud del tallo. Las diferencias en el tiempo
de elongacién del tallo fueron apreciables facilmente mediante inspeccién visual (Figura 7.3-

10).
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Figura 7.3-10 | Fenotipo de las lineas AtOXR2-A, AtOXR2-B y WT crecidas durante 4 semanas. Se puede observar
la diferencia en el tiempo de elongacién del tallo entre los tres genotipos estudiados.



Las plantas 35S::AtOXR2 retrasan 10 dias el tiempo de elongacién del tallo principal
respecto de las plantas WT (Figura 7.3-11 a; curvas bordd y verde vs. curva azul). No se
observaron diferencias significativas entre plantas 355::AtOXR4 y WT (Figura 7.3-11 a, curvas
violeta y celeste vs. curva azul). A los 36 dias posteriores a la siembra, las plantas que expresan
ectdpica y constitutivamente AtOXR2 presentan tallos que tienen entre 120 mm y 170 mm de
longitud, mientras que las plantas WT tienen tallos que miden entre 190 mm y 250 mm de largo
(Figura 7.3-11 a y b). En la foto comparativa de los tallos pueden apreciarse dos caracteristicas,
por un lado, las plantas 355::AtOXR2 tienen un mayor nimero de ramificaciones a pesar de
presentar menor altura (Figura 7.3-11 c) y, por otro, los tallos eran visiblemente mas gruesos
que las plantas WT (Figura 7.3-11d y e).
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Figura 7.3-11 | Longitud del tallo principal y ramificaciones de plantas WT, 35S::AtOXR2 y 35S::AtOXR4. a-
Longitud del tallo en funcién del tiempo. b- Foto de los tallos de plantas de 36 dias. c- Numero de ramificaciones

167



en funcion del genotipo a los 55 dias posteriores a la siembra. d y e- Fotos comparativas de plantas WT y plantas
AtOXR2-A y AtOXR2-C. Las barras de error representan la desviacién estandar. Letras distintas denotan que las
medias entre las muestras son distintas (p < 0,05, analisis de la varianza (ANOVA); prueba de Tukey para
comparaciones multiples). nwr= 34; Natoxr2-a= 33; Natoxrz-c= 35; Natoxra-a= 31, Naroxras = 33.

Las observaciones realizadas sobre el grosor del tallo nos llevaron a realizar cortes
histoldgicos sobre las plantas 355::AtOXR2 y WT. El analisis histoldgico se realizé sobre tallos de
plantas de 6 semanas que se cortaron a una altura de entre 140 mm y 150 mm desde la base
del tallo (Figura 7.3-12 a). Los cortes histoldgicos nos permitieron cuantificar el area de los
tallos a la altura a la que se realizaron los cortes. Se analizaron tres cortes histologicos con el
software Imagel® para calcular el area. De esta forma determinamos que las plantas que
expresan de manera ectopica y constitutiva AtOXR2 tienen tallos que superan en un 60-80% el

area de los tallos de plantas WT (Figura 7.3-12 b y c).
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Figura 7.3-12 | Cortes histolégicos de tallos de plantas 355::AtOXR2 y WT crecidas durante 6 semanas. a- Cortes
histolégicos de plantas salvajes y AtOXR2-C (Escala: 200um). b- Superposicién de las dreas ocupadas por los cortes
mostrados en a. c- Areas cuantificadas con el software Imagel®. Las barras de error representan la desviacidon
estandar de triplicados biolédgicos. Se realizdé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las
letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.
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Lamentablemente, la calidad obtenida en los preparados histoldgicos no nos permitié
realizar inferencias respecto de la extension del procambium de las plantas. La region del
procambium es particularmente interesante dado que es una fuente de células totipotenciales

gue pueden determinar la estructura de la planta (Jouannet y col., 2015).

Si bien no se cuantificé para plantas 355::AtOXR2, las plantas 35S5::AtOXR42 (plantas de
Arabidopsis que sobreexpresan la construccidon quimérica Q42, ver obtencion de genes
quiméricos en el Capitulo 7.2 de esta tesis) no sélo tienen mayor area transversal en los tallos,
sino que también tendrian mayor area de xilemas (Welchen y col., 2015). Este resultado
probablemente pueda ser extensivo a las plantas 355::AtOXR2. El hecho de tener mayor
capacidad de transporte de solutos le podria permitir a la planta sustentar, no sélo mayor
cantidad de hojas como se demostrd para plantas 355::AtOXR2, sino también mayor cantidad

de flores, vainas y semillas.

7.3.2.2.5. Determinacién del numero de flores y de la produccion de semillas.

En plantas 35S::AtOXR2 observamos que el meristema da lugar a un mayor nimero de
inflorescencias que las plantas WT y esto podria resultar en la produccién de mayor cantidad de
vainas por plantas. Bajo este razonamiento, decidimos investigar la produccion de semillas de
plantas 35S5::AtOXR2. De esta manera, observamos que las plantas 35S5::AtOXR2 producen
mayor cantidad de semillas por planta (Figura 7.3-13). Para calcular la cantidad de semillas por
plantas se pesaron inicialmente 200 semillas de cada planta y se obtuvo el valor del peso
promedio (ug) de cada semilla. Para las plantas salvajes el peso promedio fue de 16,5 ug por
semilla, mientras que para las plantas 355::AtOXR2 el valor fue 16,8 ug. Esta relaciéon nos
permitié deducir que la diferencia en el peso total de la cantidad de semillas producidas por las
plantas 35S::AtOXR2 respecto de las plantas salvajes se debia a un nimero mayor de semillas
por plantas (Figura 7.3-13 a y b). Por otro lado, el nUmero de semillas por vainas resulté ser
similar para ambos genotipos (53,844,35 para plantas WT y 55,4+3,27 para plantas
35S::AtOXR2; resultados no mostrados). Este resultado, sumado al fenotipo de las

inflorescencias observado en las plantas 35S::AtOXR2 (Figura 7.3-13 c), nos permitiria concluir

|
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gue la mayor produccién de semillas de las plantas con mayores niveles de AtOXR2 se deberia a
un mayor numero de vainas en estas plantas. Esto es consistente con lo observado para el caso
de tallos secundarios en la figura 7.3-11 b. Por otro lado, para las plantas 35S::AtOXR4 los

valores obtenidos fueron similares a los obtenidos en plantas salvajes (resultados no

mostrados).
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Figura 7.3-13 | Produccidn de semillas en plantas 35S::AtOXR2 y WT. a- Productividad de semillas por planta. Las
barras de error representan la desviacion estandar de sextuplicados bioldgicos. Se realizé6 una prueba ANOVA
seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. b- Foto representativa de las cantidades de semillas producidas por
plantas WT y AtOXR2-A. c- Foto representativa de las inflorescencias por meristema floral en plantas 355::AtOXR2.

7.3.2.2.6. Evaluacién del nimero de hojas y parametros foliares en plantas Aoxr2.

En funcidn de las diferencias observadas en las plantas 35S::AtOXR2 se cuantificaron

algunos de estos pardmetros en las plantas Aoxr2 y Aoxr4.

El nUmero de hojas por planta resultd ser similar entre plantas Aoxr2 y WT (WS) (Figura
7.3-14 a). Sin embargo, el radio maximo de la roseta de las plantas deficientes en AtOXR2 es
significativamente menor que el de sus pares salvajes (Figura 7.3-14 b). Esta diferencia deriva
en una menor produccién de biomasa aérea, determinada como el peso de la roseta (Figura
7.3-14 c). Considerando estos resultados se cuantificd el area, el grado de aserramiento y la
circularidad de las hojas de plantas Aoxr2 y WT (WS), obteniéndose diferencias en el areay la
circularidad. Las plantas Aoxr2 tienen menor area foliar y son menos circulares que las plantas

WT (WS) (Figura 7.3-14 d y f). En dicha figura se puede observar que el quinto par de hojas es
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notablemente mds alargado en las plantas mutantes que en las plantas salvajes. Cabe destacar
que en todos los parametros evaluados las diferencias entre mutantes y plantas salvajes, es

menor que la observada entre sobreexpresantes y plantas salvajes.
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Figura 7.3-14 | Parametros foliares de plantas Aoxr2 y WT(WS) en rosetas de plantas de 5 semanas. a- Foto de

plantas de 5 semanas de edad (Escala: 6¢cm). b y c- Radio maximo y biomasa de las rosetas de plantas WT (WS) y

Aoxr2. d, e y f- Parametros foliares: area foliar, nUumero de aserramientos y coeficiente de circularidad. Las barras

de error corresponden a desviaciones estandar de sextuplicados bioldgicos. Se realizd una prueba ANOVA seguida

por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.



No se observaron diferencias significativas en cuanto al tiempo de elongacién del tallo o
a la morfologia del mismo, asi como tampoco en lo que respecta a la produccién de semillas

(datos no mostrados).

El ciclo de vida de plantas de Arabidopsis ecotipo WS presenta diferencias respecto del
genotipo Col-0 (Chan y col., 2013; Massonnet y col., 2010). A pesar de esto, en condiciones
normales de crecimiento, las diferencias entra las plantas salvajes y las plantas con niveles
alterados de AtOXR2 se observan en ambos ecotipos a partir de la quinta semana de
crecimiento. De manera opuesta a lo que ocurre con plantas 355::AtOXR2, las plantas Aoxr2
presentan menor radio de la roseta y menor area foliar; parametros que, finalmente se
traducen en una menor biomasa de la roseta. Ademas, detectamos diferencias en cuanto a la
forma de las hojas, siendo las hojas de las plantas Aoxr2 mas alargadas. Este hecho se ve
reflejado en el coeficiente de circularidad de las mismas, el cual se muestra en la figura 7.3-14 f.
En dicha figura se puede observar que el quinto par de hojas es notablemente mas alargado en
las plantas mutantes que en las plantas salvajes. Esto podria ser consecuencia de la carencia de

AtOXR2 en este estado de la planta.

Con el fin de dilucidar los mecanismos por los cuales las plantas 355::AtOXR2 podrian
producir mayor cantidad de biomasa, nos propusimos realizar determinaciones de los

parametros fotosintéticos de las plantas.

7.3.3. Determinacion de parametros fotosintéticos.

La medicién de los diferentes parametros fotosintéticos se realizd con un equipo
denominado IRGA Li-Cor 6400XT (sigla que deriva de su nombre en inglés: Infra Red Gas
Analyzer). En la seccién 9.3-2 del Anexo lll se desarrollan conceptos bdsicos en relacién al uso

de este equipo y los fundamentos tedricos de los parametros que arroja.
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7.3.3.1. Medidas de fluorescencia de la clorofila.

Los experimentos se iniciaron con plantas de 4 semanas, edad en que se observan
cambios fenotipicos en las plantas 355::AtOXR2. Debido a la sensibilidad de la determinacion de
pardametros vinculados a la fluorescencia de la clorofila, decidimos desglosar las
determinaciones por “pares de hojas” de manera similar a como se realizaron las
determinaciones de area foliar (Figuras 7.3-7 y -8). Inicialmente se trabajé con plantas de 4
semanas, momento en el cual las plantas 355::AtOXR2 tienen aproximadamente el doble de
biomasa que sus pares salvajes. Fijamos las determinaciones sobre el tercer y cuarto par de
hojas de plantas WT y 35S::AtOXR4 y, sobre el tercer, cuarto, quinto y sexto par de hojas de
plantas 35S5::AtOXR2. lLos valores obtenidos en las plantas 35S::AtOXR4 no mostraron
diferencias significativas respecto de lo observado en plantas salvajes (datos no mostrados).
Para el caso de plantas 35S5::AtOXR2, se encontraron diferencias en parametros tales como Fo,
Fm, Fo', Fm' en el quinto y sexto par de hojas (Figura 7.3-15 a). Sin embargo, las diferencias se
cancelaron entre si cuando se generaron las relaciones F,/Fn, F//Fn" y ®psy; pero se
mantuvieron en los parametros gp, gy y NPQ (Figura 7.3-15 b). La diferencia mds destacable se
observd en el sexto par de hojas, en donde el gr es mayor que en plantas WT y el parametro gy
es menor que en sus pares salvajes (Figura 7.3-15 b). Estos resultados indicarian que el sexto

par de hojas de las plantas 355::AtOXR2 tiene mayor performance fotosintética.
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Figura 7.3-15 | Parametros vinculados a la fluorescencia de la clorofila obtenidos en plantas 355::AtOXR2 y WT
crecidas durante de 4 semanas. a- Parametros de fluorescencia medios en condiciones normales de crecimiento.
b- Valores obtenidos de los nuevos coeficientes luego de combinar matemdticamente los pardmetros obtenidos.
Se muestran las diferencias significativas obtenidas en los parametros g, gy Yy NPQ. Las barras representan las
desviaciones estandar de quintuplicados biolégicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher
LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05. Se obtuvieron resultados
similares con los genotipos AtOXR2-By C.

La deteccion de diferencias en el sexto par de hojas en plantas de 4 semanas nos llevo a
realizar determinaciones sobre los mismos pares de hojas, pero en plantas de 6 semanas. Esta
vez las diferencias las encontramos en los pardmetros F,, Fo’ y F, (Figura 7.3-16 a).

Nuevamente, no observamos diferencias para el parametro Fs.
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Este es un resultado que simplifica el estudio, ya que implica que las hojas de las plantas
35S::AtOXR2 en estado estacionario absorben energia en la misma forma que lo hacen las hojas
de plantas WT (Figura 7.3-16 a). Esto ultimo nos permite realizar comparaciones entre hojas WT
y 35S5::AtOXR2 sin el riesgo de cometer sesgos debido a otros pigmentos que estén absorbiendo
o emitiendo luz en el rango de longitudes de onda en el que se realizan las determinaciones

(Baker, 2008; Murchie y Lawson, 2013).

En plantas 35S::AtOXR2 de 6 semanas todos los parametros de fluorescencia de la
clorofila se encuentran aumentados, incluso aquellos relacionados con la extincién no
fotoquimica de la fluorescencia de la clorofila (gy y NPQ; Figura 7.3-16 b). Los incrementos
observados en los parametros de fluorescencia maxima (F, y F') fueron muy superiores a los
obtenidos para Fy’ (Figura 7.3-16 a), esto derivé en cambios en los parametros F,/F., F.//Fn’,
Dps11, gp, g Y NPQ. Considerando los pardmetros vinculados a la fluorescencia de la clorofila, las
plantas 35S::AtOXR2 son mas saludables que las plantas WT. Es posible proponer dos
explicaciones a este estado: o bien las plantas 355::AtOXR2 tienen mas clorofila, o transportan

con mayor velocidad los electrones captados por el PSII (Fm, Fm’, Fo/Fm, F'/Fm’, @psu Y gp).

En funcién de los resultados obtenidos decidimos cuantificar el contenido de clorofila de
estas plantas, pero no encontramos diferencias significativas (resultados no presentados). Por
este motivo se cuantificd la tasa de transferencia de electrones (ETR) de las plantas en estudio.
Asi, detectamos que la ETR de plantas 355::AtOXR2 es mayor que la de plantas WT (Figura 7.3-
16 c). El incremento en la ETR, puede implicar que en condiciones de estrés por alta intensidad
luminica las plantas 355::AtOXR2 tendrian una ventaja sobre sus pares salvajes, ya que podrian
transportar los electrones capturados a mayor velocidad (Essemine y col., 2012; Munekage vy
col., 2001). Para cuantificar esto, realizamos la determinacion del pardmetro ETR en funcién de
la intensidad luminica de radiacidon fotosintéticamente activa PAR (por sus siglas en inglés
Photosynthetically Active Radiation). Nuevamente, observamos que las dos lineas de plantas
analizadas AtOXR2-A y AtOXR2-C muestran una mayor velocidad de transferencia de electrones

(ETR) en todas las intensidades luminicas en las que se midié el parametro (Figura 7.3-16 d). El

175



176

valor aumenta y es maximo alrededor de los 1000 pE (umol.m™.s™) de intensidad de luz y luego

se mantiene constante.

a
b
) 2200
o © b
> o
H O
g 51700
it MWT- 6 par
(] o
H gum mAtOXR2-C- 6*° par
R MALOXR2-A- 6 par
T —
© Y j00
o]
H
[=e}
P 200 - - -
FCI Fm FD' Fm’ Fs
Parametros de fluorescencia

k) de la clorofila c
0 1 bb 0 2
© @ ™ ©
g i > A
o O -H O
L o H 8 s
© U ° 0
~ O = O
v 0 0 0
H QO H O 18

o “
n o 0 o
0 3 [UJ=]
T T
™ M H 165
el kel
- Q - Q
[=le o o
o] . =] 15

F/F, F'/F" @ q, g, NPQ ETR

Parametros de fluorescencia de la clorofila

Q.
}
=

6 par —B-At0OXR2-C- 6* par —a—=AtOXR2-A -6 par

N
@

N

o

w
L

ae JL

N

e

wn
L

Unidades relativas de
fluorescencia
N

13 T T
0 500 1000 1500 2000

Intensidad luminica de radiacién
fotosintéticamente activa (pmol.m?.s™%)

Figura 7.3-16 | Parametros vinculados a la fluorescencia de la clorofila obtenidos en plantas 355::AtOXR2 y WT
crecidas durante de 6 semanas. a y b- Parametros proporcionados por el equipo LiCor6400XT y coeficientes
calculados a partir de los mismos. c- Tasa de transporte de electrones determinada a 100 umol.m'z.s’:L de PAR. d-
Valores de ETR obtenidos variando la intensidad de la radiacién PAR. Las barras representan las desviaciones
estandar de quintuplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc.
Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05.



7.3.3.2. Pardmetros de intercambio gaseoso en el sexto par de hojas de plantas de 6

seémanas.

Las diferencias observadas en los parametros de fluorescencia de la clorofila permiten
inferir cambios en la tasa de fijacion de CO,. Se midid la fijacion de CO, (denominada A) y la
transpiracion de las hojas (denominada E). Estos parametros se utilizaron para calcular la
eficiencia del uso del agua (A/E). Las plantas 35S::AtOXR2 fijan CO, a una tasa mayor a la que lo
hacen las plantas WT y, como contrapartida, evaporan menos agua en el proceso (Figura 7.3-
17). De esta manera, el indicador de uso del agua resulta en un valor mayor para las plantas
35S::AtOXR2 respecto de las plantas WT (Figura 7.3-17). Este indicador es una manifestacion de
la tasa acelerada del transporte de electrones (ETR) que tienen las plantas 35S::AtOXR2

respecto de las plantas salvajes.

BMWT- 6% par mALOXR2-C- 6% par MALOXR2-A- 6% par

A E EUA

Figura 7.3-17 | Parametros asociados el intercambio gaseoso en plantas 35S::AtOXR2 y WT crecidas durante 6
semanas. Las mediciones se realizaron en el sexto par de hojas de plantas de 6 semanas. Las barras representan la
desviacion estandar de quintuplicados bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD
post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05. A= Tasa total de asimilacién
(LmMolCO,. m™. s™"); E= Transpiracion (molH,0. m™.s™); EUA= Eficiencia del uso del agua (mmolCO,/molH,0).

Los parametros obtenidos con el equipo IRGA nos permiten concluir que la
sobreexpresion de AtOXR2 genera una disminucion en la transpiracion (E), un incremento en la

eficiencia del uso del agua (EUA) y un aumento en la fijaciéon de CO,. Estas caracteristicas estan
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de acuerdo con el incremento de la biomasa en plantas 355::AtOXR2 respecto de plantas WT.
En el proceso de intercambio de gases las plantas incorporan a su biomasa carbono de la
atmosfera y en simultdaneo se produce la transpiracion de vapor de agua desde la planta a la
atmasfera. Asi, la eficiencia en el uso del agua puede entenderse como el volumen de agua que
las plantas necesitan consumir para incorporar a su biomasa una determinada cantidad de
carbono proveniente de la atmdsfera (Franks y col., 2015). Las caracteristicas de las plantas
35S::AtOXR2 podrian ser beneficiosas durante situaciones de estrés (Des Marais y col., 2014;
Franks y col., 2015). En funcién de estos resultados en el capitulo siguiente se presentaran
resultados que aportan informacion sobre el rol de AtOXR2 durante distintas situaciones de

estrés.

7.3.4. Determinacion del perfil metabdlico de plantas 355::AtOXR2 y WT en condiciones

normales de crecimiento.

El incremento en la biomasa de las plantas 35S5::AtOXR2 y en la fijacién de CO, debe
generar cambios en la taza de generacion o degradacion de los fotoasimilados. Para evaluar
esto, se cuantificaron 47 metabolitos en plantas 35S5::AtOXR2 y WT, crecidas durante seis
semanas’ en un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de noches (dia largo). Las muestras se
tomaron al final de la noche (EON; del inglés end of night) y a la mitad del dia (MOD; del inglés
mid of day). La extraccidon para la determinacion de metabolitos en muestras de hoja se realiz

como se describe en la seccidén 6.2.48 de Materiales y Métodos.

La sobreexpresion de AtOXR2 modifica significativamente los niveles acido fumarico,
sacarosa y glucosa (negrita, Tabla 7.3-1). La sacarosa se encuentra disminuida a la mitad del dia
mientras que los niveles de glucosa son menores al final de la noche, coincidente con la
disminucion de la enzima AtSPS2 (At1g05610) encargada de la fosforilacion de glucosa-1-

fosfato.

1 . , . 4 .
El material, roseta completa, se cosechd en la semana sexta de con el objetivo de igualar las muestras tomadas
para el ensayo de microarreglos presentado en el capitulo 7.4.

|
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HMetabolite Descripcidén MOD ECH
Ac. Aspartice |[Relscionadc & AA Familis del aspartatc |0.16423 -0.5267
Trecnina Relacionado s AA Familia del aspartatc |-0.2555 0.05511
GRBR Relacicnadc a AR Familia del glutamatc [0.49267 0.68075
Bcide glutamicpRelacioredo & BA Familis del glutamsatc [0.38341 0.10705
Prolina Relacicnadc & AR Familis del glutamatc | 0.6674 0.54972
Ornitina Relacionado a AR Ciclo de la udres 0.51348 -0.3842

Fenilalanina Relacicnadc &8 AA Familia del shikimsto [0.05038 0.23412

Shikimatoc Relaclionado & BAA Familia del shikimatc | -0.325 0.19785
Triptofano Relacionadc a2 AA Familias del shikimatc |[-1.5038

Turcosina Relacicnado & AA Familis del shikimstc |-1.6424 -0.2728
Glicina Relacicradc & AR Fotcrespirecidn -0.0533 -0.5407
Serina Relaciconado a AA Fotorespiracidn 0..051395 =0..2139
Isoleucina Relscionado a AA Familis del pivuvato 0.04035 0.32221
Leucina Relacionado a AR Familia del piruvato 0.4395 -0.0365
Valina Relacicrado a AR Familia del piruvaic -0.3111 -0.0691
Fructosa Relacionado & CH AzGcares libres -0.4605(-1.8467
Glucosa Relacionadc & CH AzGcares libres 0.22457|-1.1775
Maltosa Relacicnado & CH AzGcares libyes -0.3805|-0.0129
Manosa Relacicnradc & CH AzGcarss libres -0.3269 -0.5356
Rafinosa Relaclicrnado a CH AzGecares libres -1.3098

Sacarosa Relaciconadc a CH AzGcares libres -0.4344 -0.1025
Xilosa Relacicrado & CH Arztcares libres -0.5406 0.00408
Manitol Relacicnadc & CH Aztcar alcohcl 0.61792 0.68793
Mipinositol Relacicnado & CH Sugar alcohols -0.0438 0.27824
Serbitel Relacicrade & CH Sugar aicohols SOSOUlS —0.2715
g-cetoglutaratdac. Qrganico Cicle del Krebs 0.27048 0.23525
Ac. Malico Ac. Orgidnico Ciclc del Krebs 0.27652 0.13394
D-a-hidroxyglufBc. Orginico Cicle del Krebs -0.0455 -0.015
Ac. Fumérico Ac. Orgérnico Cicloc del Krebs -0.2349 -0.3301
Ac. Succinico |Ac. Orgénico Cicleo del Krebs —0:2791 —0.2852
Ac. Izo-citricgAc. Orgénico Cicle del Krebs 0.38184 0.25867
Ac. Glicerico (AcC. Organico Fotorespiracion 0.27048 0.23525
Ac. Glicblice |Ac. Orgamico Fotorespiracidn =0:118 506578
Lactato 2c. Orgénico Fermentacion 0.07028 -0.2473
Ac. malico Ac. Orgérico Bc. Dicarbolxilico 0.31361 0.32118

Ac. Malénico 2c. Dicarboxilico Metabolismo de Ac. Grag 0.17955 -0.0589

Glicerol Lipides compleijos Triglicérideos -0.2683 -0.2151

Tabla 7.3-1 | Niveles relativos de distintos metabolitos cuantificados en plantas 35S::AtOXR2. Los valores se
expresan como log,(metabolitos 35S::AtOXR2/ metabolitos WT). En negrita y en subrayado se indican los
metabolitos que muestran un cambio significativo segin ANOVA y prueba pots-hoc LSD Fisher (p < 0,05). Los
niveles de metabolitos Prolina, Manitol y Rafinosa también muestran diferencias significativas pero no se discuten
en el texto de esta tesis. Codigo de colores rojo es aumento, verde es diminucion y la gama de colores esta de
acuerdo con la escala de los niveles de expresion.



Con respecto al dcido fumadrico, los niveles estdn disminuidos a lo largo del dia. La
disminucion de la sacarosa podria ser consecuencia de la disminucion de la actividad sacarosa
sintasa ya que los niveles transcripcionales de la subunidad menor de esta enzima
(AtSPS4F/At4g10120) se encuentran disminuidos en el ensayo de microarreglos. AtSPS4
participaria de la sintesis de sacarosa-6-fosfato a partir de fructosa-6-fosfato y UDP-glucosa

(Figura 7.3-18).
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Figura 7.3-18 | Rutas metabdlicas modificadas en plantas 35S::AtOXR2. Se muestran las dos rutas metabdlicas
modificadas segun la interseccidn de los resultados obtenidos mediante transcriptomica y metaboldmica en
plantas 35S::AtOXR2. Color azul implica disminucién de la expresidén del gen de interés en plantas 35S::AtOXR2
respecto de plantas WT.

De acuerdo con esta hipodtesis, Volkert y col. (2014) demostraron que plantas mutantes
en enzimas con actividad sacarosa fosfato sintasa disminuyen la sintesis de sacarosa y ademas

limitan la degradacion del almiddn durante la noche sin alterar la particion del carbono durante




la fotosintesis. La disminucion de los niveles de glucosa al final de la noche esta de acuerdo con
una disminucion en la degradacién del almidén, con menos disponibilidad de sacarosa para
degradar en la noche o con el requerimiento de mayor cantidad de glucosa para el crecimiento

nocturno.

A nivel transcripcional no hemos obtenido evidencia de una disminucién en las enzimas
encargadas de la fosforilacion y posterior hidrdlisis de los glucanos del almiddn, a excepcién de
una B-amilasa-9 cloroplastidica (BAM9/At2g32290, Smith y col., 2004), cuya relevancia aun no
ha sido probada (Figura 7.3-18). Sin embargo, dado que los niveles de maltosa (principal
producto de la degradacion del almiddn en el cloroplasto) son normales al final de la noche

(Tabla 7.3-1), esta hipdtesis no parece ser probable.

La disminucién de los niveles de sacarosa durante el dia explican la disminucién de los
niveles de glucosa vy, si bien no es significativo, los niveles de fructosa durante la noche (Tabla
7.3-1). Con respecto al mayor requerimiento de azlcares para sostener el exceso de biomasa,
no hemos evaluado si las plantas 355::AtOXR2 incrementan su biomasa como consecuencia de
una elevada sintesis de proteinas, lipidos o carbohidratos. La escasa disponibilidad de acido
fumarico supondria que hay una prevalencia en la acumulacién de carbohidratos como reserva
de carbono. Se ha postulado que Arabidopsis acumula acido fumarico como reserva de carbono
de una manera similar a como lo reserva en el almidén (Pracharoenwattana y col, 2010; Chia y
col., 2000). Por otro lado, si bien nos es estadisticamente significativo, es llamativo que los
metabolitos relacionados a la sintesis de proteina (acido aspartico, GABA, acido glutamico,
leucina, ornitina y prolina) estén aumentados en la mitad del ciclo de luz. Las plantas
deficientes en la fumarasa citosélica AtFUM?2, las cuales no pueden convertir malato en
fumarato, disminuyen la sintesis de aminoacidos (Pracharoenwattana y col, 2010).
Considerando que los niveles de AtFUM2 no se modifican por la sobreexpresién AtOXR2, las
plantas 35S::AtOXR2 podrian derivar el acido fumarico hacia la sintesis de aminoacidos para

mantener los niveles de proteina.
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7.3.5. Discusion y conclusiones parciales.

7.3.5.1.  Desarrollo radicular y potencial agrobiotecnoldgico.

Los resultados mostrados en este capitulo sugieren una estructura radicular de mayor
complejidad para plantas que sobreexpresan AtOXR2, asi como una menos compleja para las
plantas Aoxr2 deficientes en dicho gen. Las diferencias observadas en la longitud de la raiz
principal de plantas con niveles alterados del transcripto de AtOXR2 podrian deberse a
diferencias en la percepcion del estrés, a una tasa de germinacion diferencial o a una
combinacidon de ambos fenémenos. Para completar este analisis, en el capitulo 7.4 (seccién

7.4.4.3) se muestran los resultados de evaluacién de la germinacion bajo condiciones de estrés.

El desarrollo diferencial de la raiz marca una diferencia crucial en el crecimiento
posterior de la planta. Determina el comportamiento de la planta frente a condiciones de estrés
asi como el comportamiento en condiciones normales de crecimiento. La elongacion de la raiz
esta limitada por una combinacion de resistencia mecanica (impedimento en la penetracién del
suelo), y por el estrés hidrico que la matriz puede o no generar a la planta (Bengough y col.,
2011). Diferentes estudios sefalan que alteraciones en la morfologia de la raiz y en la
arquitectura radicular se traducen en variaciones en la capacidad de toma de agua a través de
la raiz, lo que podria ser de utilidad para la planta a la hora de enfrentar distintas situaciones de
estrés abiotico (Aroca y col., 2001; Hattori y col., 2008; Matsuo y col., 2008). La importancia de
la capacidad de toma de agua de la raiz radica en la capacidad que este parametro le confiere a
las plantas para superar la deshidratacidn inducida por estrés abidtico (Aroca y col., 2011).
Generalmente, ante una condicion de deshidratacién, las plantas cierran sus estomas. Sin
embargo, bajo ciertas condiciones medioambientales o en determinados genotipos, la
modificacidn de la capacidad de toma de agua de las raices juega un rol importante comparado
con el cierre estomatico cuando la planta intenta evitar la reduccién del crecimiento inducida

por este estrés (Aroca y col., 2001; Bouchabke-Coussa y col., 2008; Matsuo y col., 2008).

Mientras que la elongacidn de la raiz es un componente importante de la arquitectura
de la raiz, la gran variedad en el desarrollo observado en diferentes plantas se debe

ampliamente a la formacion de raices laterales. Mediante la modificacion del nimero y Ila
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posicion de estas raices laterales, la arquitectura de una planta individual puede ser esculpida

para acomodarse a las condiciones medioambientales y a sus vecinos (Harris, 2015).

En este trabajo determinamos que cambios en los niveles de expresion de AtOXR2
generan plantas que modifican el nimero de raices secundarias o laterales bajo condiciones
control. Dado que el desarrollo de este tipo de raices estda regulado por estimulos
medioambientales como biodisponibilidad de nutrientes y disponibilidad de agua (Lopez-Bucio
y col., 2003; Malamy, 2005), esto podria indicar que las plantas 355::AtOXR2 tienen un mayor
requerimiento de nutrientes o de agua. Por otro lado, ABA y auxinas condicionan el desarrollo
de las raices laterales. Por ejemplo, localizaciones puntuales de hierro promueven el
crecimiento de raices laterales mediado por un incremento en la acumulacién de auxinas en los
apices de la raiz (Duan y col., 2013). Mientras que el ABA tiene un efecto opuesto cuyo
mecanismo de inhibicién se ha demostrado en el estadio de post-emergencia de la raiz
secundaria (De Smet y col., 2003; Signora y col., 2001). De esta manera la percepcién de ABA
por la planta, inducird el cierre estomatico en las hojas, y la inhibicidon del desarrollo de raices
secundarias en la raiz. Es probable que esto ultimo fuerce a la planta a elongar la raiz principal
en busca de mayor cantidad de agua, lo que le permitirda mantener el estado de hidratacion
necesario para sobreponerse al estrés que genero el incremento en la concentracién hormonal
(Harris, 2015). El efecto del ABA sobre plantas con niveles alterados de AtOXR2 serd

desarrollado en la seccién 7.4.4.

7.3.5.2. Desarrollo vegetativo y produccion de semillas.

La capacidad de produccion aumentada de las plantas 35S::AtOXR2 respecto a sus pares
salvajes, tanto a nivel de hojas como de semillas, puede justificarse con todos los resultados
descriptos previamente. Estas plantas tienen una arquitectura radicular mas compleja, que les
permitiria captar y transportar mas nutrientes desde el suelo hacia la parte aérea (Den Herder y
col., 2010; Rosas y col., 2013). El incremento de la raiz principal y de las raices laterales ha sido
ampliamente documentado como una respuesta adaptativa a la deficiencia nutricional (Giehl y

col., 2013; Gruber y col., 2013; Kellermeier y col., 2014). Esto se complementa con la capacidad
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para captar mayor cantidad de luz, caracteristica que se ve reflejada en el mayor numero de
hojas y en la mayor superficie expuesta por hojas. En este sentido, plantas de arroz que
sobreexpresan el gen HARDY, un factor de transcripcién de la familia AP2-ERF-Like, aumentan
su biomasa y el uso del agua como consecuencia de un incremento en la tasa fotosintética. Los
autores proponen que dicho incremento en la fotosintesis es sostenido por el incremento del
area foliar y del niumero de cloroplastos (Karaba y col.,, 2007). El radio de la roseta es un
parametro que tiene en cuenta cuanto se expande la planta; sin embargo, no tiene en cuenta
cual es la superficie fotosintética. Las plantas 355::AtOXR2 no sdlo tienen mayor radio maximo
de la roseta, sino también mayor area foliar. En conjunto, generan un organismo con mayor
aptitud a la hora de captar la luz. Si bien se han reportado plantas con mayor biomasa como
consecuencia de una mejora en la actividad y eficiencia fotosintética (Karaba y col., 2007;
Kebeish y col., 2007; Kurek y col., 2007), 35S::AtOXR2 es la primera planta con incremento en la
biomasa radicular, incremento en la biomasa area e incremento en la produccién de semillas

sin incrementar el consumo de agua ni retrasar el tiempo de obtencion de la semilla.

Entre las estrategias que se han aplicado para obtener un incremento en la biomasa y en
la produccién de semillas podemos sefialar aquellas que tienden a incrementar la fotosintesis (o
disminuir la fotorespiracidon) y aquellas que tienden a modificar el metabolismo del carbono (Liu
y col., 2016; Long y col., 2006; Sinclair y col., 2004). De esta forma se han obtenido plantas de
Arabidopsis con mayor biomasa y mayor produccion de semillas como consecuencia de la
expresion de enzimas ramificadoras del almidén provenientes de Zea mayz (Liu y col., 2016).
Considerando esto, es de interés a futuro medir el contenido de almidéon durante al final de la
noche en las plantas 35S::AtOXR2. De acuerdo con esta hipotesis, las plantas que
sobreexpresan AtOXR2 presentan menores niveles de azucares solubles al final de la noche
(tabla 7.3-1 y figura 7.3-18). Por otro lado, la mayor produccion de fotosintatos, asi como
también la mayor captacién de agua y oligoelementos por parte de las raices de plantas
35S::AtOXR2 debe ser transportada hacia las flores. Para esto, las plantas 35S5::AtOXR2 tendrian
que desarrollar un sistema vascular mas complejo que el de plantas salvajes. El incremento del
area transversal de los tallos de estas plantas podria ser parte de esa estructura radicular

compleja.
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7.4. CAPITULO IV

“AtOXR2 y su rol en la respuesta a estrés en Arabidopsis”



CAPITULO IV

7.4.1. AtOXR2y surol en la respuesta a estrés en Arabidopsis.

Los resultados presentados en el Capitulo 7.3 nos permiten suponer que la
proteina AtOXR2 podria estar involucrada en la respuesta a estrés. Esto surge de la
observacion del mayor crecimiento de raices de plantas 355::AtOXR2 frente a condiciones
generadoras de estrés oxidativo, lo que podria sugerir una tolerancia incrementada a
estas situaciones (seccién 7.3.2.1). También observamos tallos con mayor area en plantas
35S5::AtOXR2, lo que podria estar indicando la posibilidad de una mayor tasa de transporte
de fotosintatos y oligoelementos desde y hacia los tejidos fuente (Figura 7.3-11y 7.3-12).
Ademas, las plantas que expresan ectdpica y constitutivamente AtOXR2 mostraron
parametros fotosintéticos tales como ®pg), gp Y gy que, en relacidén con los de sus pares
salvajes, podrian ser interpretados como indicadores de plantas que se encuentran
creciendo en mejores condiciones o que estdn “menos estresadas” (secciones 7.3.3.2 y

7.3.3.3).

Estas evidencias, sumadas al el interesante fenotipo mostrado por las plantas con
altos niveles de expresion de AtOXR2 (mayor biomasa aérea, mayor area foliar, mayor
productividad de semillas y arquitectura radicular mas compleja), nos motivaron a realizar
un analisis del transcriptoma de plantas 35S5::AtOXR2, con el fin de obtener informacién
global que nos permita entender cudles serian los cambios a nivel de expresidon génica

responsables del fenotipo y/o comportamiento observado.

7.4.2. Analisis del transcriptoma de plantas 35S::AtOXR2.

La sobreexpresion de AtOXR2 genera en Arabidopsis fenotipos pleiotrépicos;
relacionados con el incremento de la biomasa, retraso en la senescencia, mayor
produccién de semillas e incremento de la eficiencia fotosintética. En funcién de estos
resultados nos parecid interesante realizar una inspeccion global del transcripoma de

plantas con mayores niveles de AtOXR2 utilizando microarreglos y ARN proveniente de
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rosetas completas de plantas 35S5::AtOXR2 crecidas durante seis semanas en tierra

(consultar seccion 6.2.19 de Materiales y Métodos).

7.4.2.1. Analisis de las categorias ontoldgicas enriquecidas.

Los resultados obtenidos fueron procesados como se describié en las secciones
6.2.16 y 6.2.17 de este trabajo de Tesis. Este primer andlisis indica que la sobreexpresion
de AtOXR2 regula de manera diferencial 908 genes considerando un valor de significancia
p menor a 0,01 y un cambio en la expresion, expresado como Iongcl, mayor a 1,5. Dentro
de este grupo de genes encontramos 440 genes cuya expresion se encuentra disminuida
en las plantas 355::AtOXR2 mientras 468 genes mostraron niveles de expresion superiores
a los observados en las plantas WT. Estos dos grupos de genes fueron utilizados para el
analisis de enriquecimiento (SEA, del inglés Set Enrichment Analysis) considerando las

ontologias GO (de sus siglas en inglés Gene Ontology; www.geneontology.org). Empleando

el programa MRCM, se analizaron los tres grafos de GO: Funcién Molecular (MF), Procesos

Bioldgicos (BP) y Componente Celular (CC).

7.4.2.1.1. Procesos bioldgicos.

Las categorias enriquecidas entre los genes regulados diferencialmente en las
plantas 35S5::AtOXR2 involucran la respuesta inmune y la respuesta a estimulo. La
confluencia de estas categorias deriva en el enriquecimiento de las categorias de
respuesta inmune innata, respuesta a cambios en los niveles de nutrientes y la respuesta a

hormonas (Figura 7.4-1 y tabla 7.4-1).

Con respecto a la categoria de modificacidn de la pared celular, las modificaciones
estan vinculadas especificamente con la abscision de las hojas. Dentro de los procesos de
muerte celular, la categoria de apoptosis se encuentra enriquecida. Dentro de la categoria

de procesos biosintéticos las categorias no redundantes enriquecidas son: biosintesis de

! FC; des sus siglas en inglés fold change, representa el cociente de los niveles de expresién de plantas
3S::AtOXR2 respecto de la expresion en plantas WT.


http://www.geneontology.org/
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aminodcidos modificados, fenilpropanoides, biosintesis de lipido A y biosintesis de
lipopolisacaridos. Ademas, la sobreexpresion de AtOXR2 deriva en la regulacidn diferencial
de genes que pertenecen a la categoria de movilizacion y transporte de lipidos vy

modificacion de acidos grasos (Figura 7.4-1 y tabla 7.4-1).
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Figura 7.4-1 | Ontologias enriquecidas en los genes regulados diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2
respecto de plantas WT seglin Procesos Biologicos de GO. La evaluacion de las ontologias se realizé
incluyendo el grupo completo de los genes (inducidos y reprimidos) mediante el software MCRM. En verde
se indica la proporcidon de genes aumentados en plantas 355::AtOXR2 respecto de plantas WT en cada
categoria GO mientras que en rojo se muestran los genes disminuidos.



Ademas de las categorias GO enriquecidas, en el mapa se indica el sentido de la
expresion de los genes que corresponden a cada categoria. En verde se muestra la
proporcidn de genes cuya expresion esta incrementada en las plantas 35S5::AtOXR2 y en
rojo la proporcion de los genes cuya expresion esta disminuida en dichas plantas. Como
puede apreciarse, el grupo de genes regulados positivamente esta incluido en las
categorias respuesta inmune innata, respuesta a auxinas, procesos apoptdticos,

biosintesis del lipido A y transporte de lipidos.

Con respecto a los procesos que incluyen genes cuya expresidon se encuentra
disminuida en las plantas 35S::AtOXR2 encontramos las categorias modificacion de la
pared celular involucrada en la abscisidn, procesos catabdlicos del ADN, biosintesis de
fenilpropanoides y biosintesis de aminoacidos modificados (Figura 7.4-1). Para mayor
detalle, en la tabla 7.4-2 se muestran los genes para cada una de las categorias

mencionadas.




Procesos Biologicos
Identificador [Termino GO valor- p | #inducidos |#Reprimidos
GO:0050896 |[Respuesta aestimulo <0.001 36 26
G0:0008219 |Muerte celular <0.001 8 3
G0:0016265 [Muerte <0.001 8 3
GO:0006915 [|Apoptosis <0.001 8 1
G0:0009247 |Biosintesis de glicolipidos <0.001 3 1
G0:0012501 |Muerte celular programada <0.001 8 2
G0:0006869 |Transporte de lipidos 0.001 8 0
G0:0009245 |Biosintesis de Lipido A 0.001 3 0
G0:0046493 |Metabolismo de Lipido A 0.001 3 0
G0:0006664 |Metabolismo de glicolipidos 0.001 3 1
G0:0008653 |Metabolismo de lipopolisacaridos 0.002 3 0
G0:0009103 |Biosintensis de lipoplisacaridos 0.002 3 0
G0:0010876 |Localizacion de lipidos 0.002 8 0
G0O:0046467 (Biosintesis de lipidos de membrana 0.002 3 1
GO0:0009719 |Respuesta a estimulo endogeno 0.005 13 8
G0:0042398 |Biosintesis de derivados de aminoacidos 0.006 1 7
G0:0006643 |Metabolismo de lipidos de membrana 0.007 3 1
G0:0044264 |Metabolismo de polisacaridos 0.007 6 1
GO:0006950 [Respuesta a estres 0.01 21 18
GO0:0010033 |[Respuesta a sustancias organicas 0.01 14 9
G0:0009725 |Respuesta a hormonas 0.012 12 7
GO:0006575 [Metabolismo de derivados de aminoacidos 0.013 1 8
G0:0042221 |Respuesta a estimulo quimico 0.014 19 14
G0:0019748 |Metabolismo secundario 0.019 1 10
G0:0044262 |Metabolismo de carbohidratos 0.028 8 4
GO:0031669 [Respuesta a nutrientes 0.029 2 2
G0:0009830 [Modificacion de la pared celular (absicion) 0.033 5 3
G0:0045087 |Respuestainmune innata 0.033 6 2
G0:0007047 |[Organizacion de la pared celular 0.034 5 3
GO:0006952 [Respuesta de defensa 0.035 13 6
G0:0009698 [Metabolismo de fenilpropanoides 0.037 0 6
G0:0045229 |[Encapsulacion externa 0.044 5 3
G0:0032787 |Metabolismo de acidos monocarboxilicos 0.046 2 7

Tabla 7.4-1 | Ontologias reguladas diferencialmente en plantas 355::AtOXR2 seguin Procesos Biologicos. Se
muestran los terminos GO regulados diferencialmente en el ensayo de microarreglos relizado en plantas que
sobreexpresan AtOXR2. Ademas de la categoria ontologica se muestran el valor de significancia p segun la
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prueba de Fisher y el numero de genes (#) regulados positivamente (Inducidos) y regulados negativamente

(Reprimidos) en plantas 35S::AtOXR2 respecto de plantas WT.

Procesos Biologicos

Termino GO

Genes Inducidos

Genes Reprimidos

Respuesta a estimulo

AT5G43740, PAR1, AT5G43730, XTH6, PP2-A7, NIP6;1, ST2A,
RAB18, AT1G73620, AT3G20340, AT1G36060, AT5G25190,
ATAG30650, ATCSLA09, HR4, AT3G44630, AT5G18010, BT2, EXP3,
AT5G51630, LCR66, AT3G03820, AT2G14900, IAA29, CMLA43,
AT3G16670, ASN1, AT5G14920, AT5G63020, AT5G18050,
ATA4G24275, AT1G70880, AT1G15890, GER3, AT3G44670,
AT5G46490, AT1G16850, AT5G18060, AT5G44920

SAG12, AT2G17660, AT1G73120, MYB90, AT5G42510,
ATSDI1, RRTF1, AT5G26220, NAS2, GPX7, MGDC,
SRO5, JMT, AT5G43570, TPS03, PAP1, FRO1,
AT2G17060, RR17, DOX1, AT5G51470, AHP4, DR4, FT,
ELI3-2, PEP7

Muerte celular

AT5G43740, AT3G44630, AT5G43730, AT1G15890, AT5G51630,
AT3G44670, AT5G46490, AT5G63020

AT2G17060, ELI3-2, DOX1

Apoptosis

AT5G43740, AT3G44630, AT5G43730, AT1G15890, AT5G51630,
AT3G44670, AT5G46490, AT5G63020

AT2G17060

Muerte celular programada

AT5G43740, AT3G44630, AT5G43730, AT1G15890, AT5G51630,
AT3G44670, AT5G46490, AT5G63020

AT2G17060, ELI3-2

Transporte de lipidos

AT5G48490, AT1G55260, LTP2, ELP, LP1, AT3G53980, AT3G22142,
AT2G10940

Biosintesis de lipido A

AT1G25141, AT1G24880, AT1G24793

Metabolismo de lipidos

AT1G25141, AT1G24880, AT1G24793

MGDC

Localizacion lipidica

AT5G48490, AT1G55260, LTP2, ELP, LP1, AT3G53980, AT3G22142,
AT2G10940

Respuesta a estimulo endogeno

AT5G18010, BT2, EXP3, AT1G36060, AT3G03820, AT2G14900,
AT5G25190, IAA29, ST2A, AT5G18060, RAB18, AT5G14920,

SAG12, PAP1, AT5G51470, AHP4, JMT, DR4, RR17,
RRTF1

Metabolismo de derivados de
aminoacidos

ACS8

DFR, AT1G09500, ELI3-2, NAS2, GPATS5, AT5G28237,
PAP1

Metabolismo de lipidos de membrana

AT1G25141, AT1G24880, AT1G24793

MGDC

Metabolismo de polisacaridos

AT1G25141, AT1G24880, XTH6, XTH25, QQS, AT1G24793

APS2

Respuesta a estres

AT5G43740, AT5G43730, AT3G44630, XTH6, AT5G51630, LCR6E6,
PP2-A7, AT3G16670, ASN1, RAB18, AT5G63020, AT4G24275,
AT1G70880, AT1G15890, GER3, AT3G44670, AT3G20340,

AT5G43570, TPS03, AT1G73120, PAP1, MYB90, FRO1,
AT5G42510, ATSDI1, AT2G17060, RRTF1, GPX7,
DOX1, MGDC, SROS5, JMT, DR4, ELI3-2, PEP7

Respuesta a sustancias organicas

AT5G18010, BT2, EXP3, AT1G36060, AT3G03820, AT2G14900,
AT5G25190, IAA29, ST2A, AT5G18060, ASN1, RAB18,
AT5G14920, AT5G18050

SAG12, DOX1, PAP1, AT5G51470, AHP4, JMT, DR4,
RR17, RRTF1

Respuesta a hormonas

AT5G18010, BT2, EXP3, AT1G36060, AT3G03820, AT2G14900,
AT5G25190, IAA29, AT5G18060, RAB18, AT5G14920, ATSG18050

SAG12, PAP1, AT5G51470, AHP4, DR4, RR17, RRTF1

Respuesta al estimulo quimico

BT2, AT5G18010, XTH6, EXP3, AT3G03820, NIP6;1, AT2G14900,
1AA29, CML43, AT3G16670, ST2A, ASN1, RAB18, AT5G14920,

AT2G17660, SAG12, AT1G73120, PAP1, RR17,
AT5G26220, RRTF1, NAS2, GPX7, DOX1, AT5G51470,

Metabolismo de lipidos

AT1G25141, AT1G24880, ST2A, ADS1, AT1G24793

AO4, JMT, NCED2, DOX1, MGDC, TPS03, GPATS

Metabolismo secundario

TGG2

AO4, DFR, AT1G09500, NCED2, ELI3-2, GSTU3, TPS03,
AT1G20490, GPATS, PAP1

Respuesta a nutrientes

ASN1, NIP6;1

ATSDI1, MGDC

Modificacion de la pared celular
(absicion)

ADPG1, PGAZAT

Respuesta inmune innata

AT3G44630, AT5G51630, PP2-A7, AT3G44670, AT5G44920,
AT5G46490

AT2G17060, ELI3-2

Organizacion de la pared celular

ATCSLAQS, XTH6, EXP3, XTH25, LP1

AT1G11370, ADPG1, PGAZAT

Respuesta de defensa

AT5G43740, AT3G44630, AT5G43730, AT1G70880, ATSG51630,

AT5G43570, AT5G42510, AT2G17060, RRTF1, ELI3-2,

Metabolismo de carbohidratos

XTH6, XTH25, TGG2, QQS, AT1G24793, AT1G17160, AT1G25141,

AO4, ADPG1, MAN1, AT1G11730, APS2, BGLU47,

Metabolismo de fenilpropanoides

DFR, AT1G09500, ELI3-2, AT1G20490, GPATS, PAP1

Encapsulacion externa

ATCSLAQS, XTH6, EXP3, XTH25, LP1

AT1G11370, ADPG1, PGAZAT

Metabolismo de acidos monocarboxilicos

ST2A, ADS1

AO4, JMT, NCED2, DOX1, NAS2, MGDC, GPATS

Tabla 7.4-2 | Genes regulados diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2 segun Procesos Biologicos. Se
muestran los genes regulados diferencialmente para cada uno los terminos GO descriptos en la tabla 9.3-2.
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Los genes regulados positivamente en plantas 35S::AtOXR2 respecto de plantas WT se muestran en la
columna “Genes Inducidos” y los genes regulados negativamente se muestran en la columna “Genes
Reprimidos”.

7.4.2.1.2. Funcion Molecular.

Las categorias enriquecidas entre los genes disminuidos en las plantas 355::AtOXR2
estan asociadas a la reparacion y modificacidon de los acidos nucleicos (Figura 7.4-2 y tabla
7.4-3). Entre ellas podemos nombrar la actividad endonucleolitica que repara falta de
apareamientos T/G y la actividad exorribonucleasa ADN simple hebra (Figura 7.4-2, rojo).
Con respecto al enriquecimiento de categorias entre los genes inducidos en plantas
35S::AtOXR2 podemos mencionar a la actividad desaturasa y de hidrolisis de los hibridos

ARN-ADN vy la actividad de receptores transmembrana (Figura 7.4-2, verde).
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Figura 7.4-2 | Ontologias enriquecidas en los genes regulados diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2
respecto de plantas WT seglin Funciones Moleculares de GO. La evaluacién de las ontologias se realizd
incluyendo el grupo completo de los genes (inducidos y reprimidos) mediante el software MCRM. En verde
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se indica la proporcién de genes aumentados en plantas 35S5::AtOXR2 respecto de plantas WT en cada
categoria GO mientras que en rojo se muestran los genes disminuidos.

El detalle de cada uno de los genes incluidos en las categorias GO mencionadas se

muestran en las tablas 7.4-3 y 7.4-4.

Funcion Molecular
Identificador |Termino GO valor- p |#Inducidos|#Reprimidos
G0:0003824  |Actividad catalitica <0.001 47 72
GO:0008759 Actividad UDP-?-O-[3—hidrc.oximiristoil] N- <0.001 3 0
acetylglucosamina desacetilasa
G0:0016787 |Actividad hidrolasa 0.002 21 31
G0:0016491 |Actividad oxidoreductasa 0.002 10 20
G0:0016788 |Actividad hidrolasa de uniones esteres 0.005 8 14
G0:0046910 |Actividad inbhidora de pectinoestearasa 0.005 2 3
G0:0008289 [Union alipidos 0.006 7 2
G0:0003993 |Actividad fosfatasa acida 0.013 1 3
G0:0004521 |Actividad endoribonucleasa 0.015 3 1
G0:0004857 |Inhibidor de enzimas 0.015 2 5
G0:0004519 |Actividad endonucleasa 0.015 3 2
G0:0004197 |Actividad endopeptidasa especifica de cisteina 0.021 1 3
G0:0019213  |Actividad desacetilasa 0.022 3 0
G0:0004888 |Actividad receptor transmembrana 0.024 6 1
G0:0030599 |Actividad pectinoestearasa 0.025 2 4
G0:0005506 |Union a hierro 0.03 3 12
GO0:0050660 |Union agrupos FAD 0.035 1 5
G0:0004091 |Actividad estearasa de grupo carboxilo 0.041 3 6
GO:0016891 Actividad endoribonucleasa productora de 5' 0.05 5 1
fosfomonoesteres

Tabla 7.4-3 | Ontologias reguladas diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2 segtin Funcion Molecular. Se
muestran los terminos GO regulados diferencialmente en el ensayo de microarreglos relizado en plantas que
sobreexpresan AtOXR2. Ademas de la categoria ontologica se muestran el valor de significancia p segun la
prueba de Fisher y el numero de genes (#) regulados positivamente (Inducidos) y regulados negativamente

(Reprimidos) en plantas 355::AtOXR2 respecto de plantas WT.
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Funcion Molecular

Termino GO

Genes Inducidos

Genes Reprimidos

Actividad catalitica

XTH6, AT1G24793, AT1G17160, AT1G24880, ST2A,
AT5GA2965, AT3G48080, XTH25, AT1G25141,
ATCSLA09, YUC8, AT2G16750, ACS8, AT5G44020,
AT5G24240, AT3GA4630, BT2, AT3G49340, TES,
AT5G51630, TGG2, AT1G78480, AT1G12010, GER3,
AT3G44670, AT5G48900, AT1G10000, AT1G62770,
AT1G11280, AT3G29690, AT5G22460, AT5G20740,
ADS1, TPX2, AT1G12160, AT5G59530, PLC8, ASN1,
AT5G47590, HSD2, AT5G46490, UKLS, AT3G29670,
AT5G41460, SEN2, HSD3, AT1G02020

AT1GA49640, AT1G03495, DFR, AT1G30700, AT1G20380,
AT3G57680, AT1G21110, AT1G11730, PAP16, AT5G46950,
AT5GA6940, AT1G57590, AT5G46960, SRO5, AT3G50940, PPCK2,
AT3G48340, AT3G48480, AT5G28237, FRO1, GSTU3, GPATS,
AT3G62960, SKS2, CKX2, CYP71A25, AT5G51530, ARI14, MAN1,
DOX1, SERAT3;2, DR4, AT3G46480, AT1G20490, CAMST,
AT1G11370, SAG12, AT3G44970, APS2, BGLU47, BGLU28, UF3GT,
AT1G17710, NAS2, GCN2, GPX7, CYP94B3, BFN1, BST1, MGDC,
CYP722A1, NUDT24, PAP20, JMT, AT3G47580, PAP22, PGAZAT,
AT3G56060, AT1G20120, ATAG22870, TPS03, G6PD4, AT5G38780,
BGLU27, AO4, ENDO2, ADPG1, AT1G09500, AHP4, NCED2, ELI3-2,
AT5G50260

Actividad UDP-3-0O-[3-hidroximiristoil] N-
acetylglucosamina desacetilasa

AT1G25141, AT1G24880, AT1G24793

Actividad hidrolasa

XTH6, AT1G62770, AT1G24793, AT1G24880,
AT5G20740, AT5GA2965, AT3G48080, XTH25,
AT1G25141, AT5G44020, AT3GA44630, TES,
AT3G49340, AT5G51630, TGG2, PLC8, AT5G47590,
AT3G44670, AT5GA6490, SEN2, AT1G10000

AT1G11370, AT1G49640, SAG12, BGLU47, BGLU28, AT1G17710,
AT1G20380, AT3G57680, GCN2, BST1, BFN1, AT5G46950, PAP16,
AT5G46940, AT1G57590, ATSG4A6960, NUDT24, PAP20,
AT3G50940, PAP22, PGAZAT, AT3G48340, AT1G20120,
AT3G48480, BGLU27, AT5G51530, ENDO2, ADPG1, MAN1, DR4,
AT5G50260

Actividad oxidoreductasa

AT1G12010, ADS1, TPX2, GER3, HSD2, AT1G12160,
AT5G59530, YUCS, HSD3, AT1G02020

AT4G22870, AT3G44970, G6PD4, DFR, FRO1, AT1G30700,
AT3G62960, AO4, SKS2, CKX2, CYP71A25, GPX7, CYP94B3, DOX1,
CYP722A1, AT1G09500, NCED2, AT3G46480, ELI3-2, AT3G56060

Actividad hidrolasa de uniones esteres

AT3G48080, AT1G62770, PLC8, AT5G20740,
AT5G44020, SEN2, AT1G10000, AT5G42965

AT1G20120, AT1G11370, AT5G51530, ENDO2, BFN1, BST1,
PAP16, AT5G46950, AT5G46940, AT1G57590, AT5G46960, PAP20,
PAP22, AT1G17710

Actividad inbhidora de pectinoestearasa

AT5G20740, AT1G62770

AT5G46950, AT5G46940, AT5G46960

Union alipidos

AT5G48490, AT1G55260, LTP2, ELP, LP1, AT3G53980,
AT2G10940

AT5G01300, FT

Actividad fosfatasa acida

AT5G44020

PAP20, PAP22, PAP16

Actividad endoribonucleasa

SEN2, AT1G10000, AT5G42965

BFN1

Inhibidor de enzimas

AT5G20740, AT1G62770

DR4, AT5G46950, AT5G43570, AT5G46940, AT5G46960

Actividad endonucleasa

SEN2, AT1G10000, AT5G42965

ENDO2, BFN1

Actividad endopeptidasa especifica de
cisteina

AT3G49340

AT3G48340, SAG12, AT5G50260

Actividad desacetilasa

AT1G25141, AT1G24880, AT1G24793

Actividad receptor transmembrana

AT3G44630, AT5G51630, PP2-A7, AT3G44670,
AT5G44920, AT5G46490

AT2G17060

Actividad pectinoestearasa

AT5G20740, AT1G62770

AT1G11370, AT5G46950, AT5G46940, AT5G46960

Union a hierro

AT5G59530, AT1G12010, ADS1

A4, AT5GA45040, CYP71A25, CYP94B3, PAP16, DOX1,
AT3G44970, CYP722A1, FRO1, PAP20, PAP22, AT3G46480

Union a grupos FAD

AT1G12160

AO4, FRO1, CKX2, AT1G30700, AT3G56060

Actividad estearasa de grupo carboxilo

AT3G48080, AT5G20740, AT1G62770

AT1G20120, AT1G11370, AT5G46950, AT5G46940, AT1G57590,
AT5G46960

Actividad endoribonucleasa productora
de 5' fosfomonoesteres

AT1G10000, AT5G42965

BFN1
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Tabla 7.4-4 | Genes regulados diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2 segin Funcion Molecular. Se
muestran los genes regulados diferencialmente para cada uno los terminos GO descriptos en la tabla 9.3-4.
Los genes regulados positivamente en plantas 35S::AtOXR2 respecto de plantas WT se muestran en la
columna “Genes Inducidos” y los genes regulados negativamente se muestran en la columna “Genes
Reprimidos”.



7.4.2.1.3. Componente celular.
La categoria de sistema de endomembranas es la Unica enriquecida en ambos
grupos de genes empleando el programa MRCM (Figura 7.4-3). Sin embargo, la

herramienta BioMaps del software VirtualPlant (http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-

bin/vpweb/) solo identifica sistema de endomembranas como categoria enriquecida en el
grupo de genes cuya expresion esta incrementada en las plantas que sobreexpresan

AtOXR2 respecto de la planta WT (datos no mostrados).

{ . Componente celular

. Sistema de endomembranas

Figura 7.4-3 | Categorias ontolégicas enriquecidas en los genes regulados diferencialmente en plantas
35S::AtOXR2 segun Componente Celular. La evaluacion de las ontologias se realizé incluyendo el grupo
completo de los genes (inducidos y reprimidos) mediante el software MCRM. En verde se indica la
proporcidon de genes aumentados en plantas 355::AtOXR2 respecto de plantas WT en cada categoria GO
mientras que en rojo se muestran los genes disminuidos.
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En la tabla 7.4-5 se indican los genes incluidos en esta categoria.

Componenete Celular

Identificador| Termino GO |valor - p [#Inducidos|#Reprimidos Genes Inducidos Genes Reprimidos

AT5G43740, AT5G43730, AT5G45095,
AT3G29140, XTH6, CLE42, AT1G62770,

AT1G11280, AT1G06980, M17, AT2G33850,
AT1G30700, CYP94B3, BFN1, AT5G46950,
AT5G20740, STOMAGEN, AT1G05835,

GRP9, XTH25, ELP. ATSGA4572. RANBP1 AT5G46940, AT5G46960, CYP722A1, PAP20,
. g ! ! ' |AT3G50940, AT3G47580, AT1G17030,
Sistema de AT4G30650, AT2G16750, HR4, ATAG06534,
G0:0012505 <0.001 44 38 PAP22, PGAZAT, AT1GA47395, AT3G56060,
endomembranas EXP3, AT5G51630, LCR66, AT1G78480, ATIG20120, ATIG78450, SAG29
AT2G14900, AT3G16670, AT3G43740, g g !
AT5G20790, AT3G62960, ATAG09100,

AT1G24145, ZW9, AT5G14920, TBL36,
ENDO2, ADPG1, MAN1, DOX1, AT1G09500,

AT5G48900, HSD2, AT1G12845,
AT3G53980, AT1G76060, AT3G13175, DR4, AT3G20380, AT3G29970, AT1G62240,
AT5G50260

AT5G48490, AT5G44570, AT1G16850, HSD3

AT1G11370, AT3G44970, BGLU47, DFR,
AT5G42510, AT1G70260, AT1G76530,

Tabla 7.4-5 | Genes regulados diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2 segiin Componente Celular. Se
muestran los genes regulados diferencialmente para la unica categoria de Componente Celular enriquecida
significativamente (Sistema de endomembranas) en el ensayo de microarreglos relizado en plantas que
sobreexpresan AtOXR2. Se indica el valor de significancia p segun la prueba de Fisher y el numero de genes
(#) inducidos y reprimidos. Los genes regulados positivamente en plantas 35S::AtOXR2 respecto de plantas
WT se muestran en la columna “Genes Inducidos” y los genes regulados negativamente se muestran en la
columna “Genes Reprimidos”.

7.4.2.2. Comparacion del transcriptoma de plantas 355::AtOXR2.

Como puede observarse del analisis de categorias ontoldgicas, la sobrexpresion de
AtOXR2 en Arabidopsis genera cambios en diversos procesos biolégicos no relacionados.
Nos parecid interesante buscar si el perfil de expresion de las plantas 35S5::AtOXR2 era
similar a algun otro obtenido en Arabidopsis. Para evaluar esto se ingresaron los genes
agrupados en la categoria segun procesos bioldgicos, segin componente celular y segun
funcidn molecular en la base de datos de GENVESTIGATOR

(https://genevestigator.com/gv/) y se compararon contra la base de datos completa

depositada en este servidor (45568 microarreglos).

Este analisis reveld que el perfil de expresion obtenido para las plantas
355::AtOXR2 es similar al de plantas salvajes sometidas a tratamiento con patdégenos
pertenecientes al género Golovinomices y a distintos patovares de Pseudomonas syringae
y tratamiento con hormonas como auxinas (Figura 7.4-4). Ademas, se observan similitudes

con el perfil de expresion obtenido en plantas Col-0 cuando son crecidas en bajas
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condiciones de luz y luego expuestas a alta intensidad de luz (datos no mostrados). Cabe
destacar que si bien se obtuvieron resultados de similitud, la huella de comparacién en
todos los casos evaluados es débil, indicando que el perfil de expresion observado en las
plantas 35S5::AtOXR2 es particular y no presenta elevada similitud con ensayos de

microarreglos depositados hasta el momento.

log2?EC

pesitiva

Genes regulados en 255::ALOXRZ

Tratamientos
Golovinomices sp.

acido salicilice_2UXlinas
Pseudomonas syringae —|
Golovintmices sp.|
Pseudomonas syringae —
auxinas [
Pseudomenas syringae—
Golovinomices sp,| i

Pseudomonas syringae|

ies requlados en 355t tAtOXRZ

Tratamientos
Golovinomices sp.l

acidg salicilico 2uxinas
Pseudomonas  syrimgae —
olovinomiceés sp.|
Pseudomonas syringae —
auxinas |
Pseudomonas syringae—
Golovinomices sp.|

Pseudomonas syringae|

Figura 7.4-4 | Comparacion del perfil transcripcional en plantas 35S::AtOXR2. Se comparo la huella
transcripcional (genes regulados positivamente y genes regulados negativamente respecto de plantas WT)
en las plantas 35S::AtOXR2 con todos los microarreglos depositados enla base de datos del programa
Genevestigator empleando la herrameinta Signature. Se muestran los resultados de los 22 tratamientos mds
similares al generado por la sobreexpresion de AtOXR2. Resaltan los prefiles trasncirpcionales de plantas
tratadas con hongos del genero Galovinomices, con distintos patovares de las bacterias Pseuodomans
syringae y con hormonas como auxinas y SA.

Ademas, se empled la base de datos AtGenExpress

(http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools sample angler.cgi) que permite Ila

comparacion de perfiles transcripcionales en funcién de microarreglos asociados a
tratamientos con hormonas. Esta comparacién indicé que el perfil transcripcional
completo de las plantas 35S5::AtOXR2 es similar a aquel observado en semillas de plantas
Col-0 luego del tratamiento con ABA durante 24 horas (Figura 7.4-5). Los genes regulados
por ABA en las plantas 35S5::AtOXR2 estdn relacionados a la respuesta a estrés por
deshidratacion y a estrés bidtico. En este grupo de genes regulados por ABA encontramos
al gen LEA7 (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT 7) involucrado en la tolerancia al estrés

por deshidratacion debido a su accion como inhibidor del agregado de enzimas (Popova y
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[

col., 2015) y PDF2.2 (PLANT DEFENSINZ2.2.) involucrado en la respuesta defensiva frente a
patégenos fungicos (Stotz y col., 2009). Otro gen regulado por ABA e involucrado en la
respuesta defensiva cuya expresiéon resulto modificada es TGG2 (THIOGLUCOSIDE

HYDROLASE 2). TGG2 es una [-tioglucosidasa que participa en la respuesta defensiva

mediada por glucosinolatos y en el cierre estomatico.
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log,FC 355: :AtOXR2/WT (Col-0)
b 1Lista de los 10 genes mejor correlacionados
(circulos rojos) L
Regulacién en
AGI valor p Descripcidén 353: :AtOXR2
Atlg15330 4.96e+00 Cystathionine beta-synthase (CBS) protein 3,465224998
UDP-3-0-acil N-acetilglucosamina deacetilasa /
At1g24793 9.32e+00 Proteina tipo F-box 2,798398173
At1g52690 4.53e+00 LEA / Late embryogenesis abundant protein 2,435614495
At2g02100 4.578+00 LCR69 o PDF2.2 / Defensina 2,4684479
At2g31980 3.80e+00 Inhibidor de proteasa asotiada a cisteinas 2,376407639
At2g38530 6.386+00 LTPZoLP2/ Prot%igil?;?gssﬁr_arr;adora de lipidos 2/ 3,803774861
CWLP /inhibidor de proteasa/almacenamiento en ==
At3g22120 3.77e+00 emillalL TP :
At3g46040 8.57e+00 RPS15AD__Regulada por TCP20. 4,238119456
TGG2 f Familia glucosa hidrolasa 1
At5825980 SRfRAI0 (TAIR:At5g26000.2);(TAIR:At5g26000.1) 4,540917887
At5g66400 5.392+00 RAB18 o ATDI8 / Dehidrina 3,59189828

Figura 7.4-5 | La sobreexpresion de AtOXR2 deriva en la induccion de genes de respuesta a ABA. a- Scatter-
plot en el cual se indican los genes que se correlacionan de manera positiva con plantas WT (Col-0) tratadas
con ABA. b- Listado de los 10 genes mejor correlacionados al comparar los dos perfiles transcripcionales
analizados. Resultados obtenidos utilizando los datos publicos disponibles en la base de datos
AtGenesexpress del sitio BAR de la Universidad de Toronto (http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/ntools sample angler.cgi).
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Otro gen que se mostré desregulado y resulté de nuestro interés es el que codifica
para la proteina CBS (CISTATIONINA BETA SINTASA) para la que se ha reportado una
funcion en la regulacién del estado redox del cloroplasto y de la mitocondria. Ademas,
participa en la regulacién de los niveles de H,0, y la polimerizacion de lignina en las
anteras (Yoo y col., 2011). Finalmente, se ha postulado que las proteinas con dominios
CBS regulan la actividad de la familia de proteinas Tiorredoxinas del cloroplasto y su
sobreexpresion acelera el crecimiento en medios deficientes de sacarosa (Ok y col., 2012;

Yooy col., 2011).

Finalmente, la sobreexpresion de AtOXR2 en plantas modifica la expresion de
genes involucrados en la respuesta a estrés abiodtico y genes regulados por ABA. Ademas,
se observa un cambio en la expresién de genes que participan en la respuesta a estrés
bidtico tanto regulados por ABA como asi también genes de defensa no asociados a esta
hormona. Estos resultados son coincidentes con la funcién de las proteinas OXR en otros

organismos.

En el capitulo introductorio de este trabajo de Tesis se menciond el rol de las
proteinas de la familia OXR en la respuesta a estrés oxidativo en levaduras, ratones y
humanos (Durand y col., 2007; Elliott y Volkert, 2004; Murphy y Volkert, 2012; Volkert y
col., 2000; Volkert y col., 2008). En el mosquito A. gambiae se demostrd que proteinas de
la familia OXR participarian en la respuesta a estrés biotico (Jaramillo-Gutierrez y col.,

2010).

Con el objetivo de evaluar cuales de las vias asociadas a la respuesta frente a
patégenos en Arabidopsis serian reguladas por la sobreexpresion de AtOXR2 se analizaron
los genes modificados en las plantas 35S5::AtOXR2 en el contexto de la respuesta estrés
bidtico. En la figura 7.4-6 se muestran los genes agrupados en distintas categorias
relacionadas a la respuesta a estrés por patdgenos de acuerdo con el programa MapMan
(Thimm vy col., 2004). Como puede observarse, la sobreexpresién de AtOXR2 modifica
genes que codifican proteinas de la familia PATHOGENESIS RELATED (PR). En esta

numerosa familia encontramos proteinas NBS-LRR (de las siglas en inglés nucleotide-
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binding site leucine-rich repeat) que presentan un domino de unién a nucledtidos y un
dominio de repeticiones de leucina. Las proteinas NBS-LRR se diferencian en dos grandes
grupos: las que presentan dominio coiled-coil (CC-NBS-LRR) y las que presentan dominio
TIR (Drosophila Toll-IL-1 receptor; TIR-NBS-LRR). Ambos grupos participan en el
reconocimiento de patdgenos bacterianos, virales y fungicos asi como nematodos,
oomicetos e insectos y en la activacidon de la resistencia a la enfermedad a través de la

muerte celular programada (Qi y Innes, 2013).
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Figura 7.4-6 | Representacion de los genes con niveles alterados en distintas vias celulares en plantas
35S::AtOXR2. En la imagen se representan distintas vias reguladas frente a un estrés bidtico. En azul se
muestran los genes que se encuentran disminuidos en y en rojo aquellos cuya expresion se encuentra
incrementada en plantas que sobreexpresan AtOXR2. Esta figura fue obtenida con el software de andlisis de
transcripto MapMan, y modificada para su mejor interpretacion.
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Se sabe que la regulacion de la respuesta frente a estrés bidtico mediada a través

de las distintas fitohormonas puede definir el éxito o el fracaso de un proceso de
infeccion. Durante una situacién de estrés bidtico el cierre de los estomas es inducido por
la accion del ABA y SA, mientras que los genes de respuesta a auxinas actuarian como
antagonistas de esta respuesta (Melotto y col.,, 2006a; Piisila y col.,, 2015). lLa
sobrexpresion de AtOXR2 disminuye la expresidon de genes cuya funcion putativa esta
vinculada a la sintesis de ABA (Figura 7.4-6). Entre ellos podemos mencionar al gen AA0O4
(ARABIDOPSIS ALDEHYDE OXIDASE 4) que codifica para una aldehido oxidasa y dos genes
que codifican para dos isoformas de la 9-cis-epoxicarotenoide oxigenasa (NCED2 y NCED?9,
NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE). La proteina AAO4 esta involucrada en el
ultimo paso de la biosintesis de ABA mientras que el paso catalizado por las enzimas NCED
es el determinante de la regulacion de la sintesis de dicha hormona. Por otro lado, el gen
TSPO2 (OUTER MEMBRANE THRYPTOPHAN-RICH SENSORY PROTEIN) se encuentra
inducido en las plantas 355::AtOXR2 y se ha reportado que su expresion se incrementa
ante situaciones de estrés mediadas por ABA. La sobreexpresion de TSPO2 genera
hipersensibilidad a la inhibicién del crecimiento por aplicacion de ABA en semillas de
Arabidopsis (Guillaumot y col., 2009). Recientemente se ha demostrado que la expresién
de TSPO2 durante el estrés contribuye con el mantenimiento de la integridad de la pared

celular (Hachez y col., 2014).

Los genes relevados por el programa MapMan para la interaccion ABA-estrés
bidtico nos llevaron a profundizar en esta direccion. Por este motivo, en las secciones
siguientes se desarrollaran los resultados obtenidos en el marco de la respuesta de
plantas 35S::AtOXR2 cuando son sometidas a tratamientos que involucran efectores de

esta naturaleza.

De acuerdo con el andlisis efectuado por MapMan, la sefializacion mediada por
auxinas resulta modificada en las plantas 35S::AtOXR2, observandose 9 genes que
codifican distintos miembros de la familia SAUR inducidos (Figura 7.4-6). Si bien la
respuesta a auxinas podria estar exacerbada en estas plantas, el incremento de la

expresion del gen UGT74E2 (URIDINE DIPHOSPHATE GLYCOSYLTRANSFERASE 74E2)

|
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sugiere que existiria una inhibicidn en la sintesis de esta hormona. Se ha postulado que
UGT74E2 regularia la sintesis de auxinas a través de la regulacidon de los niveles de acido

indol-3-butirico en presencia de H,0, (Spiess y Zolman, 2013; Tognetti y col., 2010).

Respecto de las vias que involucran al Acido Jasmodnico (JA), las modificaciones
transcripcionales asociadas a esta hormona en las plantas 35S::AtOXR2 implican muy
pocos genes y solo indicarian una inhibicion en la conversion del JA a metil-jasmonato
(MeJa) por la enzima JMT (JASMONIC ACID CARBOXYL METHYLTRANSFERASE, codificada
por At1g19640) o una alteracidén en la biosintesis debido a la disminucion en los niveles
de OPR2 (12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 2, codificada por Atlg76690). Por el
contrario, la via del etileno (ET) asociada a la respuesta a estrés bidtico consta de mayores
elementos que dificultan su interpretacién. Tanto la biosintesis de ET, como la
sefalizacion mediada por factores de transcripcidn de la familia ERF podria estar inducida

(Figura 7.4-6).

Por otro lado, la modificacion de los metabolitos secundarios (terpenos,
terpenoides, flavonoides, fenilpropanoides) es una respuesta caracteristica y adaptativa
de las plantas frente a distintas situaciones de estrés. La sobreexpresion de AtOXR2
modifica el metabolismo secundario en Arabidopsis. En la figura 7.4-7 se muestra un
esquema de los distintos procesos metabdlicos modificados en plantas 355::AtOXR2 en los

gue puede observarse la relevancia de las modificaciones en el metabolismo secundario.

Finalmente, los resultados mds sobresalientes obtenidos en el ensayo de
microarreglos realizado en plantas que sobreexpresan AtOXR2 se resumen de la siguiente
manera: las plantas 35S::AtOXR2 presentan una expresidon diferencial de genes
involucrados en la respuesta a patdgenos, a la fitohormona ABA y en la homeostasis de los
componentes de la pared celular. A esto hay que sumarle una alteracién en el
metabolismo lipidico y en el sistema de endomembranas, quizds como consecuencia de
un perfil distinto de moléculas transportadas (tal vez debido a alteraciones en el
metabolismo secundario), o debido a la expresién diferencial en proteinas involucradas en

dicho transporte.

202



Almidon
Metabolismo de CHO ascorbato, glutation . =2
Ll . Reacciones I’?
(3 . e e @ - e @ - en luz -
°
: ([ L] o
- . - N
d
[ I'E
3 ® s o s i
Sacarosa
o S e .
i (i = 4 OPP 3
o
B .
® pe .
= .
n B L - - Fermentacion
o] « -
- - o ETR
& ] 0o nitocondrial
= < -
TCA s
®
ol - Amincacidos ot ) ® * ° NO3
b x
'E o m (" | |® ] *
L S0,
:nl' » s n . | ® |9 = ® e o =wa] 3
g EmEmE mmeE ™ e [ ° e m )hulf;w-n
n & ]
Flavonaids bl 1L 2 *%le -
@
E el . ® . & - o | 3
] o (e =} =
2 w * 2 B ag
0 ° F
® d
ﬂ - o ® E
a] Phenylpropancids & .
£ Phenolics

Figura 7.4-7 | Esquema de compartimentalizacidn celular de procesos metabdlicos. En la figura se detallan
los distintos procesos metabdlicos determinados por la base de datos de MapMan. Dentro del recuadro se
agrupan los genes vinculados al metabolismo secundario. Esta figura fue obtenida con el software de analisis
de transcripto MapMan, y modificada para su mejor interpretacién.

En base a nuestros resultados nos preguntamos: ¢Qué factores podrian vincular
todos estos procesos en simultaneo?. Pareceria razonable suponer que si partimos de un
gen cuya funcidn se ha vinculado estrechamente a estrés oxidativo en otros organismos,
parte del efecto observado en plantas podria deberse a variaciones en el estado redox

celular. Entonces: éPodrian las ROS ser uno de los factores que estimulan estos procesos?.

Si bien el efecto depende del tejido en donde se presente esta interaccion, la
relaciéon entre las ROS y el ABA esta ampliamente documentada (Mittler y Blumwald,
2015). En general las ROS incrementan el efecto del ABA, el que a su vez produce la
inhibicién en los sistemas detoxificadores de ROS, tales como catalasa y SOD. Esto genera
un incremento en las ROS que podrian actuar como mensajeros secundarios. Dentro de

los efectos fisiolégicos mas conocidos que ocurren cuando se incrementan el ABA y las

203



ROS en un mismo tejido se puede citar el cierre estomatico en hojas, la inhibicion de la
germinacion en semillas y la determinacién de la arquitectura de la raiz (Brady y col.,

2003; Kangy col., 2015; Yoshida y col., 2002).

A nivel local las ROS son los principales efectores en la respuesta a patdgenos,
mientras que a nivel sistémico se comportan como moléculas mediadoras de dicha
respuesta (Jones y Dangl, 2006). La respuesta a patdgenos es conocida por alterar no solo
los niveles de ABA, sino también regular muchos procesos fisiologicos para sobrevivir al

atacante.

Finalmente, las ROS son las determinantes del crecimiento de la pared celular. La
polimerizacién de monolignoles en la pared ocurre mediante procesos de oxidaciéon
mediados por enzimas especializadas (Wang y col., 2013). La pared celular se modifica en
presencia de patdgenos, limitando la expansion de estos microorganismos (Colombatti y

col., 2014).

7.4.3. Estrés oxidativo en plantas con niveles alterados de AtOXR2.

Los genes OXR de humanos y levaduras fueron identificados en un estudio donde
se buscaba identificar genes capaces de revertir el fenotipo de estrés oxidativo de células
de E. coli (Volkert y col., 2000). Desde que fueran primeramente aislados y descriptos, se
ha intentado establecer la ruta que vincula los genes OXR con el efecto que estos
producen en diferentes organismos y sus mecanismos de acciéon a nivel molecular. Sin
embargo, no se han reportado nuevas evidencias sobre la funcidn de estas proteinas. En la
seccion 7.1.4 del presente trabajo de tesis, nosotros demostramos que dos de los genes
OXR de Arabidopsis (AtOXR2 y AtOXR4) son capaces de revertir el fenotipo de estrés
oxidativo en cepas de E. coli y en levaduras mutantes. Es asi que decidimos evaluar si
variaciones en la cantidad de transcriptos del gen AtOXR2 en plantas de Arabidopsis
podrian causar K9mmodificaciones en el contenido de ROS. Esto podria orientarnos hacia

el verdadero rol de esta proteina.
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Para nuestra sorpresa, las plantas que expresan ectdpica y constitutivamente
AtOXR2 resultaron tener mayores niveles de ROS (Figura 7.4-8 a), mientras que las plantas
gue tienen niveles disminuidos de este transcripto (doxr2) tienen niveles similares de ROS
al de sus pares salvajes (Figura 7.4-8 d). Ademas de las tinciones con DAB (determinacion
de H,0;), se realizaron tinciones con NBT (determinaciéon de 0,"), y se obtuvieron
resultados similares a los observados para la tincion con DAB (resultados no presentados).
Esto indicaria que no podemos definir si existe una especie que se produzca

diferencialmente.
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Figura 7.4-8 | Evaluacién del contenido de ROS en plantas 355:AtOXR2 y Aoxr2. a- Tincién con DAB de
rosetas de 6 semanas. b y c- Niveles de peroxidacién lipidica evaluados como equivalentes de MDA. d-
Tincién con DAB de hojas de roseta de plantas Aoxr2 y WT (WS). Las barras de error representan la
desviacion estdndar de cuadruplicados bioldgicos de cada genotipo. Las columnas con diferentes letras
implican diferencias significativas (p<0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).



La produccién de lipidos peroxidados es una medicién indirecta de los niveles de
ROS dado que estos se generan como consecuencia de la reaccion de los acidos grasos
poliinsaturados con los singuletes de oxigeno (*0,) o con el peréxido de hidrégeno. Entre
los lipidos peroxidados generados, se produce en la célula malondialdehido (MDA). El
MDA reacciona con acido tiobarbiturico produciendo un cromdégeno rosado-rojo. En la
figura 7.4-8 b y ¢ se muestran los niveles de lipidos peroxidados, expresados como
equivalentes de MDA. Cuando la determinacidn se realizé en plantas Aoxr2 y WT (WS) no
se detectaron diferencias. Sin embargo, en plantas de 6 semanas crecidas en condiciones
control, las plantas con mayores niveles de AtOXR2 presentan mayores niveles de
peroxidacidn lipidica que sus pares salvajes. Esto podria indicar que otros marcadores de

estrés oxidativo podrian estar alterados en plantas 35S::AtOXR2.

Debido a su naturaleza dual, las ROS generan distintas respuestas en distintos
organismos. Es decir, existen diferentes reportes que indican que distintos organismos
reaccionarian de manera diferencial a distintas concentraciones de ROS, y no
necesariamente mayores niveles de ROS implican estrés (Kim y col., 2012). Sin embargo,
estd claro que debe existir un valor umbral, en donde la senalizacién se transforma en
estrés. En el capitulo 7.3 se demostré que la sobreexpresion de AtOXR2 genera plantas

con mayor biomasa, mayor produccién de semillas y mejor eficiencia fotosintética.

Los resultados presentados en 7.4-8 nos llevaron a evaluar otros marcadores de
estrés oxidativo en plantas 35S::AtOXR2. Se determind actividad SOD, contenido de
ascorbato y glutatiéon. Los resultados correspondientes a dichas determinaciones se
muestran en la figura 7.4-9. De acuerdo con lo observado en el ensayo de microarreglos,
no observamos diferencias en la actividad enzimatica de SOD (Figura 7.4-9 a). Por otro
lado, vimos que los niveles de ascorbato total y glutation total se encuentran levemente
aumentados (Figura 7.4-9 b y c). Para el caso del ascorbato, el incremento en la
concentracion se encuentra en el orden del 20% sobre el valor correspondiente a las
plantas salvajes. Mientras que para el caso del glutatidon, este valor promedio alcanza el

5% sobre el valor WT. Si bien las pruebas estadisticas arrojan diferencias significativas,
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consecuencia de una desviacién estandar pequefia (probablemente por utilizar la roseta
completa), debemos plantearnos sobre la significancia biolégica de esta significancia
estadistica. Por otro lado, es real que la concentracién total de estos metabolitos es un
simple indicador de cantidad, pero no del estado redox de la célula. Para esto, se deben
cuantificar las especies oxidadas y reducidas de ambos metabolitos. Ciertas limitaciones
en las técnicas espectrofotométricas nos impidieron determinar las especies
mencionadas.
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Figura 7.4-9 | Determinacion del contenido de enzimas o compuestos detoxificadores de ROS en plantas
35S::AtOXR2 y WT. a- Determinacién de la actividad SOD de rosetas de plantas de 6 semanas en geles de
poliacrilamida. Arriba, decoloracién que genera la actividad de la enzima SOD; abajo, contenido proteico en
cada calle (Coomasie blue). b- Determinacion de la concentracion de ascorbato por método
espectrofotométrico. c- Determinacién del contenido de glutation por método espectrofotométrico. Las
barras de error representan la desviacion estandar de quintuplicados biolégicos de cada genotipo. Las
columnas con diferentes letras implican diferencias significativas (p<0,05, ANOVA; prueba de Tukey para

comparaciones multiples).
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Los mayores niveles de ROS contrastan notablemente con la actividad SOD, la cual
se encuentra balanceada en plantas que sobreexpresan AtOXR2. A excepcion del
ascorbato total, no observamos grandes cambios en los antioxidantes solubles. Sin
embargo, el hecho de que haya mas cantidad total y mayor contenido de ROS,

probablemente signifique que existe un aumento en la oxidacién del ascorbato

Los resultados mostrados hasta el momento nos generan los siguientes
interrogantes: ¢podrian los niveles de ROS, en dosis similares a aquellas que producen las
plantas 35S::AtOXR2, ser beneficiosas para el desarrollo vegetal?, ¢Podrian ocurrir
Unicamente en un compartimento especifico de las células?. Se ha demostrado que la
repuesta a las ROS es dependiente de la dosis, y dadas las caracteristicas fenotipicas
demostradas en el capitulo 7.3, podriamos suponer que los niveles de ROS en plantas
35S::AtOXR2 son beneficiosos para el desarrollo. Existen diferentes reportes que indican
gue distintos organismos reaccionarian de manera diferencial a distintas concentraciones
de ROS, y no necesariamente mayores niveles de ROS implican estrés (Kim y col., 2012).
Alternativamente, el exceso de ascorbato podria estar protegiendo a las células del efecto
nocivo de las ROS. Para responder el segundo interrogante, decidimos cuantificar los
niveles de transcripto de genes relacionados con la regulacién del estado redox celular en
distintos compartimentos subcelulares. Los genes que decidimos evaluar por RT-qPCR
fueron: ASCORBATE PEROXIDASE (APX), ASCORBATE OXIDASE (ASOX), RESPIRATORY
BURST OXIDASE HOMOLOG Dy F (RBOHD y RBOHF), ALTERNATIVE OXIDASEla (AOX1a),
PEROXIREDOXIN IIF (PRXII) y CATALASE 3 (CAT). No detectamos diferencias en cuanto a los
niveles de transcripto de APX, un gen cuyo producto proteico se localiza en el cloroplasto
(Figura 7.4-10). Sin embargo, si encontramos diferencias significativas para el gen de la

ASOX, gen cuyo producto proteico se localiza en el cloroplasto (Figura 7.4-10).
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significativas (p<0,05, ANOVA; prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Se sabe que las proteinas RBOHD y RBOHF son las encargadas de generar ROS en el
apoplasto, consumiendo equivalentes reductores NADPH (Torres y col., 2002). Sin

embargo, no detectamos diferencias significativas en estos genes en las plantas



35S::AtOXR2. Con respecto a los marcadores de estrés mitocondrial, AOX1a y PRXIl, no
detectamos diferencias. Resultados similares fueron observados para CAT, cuyo producto
es ubicuo. Mientras que la ASOX, principalmente apoplastica, demostré tener un leve

incremento en plantas que sobreexpresan AtOXR2.

Es interesante notar que las ROS pueden oxidar compuestos tanto de naturaleza
polar como lipidica. Nuestros resultados indicarian que tenemos niveles similares de
antioxidantes/detoxificantes polares (a excepciéon del ascorbato total) y niveles
incrementados de peroxidacion en fase lipidica. Esto puede significar que las plantas
35S::AtOXR2 tienen menor cantidad de antioxidantes en la fase lipidica (tocoferoles y
tocotrienoles, isopreno, etc.) (Vickers y col., 2009), o existe una mayor oxidacion en
membranas quizas por proximidad de la fuente productora de ROS, o bien ambos
fendmenos en simultdneo. En este sentido, el aumento de los niveles de transcripto para
ASOX refuerza esta hipdtesis y la idea de que el aumento de ascorbato total podria
deberse a un incremento en la oxidacidn. El aumento de ASOX podria ser un factor que
contribuye con el incremento en las ROS, ya que al oxidarse el ascorbato, se estarian
quitando moléculas antioxidantes del sistema. De esta forma, el oxigeno activado tendria
menos antioxidantes con los que reaccionar, y estas moléculas podrian reaccionar con
otros componentes celulares. Asi, podemos pensar que la mayor cantidad de ROS en las

plantas 35S5::AtOXR2 estaria en el apoplasto.

Las proteinas AtRBOHD y AtRBOHF son capaces de producir ROS en el espacio
apoplastico, via oxidacion de NADPH (Torres y col., 2002). Si bien no detectamos una
modificacion en los niveles transcripcionales de RBOHD y RBOHF, estas no son las uUnicas
enzimas con esta actividad. Este resultado implica que los mayores niveles de ROS en
plantas 35S::AtOXR2 estarian siendo producidos por otras fuentes distintas a las NADPH

oxidasas.
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7.4.3.1. ROS y modificaciones en la pared celular: dos caras de la misma moneda.

Observando los resultados de microarreglos, aparecen 4 peroxidasas apoplasticas,
tres de ellas putativas (At4g36430, At3g28200, At4g11290 y PRX32) que se encuentran
incrementadas entre 1,7 y 2,3 veces en plantas 355::AtOXR2. Las peroxidasas pertenecen
a una gran familia de enzimas que juegan roles criticos en la detoxificacion de H,0,
(Tognolli y col., 2002; Valerio y col., 2004). Existen tres clases diferentes de peroxidasas

gue contienen grupos hemos (Smulevich y col., 2006).

La clase intracelular | que se conforma de ascorbato peroxidasas, citocromo ¢
peroxidasas y catalasa-peroxidasas, las cuales son encontradas en organelas
intracelulares, incluyendo el cloroplasto, peroxisoma y mitocondria. Dado que la clase | de
peroxidasas se encuentra en la mayoria de los organismos, se cree que las otras dos clases
se originaron a partir de la clase I. La clase Il de peroxidasas generalmente se encuentra en
hongos. Finalmente, todas las plantas terrestres poseen la familia multigénica de
peroxidasas de clase lll, las cuales son usualmente secretadas al espacio apoplastico,
donde catalizan la reduccion del perdxido de hidrégeno con distintos donantes de
electrones que incluyen compuestos fendlicos, precursores de lignina y varios metabolitos
secundarios (Cosio y Dunand, 2009). En Arabidopsis se han reportado 73 genes que
codifican peroxidasas de clase lll. La mayoria de estos genes (66 de 73) se expresen en
plantas de 6 semanas de edad (Valerio y col., 2004), mientras que los 7 restantes
probablemente se expresen en condiciones especificas de estrés o estadios de desarrollo

particulares (Kimy col., 2012).

Las peroxidasas son consideradas como proteinas PR de la subfamilia 9 (van Loon y
col., 2006). Su expresion es util para limitar la propagacién celular de determinados
patégenos. Esto lo logran a través de la formacién de barreras estructurales y la
generacion de ambientes altamente toxicos mediante la produccion de ROS y RNS. Es asi,
que estas enzimas son capaces de producir el anidn reactivo superdxido (0,°7) (Almagro y
col., 2009) y sustratos para la lignificacion de la pared celular (mediante la oxidacion de

compuestos fendlicos).

|
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Peroxidasas como formadoras ROS. Uno de los eventos significativos en la

respuesta al estrés bidtico de las plantas es el estallido oxidativo, una respuesta temprana
comun de las plantas para atacar al patégeno. La generacidén por parte de las NADPH
oxidasas, es uno de los mecanismos por las que se generan ROS en la membrana
plasmatica. Los otros tres posibles grupos proteicos restantes producen ROS a nivel de la
matriz de la pared celular: las PRXs (Bolwell y col., 2002; Choi y col., 2007; Kawano, 2003),
las poli(di)Jamino oxidasas y oxalato oxidasas, los cuales producen H,0, directamente. Las
PRXs catalizan la formacién inicial de 0,", que rapidamente dismuta a H,0,.
Paraddjicamente, las PRXs podrian producir ROS a pesar de que su funcién principal es la

de oxidar sustratos fendlicos a expensas de H,0,.

Es notorio el hecho de que no todas las ROS producidas por las PRXs estdn
relacionadas al par 0, /H,0,. Fry (1998) propuso que los polisacéridos de las plantas
podrian estar sometidos a modificaciones no-enzimaticas in vivo, mediante la escision por

radicales hidroxilos OH (Fry, 1998).

La produccién de superdxido producido por proteinas PRXs puede ser facilmente
distinguida de aquellas que provienen de las proteinas RBOH, ya que existen diferentes
valores de K, para el O, (Almagro y col., 2009). Esto implicaria que, independientemente
de la molécula encargada de percibir el tipo de estrés, los efectos cuantitativos en las
modificaciones de las actividades oxidante-antioxidante en distintos compartimentos
celulares podrian ser responsables de los diferentes aspectos de un estrés particular. Esto
se encuentra en linea con observaciones en donde se demuestran que pequefios
incrementos en H,0, permiten una mayor tolerancia al estrés; mientras que grandes
incrementos en H,0, disparan respuestas locales que inevitablemente llevan a la muerte
celular programada (PCD) (Almagro y col.,, 2009; Kim y col., 2012). De hecho, se ha
demostrado que el perdxido de hidrégeno puede actuar como una sefial difusible que
desencadena la PCD localizada durante la HR (Levine y col., 1996), asi como también su
participacidon en redes de sefializacidn sistémica (Alvarez y col., 1998). Estos estudios se
acoplan a multiples estudios donde se ha demostrado que el H,0, modula la expresion

génica durante la respuesta de defensa (Almagro y col., 2009; Desikan y col., 2000)
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En este punto es importante destacar, nuevamente, la dualidad no sélo de las ROS,
sino también, de aquellas moléculas encargadas de su metabolismo. El tipo de dicotomias
presentadas en la produccion de ROS mediada por las PRXs, es lo que dificulta la
comprensién del ajuste fino de este tipo de especies (Almagro y col., 2009; Passardi y col.,

2004).

Peroxidasas como formadores de pared celular. Las PRXs pueden crear una barrera

fisica para limitar la invasion de los patogenos. Esto lo logran catalizando la reaccién de
entrecruzamiento de los componentes de la pared celular. Los procesos de rigidizacion de
la pared celular pueden ser tanto dependientes como independientes del tipo celular. Es
asi como la extensién de la pared y el entrecruzamiento con acido ferulico constituyen
eventos temporales y transitorios dentro del programa general de desarrollo de cualquier
planta (Tenhaken, 2014; Wang y col., 2013). La lignificacién y suberizacién son procesos
terminales de un determinado y altamente diferenciado grupo de células capaces de

formar paredes secundarias. (Bernards y col., 2004).

Si en un mismo tejido ocurre la formaciéon de ROS, la expresion de PRXs y los
precursores fendlicos (monolignoles), entonces ocurrird el entrecruzamiento de los
componentes de la pared celular y se reforzaran las propiedades mecanicas de las paredes
(Kieffer y col., 2000; Passardi y col., 2005; Wakabayashi y col., 2012). Cuando esto ocurre,
debido a la rigidez y a la incapacidad para remodelar la pared, se detiene el crecimiento
(MacAdam y Grabber, 2002; Uddin y col., 2014; Wakabayashi y col., 2012). Esto podria ser
beneficioso para sobrellevar de manera mas eficiente los cambios en la turgencia que

ocurren durante el estrés osmético (Fry, 1998; Renew y col., 2005; Schopfer, 2001),

7.4.3.2. Xiloglucano endotransglucosilasas/hidrolasas (XTH) y Expansinas (EXP).

Modificacion de xiloglucanos, familia XTH. La remodelacién de la pared celular por
parte de las XTH ocurre debido a que los xiloglucanos actian como polimeros de fijacién
entre las fibras de celulosa (Tenhaken, 2014). Una de las caracteristicas del fenotipo

vinculado a la pared celular en plantas estresadas osmadticamente es el aumento de la
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expresion de expansinas y/o enzimas modificadoras de la pared celular (Rose y col., 2002).
La sobre expresiéon de un gen XTH de Capsicum annuum (CaXTH) en plantas de tomate, no
demostré un fenotipo apreciable, a menos que las plantas fueren sometidas a estrés
salino (Choi y col., 2011). Choi y col. (2011) no pudieron determinar el modo exacto de
accion. Sin embargo, sugirieron que podria ocurrir un refuerzo en las paredes celulares de
las células del mesdfilo, protegiéndolas de esta manera contra la pérdida excesiva de
agua. Ademads, plantearon la posibilidad de un rol para la actividad XTH en la
remodelacién de la pared celular de los estomas, la cual impediria la pérdida excesiva de
agua. Otros trabajos han encontrado correlaciones entre la expresién de distintos genes
XTH y el estrés abidtico, como calor, frio, sequia y estrés osmotico (Chan y col., 2011;
Tenhaken, 2014). Asi, distintas condiciones de estrés abidtico llevan a un incremento en
uno o unos pocos genes XTH. El patréon de expresion de los genes XTH y aquellos que se

encuentran modificados en plantas 355::AtOXR2 se muestra en la figura 7.4-11.

Expansinas, famila EXP. De manera similar a lo que ocurra con los genes XTH, los
niveles de transcripto de las expansinas se ven aumentadas por condiciones de estrés
abidtico. Han y col. (2012) sugirié que el mayor desarrollo radicular en plantulas de tabaco
gue sobreexpresan una expansina de trigo expuestas a estrds salino podria ser
consecuencia de su mayor habilidad para retener agua. La sobreexpresion de la expansina
A4 de rosa en Arabidopsis llevé a tasas de germinacion aceleradas bajo condiciones de
estrés salino, asi como también raices mas largas y un incremento en el nUmero de raices
laterales (Lu y col., 2013). Por otro lado, plantas de Arabidopsis que carecen del gen
AtEXLA2 tienen raices mas largas que las plantas WT bajo condiciones normales de
crecimiento, pero sus raices son mas sensibles cuando las plantas se exponen al estrés
salino (Abugamar y col., 2013). Estos resultados se alinean con otros estudios donde se

III

observa la necesidad de una actividad expansina “normal” para el crecimiento celular y la

remodelacién de la pared.

Por otra parte, las plantas de arroz detienen la elongacion de las secciones entre
los internodos bajo condiciones de estrés hidrico, lo cual lleva al desarrollo de fenotipo de

plantas enanas. Todaka y col. (2012), realizaron una busqueda de factores de transcripcién
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en respuesta a sequia en arroz, y se encontraron con OsPIL1 (Phytochrome interacting
factor like 1). Este factor de transcripcién tipo bHLH disminuye sensiblemente sus niveles
de transcripto en condiciones de estrés hidrico. Ademads, Todaka y col. (2012)
demostraron que el factor de transcripcion se coexpresa con la expansina OsEXP4A. La
expresion ectopica de OsPIL1 produce plantas con internodos mas largos, mientras que la
represion del gene produce plantas mds cortas, lo cual sugiere que la expresién
coordinada de expansinas junto con otros genes son los principales responsables de la
longitud celular internodal (Todaka y col., 2012). De esta manera, estos genes estarian
determinando la altura de la planta. Fue muy interesante encontrar que las plantas
35S::AtOXR2 tienen aumentado AtPIL1 y una expansina de la familia A, sélo que en
nuestro caso es AtEXP3A. Como se demostro en la seccion 7.3.2.2.4 y en las figuras 7.3-10
a 12 las plantas 35S5::AtOXR2 presentan una longitud del tallo incrementada respecto a sus

pares salvajes.

En plantas, tanto las expansinas como los genes XTH estan presentes como una
familia de genes con 35 miembros para las expansinas y 33 miembros para XTH
(Tenhaken, 2014). No todos los miembros de las familias estdn representados en el chip
de microarreglos ATH-1. En la figura 7.4-11 se muestra que unos pocos miembros de cada
familia responden a cada estrés, algo que demuestra la especificidad de las diferentes
respuestas que ocurren tanto en raices como en tejido aéreo. En la figura también se
destacan (dentro de recuadros rojos o azules) los genes movidos en el ensayo de

microarreglos realizado con plantas 35S5::AtOXR2.
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Figura 7.4-11 | Heat map de la expresion de genes EXP y XTH bajo condiciones de estrés abidtico. a-
Expresion potencial de transcriptos de la familia génica XTH. b- Expresion potencial de genes de la familia
EXP en Arabidopsis. Los recuadros en rojo indican transcriptos aumentados en plantas 35S::AtOXR2,
mientras que los recuadros en azul indican transcriptos con niveles disminuidos en plantas 35S::AtOXR2.
Esta figura fue adaptado de Tenhaken, 2014.

El crecimiento de los érganos vegetales bajo estrés es la resultante entre la
rigidizacion por parte de las peroxidasas, y el debilitamiento de la misma pared que ocurre
por las ROS, EXP y XTH. Un modelo simplificado del crecimiento de la pared bajo

condiciones de estrés bidtico se presenta en la figura 7.4-12.
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Figura 7.4-12 | Modelo de variaciones en la pared celular. a- Crecimiento de la pared celular en condiciones
normales. b- Cuando se incrementan los niveles de ROS, se induce la expresiéon de peroxidasas y se las
provee de sustratos, ocurre la lignificacion de la pared. c- Si los niveles de ROS se mantienen constantes, o
incluso aumentan, y se agotan los monolignoles necesarios para que las peroxidasas produzcan lignina,
entonces nuevamente puede ocurrir el crecimiento de la pared celular. Adaptado de Tenhaken, 2014.

El arresto del crecimiento que normalmente se observa en condiciones de estrés
bidtico podria ser causado por el entrecruzamiento de glucoproteinas y fendlicos
esterificados con polimeros de hemicelulosa. El entrecruzamiento resulta en una densa
red que impide el acceso de expansinas y XTH a los xiloglucanos (Figura 7.4-12 b). Si la
produccién de ROS continlda y todos los sustratos fueron utilizados por la actividad de
peroxidasas previamente, los elevados niveles de ROS podrian causar el corte mediado
por radicales de la pared celular (Figura 7.4-12 c). Esto permitiria nuevamente el
crecimiento, ya que el debilitamiento de la pared celular mediado por OH" es un proceso
funcionalmente equivalente al crecimiento en plantas no estresadas, sélo que en este

caso las encargadas de remodelar la pared son las EXP y las XTH (Tenhaken, 2014).

217



Las plantas 35S::AtOXR2 tienen transcriptos de genes PRX alterados, pero también
se encuentran alterados los niveles de EXP, XTH como se detallé en la figura 7.4-11. Sin
embargo, estos no son los Unicos transcriptos alterados que tienen relacién con
modificaciones en la pared celular; también se encuentran disminuidos los niveles de
transcripto de celulasas, de las pectinesterasas, y de poligalacturonasas. En contraste,
encontramos aumentados los transcriptos correspondientes a proteinas de
arabinogalactanos. Los resultados obtenidos para los genes relacionados a la pared celular

se muestran en la tabla 7.4-6.

Transcripto Nombre comin Variacién Involucrado en
at3g46440 | UXS5; UDP-glucuronate decarboxylase/ catalytic 1,6104124 Sintesis de
at5g03760 | ATCSLADY, CSLAOS, ATCSLAY, CSLA9, RAT4 | ATCSLAOY; mannan synthase/ transferase, transferring glycosyl groups [ &SW precursores
atdg23990 | ATCSLG3, CSLG3 | ATCSLG3; cellulose synthase/ transferase/ transferase, transferring glycosyl groups -1,5547535
at2g32530 | ATCSLBO3, CSLBO3, ATCSLB3 | ATCSLBO3; cellulose synthase/ transferase/ transferase, transferring glycosyl groups -2,3383124 = -

Sintesis de celulosa
at2g33100 | ATCSLDL, CSLD1 | ATCSLD1; cellulose synthase/ transferase, transferring glycosyl groups -2,154197
at2g32610 | ATCSLBO1, CSLBO1, ATCSLB1 | ATCSLBO1; cellulose synthase/ transferase/ transferase, transferring glycosyl groups -1,6575221

at2g47930 | AGP26, ATAGP26 | AGP26 (ARABINOGALACTAN PROTEIN 26)

at1g55330 | AGP21, ATAGP21 | Prateinas de

at5g60490 |FLAL2 2,256717 arabinogalactanos
at5g10430 | AGP4, ATAGPA | AGP4 (ARABINOGALACTAN PROTEIN 4) 1
at3g47010 | Hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl compounds 1,7078639 Glucanasa

at5g4B8900 | Pectate lyase family protein

at5gl4650 | Polygalacturonase, putative / pectinase, putative

at2g41850 | PGAZAT, ADPG2 | PGAZAT (POLYGALACTURONASE ABSCISSION ZONE A, THALIANA); polygalacturonase
at3g57510 | ADPG1 | ADPGI; polygalacturonase 1

Degradacion de la
pared celular

at1lg70500 | Polygalacturonase, putative / pectinase, putative -1,6118981
at2g37640 | ATEXPA3, ATEXP3, ATHEXP ALPHA 1,9, EXP3 | EXP3 | 2,5295007
at3g60570 | ATEXPBS, EXPBS, ATHEXP BETA 1,3 | ATEXPBS (ARABIDOPSIS THALIANA EXPANSIN B5) -1,9007169

at5g65730 | xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative / endo-xyloglucan transferase, putative Genes de la familia
at2gl4620 | xyloglucan:xyloglucosyl transferase, putative / xyloglucan endotransglycosylase, putative [ endo-xyloglucan transferase, putative -2,2474546 EXP y XHT
at5g57550 | XTR3 | XTR3 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 3); hydrolase, acting on glycosyl bonds / xyloglucan:xyloglucosy| transferase

atdgl4130 | XTR7 | XTR7 (XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLYCOSYLASE 7); hydrolase, acting on glycosyl bonds / xyloglucan:xyloglucosy| transferase 1,9810731

at3g06830 | Pectinesterase family protein -2,139526

atlgl1370 | Pectinesterase family protein _ Pectinesterasas
atd4g02330 | ATPME41, ATPMEPCRB | ATPMEPCRB; pectinesterase 2,0054433

atlg57590 | Carboxylesterase -3,2511237 Acetilesterasa
atdg36430 | Peroxidase, putative 1,7586122

at3g28200 | Peroxidase, putative 1,6978579

at3g32980 | Peroxidase 32 (PER32) (P32) (PRXR3) 2,2828984 Peroxidasas
at4gl11290 | Peroxidase, putative 1,9661373

at2g41480 | Electron carrier/ heme binding / peroxidase -2,376822

Tabla 7.4-6 | Genes involucrados en el metabolismo de la pared celular con expresion diferencial en
plantas 35S::AtOXR2. En rojo se muestran los genes cuyos valores se encuentran aumentados en la roseta
de plantas que sobreexpresan AtOXR2, y en azul aquellos que se encuentran disminuidos en estas plantas.

Nuestro interés en la pared celular, no sélo se basoé en los resultados mostrados en
la tabla 7.4-6. Otro grupo de transcriptos fueron detectados como expresados

diferencialmente en plantas 35S::AtOXR2. Dicho grupo, se englobaba dentro del
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metabolismo secundario, el cual engloba el metabolismo de los fenilpropanoides y

biosintesis de lignina (tabla 7.4-7).

Transcripte Nombre comin Variacién Invelucrado en
atlg78955 | CAMS1 | CAMS1 (Camelliol C synthase 1); beta-amyrin synthase -2,5424874 Sintesis de Triterpenos
at3g21500 | DXPS1 | 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase -2,4483442 | Sintesis de ABA
at1g76490 | HMG1, HMGR1 | HMG1 (HYDROXY METHYLGLUTARYL COA REDUCTASE 1); hydroxymethylglutaryl-CoA reductase 1,6399225
at1g73480 | Prenyltransferase/squalene oxidase repeat-containing protein

Metabolismo de los
atdg16740 | ATTPS03 | ATTPSO3; (E)-beta-ocimene synthase/ myrcene synthase -2,8981888 terpenoides
at5gds110 | Terpene synthase/cyclase family protein -1,775309
at4g31910 | Transferase family protein 1,6144843 Sintesis de
at2g23910 | Cinnamoyl-CoA reductase-related 1,600874 fenilpropanoides
at3g21230 | 4CL5 | 4CL5 (4-coumarate:CoA ligase 5); 4-coumarate-CoA ligase -1,953869
atdg37990 | ELI3-2, ELI3, ATCADS, CAD-B2 | ELI3-2 (ELICITOR-ACTIVATED GENE 3-2); aryl-alcohol dehydrogenase/ mannitol dehydrogenase Biosintesis de lignina
at2g21730 | CAD2, ATCAD2 | CAD2 (CINNAMYL ALCOHOL DEHYDROGENASE HOMOLOG 2); binding / catalytic/ oxidoreductase/ zinc ion binding -1,5886757
at1g62570 | FMO GS-OX4 | FMO GS-0X4 (FLAVIN-MONOOXYGENASE GLUCOSINOLATE S-OXYGENASE 4); 4/8-methylthiopropyl glucosinolate S-oxygenase -1,5620052
at5g60890 | ATMYB34, ATR1, MYB34 | MYB34 (MYB DOMAIN PROTEIN 34); DNA binding / kinase/ transcription activator/ transcription facter 19336423
at3g14210 | ESM1 | ESM1 (epithiospecifier modifier 1); carboxylesterase/ hydrolase, acting on ester bonds 1,7050436 | Metabolismo de los
at5g25980 | TGG2, BGLU37 | TGG2 (GLUCOSIDE GLUCOHYDROLASE 2); hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl compounds / thioglucosidase glucosinolatos
at3g16390 | NSP3 | NSP3 (NITRILE SPECIFIER PROTEIN 3) 1,6391637
at5g22300 | NIT4 | NIT4 (NITRILASE 4); 3-cyanoalanine hydratase/ cyanoalanine nitrilase/ indole-3-acetonitrile nitrilase/ nitrilase/ nitrile hydratase -1,89696
at2g38240 | Oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein -2,465891
at1g56650 | PAP1, MYBTS, SIAA1, ATMYB75 | PAP1 (PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 1); DNA binding / transcription factor -2,76349
at4g22870 | Leucoanthocyanidin dioxygenase, putative / anthocyanidin synthase, putative -3,4127078 | Metabolismo de
at1g03495 | Transferase/ transferase, transferring acyl groups other than amino-acyl groups -2,8902419 Antoclaninas

at3g29670 | Transferase family protein

at3g29590 | ATSMAT | ATSMAT; O-malonyltransferase/ transferase

at5g54060 | UF3GT | UF3GT (udp-glucose:flavonoid 3-0-glucosyltransferase); transferase, transferring glycosyl groups
at5g42800 | DFR, TT3, M318 | DFR (DIHYDROFLAVONOL 4-REDUCTASE); dihydrokaempferol 4-reductase & 9
at5g63580 | FLS2 | FLSZ (FLAVONOL SYNTHASE 2); flavonol synthase 2,3009586 | Metabolismo de los
at2g36790 | UGT73C6 | UGT73C6 (UDP-glucosyl transferase 73C6); UDP-glucosyltransferase/ UDP-glycosyltransferase/ quercetin 3/4'/7-0-glucosyltransferase |  -2,3880746 flavonoles

Metabolisma de los
dihidroflavonoles

at1g75300 | Isoflavone reductase, putative -1,5863072 | Metabolismo de los
atlg75280 | Isoflavone reductase, putative -2,0532212 Isoffavonoles
at2g40370 | LACS | LACS (laccase 5); laccase -1,9914608 | Met. de Fenoles
at5g07850 | Transferase family protein 1,5888705

Tabla 7.4-7 | Genes involucrados en el metabolismo de los fenilpropanoides y lignina con expresion
diferencial en plantas 35S5::AtOXR2. En rojo se muestran los genes cuyos valores se encuentran aumentados
en la roseta de plantas de seis semanas que sobreexpresan AtOXR2, y en azul aquellos que se encuentran
disminuidos en dichas plantas. En negrita se destacan dos factores de transcripcion de la familia MYB.

Al inspeccionar la tabla nos encontramos con que la sintesis de lignina esta
notoriamente disminuida, hecho que se ve reforzado con la disminucion en LAC5. De esta
forma, nos encontramos con que las plantas 355::AtOXR2 tienen mayor cantidad de PRX,
pero probablemente reciban menor cantidad de compuestos fendlicos para la sintesis de
lignina. Pareceria razonable esperar que las plantas 35S::AtOXR2, debido a su mayor
capacidad de crecimiento, produzcan menor cantidad de lignina. Dichos polimeros
aportan rigidez estructural a la pared y la carencia de enzimas por parte de la célula
vegetal hace que la remodelacién sea dificultosa. Lo que no se explica por el fendmeno de

mayor crecimiento, es el incremento en transcriptos PRX. Si los transcriptos PRX se
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incrementaran como consecuencia de la mayor produccién de ROS (siendo una
consecuencia, en vez de la causa) entonces deberiamos encontrar mayor cantidad de
precursores fendlicos, es decir monolignoles. Sin embargo, nos encontramos con que los
transcriptos encargados de producir estos precursores estan disminuidos. Esto nos lleva a
dos situaciones posibles: al momento de realizar el ensayo de microarreglos las plantas
35S::AtOXR2 se encontraban en la situacién representada en la figura 7.4-11 c; o bien,
dichas plantas simplemente tenian menor contenido de monolignoles porque era lo que el
plan de desarrollo “les permitia crecer”. En este ultimo caso, los mayores niveles de
transcriptos de PRXs en realidad eran la causa de las ROS, consecuencia de la expresion
ectdpica de AtOXR2 en la roseta. Como se concluyd en la seccién 7.2.5, la expresion de
AtOXR2 en rosetas salvajes es muy pequefia. No debemos dejar de mencionar que la
mayoria de los transcriptos PRXs incrementan sus transcriptos en la sexta semana, es
decir, justo el momento en el que se realizé el ensayo de microarreglos. Esto significa que
los valores transcripcionales de PRXs de WT se incrementaron al momento del analisis,
fendmeno que podria enmascarar los valores normales de sobreexpresion en las semanas
previas, disminuyendo el valor de incremento en transcriptos PRXs en plantas

355::AtOXR2.

La tabla 7.4-7 también revela que los transcriptos que regulan la sintesis de
antocianinas se encuentran disminuidos en las plantas que sobreexpresan AtOXR2. Sin
embargo, en condiciones control, no detectamos cambios en la concentracion de
antocianinas cuantificados en condiciones normales de crecimiento (resultados
presentados en seccion 7.4.6). Los transcriptos que regulan el metabolismo de los
flavonoles también se encuentran disminuidos en plantas 35S5::AtOXR2. Ademas, en la
tabla 7.4-7 observamos que los transcriptos que participan en el metabolismo de los
glucosinolatos estan incrementados, al igual que aquellos transcriptos que regulan la
sintesis de fenilpropanoides. Los glucosinolatos (GSLs) constituyen una familia de
compuestos secundarios ricos en azufre (S-glicdsidos), que tienen en comun una
estructura central con anillo de B-D-glucopiranosa unido a una oxima. Los GSLs que se

acumulan en el tejido vegetal tienen poca actividad bioldgica, pero luego de la ruptura
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producida en los tejidos por el ataque de insectos o patdgenos, entran en contacto con
tioglucosidasas especificas, denominadas mirosinasas. Estas catalizan rapidamente la

hidrdlisis de los GLSs a isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos y epinitrilos (Ishida y col., 2014).

El ABA es un sesquiterpeno de 15 carbonos, y como tal, su sintesis proviene de la
via MEP de los plastidos, aunque se estima que algo podria sintetizarse en citosol. Cuando
diagramamos en una misma imagen las vias de sintesis de terpenos, obtuvimos la figura
7.4-13, en la que observamos la alteracién en las vias catalizadas por 5 transcriptos
diferentes. Es probable que la variacién en estos transcriptos genere desviaciones en el
flujo metabdlico, alterando asi, el perfil metabdlico de las plantas. Es sabido que la
mayoria de los isoprenoides tienen un rango de funciones muy amplio en plantas, los
cuales incluyen funciones fisioldgicas caracterizadas en el metabolismo primario, tales
como regulacién del crecimiento (mediante hormonas), componentes fotosintéticos
(cadenas laterales fitol en las clorofilas, y cadenas prenilo en las plastoquinonas), asi como
funciones estructurales. Dentro de las funciones secundarias se pueden citar a las
relacionadas con la defensa de las plantas (fitoalexinas), y antioxidantes, como los

tocoferoles y tocotreitoles (Vickers y col., 2009; figura 7.4-13).

Abrahim y col. (2000) demostraron que debido a la elevada lipofilicidad de los
monoterpenos, estos podrian actian como desacopladores de la fosforilacién oxidativa, y

producir un desbalance en los niveles energéticos celulares (Abrahim y col., 2000).
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Figura 7.4-13 | Variaciones en las vias de sintesis de isoprenoides en plantas 35S::AtOXR2. En plantas
superiores existen dos vias biosintéticas de isoprenoides, las cuales se encuentran vinculadas: la via del
acido mevaldnico (MVA) en el citosol, y la via del 2-metil-eritriol-4-fosfato en cloroplasto. Los bloques
esenciales que se producen en estas vias son el isopentil-pirofosfato (IPP) y su isémero, el
dimetilalildifosfato (DMADP). La interconversidn entre las dos formas es catalizada por la isopentil-difosfato
isomerasa (IDI). La via MVA produce sesquiterpens, triterpenos, homoterpenos, precursores esteroles y
ubiquinona mediante el farnesil-difosfato (FPP). Mientras que la via MEP produce el hemiterpeno isopreno,
monoterpenos (via geranil-difosfato, GPP), diterpenos, tetraterpenos e isoprenoides de orden superior (via
geranilgeranil-difosfato, GGPP). Las flechas rojas implican transcriptos aumentados en plantas 355:AtOXR2,
mientras que las flechas azules implican niveles disminuidos de transcripto. Dentro de la via de MVA
encontramos aumentado el transcripto correspondiente a la HMGR (hidroximetilglutaril-CoA-reductasa), asi
como CAMS1 (camelliol C sintasa 1). Desde el lado cloroplastidico nos encontramos con transcriptos
disminuidos para DXPS (1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa), asi como la mirceno sintasa, las NCED2 y 9 (9-
cis-epoxicarotenoide-dioxigenasa). Abreviaturas: ABA: Acido Abscisico; DXP: 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato;
GA3P: Gliceraldehido 3-fosfato, HMG-CoA: 3-hidroximetilglutaril-CoA; PEP: Fosfoenolpiruvato; PPi:
Pirofosfato; PQ: Plastoquinona, XD: Xantosina deshidrogenasa.

Es destacable que las plantas que sobreexpresan AtOXR2 tengan disminuidos 2 de
los genes NCED. La familia NCED de Arabidopsis esta compuesta por 9 miembros. Es
probable que la disminuciéon en los niveles de sélo 2 de los genes involucrados en la

sintesis de ABA no alcance a disminuir los niveles totales de ABA. Sin embargo, es claro
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gue deberia estar marcando alguna condicion para la planta. Por este motivo, decidimos
evaluar la respuesta de plantas 35S5::AtOXR2 frente al ABA. Por otro lado, los resultados
obtenidos para el estado redox de la roseta, tanto como los resultados de intercambio
gaseoso, indicarian que efectivamente la transpiracion de las plantas 355::AtOXR2 estaria
alterada. Esto podria deberse a los mayores niveles de ROS en estas plantas. Para terminar
de comprobar esta idea, decidimos cuantificar el nUmero de estomas, y la habilidad de las

plantas para cerrar o abrir sus estomas.

7.4.4. Respuesta a ABA en plantas 35S::AtOXR2.

La fitohormona ABA es un sesquiterpeno proveniente de la oxidacién de los
carotenoides vegetales, que se sintetiza en plastidos por enzimas codificadas en el nucleo.
El fitoeno se sintetiza a partir de la condensacion de dos moléculas de geranilgeranil-
difosfato (GGPP), y cada una de estas, proviene de la condensacion de isopentenil-
difosfato (IPP) y su isdmero dimetilalil-difosfato (DMAPP). El IPP puede ser sintetizado a
partir de acido mevaldnico (MVA) por un via citosélica y enviado a los plastidos. Otra via
es a partir de 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP) la cual es sintetizada directamente en los
plastidos a partir del piruvato y el gliceraldehido-3-fosfato, mediante la via del
metileritritol-fosfato. Todo los licopenos trans sintetizados a partir del fitoeno son
convertidos en B-carotenos y zeaxantina, el primer precursor oxigenado del ABA. La
zeazantina se puede transformar en anteraxantina y trans-violoxantina mediante la accion
de la enzima ZEP (zeaxantina epoxidasa). La totalidad de la trans-violaxantina es
convertida en cis-9-violoxantina o en cis-9’-neoxantina, ambas moléculas carotenoides de
40C. Ambos compuestos son clivados en los plastidos para dar aldehido-xantosina (15C) y
un compuesto de 25C. ZEP, también es conocido como ABA1, y su expresion es ubicua
durante la maduracién de la semilla en Arabidopsis. Sin embargo, su expresion se

restringe a los embriones y al endosperma durante la desecacion.

La enzima NCED cataliza el corte oxidativo de la cis-9-violaxantina o la cis-9’-

neoxantina para producir cis-9-xantosina. La expresién de NCED en respuesta a estrés
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medioambiental es tan rapida que la actividad de NCED es considerada como el paso
limitante de la velocidad en la sintesis de ABA. Por otro lado, la enzima AtCCD1 cataliza el
corte oxidativo de los dobles enlaces C9, C10 (o C9’, C10’) de sustratos carotenoides tales
como B-caroteno. Los genes NCED no son regulados por ABA. A pesar de que los genes
NCED han sido caracterizados en distintas especies, los datos de su expresion en semillas

son limitados.

Se ha reportado que los miembros de la familia AtNCED podrian llevar a cabo
distintos roles en la regulacion de la sintesis de ABA durante el desarrollo de la semillay la
germinacion, AtNCED3 (principalmente expresado en la base de la semilla), AtNCEDS5,
AtNCED6 (ambos expresados en toda la semilla) y AtNCEDS. Las mutantes de AtNCED6 y 9
muestran menor contenido de ABA en semillas secas, y la emergencia de la radicula en
estas mutantes no se ven afectadas por paclobutrazol. También se ha reportado

dormancia reducida de semillas en mutantes NCED6 y NCEDS.

7.4.4.1. Ensayo de pérdida de agua de rosetas escindidas.

Los resultados obtenidos para el intercambio gaseoso de plantas 35S::AtOXR2
(mostrados en 7.3.3.3), principalmente aquellos de transpiracion (E), acoplados a los
detectados en el ensayo de microarreglos nos llevaron a verificar por otros ensayos qué
estaba ocurriendo con las plantas 355:AtOXR2. Para esto, decidimos comenzar evaluando,
por un ensayo gravimétrico sencillo, la evoluciéon del contenido acuoso de rosetas

cortadas (Materiales y Métodos seccién 6.2.36).

Los resultados presentados en la figura 7.4-14 demuestran el comportamiento
antagonico de plantas mutantes y plantas con niveles ectépicos y constitutivos del gen
AtOXR2. Para el caso de plantas 355::AtOXR2, cuyo ecotipo es Col-0, las diferencias en el
contenido de humedad relativo comienzan a observarse a los 60 minutos. En cuando al
comportamiento de las plantas de ecotipo WS, las diferencias comienzan a manifestarse a

los 210 minutos, y conforme pasa el tiempo se van magnificando.
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Figura 7.4-14 | Curvas de deshidratacion obtenidas mediante el ensayo de pérdida de agua de rosetas
escindidas y contenido de agua de las rosetas. a- Curvas obtenidas para plantas 355::AtOXR2 y plantas WT.
b- Contenido acuoso de rosetas de plantas de 6 semanas (nwr= 10; Naoxrac= 14; Naoxroa= 14). c- Curvas
obtenidas con plantas Aoxr2 y sus pares salvajes. d- Contenido acuoso de la roseta de plantas mutantes y
salvajes de 6 semanas de edad (nwrws)= 8, Naoxr2= 8). Las barras de error representan la desviacién estandar
(ay c: sextuplicados bioldgicos). Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc.
Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05. Para el contraste WT/AtOXR2-C el
valor p es 0,0464.

Las plantas 35S::AtOXR2 pierden menor cantidad de agua luego de haber sido
escindidas. La misma determinacidn implica un estrés para la roseta, y el ensayo es un
indicio de que durante estrés, las plantas 355::AtOXR2 tienen mayor capacidad que sus
pares salvajes para retener el agua disponible. De manera opuesta, las plantas Aoxr2,
retienen menos agua que sus pares salvajes. Es importante mencionar que existe una
diferencia crucial entre ambos ensayos, y es justamente el contenido acuoso de la roseta.
Resulta consistente pensar que si las plantas tienen menor contenido de agua, tengan una

tendencia a conservar este compuesto fundamental para la vida. Quizas, la pregunta mas
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importante, luego de conocer estos datos, sea determinar en qué momento del desarrollo
ocurre el quiebre y se genera esta disrupcion en el contenido acuoso y la velocidad de

pérdida de agua.

Los resultados del ensayo de deshidratacion nos llevaron a observar qué podria
estar pasando a nivel estructural y fisioldgico. Es decir, épodrian las plantas 355::AtOXR2,
o las plantas Aoxr2, tener una densidad estomatica distinta a la de sus contrapartes
salvajes?. Para evitar la dispersion en los datos decidimos trabajar con dos pares de hojas,
el sexto par de hojas y el cuarto par de hojas de plantas de 6 semanas. De esta manera,
tomamos hojas que previamente demostraron ser muy distintas en plantas 355::AtOXR2,
como el 6to par, y hojas que demostraron ser similares, como el 4to par (ver seccién
7.3.3.1, figuras 7.3-15 y 7.3-16). Luego de realizar impresiones de epidermis concluimos
gue el numero de estomas eran similares en todos los genotipos (Figura 7.4-15). Para el
caso de los genotipos pertenecientes al ecotipo Col-0 encontramos en promedio 243
estomas/mmz, mientras que para WS 231 estomas/mm2 (resultados no presentados). Es
probable que el menor nimero de estomas en el ecotipo WS sea el parametro
responsable del mayor tiempo requerido para observar diferencias en el ensayo de
deshidratacion de rosetas escindidas, ya que al tener menor cantidad de estomas, se

limita la maxima tasa de transferencia de gases.

Durante las determinaciones de densidad estomatica observamos que el area de
las células de la epidermis era mayor en plantas 355::AtOXR2 que en plantas WT. En
promedio, las células del pavimento de estas plantas serian un 10% mas grandes que las
de sus pares salvajes. Para complementar la informacion de la epidermis, fuimos a ver qué
estaba ocurriendo con las células del parénquima mediante microscopia Nomarsky y nos
encontramos con que dichas células eran un 16% mas grandes en plantas 35S::AtOXR2
(resultados no presentados). Obviamente, estas pequefias variaciones en las células no
equiparan la enorme variacién en el area foliar. Es por esto que nuestra conclusion final
respecto a la morfologia de plantas 35S::AtOXR2 es que; si bien las células son un poco

mas grandes, en general lo que esta aumentado es la reproduccién celular. Estos
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resultados se acoplan perfectamente a lo observado para el desarrollo foliar (seccién

7.3.2.2.2, figura 7.3-9).

Luego de determinar que la Unica diferencia a nivel estructural era la relacion entre
el nimero de estomas y las células del pavimento, decidimos estudiar cdmo influia el ABA
sobre la apertura estomadtica. Debido a las diferencias en los valores de intercambio
gaseoso que existen en condiciones basales, decidimos llevar a cabo un ensayo que
estandarice la apertura estomatica. Esto se realiza incubando las hojas en solucién de
apertura estomatica a 180 pE de intensidad luminica durante 3 horas. Transcurrido este
periodo las hojas se incuban en una solucion 1, 5 o 10 uM de ABA durante una hora. Se
tomaron muestras a distintos tiempos, se realizé una impresion de la epidermis, y se
cuantificaron las relaciones largo/ancho en 100 estomas. Debido a que existen infinitos
valores, definimos arbitrariamente que para una relacion largo/ancho menor a 1,35 el
estoma se encontraba abierto, mientras que para valores mayores, el estoma se
encuentra cerrado. A su vez, establecimos, que en el rango de 1 a 1,35 podiamos separar
dos franjas, para estomas bien abiertos, cuya relacidon se encuentra entre 1-1,1 (era de
esperar que relaciones cercanas 1 dieran como resultados estomas abiertos) y otra franja

con estomas semiabiertos cuya relacidon se encuentra entre 1,11-1,34.

Como era de esperarse, en funcidén de la concentracién de ABA utilizada para
lograr el cierre estomatico, obtuvimos distintos resultados, transcurridas las dos horas de
incubacion. Las mayores diferencias en cuanto al cierre estomatico las obtuvimos cuando
incubdbamos las plantas en 5 uM de ABA durante una hora. En esta condicion,
encontramos que las plantas 35S5::AtOXR2 cierran sus estomas en mayor medida que sus

pares salvajes (Figura 7.4-15).
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Durante los estadios tempranos del desarrollo de la hoja, las células de la
epidermis del primordio foliar (conocido como células protodermicas/protodermales) se
diferencian tanto en células del pavimento o se vuelven células madres meristemoides
(meristemoid mother cells, MMCs) (Jewaria y col., 2013). Cada MMC se divide
asimétricamente y produce una pequeiia célula con forma triangular (meristemoide) y su
célula hermana. El linaje celular iniciado por las MMC se conoce como linaje estomatico. A
su vez, cada meristemoide puede, posteriormente, sufrir una o dos rondas de division
celular asimétrica, conocidas como divisiones amplificantes, las cuales resultan en otra
célula meristemoide y su hermana. Eventualmente, la célula meristemoide se convierte en
célula madre de la guarda, que se divide simétricamente y finalmente se transforma en

estoma (Jewaria y col., 2013; Richardson y Torii, 2013).

En el ensayo de microarreglos realizado en rosetas de plantas de 6 semanas
encontramos evidencia que sostienen las observaciones realizadas. Puntualmente,
encontramos el gen STOMAGEN (conocido por regular positivamente la densidad
estomatica) (Sugano y col., 2010) aumentado 2,74 veces, y el gen EPF1 (EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 1) (Hara y col., 2007) aumentado 1,85 veces. Contrariamente a la
funcion de STOMAGEN, EPF1 regula negativamente la densidad estomatica. De esta
forma, tenemos incrementados genes fundamentales que regulan la densidad estomatica.
Los dos procesos, incremento en el tamafio de las células del pavimento (sostenido por el
incremento de EPF1), y una densidad estomatica similar (sostenida por el aumento de
STOMAGEN), dan como resultado un pequefio incremento en la relacién nimero de
estomas/numero de células del pavimento. Esta diferencia es pequefia, pero es probable
gue sea una parte de la causa por la cual los pardmetros de intercambio gaseoso,
presentados en la seccion 7.3.3.2 de este trabajo de Tesis, se distinguen de aquellos

obtenidos para sus pares salvajes.

Resumiendo los resultados obtenidos hasta el momento, las plantas 355::AtOXR2
pierden menor cantidad de agua en condiciones control (pardmetro E de intercambio
gaseoso seccion 7.3.3.2), y menor cantidad de agua cuando la roseta es escindida del resto

de la planta. Es probable que esto se deba a que cierran sus estomas con mayor velocidad.

229



No detectamos diferencias significativas que avalen la menor pérdida de agua observada
en el ensayo de rosetas escindidas para las mutantes. El cierre estomatico esta
intimamente ligado con la fitohormona ABA, y previamente se ha reportado el efecto
sinérgico entre el ABA y las ROS. Ademas, el ABA cumple un rol esencial en el proceso de

germinacion de la semilla.

7.4.4.2. Rol del ABA durante el proceso de germinacion.

El proceso de germinacidn inicia cuando la semilla seca se hidrata y el embridn se
expande. Se ha reportado que la toma de agua se puede separar en tres etapas: una toma
inicial rdpida (conocida como Fase 1), seguida por una fase estacionaria (Fase Il) y una
toma final de agua (Fase lll; Rajjou y col., 2012) . En esta ultima fase el embriéon elonga su
eje y protruye su envoltura para completar la germinacion (Finch-Savage y Leubner-

Metzger, 2006; figura 7.4-16).

Luego de la imbibicién, la activacién del metabolismo produce un incremento del
estado redox, generando un rapido consumo de oxigeno que lleva a la formacién de ROS
(Kranner y col., 2010; Oracz y col., 2009; Woijtyla y col., 2006). Como consecuencia del
incremento metabdlico y de la impermeabilidad del oxigeno a la envoltura de la semilla, la
concentracion de oxigeno dentro de la semilla cae rapidamente, y las condiciones se
transforman en hipdxicas. En estas condiciones se reprime la respiracién y la forma de
obtener energia por parte de la semilla es principalmente anaerdbica y fermentativa.
Posteriormente, cuando la radicula protrusiona la envoltura de la semilla, se restaura el
aporte de oxigeno y la disponibilidad de este valioso elemento genera nuevamente el
cambio metabdlico hacia la respiracion. Es asi, como de manera similar a la concentracion
de agua, podemos distinguir 3 fases: la Fase | con un consumo temprano de oxigeno
durante las primeras horas posteriores a la imbibicion que generan un aumento en las
ROS; luego un estadio anaérobico antes de que la radicula protrusione caracterizada por la
produccién de NO fermentativa y la reduccién de nitritos y nitratos; y finalmente el

metabolismo aerdbico luego de que la radicula protrusiona (Figura 7.4-16).
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produce un aumento de las ROS, una segunda fase caracterizada por hipoxia y procesos fermentativos cuya
caracteristica principal es el incremento de NO; y finalmente, cuando el embriéon rompe la envoltura y el
espacio se llena nuevamente de oxigeno se restaura nuevamente el metabolismo aerébico y nuevamente se
da un incremento en las ROS. En amarillo, una estimacion de lo que ocurriria con el transcripto de AtOXR2,
segun figura 7.2-14. Esta figura fue modificada de Rajjou y col., 2014.

La formacion de ROS en la fase temprana ocurre principalmente debido al
restablecimiento del metabolismo y del aumento de NADPH oxidasas y peroxidasas,
encargadas del estallido oxidativo durante la rehidratacion (Colville y Kranner, 2010).
Debido a los crecientes reportes que vinculan el incremento en las ROS con la capacidad
de salir de la dormancia de las semillas, algunos autores desarrollaron el concepto de
“ventana oxidativa” para escapar de la dormancia (Bailly y col., 2008). En esencia, lo que
plantea esta hipodtesis es que es necesaria una cierta cantidad de ROS para que las semillas
puedan romper la dormancia. La hipdtesis se sostiene con la creciente evidencia de que
los mecanismos de defensa protegen a las semillas durante el estadio de dormancia e
impiden su germinacidon, mientras que la ruptura de la dormancia se logra luego de la
maduracion cuando la acumulacién de ROS modifica el estado redox y rompe estas
barreras de control alterando las funciones de las proteinas mediante modificaciones

oxidativas (Miiller y col., 2009). Como consecuencia de la naturaleza de las ROS, si las
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concentraciones sobrepasan ciertos limites, entonces estas mismas especies podrian
llevar al dafo celular irreversible. De hecho, se ha demostrado que ese es el mecanismo
por el cual los monoterpenos (entre ellos el mirceno), ejercen sus efectos de inhibicién en

la germinacién (Abrahimy col., 2000).

El ABA regula muchos aspectos del desarrollo de la semilla y etapas tempranas
posteriores a este estadio, que son muy importantes a nivel agronémico. Cumple un papel
fundamental en la sintesis de proteinas y lipidos de reserva, en la tolerancia a la
desecacion de las semillas, en la dormancia, en la germinacién y en el crecimiento de la
plantula (Finkelstein y Rock, 2002; Kucera y col., 2005; Nambara y col., 2010). Ademas, se
ha reportado que esta fitohormona disminuye su concentracién cuando la semilla escapa
de la dormancia, como consecuencia de su catabolismo por parte de hidrolasas especificas
de la familia citocromo P450 CYO707A (Finkelstein y col., 2008; Okamoto y col., 2006).
Esto se correlaciona perfectamente con lo observado para distintas especies, donde el
nivel de ABA enddgeno determina no sdélo la induccién sino que probablemente el
mantenimiento del estado de dormancia (Koornneef y col., 2002; Kucera y col., 2005;

Nambara y Marion-Poll, 2003).

La sobreexpresion de genes de biosintesis de ABA produce un aumento en el
contenido de la fitohormona y un estado prolongado de dormancia caracterizado por un
retraso en la germinacién. Avalando la importancia del ABA en la dormancia, se ha
demostrado que la deficiencia de ABA durante el desarrollo de la semilla estad asociada
con la ausencia de la dormancia primaria en la semilla madura. Ademas, las semillas que
no presentan la dormancia inducida por ABA son capaces de germinar sin GA (Bentsink y
Koornneef, 2008; Finkelstein y Gibson, 2002; Nambara y Marion-Poll, 2003). Finalmente,
es destacable mencionar que Kucera y col., (2005) reportaron que los efectos mediados

por el ABA se deben principalmente a la biosintesis de la hormona por parte del embrioén.

La funcion principal del ABA es la de inhibir la ruptura del endosperma. Una via que
tiene para generar esto, es mediante la represion de la expresidon de genes que codifican

las B-1,3-glucanasanas de clase | (BGlu-l), los cuales se inducen en el endosperma
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inmediatamente antes de su ruptura. La luz, las giberelinas (GA) y el ET promueven la
expresion de BGlu-l, la ruptura del endosperma y el escape de la dormancia, mientras que

el ABA, la alta concentracién osmotica y la oscuridad la inhiben (Kucera y col., 2005).

7.4.4.3. Ensayos de germinacion en placas con semillas de plantas 355::AtOXR2 y

WT.

En funcién de todos los efectos reportados para las ROS y el ABA sobre la
germinacion de la semilla, decidimos realizar ensayos de germinacidon bajo distintas
condiciones que estimulan la dormancia de las semillas. Para esto, decidimos estudiar no
solo el efecto del ABA, sino también de glucosa. Previamente se ha reportado la capacidad
de la glucosa para demorar la germinacién de las semillas. La funcién de este azlicar como
modulador del metabolismo y sefializacion hormonal (principalmente del ABA) (Zhu vy col.,
2011), se realiza a través de una alteracién en la disminucidn del contenido de ABA una
vez que la semilla es embebida. Con esta informacion decidimos ensayar el porcentaje de
germinacion de plantas 355::AtOXR2. En dicho ensayo, pudimos detectar que las mayores
diferencias se apreciaban en el establecimiento de la plantula, y no en el porcentaje de

germinacion. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.4-17.
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Figura 7.4-17 | Ensayo de establecimiento en medios conteniendo factores que reprimen el
establecimiento de la plantula. a- Resultados obtenidos en el ensayo de germinacion y establecimiento en
medios conteniendo ABA a distintas concentraciones. b- Graficos obtenidos cuando los medios contenian
Glucosa al 2% (Gluc 2%) y ABA en concentraciones crecientes. Las barras de error representan la desviacién
estdndar de triplicados experimentales. Se realiz6 una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD
post-hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05, dentro de un mismo grupo
de tiempo de germinacion (6, 8 o 10 dias).

Los resultados mostraron una mayor tasa de establecimiento de las plantas
35S::AtOXR2 cuando se incrementa el estrés sobre las semillas. En la figura 7.4-18 se

muestran imagenes representativas de este proceso postgerminativo.



Figura 7.4-18 | Ensayo de germinaciéon y
establecimiento de distintos genotipos de
plantas 35S::AtOXR2 en placas conteniendo MS
0,5X con Glucosa al 2%. a- Plantas crecidas en
medio MS 0,5X suplementado con glucosa 2%
(control). b- Plantas crecidas en medio MS 0,5x
suplementado con glucosa 2% y ABA 0,5 uM. Las
fotografias fueron tomadas luego de 7 dias de
crecimiento. En cada region triangular de la
placa se sembraron entre 100 y 120 semillas de
cada genotipo en estudio.

Estos resultados nos alentaron a evaluar el impacto del manitol en el proceso de
germinacion y establecimiento. Similar a lo ocurrido con glucosa, cuando el medio se
suplementaba solo con manitol, se observaron diferencias sutiles con respecto a la WT.
Sin embargo, cuando el medio se suplementaba con manitol y ABA, entonces las
diferencias se magnificaban (resultados no mostrados). La figura 7.4-19 muestra un
resumen de lo observado cuando las semillas eran sembradas en placas con MS

suplementado con ABA y manitol.

Figura 7.4-19 | Ensayo de germinaciéon y
establecimiento de distintos genotipos de
plantas 355::AtOXR2 en placas formuladas con
MS 0,5X suplementado con manitol al 2% y ABA
0,2 uM. La fotografia fue tomada luego de 7 dias
de crecimiento. En cada region triangular de la
placa se sembraron entre 120 y 160 semillas de
cada genotipo en estudio.
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Teniendo en cuenta todo lo observado en relacién al ABA y plantas 355::AtOXR2,
nos preguntamos si estas plantas tenian un desbalance en el contenido de ABA. Para

corroborar esto, decidimos cuantificar el contenido de esta fitohormona mediante

espectrometria de masas.

7.4.4.4. Determinacion de la concentracidon de ABA en distintos tejidos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.4-20.
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Figura 7.4-20 | Contenido de ABA en semillas y rosetas de plantas 35S5::AtOXR2 y plantas mutantes. a y b-
Concentracion de ABA en rosetas de plantas de 6 semanas para el caso 355::AtOXR2 y de 5 semanas para
Aoxr2. c- Resultados de concentracion de ABA obtenidos en semillas de plantas de distintos genotipos.
Cuando la “S” se antepone a los nombres de los genotipos, es porque la determinacion se realizé sobre
semillas. Las barras de error representan la desviacién estandar de: quintuplicados bioldgicos en a,
cuadruplicados biolégicos en b, y c. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-
hoc. Las letras representan diferencias significativas con un valor p < 0,05, dentro de un mismo grupo de

tiempo de germinacion.



Contrariamente a lo que hubiéramos esperado, el contenido de ABA en semillas
con niveles ectdpicos es superior al de sus pares salvajes. En las plantas 355::AtOXR2 esta
diferencia resulta estadisticamente significativa, mientras que en las mutantes se puede
apreciar una tendencia. Esto significaria que las diferencias en el proceso de germinacion
no vienen dadas por las diferencias en el contenido de ABA, ya que al tener mayor
contenido de ABA en las semillas, se esperaria un incremento en la dormancia de las
semillas. A pesar de tener un 27% mas de ABA en las semillas, las semillas de AtOXR2-C
tienen una mejor performance en este proceso que sus pares salvajes. Como se menciond
previamente, la germinacién es un proceso que es promovido por diferentes factores.
Entre ellos, se pueden mencionar la ventana oxidativa, el contenido de ABA, GA, dureza
de la envoltura, componentes externos como la luz, azucares, presién osmética del medio,
etc. Debido a que el ABA estd aumentado, es probable que las diferencias en la tasa de
germinacion sean consecuencia de factores promotores de la germinacion. Los resultados
del ensayo de microarreglos demostraron que podrian existir alteraciones en la formacién
de la pared celular. Ademas, vimos que plantas adultas 35S::AtOXR2 tienen mayores
niveles de ROS, quizds, mediado por peroxidasas de la pared celular. Quizds una
combinacidn sinérgica entre produccién de ROS y una envoltura de la semilla mas débil en
la zona del endosperma micropilar, sean las causales de una mejor performance en la tasa

de germinacion.

Los resultados obtenidos para la concentraciéon de ABA, en rosetas de plantas
35S::AtOXR2 indicarian una correlacion directa entre los niveles de expresion y el
contenido de la fitohormona. Asi, las plantas AtOXR2-C (con menores niveles de
sobreexpresion) tiene un contenido de ABA similar a las plantas salvajes, mientras que
AtOXR2-A (el genotipo con mayores niveles de expresion), tiene; en promedio, un 18%
mas de ABA (Figura 7.4-20 a). A pesar de las diferencias en el contenido de ABA, las
rosetas de los distintos genotipos 35S::AtOXR2 demostraron tener un comportamiento

similar, en los distintos ensayos a los que fueron sometidos.

Por otro lado, las rosetas de plantas mutantes de 5 semanas de edad, mostraron

un contenido similar de ABA al de sus pares salvajes. Con lo cual, las diferencias
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reportadas hasta el momento para estas plantasno se deberian al contenido basal de ABA.
Si, en cambio, es probable que exista cierta disfuncionalidad en la traduccién de las

sefialas de esta hormona a largo plazo.

Como se puede apreciar en la figura 7.4-18 y 7.4-19, las semillas de los distintos
genotipos germinan bajo las condiciones ensayadas. Sin embargo, las plantas 35S5::AtOXR2
son capaces de establecerse y continuar con su plan su desarrollo, mientras que sus pares
salvajes no son capaces de tolerar las condiciones ensayadas. Si bien existe un desfasaje
en el proceso germinativo, este desfasaje termina igualandose con el tiempo. La diferencia
mas importante es en el paso determinante del establecimiento de la planta. Los
resultados presentados en las figuras 7.4-18 y 7.4-19 denotan que la concentracién de
ABA en el medio, se encuentra en el orden de 150-200 veces la concentracién en el
interior de la semilla (500 nM en el medio, y 2,5-3 nM en la semilla seca). Cuando la raiz
rompe la envoltura micropilar, la plantula entra en contacto con el medio y es en ese
momento en el que el ABA con el que se suplementaron los medios comienza a interferir
en el establecimiento de la plantula. En este estadio el ABA ha demostrado inhibir el
crecimiento de la radicula, y esto se puede apreciar claramente en la figura 7.4-18 b. De
esta manera, podriamos postular de un modo preliminar que las plantulas 35S::AtOXR2,

parecerian ser insensibles al efecto del ABA.

Finalmente, cuando se ejerce un efecto osmdtico sobre las semillas (utilizando
manitol) y se someten a la exposicién al ABA, el porcentaje de germinacién es mayor en
semillas de plantas 35S::AtOXR2. Esta vez, los mecanismos involucrados son diferentes a
aquellos observados cuando el MS es suplementado con glucosa. Esto se debe a la
diferencia quimica de ambos compuestos (glucosa y manitol) y por ende a sus rutas
metabolicas y respuestas que generan en la planta. El manitol genera estrés osmatico

gue; debido a su lento metabolismo en la planta, perdura durante muchos dias.

|
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7.4.5. Metabolismo secundario.

7.4.5.1. Compuestos fendlicos y su rol en la respuesta a estrés.

La sintesis de los compuestos fendlicos tiene a la fenilalanina como sustrato de
origen que se somete a distintas modificaciones. Asi, la fenilalanina es transformada en
acido trans-cindmico por accion de la enzima PAL (de sus siglas en inglés Phenylalanine
Ammonia Lyase). El 4cido trans-cindmico es convertido posteriormente en p-cumaroil-
CoA, un intermediario comun a las distintas vias de sintesis de fenilpropanoides, tales
como flavonoides, antocianinas, cumarinas y ligninas (Figura 7.4-21). A partir de este
punto, la sintesis de los flavonoides y antocianinas se determina por la acciéon de la CHS
(de sus siglas en inglés Chalcone synthase), encargada de la sintesis de chalcona. Mientras
que si el flujo metabdlico se dirige hacia la sintesis de lignina, entonces la primera enzima
involucrada es la hidroxicinamoil-CoA shikimato/quinato transferasa (HCT), responsable
de la sintesis de acido ferulico. Este ultimo es un intermediario clave no sélo en la sintesis
de lignina, sino también de cumarinas (Vogt, 2010). La polimerizacién deshidrogenativa de
los monolignoles, es un proceso mediado por enzimas de la familia de las lacasas y las
peroxidasas. Las lacasas utilizan O, como sustrato, mientras que las peroxidasas utilizan
H,0,. En funcién de la disponibilidad de sustratos, asi como de la presencia de cada
enzima, la polimerizacién ocurre a través de una u otra enzima (Wang y col., 2013). En la
figura 7.4-21 se muestra un esquema simplificado de las reacciones principales en la

biosintesis de compuestos fendlicos.
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Figura 7.4-21 | Biosintesis de compuestos fendlicos. Esquema resumido de las principales reacciones y
enzimas involucradas en la sintesis de compuestos fendlicos, tales como flavonoides y antocianinas
(representado en verde) y lignina (representado en violeta). PAL, fenilalanina amonio liasa; CHS, chalcona
sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavonol 3-hidroxilasa; F3'H, flavonol 3'-hidroxilasa; 3GT1,
antocianidina-3-O-glucosil-transferasa; HCT, hidroxicinamoil-CoA shikimato/quinato transferasa; COMT,
cafeico O-metiltransferasa; CAD, cinamoil alcohol deshidrogenasa; LAC, lacasa.

Los flavonoides y las antocianinas constituyen un grupo importante dentro de los
metabolitos secundarios en las plantas. Se encuentran implicados en diversas funciones
como la proteccion frente a la radiacion UV, la pigmentacion de las flores para atraer a los

polinizadores, la germinacion de la semilla, la resistencia al ataque por microorganismos y
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la defensa frente a insectos (Buer y col., 2010; Falcone Ferreyra y col., 2010; Mazza y col.,
2000). Ademas, los flavonoides poseen un amplio rango de actividades bioquimicas y
farmacoldgicas en mamiferos y otros sistemas bioldgicos, por lo que constituyen un grupo

de potenciales agentes terapéuticos (Daglia, 2012).

Numerosos estudios han demostrado que la activacion de la biosintesis de
compuestos fendlicos refuerza la respuesta inmune de las plantas. Por ejemplo, en
Nicotiana tabacum la respuesta de defensa mediada por SA junto con la acumulacién de
compuestos fendlicos restringe la diseminaciéon del virus ToRSV (del inglés, tomato
ringspot virus) (Jovel y col.,, 2011). Asimismo, en cultivares de citricos resistentes a
Xanthomonas citri pv. citri (calamandin y kumquat), se determiné que durante la
induccion de la respuesta de defensa se produce la acumulacion de compuestos fendlicos

en el sitio de inoculacion (Chen y col., 2012).

La expresion diferencial de genes asociados a la biosintesis de antocianinas como
al metabolismo secundario en general, observada en el ensayo de microarreglos en
plantas 35S::AtOXR2 (Tabla 7.4-7), asi como los resultados obtenidos mediante IRGA
(Seccidén 7.3.3), nos llevaron a evaluar la tolerancia de plantas sobreexpresantes al estrés

por alta intensidad luminica.

7.4.6. Respuesta de plantas 355::AtOXR2 al estrés por alta intensidad luminica.

Para determinar la respuesta de plantas 355::AtOXR2 a la alta intensidad luminica,
decidimos exponer las plantas crecidas en fotoperiodo de dia largo a 600 UE de intensidad
luminica durante 3 dias. Este ensayo se llevé a cabo con plantas de 6 semanas de edad
para el caso de plantas que sobreexpresan AtOXR2 mientras que para plantas Aoxr2 y WT
(WS) se trabajé con plantas de 5 semanas. Siguiendo un razonamiento similar al de las
secciones anteriores, se trabajo con el quinto par de hojas de plantas Aoxr2 y WT (WS), y

con el sexto par de hojas de plantas 355::AtOXR2 y sus pares salvajes.
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Durante la puesta a punto del estrés por alta intensidad luminica, detectamos que
el mismo causaba un dafio menor al trabajar en fotoperiodos de dia corto. Sin embargo, la
gran mayoria de nuestros resultados fueron generados en fotoperiodos de dia largo. Para
disminuir este sesgo, decidimos adaptar las plantas al nuevo fotoperiodo 10 dias antes

comenzar el ensayo.
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Figura 7.4-22 | Parametros de fluorescencia de la clorofila en plantas sometidas a estrés por alta
intensidad luminica. a- Parametros obtenidos para el sexto par de hojas de plantas de 6 semanas, al final
del ciclo de luz del tercer dia de exposicion a 600 WE. b- Indicadores obtenidos para el contraste entre
plantas WT(WS) y las mutantes Aoxr2. En esta comparativa se utilizaron plantas de 5 semanas, y se evaluo el
quinto par de hojas. Las barras de error representan la desviacion estandar de quintuplicados bioldgicos. Se
realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas con un valor p < 0,05, dentro de un mismo grupo de indicador. ST, sin tratamiento; AlL, Alta
Intensidad Luminica.

En la figura 7.4-22 a se puede observar el incremento del indicador F, luego del

tratamiento por alta intensidad luminica (AIL). Cuando el estrés fue aplicado en plantas
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WT y 355::AtOXR2, se observd un incremento en todos los genotipos. Si bien pareciera
existir una tendencia de mayor incremento en plantas WT que en los genotipos que
sobreexpresan AtOXR2, no existe una diferencia significativa (p=0,063). Al inicio del
tratamiento, las plantas 35S::AtOXR2 presentaron un valor mayor que sus pares salvajes
en el ®pg). Este fendmeno podria deberse al pequefio descenso que sufrieron las plantas
WT-col en el parametro F,,’. Esto significa que al comienzo del estrés por AlL, las plantas
WT-col presentaron mayor fotoinhibicion que las plantas 355::AtOXR2, hecho que quedd
evidenciado por un mayor valor en gy. Sin embargo, esta relacidn se invirtié luego del
estrés, donde se observa mayor fotoinhibicion en las plantas 35S::AtOXR2. Esto ultimo
acoplado a un mayor gp y Opg,, significaria que las plantas 355::AtOXR2 tienen la capacidad
de captar mayor cantidad de luz, lo que en definitiva significa menor dafo en los
fotosistemas y mayor cantidad de fotosistemas activos luego del estrés por AIL. En
conclusion, las plantas 355::AtOXR2 captan mayor cantidad de luz, y por este motivo se

encuentran mas fotoinhibidas que sus pares salvajes, luego de 3 dias de estrés por AlL.

En la figura 7.4-22 b se muestran los resultados obtenidos con las plantas mutantes
en AtOXR2. La exposicion a AlL generd cambios distintivos en las propiedades épticas de
las hojas. Estos cambios quedaron evidenciados en el pardmetro Fs, que luego del
tratamiento es significativamente inferior en plantas Aoxr2 respecto de las plantas WT
(WS). Luego del estrés por AlL se observa un descenso en ®pg,, asi como también en F,/F,,
F//Fn’, ¥y gp. Lamentablemente, el cambio en Fs no permite realizar una comparacion bajo
las mismas condiciones, y los resultados obtenidos para la mutante luego del estrés por

AlL deben ser cuidadosamente analizados (Baker, 2008).

Los cambios en las propiedades dpticas se deben en gran medida a cambios en los
pigmentos que protegen los fotosistemas. Dentro de los pigmentos mas relevantes se
pueden citar los carotenos, carotenoides y antocianinas. Es ampliamente conocida la
relacion que existe entre la AlL y las antocianinas (Das y col., 2011; Misyura y col., 2012;

Shiy Xie, 2014). Por este motivo decidimos cuantificar el contenido de antocianinas en las
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plantas sometidas al estrés por AlL. La determinacion se realizd por el método descripto

en la seccidn 6.2.34. En la figura 7.4-23 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 7.4-23 | Contenido de antocianinas en plantas sin tratar y en plantas sometidas a estrés por AlL. a-
Resultados obtenidos para la cuantificacion de antocianinas, antes y al final del estrés. Esto es, al final del
ciclo de luz del tercer dia de exposicién a 600 LE. b- Foto de las soluciones obtenidas antes de la extraccién
realizada sobre plantas WT y AtOXR2-A. Las barras de error representan la desviacion estandar de triplicados
bioldgicos. Se realizé una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan
diferencias significativas con un valor p < 0,05. AlL, Alta Intensidad Luminica.

La determinacién del contenido de antocianinas puso en evidencia lo que ya
habiamos detectado previamente con la determinacién de parametros de fluorescencia
de la clorofila. Es probable que parte de las diferencias observadas en el pardmetro Fs en

los distintos genotipos se deba a una tasa de produccién de antocianinas diferencial. Es



importante mencionar que en condiciones control, hemos detectado en el ensayo de
microarreglos, un patrén distintivo en los genes que se requieren para la sintesis de
antocianinas (Tabla 7.4-7). Muchos de los genes involucrados en la sintesis de
antocianinas se encontraban reprimidos en plantas 355::AtOXR2, en comparacidn con sus
pares salvajes en el ensayo de microarreglos. Ademas de los genes de biosintesis de
antocianinas, también se detectaron reprimidos en plantas 35S::AtOXR2, dos genes
fundamentales en dicha via biosintética, como son PAP1 (PRODUCTION OF ANTHOCYANIN
PIGMENT 1, o MYB75) y PAP2 (PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT 2, MYB90) (Ilk y
col., 2015). Mientras PAP1 se encontré 2,76 veces disminuido, PAP2 disminuyd 3,93 veces

en el ensayo de microarreglos.

Es probable que estos genes se mantengan reprimidos durante el estrés por AlL, e
incluso que el valor de expresion relativo de otros transcriptos relevantes en la sintesis de
antocianinas, se expresen diferencialmente durante el estrés. Para corroborar esta
hipdtesis cuantificamos la expresién de dos genes marcadores de estrés por AlL, como son
PAL y CHS. Ademas, evaluamos los niveles de expresion de ASOX como indicador del ciclo
del ascorbato, y por ende del estado redox celular. En la figura 7.4-24 se muestran los

resultados obtenidos.

245



EST

0,9

0,6

0,3

WAIL
CHS

80

I 60

40

20
b ©

Niveles de transcripto
(unidades relativas)

WT

40 4

30

20 4

10 4

Niveles de transcripto
(unidades relativas)

WT

16

12 4

Niveles de transcripto
(unidades relativas)

WT

I o

' AtOXR2-C AtOXR2-A

PAL

AtOXR2-C  AtOXR2-A

ASOX e

AtOXR2-C ALOXR2-A

Figura 7.4-24 | Cuantificacion de
transcriptos de genes marcadores de
estrés por AIL. Los niveles de
transcripto fueron medidos mediante
RT-gPCR. Los resultados se expresan
como niveles relativos respecto a las
plantas WT en condiciéon ST. Debido al
incremento en los valores obtenidos
para el transcripto CHS en condiciones
de estrés por AlL, la grafica contiene
dos ordenadas. En azul, los valores
relativos de transcripto obtenidos para
la condicién ST, y en rojo la escala que
facilita la visualizacién de los valores de
CHS en estrés por AlL. Las barras de
error representan la  desviacion
estdndar de triplicados biolégicos de
cada genotipo. Las columnas con
diferentes letras implican diferencias
significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba
de  Tukey para comparaciones
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Los resultados obtenidos para los valores de transcriptos indican que las plantas

gue sobreexpresan AtOXR2 perciben de manera diferencial el estrés por AlL. En resumen,

los valores de fluorescencia de la clorofila, la menor produccion de antocianinas, y los

menores valores de CHS y PAL en comparacion con sus pares salvajes, estarian denotando

una menor percepcion del estrés o un retraso en la respuesta por parte de las plantas

355::AtOXR2.

Durante los ensayos de estrés por AlL se realizaron determinaciones de clorofila

por espectrofotometria, segin el método descripto en la seccién 6.2.33 (resultados no

presentados). Si bien las diferencias no resultaron ser significativas, puedo apreciarse una

tendencia a la alta en plantas 35S5::AtOXR2. Aca se podria citar que las diferencias en
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muchos de los valores de fluorescencia de clorofila se encuentran en torno al 10%, un
valor de error comun en las técnicas espectrofotémetricas. Esto significa, que si la
correlacién entre concentracién y valores de fluorescencia fueran cercanos a 1, entonces

es probable que las diferencias queden enmascaradas por el error de la determinacién.

Apoyando la idea de una mayor cantidad de PSII, y por ende de clorofila, estan los
resultados referidos a PC (plastocianina). A las 24 horas de estrés por AIL detectamos

menor cantidad de proteina PC en plantas 355::AtOXR2 que en sus pares salvajes.

7.4.7. Respuesta de plantas con niveles alterados de AtOXR2 al estrés biético.

7.4.7.1. Reprogramacion metabdlica durante la respuesta inmune en las plantas y

rol de las fitohormonas en la respuesta de defensa a patogenos.

Bajo condiciones de estrés bidtico se generan cambios en la concentracién de las
hormonas o la sensibilidad frente a las mismas, lo cual media la activaciéon de un amplio
rango de respuestas adaptativas en la planta (Pieterse y col.,, 2012). Las principales
hormonas involucradas en las vias de sefalizacién de respuesta de defensa ante estrés
bidtico incluyen al SA, y al JA. Sin embargo, estas vias hormonales se encuentran reguladas
por otras hormonas tales como, el ABA, el ET y las auxinas. Por lo tanto, la respuesta de
una planta no es el resultado de la activaciéon de una Unica ruta de sefializacién hormonal,
sino que es la consecuencia de una compleja red de interacciones entre distintas rutas de
sefalizacion. Diferentes estimulos provocan una activacion asimétrica de esas redes de
sefializacion complejas y el balance final de las interacciones entre las mismas
determinara las respuestas especificas al estimulo inicial con el menor costo energético

(Pieterse y col., 2012).

7.4.7.1.1. Seiializacion dependiente de SA.

El SA juega un rol crucial en la respuesta de defensa, principalmente frente a

patdgenos biotrofos y hemibiotrofos. Su acumulacién es requerida para la induccién de la
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PCD tipo HR (PCD-HR) y el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR, del
inglés systemic acquired resistance) de la planta luego de la infeccién de dichos patégenos

(Pieterse y col., 2012).

El SA es un compuesto fendlico que se sintetiza a partir del corismato a través de
dos vias enzimaticas, una que involucra la enzima PAL y otra la isocorismato sintasa (ICS)
(Chen y col., 2009; Vlot y col.,, 2009). La sefializacion mediada por SA se encuentra
controlada por la proteina regulatoria NPR1 (del inglés, non-expressor of PR-1), y las
proteinas adaptadoras NPR3 y NPR4, que regulan su interaccion con NPR1 (Fu y Dong,
2013).

Para que se induzca la via de seiializacion del SA, la célula vegetal debe sufrir
cambios en el estado redox junto con un incremento en la concentracion de SA. Estas
condiciones promueven la monomerizacion de NPR1 (Figura 7.4-25 a). Elevadas
concentraciones de SA en el sitio de infeccion favorecen la interaccion de NPR1 con NPR3
y la degradacion de NPR1 via proteosoma, lo que conlleva al desarrollo de la ETI y la PCD-
HR. Sin embargo, en las células vecinas, niveles intermedios de SA evitan la interaccién
entre NPR1 y NPR4, provocando una acumulacién de NPR1 que interacciona con los
factores de transcripcion TGAs y promueve la expresion de los genes de respuesta a SA 'y
el desarrollo de la SAR (Figura 7.4-25 a) (Fu y Dong, 2013). Uno de los principales grupos
de genes modificados transcripcionalmente por SA es aquel que codifica para las proteinas
PRs. Las PRs poseen diferentes actividades biolégicas que pueden inhibir el crecimiento,
multiplicacidon y/o dispersion del patégeno. En general, la sefializacion mediada por SA
conduce a la induccién de las proteinas PR-1, PR-2, PR-4 y PR-5, siendo PR-1 uno de los
marcadores de respuesta de SA mas ampliamente utilizado (van Loon y col., 2006).
Ademas de la induccién de PRs, varios factores de transcripcién de la familia WRKY, tales
como WRKY18, -53, y -70, entre otros, son inducidos por SA (Figura 7.4-25 a) (Eulgem y
Somssich, 2007).
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Figura 7.4-25 | Vias hormonales de respuesta de defensa mediadas por SA y JA. a- Biosintesis del SA a
través de las vias dependientes de las enzimas PAL e ICS. Los cambios en el estado redox celular, mediados
por las ROS, activan NPR1 mediante la reduccién de los oligdmeros inactivos. Los mondmeros activos de
NPR1 son traslocados al nucleo; donde, en funcidon de los niveles de SA presente en las células,
desdencadenaran diferentes respuestas. Elevados niveles de SA favorecen la interaccion de NPR1 con NPR3,
provocando la degradacién por proteasoma de NPR1 y la induccién de la respuesta ETI-HR. Mientras que
niveles intermedios de SA evitan la interaccion de NPR1 con NPR4 favoreciendo su interacciéon con los
factores de transcripcion (TF) TGA. Estos TFs activan los genes de respuesta al SA, como WRKY70 y PR-1,
genes conocidos por inducir una SAR. b- La biosintesis de los JAs se produce a partir del acido graso a-
linolénico (a-LA). Los JAs derivados de esta ruta biosintética (JA, JA-Me, JA-lle, OPDA) interaccionan con el

COI1(SKP1, COI1 y CUL), un tipo de ubiquitin ligasa E3, que degrada las proteinas represoras JAZ.

complejo SCF
Cuando los TFs tipo MYCs no estdn interaccionando con las proteinas JAZ, pueden inducir la expresién de
genes de respuesta a JAs, tales como PDF1.2, VSP y PR-3. Fen, Fenilalanina; Cor, Corismato; B-oxn., B-
oxidacién; Ub, Ubiquitina; P, fostato. Esta figura fue modificada de Pieterse y colaboradores (2012) y de Fu y

Dong (2013).
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El desarrollo de la SAR requiere de una o mas sefiales moviles a partir del sitio de
infeccién hacia tejidos distales a través del sistema vascular. El andlisis de plantas
mutantes de Arabidopsis defectivas en el gen DIR1 (del inglés, defective induced
resistancel), las cuales son incapaces de desarrollar SAR, muestra una conexion entre dos
posibles sefiales méviles: metil salicilico (MeSA, del inglés methyl salicylate) y un complejo
formado entre la proteina de transferencia de lipidos DIR y glicerolipidos o derivados de
lipidos (Liu y col., 2011). Particularmente la sintesis de MeSA ocurre a través de la enzima
SA-carboxil-metiltransferasa (SAMT), la cual utiliza los sustratos acido carboxilico y el
grupo metilo de la S-adenosil metionina para adicionar un grupo metilo al salicilico. Luego
de transportarse hacia regiones sistémicas, el MeSA se vuelve inefectivo en la induccién
de la respuesta de defesa, y en consecuencia requiere de la enzima metil-esterasa SABP2
(del inglés, salicylic acid binding protein2) para su conversidn nuevamente a SA (Kumar y

Klessig, 2003).

7.4.7.1.2. Seiializacion dependiente de JA.

El JA esta involucrado en diversos procesos biolégicos y es importante en la
respuesta de defensa de la planta frente a herbivoros y patégenos necrétrofos. Los
jasmonatos (JAs) conforman un grupo de numerosos compuestos precursores o derivados
del JA, que poseen actividad bioldgica, y por ser derivados de 4&acidos grasos
poliinsaturados forman parte del grupo de las oxilipinas. Asimismo, constituyen el grupo
de los octadecanoicos por ser derivados del acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA, del inglés
oxo-phytodienoic acid). Los JAs mas estudiados involucran al JA, metil-jasmonato (JA-Me),

jasmonoil-isoleucina (JA-lle) y OPDA (Pieterse y col., 2012).

La sintesis de los JAs se inicia en los cloroplastos a partir de la oxigenacion
enzimatica, mediada por la lipooxigenasa 2 (LOX2), del &cido a-linolénico (18:3)
(Wasternack y Hause, 2013). Los hidroperdxidos generados por las lipoxigenasas son
sustratos de la 13-oxido de aleno sintasa la cual genera 6xidos de aleno inestables que son

ciclados por la oxido de aleno ciclasa (AOC, del inglés allene oxide ciclase) para generar

|
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OPDA, el cual es exportado a los peroxisomas. Este compuesto es reducido por la enzima
peroxisomal OPDA reductasa (OPR3, del inglés OPDA reductase3) y posteriormente sufren
una serie de B-oxidaciones, lo cual genera en ultima instancia al JA (Figura 7.4-25 b)

(Wasternack y Hause, 2013).

La sefializacion mediada por JA se encuentra controlada por la proteina regulatoria
COI1 (del inglés, coronatine insensitivel). Junto con las proteinas represoras
transcripcionales JAZ (del inglés, jasmonate zim), COI1 funciona como receptor de los JAs
en el complejo SCF®" (complejo SKP1-CUL) (Figura 7.4-25 b). En ausencia de los JAs, las
proteinas JAZ actian como represores de los reguladores transcripcionales positivos de la
sefalizacion del JA, tales como MYC2, -3 y -4. En respuesta a los JAs, la interaccidn entre
las proteinas JAZ y los activadores transcripcionales se desarma y se induce la
transcripciéon de los genes de respuesta al JA, tales como PDF1.2 (del inglés, plant
defensinl.2), VSP2 (del inglés, vegetative storage protein2) y PR-3 (Figura 7.4-25 b)
(Derkseny col., 2013).

7.4.7.1.3. Regulacién entre las vias del SAy JA.

El estudio de la interaccién entre las vias de sefalizacién del SA y JA, en el contexto
de la resistencia inducida en plantas, es especialmente relevante para el estudio de las
patologias vegetales y en la produccion de cultivos sustentables. Las vias de defensa del
SA y JA son mutuamente antagonistas, sin embargo, existen evidencias de interacciones
sinérgicas entre ambas (Mur y col., 2006). En Arabidopsis el tratamiento con bajas
concentraciones de JA y SA resulta en un efecto sinérgico en la induccién de los genes de
respuesta PDF1.2 y PR-1, respectivamente. Sin embargo, a altas concentraciones los
efectos resultan antagénicos, lo cual sugiere que la relacidon entre ambas hormonas es
dependiente de la concentracidon relativa de las mismas (Mur y col., 2006). Uno de los
componentes mas importantes de la via de sefializacion del SA es el gen NPR1. Numerosos
estudios han demostrado que NPR1 y WRKY70 son los encargados de regular el

antagonismo que existe entre las vias del JA y SA. De manera reciproca, la sefializacién de
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JA suprime las vias del SA, sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales ocurre

esta regulacién todavia son desconocidos (Pieterse y col., 2012).

La regulacién entre las vias de sefializacion del SA y JA permite que se activen una
u otra dependiendo de la naturaleza del patégeno y de su modo de patogenicidad,
controlando la colonizacién del microorganismo. Sin embargo, en algunas situaciones, la
interconexion positiva o negativa entre estas vias puede ser manipulada por el patégeno y
favorecer el desarrollo de la enfermedad (Kazan y Lyons, 2014). En los ultimos afios, se
han encontrado numerosos ejemplos de patdgenos de plantas que manipulan las vias de
sefializacion hormonales. Algunos lo hacen a través de la produccion de hormonas
similares a las del hospedador, otros utilizan factores de virulencia que afectan la
biosintesis o sefializacion hormonal (Kazan y Lyons, 2014). Por ejemplo, el patdgeno
necrétrofo B. cinerea produce un EPS (exopolisacdrido) que actia como un elicitor de las
vias del SA/NPR1, suprimiendo la respuesta de defensa inducida por el JA en el
hospedador tomate (El Oirdi y col., 2011). Por otro lado, el patégeno hemibiotrofo P.
syringae, utiliza varios efectores tipo Ill, como Hopl1, que se localizan en el cloroplasto y

suprimen la biosintesis del SA favoreciendo su colonizacion (Colombatti y col., 2014).

7.4.7.1.4. Moduladores de las hormonas SA 'y JA.

Varias hormonas, principalmente el ABA, el ET y las auxinas interaccionan de
manera sinérgica o antagdnica con las vias de sefializacion SA-JA. El ABA es un regulador
negativo y positivo de las vias de sefializacion dependientes del SA y JA, respectivamente.
Se ha demostrado que la regulacion negativa del ABA ocurre tanto sobre las vias de
biosintesis como de sefializacién del SA (Yasuda y col., 2008). Por el contrario, cuando el
ABA se produce en combinacion con el JA, por ejemplo en respuesta a herbivoros, actua
de manera sinérgica favoreciendo la expresion de los genes de respuesta al JA (Abe y col.,

2003).

El ABA es la principal hormona involucrada en la compleja red de sefializacién que

induce el cierre estomatico (Daszkowska-Golec y Szarejko, 2013). Melotto y col. (2006)
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I
demostraron que la sefializacion mediada por el ABA se induce en las primeras fases de la
PTI, provocando el cierre de los estomas de Arabidopsis entre 1 y 2 h luego del
reconocimiento de la bacteria P. syringae, impidiendo de esta manera su entrada. Sin
embargo, la bacteria es capaz modular la reapertura de los estomas a través de la
secrecion de una toxina policétida. Analoga al JA, esta toxina conocida como coronatina
(COR) inhibe la sefializacién mediada por SA y reprime la sefializacién mediada por ABA
(Melotto y col., 2008; Melotto y col., 2006b). Recientemente, se ha demostrado que al
menos dos efectores de P. syringae, (HopM1 y HopF2A), también estarian involucrados en
este mecanismo de supresion del cierre estomatico (Hurley y col., 2014; Lozano-Duran y

col., 2014).

Por otro lado, el ET es una hormona gaseosa importante en la respuesta de
defensa. El ET se sintetiza a partir de los precursores 1l-aminociclopropano-1-acido
carboxilico (ACC) y S-adenosil-metionina, e involucra las enzimas ACC sintasa (ACS) y ACC
oxidasa (ACO) (Pieterse y col., 2012). Numerosos estudios han demostrado que el ET
puede favorecer tanto las vias dependientes de SA como JA. Por ejemplo, en la respuesta
a herbivoros en Arabidopsis, el ET potencia la expresién de PR-1 y en tabaco es esencial
para el desarrollo de SAR (De Vos y col., 2006). Ademas, se ha demostrado que los niveles
elevados de ET modulan el antagonismo entre las vias del SA-JA independientemente de
NPR1 (Leon-Reyes y col., 2009). Por otro lado, la interaccién sinérgica entre el ET y el JA es
necesaria durante el desarrollo de la respuesta a hongos necrotrofos, la cual favorece la

induccién de los genes tales como PDF1.2 (Zareiy col., 2011).

Las auxinas o IAA (del inglés, indole-3-acetic acid) son importantes en cada uno de
los estadios de desarrollo de las plantas. Las auxinas se transportan de forma polar a los
diferentes drganos, lo cual es mediado por dos familias de transportadores PIN y ABCB
(Petrasek y col., 2006). La sefializacién mediada por auxinas depende principalmente de la
familia de receptores TIR1/AFB (del inglés, transport inhibitor responsel/auxin signalling
F-box) y de las proteinas reguladoras negativas Aux/IAA (del inglés, auxin/indole-3-acetic
acid). Estas proteinas junto con otras (ASK, CUL1, RBX) conforman el complejo de ligasa E3

(SCF™) que regula la sefializacién dependiente de auxinas. A bajos niveles de la hormona,

|
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el regulador negativo Aux/IAA junto con el co-represor TPL (del inglés, topless) se unen al
ADN y reprimen a los factores de trascripcion regulados por auxinas (ARFs, del inglés auxin
responsive factors) (Figura 7.4-26). Cuando los niveles de auxinas aumentan, ocurre la
formacién del complejo (TIR1/AFB)-auxinas-(Aux/IAA) el cual determina la ubiquitinizacion
de Aux/IAA y la degradacion por el proteosoma, permitiendo la expresiéon de los ARFs

(Figura 7.4-25) (Ljung, 2013).

Auxinas

-/

TPL\

“~Aux/IAA

ARFs

Citosol

Figura 7.4-26 | Via de respuesta de defensa mediada por auxinas. En el nlcleo, las proteinas Aux/IAA
interaccionan con las proteinas TPL evitando que los ARFs inicien la transcripcién. Cuando los niveles de

auxina aumentan, la unién de la hormona a sus receptores TIR1/AFB induce la formacién del complejo

SCFT'Rl(TIRl/AFB, ASK1, CUL1 y RBX), provocando la ubiquitinacion. Esta sefial promueve la posterior

degradacidn por proteosoma de Aux/IAA favoreciendo la expresion de los genes de respuesta a auxina.

Se ha demostrado que la sefializacion de auxinas suprime los niveles de SA. Esta
interaccidn es aprovechada por ciertos patégenos hemibiotrofos, tales como P. syringae y
X. citri, los cuales inducen las vias de sefializacion de auxinas para suprimir al SA y
aumentar la susceptibilidad del hospedador (Cernadas y Benedetti, 2009; Chen y col.,
2007). Asimismo, Cernadas y Benedetti (2009) demostraron que las auxinas inducen la
expresion de las enzimas de mantenimiento de la pared celular, tales como EXP y XTH,

favoreciendo la colonizacion de X. citri en C. sinensis. Otros estudios han demostrado que
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diversos microorganismos pueden producir auxinas y manipular la sefalizacién de las

plantas interfiriendo con los procesos normales de desarrollo (Kazan y Manners, 2009).

7.4.7.2. Cuantificacion del contenido de hormonas SA y Auxinas en plantas

gue presentan niveles alterados de AtOXR2.

Los resultados obtenidos con el ensayo de microarreglos nos llevaron a pensar en
la posibilidad de que las plantas con niveles alterados de AtOXR2 podrian tener niveles
alterados de SA, y; como se desarrollé previamente (seccion 7.4.7.1.4.), esto podria llevar
a un desbalance de Auxinas. Para corroborar nuestra hipétesis realizamos
determinaciones de hormonas por espectrometria de masas, tanto en tejido aéreo, como
en semillas de plantas 35S::AtOXR2 y de plantas Aoxr2. Se utilizé el mismo material
vegetal con el que se realizaron las determinaciones de ABA (seccion 7.4.4.4., Figura 7.4-

20).

De acuerdo con lo observado en el ensayo de microarreglos, las plantas
35S::AtOXR2 no sélo tienen los marcadores moleculares de estrés bidtico inducidos
(proteinas PRs, HSP y pared celular, entre otros) sino que esto viene de la mano de mayor

cantidad de acido salicilico (Figura 7.4-27).

Por otro lado, también se determind la concentracidon de acido indol-3-acético.
Consistente con lo observado para SA, las plantas 355::AtOXR2 tienen niveles de auxinas
menores a los de sus pares salvajes (Figura 7.4-27 a vs. d). Si bien pareciera existir una
tendencia en las plantas mutantes, con una concentracion menor que sus pares salvajes,
los grupos no se terminan de separar estadisticamente. Finalmente, cuando se
determinaron los niveles de auxinas en las semillas, se encontré una diferencia entre las
plantas WT (WS) y las plantas Aoxr2 (Figura 7.4-27). Estos resultados, sumados al patrén
de expresion mostrados en la figura 7.2-14 sugieren un rol para la proteina AtOXR2 en la

biosintesis de auxinas en las semillas.
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Figura 7.4-27 | Resultados de concentracién de SA y auxinas en plantas con niveles alterados de AtOXR2.
a, b, c- Concentracidon de SA en plantas: a- 355::AtOXR2 y WT-col; b- Aoxr2 y WT(WS), y c- en semillas de los
mismos genotipos. d, e, f- Resultados obtenidos para concentracion de Auxinas en los mismos tejidos que a,

b y c. Las barras de error representan la desviaciéon estandar de quintuplicados bioldgicos. Se realizé una

prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias significativas

con un valor p < 0,05.

7.4.7.3.

tomato pst. DC3000.

Estudios de la interaccion 35S::AtOXR2 / Pseudomonas syringae pv.

Los resultados observados en el ensayo de microarreglos, acoplados a las

determinaciones de hormonas realizadas, nos llevaron a evaluar los niveles de marcadores

de estrés bidtico. Para esto seleccionamos tres transcriptos codificantes para proteinas

PR: PR-1, PR-3 y PR-5. PR-1 y PR-5 son marcadores de estrés bidtico cuya induccidn esta

mediada por SA, es decir que se inducen frente a patégenos hemibiotrofos (Figura 7.4-28

a). Por otro lado, PR-3 se induce fuertemente en presencia de patdgenos necrotrofos, y es

uno de los genes que se inducen frente a JAs (Figura 7.4-28 b). Como se menciond

previamente, en general cuando se inducen los marcadores de SA, disminuyen los de JAs y

viceversa.
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Figura 7.4-28 | Niveles de transcripto de marcadores de estrés bidtico a las 24 horas post infeccion con la
cepa virulenta de P. syringae. a- Niveles de transcripto de PR-1 en hojas infectadas y sin tratamiento de
plantas 35S::AtOXR2. b- Niveles transcripcionales de PR-5 en hojas infectadas de plantas que sobreexpresan
AtOXR2. c- Niveles relativos de transcripto PR-3. En todos los casos se tomé a la WT en condiciones control
como valor de 1. Las barras de error representan la desviacidon estandar de triplicados biolégicos. Se realizd
una prueba ANOVA seguida por una prueba Fisher LSD post-hoc. Las letras representan diferencias
significativas con un valor p < 0,05.

Por otra parte, el hecho de haber detectado mayor cantidad de ROS, podria estar
protegiendo a las plantas 35S5::AtOXR2 frente a distintos patdgenos. Una forma de
determinar la respuesta de las plantas a un estrés bidtico es mediante la infeccion y la
posterior recuperacion del patdgeno. De esta forma, es facil visualizar cuan apto es el
patégeno para sobrevivir en el huésped. Para evaluar esta situacion decidimos infectar
plantas 35S::AtOXR2 con una dosis de 1,6-1,8.10% UFC. A las 24 horas luego de la infeccion
con la cepa virulenta medimos los marcadores PR-1, PR-3 y PR-5. Encontramos que las
plantas que sobreexpresan AtOXR2 ya tenian incrementados los niveles de PR-1 y PR-5
respecto a sus pares salvajes, mientras que tenian disminuidos los niveles de PR-3 (Figura
7.4-28). Ademas, realizamos un recuento de UFC de las cepas virulentas y avirulentas de P.

syringae a las 72 horas posteriores a la infeccion (en agar King’s B). La recuperacion arrojé
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resultados aproximadamente cuatro veces menores para 355::AtOXR2 que para WT para
la version avirulenta de la cepa pst DC 3000. Sin embargo, cuando se recuperé la cepa
virulenta, las plantas 35S::AtOXR2 demostraron una mayor performance contra el
huésped (Figura 7.4-29).

mt= 0 mt= 72h Figura 7.4-29 | Resultados

b obtenidos del recuento de P.

v
1

syringae a las 72 h posteriores a la
infeccion. Se realiz6 recuento de
P. syringae en agar King's B,

IS

inmediatamente después de la
infeccion, y a las 72 horas

w

posteriores. Las barras de error
representan la desviacidn estandar
de triplicados bioldgicos. Se realizé

N

una prueba ANOVA seguida por
una prueba Fisher LSD post-hoc.

Y

Las letras representan diferencias

logl{) (UFCP.syringae/60mgPeso Fresco)

WT AtOXR2-C AtOXR2-A

significativas con un valor p < 0,05.

Es evidente que en las plantas 35S5::AtOXR2 se ponen en juego distintos
mecanismos que hacen que al tercer dia de infeccidn la carga bacteriana sea un orden
menor. Es posible que esto sea consecuencia de montar una respuesta mas rapida contra
el patégeno, hecho que queda evidenciado en los niveles transcripcionales incrementados
de PR-1, PR-5 y disminuidos de PR-3 en las plantas 35S::AtOXR2. Si bien, para el caso
exclusivo de los transcriptos evaluados en la figura 7.4-28, a las 24 horas parecieran
equipararse los distintos genotipos, estd claro que existen una multiplicidad de otros
transcriptos que aqui no han sido evaluados. Algunos de estos transcriptos podrian
requerir la presencia de algunos que ya se encuentran inducidos en las plantas

35S::AtOXR2.

Para estudiar si la velocidad en la respuesta podia ser uno de los causantes de la
mayor tolerancia a los patdgenos en plantas que sobreexpresan AtOXR2, decidimos
evaluar la respuesta frente a SA. Para esto, tomamos plantulas de 15 dias de edad, y las
incubamos en una solucién de SA 0,5 mM. Transcurridos 15, 30 y 120 minutos de

incubacion, se cosecharon las plantulas completas y se les realizé extraccion de ARN.
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Luego de una transcripcion reversa se determinaron los niveles de WRKY70. De esta
manera, demostramos que las plantas 35S::AtOXR2 presentan una respuesta aguda de
corto tiempo, similar a un pulso, mientras que las plantas WT parecerian necesitar mas
tiempo para alcanzar el maximo. Esto hace suponer que las plantas WT requieren mas
tiempo para orquestar la misma respuesta que las plantas 35S::AtOXR2. Se podria
interpretar que las plantas WT también tienen una respuesta pulsante con amplitud
similar, sélo que el pulso de WRKY70 en este caso tiene un periodo mas amplio que las
plantas 355::AtOXR2. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 7.4-30.

== WI  ——AtOXR2-C —=AtOXR2-B #—AtOXR2-A
400 ~

WRKY70

300 -

200 +

100 +

0 Ly T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (minutos)

Niveles de transcripto
(unidades relativas)

Figura 7.4-30 | Niveles del transcripto WRKY70 en plantas de 15 dias de edad incubadas en SA 0,5 mM. Se
tomo el valor de WT a tiempo 0 como la unidad de referencia. Las barras de error representan la desviacién
estandar de triplicados bioldgicos. Las curvas con diferentes letras implican diferencias significativas (p <
0,05, ANOVA; prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples).

Como consecuencia del espacio experimental estudiado (4 puntos en 2 horas)
pareciera que las plantas 35S5::AtOXR2 disminuyen lentamente sus niveles de WRKY70
entre los 30 minutos y las 2 horas. Sin embargo, es probable que niveles similares a los
determinados a los 120 minutos, de hecho se alcancen en tiempos anteriores. De la
misma manera, para observar el comportamiento completo de las plantas WT es probable

que tengamos que estudiar tiempos posteriores a las 4 horas.
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7.4.8. Conclusiones.

Los resultados del ensayo de microarreglos demuestran que las plantas que
sobreexpresan AtOXR2 tienen un perfil transcripcional similar al de una planta que
responde a estrés. Probablemente, el hecho de tener tantos niveles aumentados de los
transcriptos para proteinas del tipo PR, altere en mayor magnitud la respuesta de plantas
35S::AtOXR2 frente al estrés bidtico que frente al abidtico. Las plantas que sobreexpresan
AtOXR2 tienen mayor contenido de ROS a la sexta semana de crecimiento. El incremento
en las ROS no soélo ha demostrado ser inocuo para las plantas 355::AtOXR2, sino que de
acuerdo con nuestra hipdtesis, las ROS serian en parte responsables de las caracteristicas

fenotipicas particulares observadas en las plantas 35S::AtOXR2.

Es probable que parte de la produccidn/detoxificacién diferencial de ROS, podria
deberse al aumento de las enzimas PRXs como productoras de ROS y; entre otras, a ASOX
como extintor de antioxidantes. En este sentido, nuestra hipdtesis se ve reforzada, ya que
en el ensayo de microarreglos observamos una modificacion en la via del metabolismo
secundario. Concretamente vemos transcriptos fuertemente disminuidos de genes
involucrados en la produccién de monolignoles, uno de los sustratos de las PRXs. Asi, es
dificil pensar que las PRXs estarian actuando como formadoras de pared celular, y en ese
caso solo resta pensar que su rol seria el de aportar ROS al apoplasto. En linea con la idea
de una pared celular menos lignificada, y por la tanto mas flexible y mas permisiva a la
expansion, encontramos células con entre el 10% al 16% de incremento en el tamafio

celular. En conjunto, todo esto estaria contribuyendo con el incremento en el area foliar.

Ademas de las modificaciones realizadas a la pared celular por parte de las PRXs, el
ensayo de microarreglos dejé en evidencia alteraciones en transcriptos de EXPs y XTHs,
cuyos productos son relevantes a la hora de regular la homeostasis de la pared celular. Es
asi como las plantas 35S::AtOXR2 tendrian PRXs, EXPs y XTHS expresadas
diferencialmente, algo que suele ocurrir cuando existen alteraciones de auxinas. Los
niveles de auxinas en plantas que sobreexpresan AtOXR2 se encuentran disminuidos a la

sexta semana. Es posible que esto sea consecuencia de los valores aumentados de SA, lo
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cual fuerza a la disminucién de auxinas. Finalmente, las variaciones de auxinas, podrian
estar colaborando con el fenotipo de mayor tamaifo en plantas que sobreexpresan
AtOXR2, ya que su rol como moduladoras del crecimiento y desarrollo esta ampliamente

reportado en la bibliografia.

Finalmente, respecto a las alteraciones en la pared celular, es importante
mencionar, que resultados que no presentados en esta tesis (comunicacion personal Dra.
Malena Alvarez) han demostrado que las plantas 35S::AtOXR2 son mas susceptibles a
patégenos necrotrofos como Botritys cinerea. Esto sugeriria, que la pared celular de estas
plantas es mas facil de degradar por estos patégenos, algo que es posible si existen menos

depdsitos de lignina, callosa, o ambos compuestos en la pared.

El metabolismo de la pared celular esta intimamente ligado al metabolismo
secundario, y a su vez, estas rutas metabdlicas convergen en precursores para la sintesis
de algunas fitohormonas, como ABA y SA. Por este motivo, decidimos evaluar qué ocurria
con plantas 35S::AtOXR2 en relacion a estas hormonas. Para el caso del ABA,
demostramos que las plantas 35S::AtOXR2 retienen el agua con mayor avidez que sus
pares salvajes. Esto, podria deberse, en parte, al cierre estomatica acelerado que
presentan las plantas que sobreexpresan AtOXR2 cuando se las expone al efecto del ABA.
El ABA también ejerce su influencia sobre el proceso germinativo. Sin embargo, las
semillas de plantas 355::AtOXR2 demostraron tener mayor tolerancia a la prolongacion de
la dormancia por parte de la fitohormona. Como se demostrd en la figura 7.4-20, las
semillas de las plantas que sobreexpresan AtOXR2 tienen mayor contenido de ABA que
sus pares salvajes. Todo esto, estaria apuntando en la direccion de un fenotipo de
insensibilidad al ABA en las semillas. A nivel de las rosetas, el fenotipo es mas complejo. Ya
gue si bien son mas sensibles, el genotipo de mayor expresion, AtOXR2-A también ya
cuenta con mayor contenido de ABA basal. Quizds este pequefio incremento se parte de la
causa de la mayor sensibilidad al ABA. La diferencia en sensibilidades de plantas
35S5::AtOXR2 frente al ABA en distintos estadios, podria deberse a su caracteristico perfil
transcripcional (NCED disminuidas, y transcriptos involucrados en mirceno, entre otros),

asi como también a las diferencias que existen entre los procesos en los que se esutdio la
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sensibilidad (germinacién vs. cierre estomatico). En cuanto a la germinacion, podemos
mencionar que AtOXR2 es un transcripto que podria tener un rol en este proceso, ya que
existen datos de variacion de expresién de AtOXR2 en semillas en las bases de datos (ver
figuras 7.2-14 y 7.2-15). Esto significa que las proteinas AtOXR2 podrian encontrarse con
sus proteinas interactoras en las semillas, donde cumplen su rol naturalmente. Sin
embargo, en hojas, los transcriptos de AtOXR2 son muy pequefios, y quizds, no

encuentren a todas sus proteinas interactoras, desencadenando la respuesta diferencial.

Los cambios en el metabolismo secundario, podrian estar produciendo cantidades
diferenciales de pigmentos. Las antocianinas y otros pigmentos como los B-carotenos
sirven como fotoprotectores. Si bien no detectamos diferencias en condiciones control en
el contenido de antocianinas, luego de un estrés quedaron en evidencia las variaciones
detectadas en el ensayo de microarreglos. Las plantas 355::AtOXR2 no solo presentan
mejor performance fotosintética en condiciones normales de crecimiento, sino también
bajo estrés por alta intensidad luminica. Sin embargo, cuando las plantas se adaptaron a
un fotoperiodo de dia corto, se produjo un cambio fundamental en las plantas
355::AtOXR2, y es que las mismas disminuyen su gy. Esto significa que en este nuevo
régimen luminico el mecanismo que utilizan las plantas que sobreexpresan AtOXR2 para
aprovechar mejor la luz, es desviar la mayor cantidad del flujo energético hacia la
fotosintesis, disipando asi, menos energia como calor. Captacién mejorada de la energia,
mediante la desviacion enfocada hacia los procesos fotosintéticos es la reaccion que tiene
la planta, incluso frente a altas intensidades luminicas. Ademads, esta idea se ve reforzada
con la menor cantidad de produccidon de antocianinas, lo cual se justifica por menores
niveles de PAL y CHS. Por otro lado, los elevados niveles de ASOX se sostienen en plantas
35S::AtOXR2 durante el estrés por AlL. Todo apunta a mantener el apoplasto con mayor

de ROS en este compartimento extracelular.

Si bien no hemos podido determinar cémo las plantas 355::AtOXR2 sostienen un
ritmo fotosintético elevado bajo condiciones de estrés por AlL; es probable que el estado
redox celular esté condicionando parte de esta respuesta, asi como también la mayor

asimilacién de CO, (Figura 7.3-18). La mayor cantidad de ascorbato, junto con la mayor
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disponibilidad de CO,, disminuiria el dafio por parte de las ROS asi como también
aportaria el aceptor final de electrones, respectivamente. En conjunto, esto impediria que
la mayor cantidad de electrones captados dafie el cloroplasto. En tal caso, no hemos
obtenido evidencia que permita explicar cudl es el fendmeno por el cual estas plantas

pueden fijar CO, con mayor eficiencia.

Si bien demostramos que las plantas que sobreexpresan AtOXR2 responden de
mejor forma al estrés por AIL y germinan mejor en condiciones que aumentan la
concentracion de ABA, condiciones de estrés abidtico; la figura 7.4-6 mostraba que estas
plantas tenian marcadores de estrés bidtico inducidos. En este sentido, no sdlo
detectamos transcriptos incrementados de PR-1 y PR-5, sino que también detectamos
transcriptos disminuidos de PR-3. Transcriptos que estan de acuerdo con el incremento en
SA. A su vez, el alza en SA, justificaria la disminucién en las auxinas detectadas en plantas
de 6 semanas. Ademas, cuando realizamos el desafio de plantas 35S::AtOXR2
recuperamos menor cantidad de P. syringae cuando la cepa es virulenta, a las 72 horas
posteriores a la infeccidn. A su vez, cuando evaluamos los tiempos en los que responden
plantas que sobreexpresan AtOXR2 al SA, observamos que estas reaccionan mas rapido
gue sus pares salvajes. De esta manera, podemos concluir que las plantas 35S::AtOXR2
estarian montando una respuesta con mayor velocidad que las plantas WT. Esta
reprogramacion acelerada le estaria confiriendo una ventaja a las plantas que
sobreexpresan AtOXR2, y dicha ventaja queda evidenciada en una eliminacion mas répida

del patégeno virulento.
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8. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES.

En el presente trabajo de Tesis nos propusimos identificar y caracterizar los genes
pertenecientes a la familia OXR de Arabidopsis thaliana y estudiar el papel de las proteinas

AtOXR en la respuesta a estrés oxidativo.

Por tratarse de una nueva linea de trabajo en el laboratorio, comenzamos el
estudio con la identificacién de los miembros pertenecientes a esta familia a los que
nombramos: AtOXR1, AtOXR2, AtOXR4 y AtOXR5. Sin embargo, los objetivos propuestos
para este trabajo de tesis abarcaron sdlo el estudio de los dos genes AtOXR2 y AtOXR4 que
presentaron una mayor identidad de secuencia con los genes hOXR1 y ScOxr1, que fueron
los primeros identificados y sobre los que se contaba con mayor informacion (Capitulo

7.1).

Los estudios de localizacién subcelular en plantas de Arabidopsis demostraron que
AtOXR2, y AtOXR4 tienen una clara localizacién mitocondrial en plantas crecidas en
condiciones normales. A su vez, las proteinas quiméricas AtOXR24, AtOXR42 también se
localizan en mitocondrias de células de raiz de plantas de Arabidopsis transformadas en

forma estable (Capitulo 7.2).

Observamos que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 tienen un efecto protectivo, o son
capaces de reparar el dafo oxidativo del ADN producido en una cepa de bacteria mutante
con defectos del crecimiento. Ademas, cuando se complementaron levaduras mutantes
en el gen ScOxrl observamos una reversidon en el fenotipo de sensibilidad al estrés
oxidativo. Estos resultados sugieren que las proteinas AtOXR2 y AtOXR4 podrian cumplir
un rol en la reparacion del ADN o en su proteccidn contra el dafo oxidativo, tal como se
ha sugerido previamente para sus homdlogos en levaduras y humanos. Los resultados
obtenidos en bacterias y levaduras sugieren que AtOXR2 y AtOXR4 podrian participar en la

respuesta al estrés oxidativo en plantas (Capitulo 7.1).

El estudio de las regiones promotoras de los genes codificantes para AtOXR2 y

AtOXR4 reveld un perfil de expresidn similar en plantas de Arabidopsis transformadas de
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manera estable. Ambos promotores dirigen la expresidn en plantas recién germinadas
principalmente en meristemas; posteriormente en cotiledones, luego en el primer par de
hojas, y conforme pasa el tiempo la expresion disminuye. Cuando la planta florece, ambos
promotores reactivan la expresion, la cual se incrementa hasta llegar a polen maduro.
Estos datos se condicen con lo publicado en la base de datos de la pagina web de Bio-

Analytic Resource (BAR) for Plant Biology (Capitulo 7.2).

La expresion de AtOXR2 y de AtOXR4 se incrementa ante distintas condiciones de
estrés, tanto cuando la expresidn se evalué mediante actividad GUS como mediante RT-
gPCR en tiempo real. Para el caso de AtOXR2 observamos induccién, tanto del transcripto
como del gen reportero, en condiciones que producen ROS como luz prolongada, calor,
U.V. y 3-AT. Para el caso de AtOXR4 observamos un incremento en los niveles de
expresion tanto en el gen reportero como en los niveles de transcripto en presencia de SA.
Los resultados de expresién asi como de induccidon diferencial para ambos genes,
enfatizan en una posible especializacion en la funcién para las proteinas AtOXR2 y AtOXR4

(Capitulo 7.2).

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 tienen una estructura radicular mas
compleja, mientras que plantas deficientes en dicho gen mostraron el fenotipo opuesto.
En condiciones de estrés severo, las plantas 35S5::AtOXR2 desarrollan una raiz principal de

mayor longitud (Capitulo 7.3).

Las diferencias de tiempo en el pasaje al estadio reproductivo en plantas con
niveles alterados de AtOXR2 podrian explicar las diferencias en el desarrollo foliar. Asi,
estas plantas tienen mayor tiempo para invertir la energia capturada en el desarrollo
foliar; mientras que una vez que realizaron el cambio metabdlico a la etapa reproductiva,
cuentan con una maquinaria capaz de captar mas cantidad de energia luminica. Parte del
incremento en la lamina foliar se debe a un aumento en el tamafio celular, mientras que
el resto se corresponde con un aumento en el nimero de células. Este ultimo proceso,
podria ser la consecuencia de iniciar el arresto celular a tiempos posteriores. En la misma

direccion, encontramos que el patrdon de areas foliares es similar en plantas 355::AtOXR2 y
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en plantas salvajes. Ademas, es probable que tengan una pared celular menos rigida, lo

cual les permitiria a estas plantas crecer mas (Capitulo 7.3).

Los parametros de fluorescencia de la clorofila indican que las plantas 355::AtOXR2
son mas eficientes en el uso de luz capturada. Esta caracteristica se ve acompafiada de
una tasa de transporte de electrones incrementada, posiblemente por una capacidad de
restauraciéon del estado redox aumentada. En coincidencia, los resultados de intercambio
gaseoso de plantas 35S5::AtOXR2 demuestran que estas plantas son capaces de fijar mas

CO; que sus pares salvajes (Capitulo 7.3).

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 retienen el agua con mayor avidez,
mientras que las plantas Aoxr2 muestran el comportamiento contrario. Estas diferencias

serian consecuencia de un cierre estomatico acelerado en plantas 35S::AtOXR2.

Todas estas caracteristicas, mayor fijacion de CO,, mayor tasa de transferencia de
electrones y mayor lamina foliar, dan como resultado un organismo con mayor aptitud y
eficiencia a la hora de convertir la luz en energia quimica. Asi, estas plantas son capaces de

producir mayor cantidad de semillas.

Plantas 35S::AtOXR2 de 6 semanas tienen alterado su contenido de ABA,
posiblemente de forma dependiente de los niveles de AtOXR2. Por otro lado, las semillas
35S::AtOXR2 demostraron germinar y establecerse bajo condiciones de estrés osmatico y

concentraciones de ABA que inhiben el crecimiento en plantas WT (Capitulo 7.4).

De acuerdo con un analisis del transcriptoma de plantas que sobreexpresan
AtOXR2, observamos que las mismas tienen un perfil transcripcional basal similar al de

plantas de Arabidopsis que estan siendo sometidas a situaciones de estrés (Capitulo 7.4).

Las plantas 35S5::AtOXR2 tienen mayor concentracion de ROS basales, mayores
niveles de peroxidacién lipidica, asi como mayores niveles de las moléculas antioxidantes
ascorbato y glutatidn total. De acuerdo con nuestros resultados, es probable que estas

plantas estén mejor preparadas para enfrentar el estrés bidtico (Capitulo 7.4).
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En linea con las observaciones de fluorescencia de la clorofila, las plantas

35S5::AtOXR2 demostraron ser tolerantes al estrés por alta intensidad luminica.

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2 tienen mayor concentracion de la
fitohormona SA respecto de plantas salvajes. Frente a la infeccion con P. syringae, las
plantas 35S::AtOXR2 son capaces de montar una respuesta de defensa con mayor

velocidad que las plantas salvajes, pudiendo eliminar al patégeno en menor tiempo.

El exceso de SA en plantas 35S::AtOXR2 a la sexta semana de crecimiento, podria
ser el responsable de una baja en la concentracion de auxinas en estas plantas (Capitulo

7.4).

Los resultados obtenidos en esta tesis aportan informacién novedosa sobre la
funcion de proteinas de la familia OXR en plantas, sientan las bases para futuras
investigaciones. Debido a la mejora en las propiedades de interés agrondmico que
presentan las plantas que sobreexpresan AtOXR2, es posible pensar en una herramienta

novedosa y Util para el desarrollo de nuevas tecnologias.
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9. ANEXOS



9.1. ANEXO |

“Oligonucleodtidos”



9.1. ANEXO |

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para analisis genémico.

Nombre del
oligonucleétido

Secuencia (5"->3")

Descripcion

Direccion

OXR2-Ncol-F

cgcccatgg ATGCTCTCAAGGACAAG

Complementario a la secuencia del primer exén (105 pb) del
gen AtOXR2

sentido

ST3-R

CTGATACCAGACGTTGCCCGCATAA

Complementario a una regién (108 bp) del borde derecho
(RB) del trasnposén proveniente del pldasmido pGKBS.
Empleado en conjunto con el oligonucleétido OXR2-Ncol-F
permite verificar la insercién del T-DNA en las plantas
mutantes en AtOXR2 . Se obtiene un producto de 360 pb.

antisentido

Ds3-F

ACCCGACCGGATCGTATCGGT

Complementario a una regién (156 pb) del RB del transposdn
proveniente del plasmido pDs68.

antisentido

OXR4ins-R

GTGGGTTGTCCTGATTTATTTGTGA

Complementario a la secuencia del quinto exdn del gen
AtOXR4 . Empleado en conjunto con el oligonucleédtid Ds3-F
permite verificar la insercidn del T-DNAen las plantas
mutantes en AtOXR4 . Se obtiene un producto de 368 pb.

antisentido

Gatel00-R

CTCGCATATCTCATTAAAGCAGGAC

Amplifica un fragmento del vector pEarlegate. En
combinacidn con los oligonucleétidos forward
correspondientes permite evaluar la presencia del trasngén
de interés en el genoma de Arabidopsis.

antisentido

mCherryR1

AAGCGCATGAACTCCTTGAT

Complementario a un fragmento de la RFPm permitiendo
verificar la fusidn al gen de ineterés en la secuenciacion. En
combinacidn con los oligonucleétidos forward
correspondienes permite evaluar la presencia del transgén
de interés en el genoma de Arabidopsis.

antisentido

Nota: En cursiva y subrayado se muestra la secuencia de corte para enzimas de restriciion; en mayuscula se muestra la
secuencia que corresponde al gen de interés y en cursiva se muestran secuencias necesarias para la correcta expresion del
gen o para la estabilidad del oligonucledtido. Las secuencia seindican en sentido 5°-3" independeintemente de la posicion del
gen o delainsercion en el genoma
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Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para clonados.

A. Clonados en el vector pTrc99

A para expesion en bacterias.

Nombre del e o P P
. ombre . ? Secuencia (5"->3") Descripcion Direccion
oligonucleétido
OXR2-Ncol-F cgeecatgg ATGCTCTCAAGGACAAG Amplificacion del gen AtOXR2 a partir de ADNc de plantas | ©nsentido
WT de Arabidopsis. Los oligonucledtidos incluyen los sitios
0X2Y-Xhol-R gccctcgag TACAAAGATGCATGCTCTCAAGG Ncol y Xhol para el clonado. antisentido
0X4-Ncol-F cgcccatgg GGAAACACAAATCTTT Amplificacién del gen AtOXR4 a partir de ADNc de plantas | &" sentido
WT de Arabidopsis. Los oligonucledtidos incluyen los sitios
0X4Y-Xhol-R gcc ctcgagTACAAAGATGGGGAAACACAAATC Ncol y Xhol para el clonado. antisentido
B. Clonados en el vector pMV611 para expesion en levaduras.
r\lombre f’?l Secuencia (5"->3") Descripcién Direccion
oligonucleétido
aa ggatctatgttcgcgaaaacagcagctgctaatttaaccaaga | Amplificacion del gen AtOXR2 a partir de ADNc de plantas
0X2Y5-BgllI-F agggtggtggttigtcattgctctcccatgctCATGCTCTCAAGGA | WT de Arabidopsis. Los oligonucledtidos incluyen los sitios | en sentido
CAAAGTCTC Bgl-Il y Xhol para el clonado. El oligonucledtido incluye la
sefial de localizacion mitocondrial de la enzima MnSOD de . .
0X2Y-Xhol-R gccctcgag TACAAAGATGCATGCTCTCAAGG levaduras antisentido
aa ggatctatgttcgcgaaaacagcagcetgetaatttaaccaaga | Amplificacion del gen AtOXR2 a partir de ADNc de plantas
0OX4Y5’Bglll agggtggtggtttgtcattgctctcccatgctGGGAAACACAAATC | WT de Arabidopsis. Los oligonucledtidos incluyen los sitios | en sentido
TTTCAGAAGC Bgl-Il y Xhol para el clonado. El oligonucledtido incluye la
sefial de localizacion mitocondrial de la enzima MnSOD de . .
0X4Y-Xhol-R gccctcgagTACAAAGATGGGGAAACACAAATC levaduras antisentido
C. Clonados en el vector pBI101.3 para expesion en plantas y estudio de la actividad promotora.
Nombre del e o e Aoy
N g Secuencia (5°->3") Descripcion Direccion
oligonucleétido
En conjunto con el oligonucledtido OXR2-BamHI-R permite
OXR2-Hind1800-F cccaagctt CCAAAAAATAATTTCCGCC amplificar 1876 pb correinte arriba del inicio de la en sentido
traduccidn del gen AtOXR2.
En conjunto con el oligonucledtido OXR2-BamHI-R permite
OXR2-Hind1200-F cccaagctt CCCTTGTAAATCTATTTCCC amplificar 1876 pb correinte arriba del inicio de la en sentido
traduccidn del gen AtOXR2.
En conjunto con el oligonucledtido OXR2-BamHI-R permite
OXR2-Hind940-F cccaagctt GCAAAGGAACATACGAAAA amplificar 959 pb correinte arriba del inicio dela en sentido
traduccidn del gen AtOXR2.
oli ledtid | tarioa | i6
OXR2-BamHI-R cccggatec ATCAGAAAGGAATAGTTTTTG Igonucleotico reverse complementario a 1a region antisentido
comprendida entre -25 y -4 del gen AtOXR2.
OXR4-Hind-F cgecaagctt CAGAAAGAATTGTTCAGGG Amplificacion de un fragemnto de 1638 pb correibte arriba | en sentido
del inicio de la traduccion del gen AtOXR4 a partir de ADN
OXR4-BgllI-F cgcagatct TCTTCCTCCTTTTTACTC genoémico de Arabidopsis. antisentido
D. Clonados en el vector pGate100 para expesion en plantas.
Nombre del O [T T Lo L
. ombre . ? Secuencia (5°->3") Descripcion Direccién
oligonucleétido
AHL1 TAGTTAGTTACTTAAGCTCGGGC Adicion de los sitios de recombinacion para el clonado en sentido
AHL2 CAGAGCTGCAGCTGGATGGC empleando tecnologia Gateway. antisentido
GateOXR2-5 BgllI-F ggcagatct GAAATGCATGCTCTCAAGGAC Amplificacién de un fragmento de 908 pb que correspondea| en sentido
GateOXR2-3 Sall-R ggcgtcgac GAGAGGTATTGAGACGCA la regidn codificante de AtOXR2 a partir de ADNc de antisentido
En conjunto con el oligonucledtido GateOXR2-5-BgllI-F
GateOXR2-3STOP Sall-R ggcatcaac TTACGAGAGGTATTGAGAC permite |a amplificaicon de un fragmento de 908 pbque | | oo iq0
corresponde a la regién codificante de AtOXR2 a partir de
ADNc de Arabidopsis. Incluye codén de STOP.
GateOX4-5 Xhol-F ggcagatct GAAATGGGGAAACACAAATC Amplificacion de un fragmento de 908 pb que corresponde a | en sentido
GateOXR4-3-Sall-R ggcctetga g GACCATCTGCAAAGACCA la region codificante de AtOXR4 a partir de ADNc de antisentido
En conjunto con el oligonucledtido GateOXR2-5-BglII-F
GateOXR4-3STOP Sall-R ggcctcgag TICATTTGGGTTTTCTTTATA permite la amplificacion de un fragmento de 908 pbque | | o viqo

corresponde a la region codificante de AtOXR4 a partir de

ADNCc de Arabidopsis. Incluye codéon de STOP.

Nota: En cursiva y subrayado se muestra la secuencia de corte para enzimas de restriciion; en mayuscula se muestra la secuencia que corresponde al
gen deinterés y en cursiva se muestran secuencias necesarias para la correcta expresion del gen o para la estabilidad del oligonucleétido. Para los
oligonucléotidos de la seccion (D) el patron maydscula/mindscula indica en mindscula las regiones complementarias entre oligonuecleétido en
sentido y antisentido
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para clonados (continuacion).

E. Clonados en el vector pBI121 para expesion de los genes quiméricos en plantas.

Nombre del
oligonucleétido

Secuencia (5°->3)

Descripcion

Direccion

Oligonulecétidos empleados para amplificar la regién C-
terminal del gen quimerico AtOXR25 en la PCR#2

antisnetido

en sentido

En conjunto con el oligonucledtido GateOXR2-3 BgllI-F
permite la amplificacion de la regién N-terminal del gen
quimérico AtOXR25 en la PCR#1

antisentido

En conjunto con el oligonucledtido GateOXR4-3STOP Sall-R
permite la amplificacion de la regidn C-terminal del gen
quimérico AtOXR24 en la PCR#2.

antisentido

En conjunto con el oligonucledtido GateOXR2-3 BgllI-F
permite la amplificacién dela region N-terminal del gen
quimérico AtOXR24 en la PCR#1.

antisentido

En conjunto con el oligonucledtido GateOXR2-3STOP Sall-R
permite la amplificacién dela region C-terminal del gen
quimérico AtOXR52 en la PCR#2.

en sentido

OXR5 Sal-R cgegtcgac CTTCATTCATTACCTCTCTTCC
OXR25-F GAagaagatgagggaacttctataccgctcATATTA
OXR25-R gagcggtatagaagttggtcatcttcttcCCC
OXR24-F gaagaagatgagggaagaaatttcagaacccTCTTT
OXR24-R gggttctgaaatttcttccctcatettcttCACCC
OXR52-F gaaccaaatgaacatttacagagagctctgTG
OXR5 BamHI-F gccggatcc ATCATCTTCACCACTATGGGTGC
OXR52-R cagagctctctgttaaatgttcatttggttCACCGC

Oligonulecétidos empleados para amplificar la regién n-
terminal del gen quimerico AtOXR52 en la PCR#1

en sentido

antisentido

Nota: En cursiva y subrayado se muestra la secuencia de corte para enzimas de restriciion; en mayuscula se muestra la secuencia que
corresponde al gen de interés y en cursiva se muestran secuencias necesarias para la correcta expresién del gen o para la estabilidad del
oligonucledtido. Para los oligonucléotidos de la seccidn (D) el patrén mayuscula/mindscula indica en mindscula las regiones
complementarias entre oligonuecledtido en sentido y reverso.

Tabla 3. Genes quiméricos obtenidos en este trabajo de Tesis.

Oligonucledtidos empleados
Nombredel | EdremoN- | ExtremoC- | oo e qonado PCRH1 PCRH2 PCR3
gen quimérico terminal terminal
AtOXR25 AtOXR2 AtOXRS5 Bgl-11/Sal-I GateOXR2-5 BgllI-F/OXR25-R OXR25-F/OXR5 Sal-R GateOXR2-5 BgllI-F/OXR5 Sal-R
AtOXR24 AtOXR2 AtOXR4 Bgl-11/Sal-I OXR2-5 BgllI-F/OXR24-R OXR25-F/OXR5 Sal-R GateOXR2-5 BgllI-F/GateOXR4-3 Sal-R
AtOXR52 AtOXR5 AtOXR2 BamHI/Sal-I OXR5 Bam-F/OXR52-R OXR52-F/GateOXR2-3 Sal-R OXR5 Bam-F/GateOXR2-3 Sal-R
AtOXR42 AtOXR4 AtOXR2 Xho-I/Sal-I GateOXR4-3 Xho-F/OXR42-R OXR42-F/GateOXR2-3 Sal-R GateOXR4-3 Xho-F/GateOXR2-3 Sal-R
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Tabla 4. Oligonucledtidos empleados en RT-qPCR.

Nom.bre del Gen Locus En sentido (5'-3')  Antisentido (5'-3')
primer
RTACTIN ACT2/ACT8 At3g18780/At1g49240 G?Z’:gg_gz:rGGTGG ¢ AAiiﬁggng‘iTCT
o aons as | SSASSTCTGC ccrsoneerc
RAK AP nagossso  OOCTCOCTOCCAC  AGRAGGCATCCTCA
RTRBOHD RBOHD At5g47910 AC$§I§I§§£EGT TiCGTTG AGGCA/-\A-I_GI-§2¢C
RTRBOHF RBOHF At1g6406 /?;GCTGT_I-,I—QG_I;TGCGC_? CCC_;_I-GGé::CGTﬁ_LGCTAT
RTCAT CAT3 At1g20620 GGGGCC';CACGA AG &CAG ch\ ? CG'FGGA,’:\-ESC,AG CA&TACA
wows  os nogiass  ACATOTCGAGCGC  AGGAACGCTGTGC
WASOX a0 Awgmosso  OOCTOGACGGCGT CCAGACTCGAACAC
RTPAL PAL1 At2g37040 AGCéi(é:l’-}:(C:-]GAGCA GGA%?_?;}SZTCCA
RTPP2AA PP2AA3 Atl1g13320 CCTS_:_:GGCG A-I—_I'::'L_\FTAA CTT;;(’-:\((:ZZZQ?:(;TCC
e aemsen  SSCCTOCES meGucucs
RTPR3 PR3 At3g12500 GAgg_? CA GGC/EAGCéGA CGT'I'éiiiggATGC
RTPR5 PR5 At1675040 GCCCGG:TGAGA'EGCCCEAA GCTgiiggﬁ_gAéAGT
RTPRXII PRXIIF At3g06050 CGC?EGCEQ'E?S;CT T_S Gcfiélg;éﬁggr
RTOXR2larga AtOXR2 At2g05590 CTTAGCAACACAA
GCACTATCAT
RTOXR2corta AtOXR2 At2g05590 GT_ITTT_?;;(;GGAG/-}FGA
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9.2 ANEXO Il
A. Composicion medios de cultivos.

Bacterias
Medio King’s B: Proteosa peptona (OXOID N2 3) 20 g/L; glicerol 1% (p/v); K;HPO,4 1,6 g/L. (pH
7,2). Para preparar medio King’s B sélido se agrega agar al 1,5% (p/v).

Luria-Bertani (LB): Peptona de carne 10 g/L; NaCl 5 g/L; extracto de levadura 5 g/L. Para

preparar medio LB sdlido se agrega agar al 1,5% (p/v).

Medio para ensayo de capacidad antimutagénica (Volkert y col., 2008): Sales A 1X, MgS0, 1
mM, HCl-tiamine 5 pug/mL, IPTG 0,5 mM, carbenicilina 50 pug/mL. El medio solido se obtiene
mediante el agregado de agar 2% (p/v).

Sales A 10X: K;HPO, 105 g/L; KH,PO,4 45g/L; 10 g (NH4),S04; NazCe¢HsO,:2 H,0 5 g/L.

Levaduras

Medio YPD: Peptona de carne 20 g/L; dextrosa 20 g/L; extracto de levadura 10 g/L. Para
preparar medio YPD sélido se agrega agar al 1,5% (p/v).

Medio YEPG: Peptona de carne 20 g/L; extracto de levadura 10 g/L; glicerol 30 ml/L; etanol 20
mL/L. Para preparar medio YEPG sélido se agrega agar al 1,5% (p/v).

Plantas

Medio Murashige y Skoog: KNO3 1,9 g.L'); NH4NO3 1,65 g.L; CaCl2.2H20 0,44 gL
MgS04.7H20 0,37 g.L''; KH2PO40 17 g.L'™; Na2EDTA 37,3 mg.L}; FeS04.7H20 27,8 mg.L™;
MnSO4.4H20 22,3 mg.l™’; H3BO3 6,2 mgl’; ZnSO4.4H20 8,6 mg.Ll’; KI 0,83 mg.L’;
Na2Mo04.2H20 0,25 mg.L™; CuS04.5H20 0,025 mg.L™; CoCl2.6H20 0,025 mg.L™. Se ajusta el
pH a 5,8 con NaOH 1 M. Para medios sélidos se afiade 8 g/I de agar.

B. Composicion de soluciones y reactivos generales.
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Soluciones utilizadas en electroforesis de ADN en agarosa:

Solucion TAE 1x: Tris-acetato 40 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM.

Solucidon de siembra de ADN en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25% (p/v); xilencianol

FF 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v), SyBr Green dilucion 1:20.

Solucion Stock de SyBr Green: El reactivo comercial se diluyé 1000 veces en agua H20-MQ.

Soluciones empleadas para mini preparacion (Miniprep) de ADN plasmidico y ADN gendmico

de Arabidopsis:

Solucion de Miniprep I: Tris-HCl 25 mM pH 8,0; glucosa 50 mM y EDTA 10 mM
Solucién de Miniprep Il: NaOH 0,2 Ny SDS 0,1 % (P/V)

Solucion amortiguadora de extraccion de ADN de Arabidopsis: Tris-HCl 200 mM pH 8.0; NaCl
250 mM; EDTA 25 mM; SDS0,5%(P/P).

TE (Tris-EDTA): Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 7,5.

Soluciones empleadas en Northern Blot:

Solucién de SSC 1X: NaCl 0,15 M; citrato de sodio 0,015 M.
Solucién de desnaturalizaciéon para membranas de nylon: NaOH 0,2 N; NaCl 1,5 M.
Solucidn de neutralizacion para membranas de nylon: Tris-HC| 0,4 M (pH 7,6);

Solucién de Denhardt 100X: Polivinilpirrolidona 2% (p/v); albimina sérica bovina 2%(p/v); Ficoll

2% (p/v).

Soluciones empleadas para la determinacién de lipidos peroxidados:

Solucion de BHT: BHT 10%(p/v) en TCA 6%(p/v).

Solucion control: BHT 0,01%(p/v) en TCA 6%(p/v).



Solucidn positiva: BHT 0,01%(p/v) y acido tiobarbittrico 1%(p/v) en TCA 6%(p/v).

Soluciones empleadas para la determinacion de antocianinas:

Solucidn de extraccion acida (pH 1): KCl 0.025 M, ajustar a pH 1 con HCI.

Solucion de extraccion acida (pH 4,5): CH;CO;Na 0.4 M, ajutar a pH 4,5 con HCI.

Soluciones empleadas para la determinacién de actividad SOD:

Solucién de extraccion: K;PO4 10mM pH 7,5, PVP insoluble 10%, Tritén X-100 0,01%.
Solucién de reaccién incompleta: K,PO; 10mM pH 7,5.

Solucién de reaccién completa: K;PO4 10mM pH 7,5, 10 mM NBT y 25 mM de Riboflavina.

Soluciones empleadas en electroforesis de proteinas en poliacrilamida y western blot:

LAEMMLI 1X: Tris-HCI 25 mM pH: 8.3; glicina 192 mM; SDS 0,1 % (P/V).

Solucién de siembra para proteinas en geles desnaturalizantes: Tris-HC| 10 mM pH 7,0; EDTA 2

mM pH 8,0; SDS 2 % (P/V); B-mercaptoetanol 0,5% (P/V); azul de bromofenol 0,5 mg.mL™.

Solucion de siembra para proteinas en geles nativos: Tris-HCl 10 mM pH 7,0; EDTA 2 mM pH

8,0; azul de bromofenol 0,5 mg/ml.

Solucion colorante de geles de proteinas: Coomasie Brilliant Blue R-250 1 % (P/V) en una

mezcla de etanol:acético:agua 50:10:40.

Solucidn decolorante de geles de proteinas: mezcla etanol:acido acético: agua 25:10:65.
Solucidn de transferencia: Tris 48 mM; glicina 39 mM; metanol 20 % (V/V).

Solucion bloqueante: leche descremada 5 % (P/V) en TBS 1x.

Solucion de TBS 1X: Tris 20 mM pH 7,6; NaCl 0,9 % (P/V).

TBS-Tween: TBS 1X, Tween-20 0.05 % (P/V).
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TBS-Leche: TBS 1X, leche descremada 0,5%.

Solucién amortiguadora de extraccidon de proteinas para prueba fluorométrica de ensayo de
actividad B-glucuronidasa: Na2HPO4 50 mM pH 7,0; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS 0,1 %(p/v); B-

mercaptoetanol 10 mM; Tritdn X-100 1 % (v/v).

Solucidn alcohdlica para extraccion de metabolitos: H,0:Metanol:CHCl; en proporcion 1:2:5,

conteniendo Ribitol 50 mM.
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ANEXO Il

9.3.1. Numero de raices laterales o secundarias en plantas con niveles alterados de

AtOXR2 o de AtOXRA4.
a
g B
©
-~
“
1]
o
£ 6
3} M WT-MS
o
@ B AtOXR2A-MS
93]
g 2 ® AtOXR4A-MS
\.—|
o M WT-0,1pM MV
g , B AtOXR2A-0,1pM MV
° MAtOXR4A-0, 1uM MV
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£
3
z
0

9 11
Dias transcurridos desde la siembra

AtOXR2A S WT

Figura 9.3-1 | Nimero de raices secundarias en plantas 355:AtOXR2, 35S::AtOXR4 y WT crecidas en condiciones
de estrés oxidativo y en condiciones control. Plantas WT y sobreexpresantes de AtOXR2 y AtOXR4 crecidas MS
0,5x y en el mismo medio suplementado con MV 0,1 uM. a- se muestra el grafico de barras que resume los
resultados obtenidos durante este ensayo. b- Fotografia representativa de lo que se veia en placas al
decimoprimer dia, cuando las plantas eran crecidas en MS 0,5X. Las curvas con diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0,05, ANOVA; prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones miultiples en ensayo desbalanceado).

Ensayo 0,1 uM MV: nyrvs= 79; Natoxraa-ms= 47; Natoxraa-ms= 45; Nwt-o,1um mv= 73; Natoxr2a-0,1uM Mv= 48; Natoxraa-0,1uM Mv=
46.
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6 - BWT (WS) -MS

m Aoxr2-MS

MWT (WS) -0, 1uM MV
mAoxr2-0,1uM MV

de raices secundarias

Numero

9 11
Dias transcurridos desde la siembra

Figura 9.3-2 | Numero de raices secundarias en plantas Aoxr2 y WT (WS) crecidas en condiciones de estrés
oxidativo y en condiciones control. Las semillas de los dos genotipos fueron sembradas en paralelo en MS 0,5X y
en el mismo medio conteniendo MV 0,1 uM. El nimero de raices secundarias se midié al dia 9 y 11 luego de la
siembra. Numero de raices medido al noveno y al decimoprimer dia posteriores a la siembra. Las barras de error
representan la desviacion estandar. Diferentes letras implican diferencias significativas (p<0,05, ANOVA; prueba de
Kruskal-Wallis para comparaciones multiples en ensayo desbalanceado). nwrws)-ms= 43; Naoxr2-ms= 41; Nwrws)-o,1um

wmv=39; NAoxr2-0,1um MV= 36.



9.3.2. Introduccion a la fluorescencia de la clorofila.

El sistema de Li-Cor 6400XT permite realizar mediciones del consumo de gases,
trabajando como sistema abierto, y ademds permite la determinacién de parametros
vinculados a la fluorescencia de la clorofila. El equipo Li-Cor 6400XT utilizado detecta en tiempo
real el consumo de CO, y produccién de H,0, mediante el calculo del diferencial existente entre
el caudal de ingreso y el de salida de ambas corrientes. La deteccidn se realiza tanto antes como
después del ingreso de estos gases a la cdmara donde se coloca la hoja a estudiar.

Pardmetros vinculados a la fluorescencia de la clorofila. Cuando un fotdon de luz es

absorbido por una molécula de clorofila, toda la energia de la onda se transfiere a los
electrones de valencia de la clorofila. Asi es como la clorofila alcanza su estado de exitacion
energética. Posteriormente, los electrones regresan rapidamente a su estado basal liberando la
energia absorbida en cualquiera de las siguientes formas: 1) fluorescencia, 2) calor, o 3)
transporte de electrones asociado con la fotoquimica fotosintética (Figura 9.3-3 a). Esto
significa que el total de la energia luminica absorbida por los fotosistemas se disipa en distintos
porcentajes, por cada una de las tres vias mencionadas. Matematicamente, podriamos decir
que P + F + C = 1, donde P= fraccién de energia disipada en la fotosintesis, F= fraccidn de
energia disipada por fluorescencia, y C= fraccion de energia disipada como calor. En esta
ecuacioén, P, es el valor de energia que la planta puede transformar a posterior en energia
guimica, por lo cual este valor también es conocido como eficiencia cuantica o produccién
cuantica. A medida que la luz que incide en una hoja se incrementa, P disminuye, mientras Fy C
aumentan. A intensidades de luz saturantes, no se observan incrementos en P con incrementos
en la intensidad luminica, y P tiende a cero. Cuando esto ocurre, F y C habran alcanzado sus
valores maximos F,, y C, respectivamente. De esta forma, la ecuacién P + F + H = 1 se
transforma en 0 + F + H = 1. Desarrollando un poco la ecuacion, se puede llegar a . Si se
realizan dos medidas de fluorescencia, una en condiciones de luz no saturantes (F), y otra en
Fm—F

condiciones de luz saturantes (F,,), entonces se puede resolver Cy P, obteniéndose: P = -

m

Sin embargo, si la condicidon de luz no-saturante se lleva a cabo en oscuridad total, y la hoja se

encuentra completamente adaptada a la oscuridad, la ecuacidon toma la siguiente forma:
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Fi—F F . . -
Pyo = 2= F—V; donde Fy es conocido como la fluorescencia minima, o el valor de

Fm m

fluorescencia de hojas adaptadas a la oscuridad. P, es la fraccion de fotones absorbidos que
son utilizados para la fotoquimica de la hoja adaptada a oscuridad, y usualmente se la distingue
como F,/km. Para plantas saludables, este valor oscila entre 0,75 - 0,85. P,s. es conocido como la
maxima produccion cuantica o la produccién cudntica 6ptima. En cambio, si la luz no-saturante
tiene cierta intensidad, y la hoja que la recibe se encuentra completamente adaptada a la luz

(fotosintesis en estado estacionario), entonces la ecuacién anterior se transforma en:

Fm—F AF . . . g
“l‘:, = = ®pgp; donde Fs es la fluorescencia en estado estacionario y Fy, es la
m m

l)luz

fluorescencia maxima durante un pulso de luz saturante. Py, o @pg, es la fraccién de fotones
absorbidos que son utilizados por el PSIl para las reacciones fotoquimicas en una hoja adaptada

alaluz, y puede entenderse como la produccion cuantica efectiva.

s - . Fy  Fn—F
Una relacion similar, que a veces se utiliza en la literatura es F—',’ = ";—,0; qgue es la

m m

eficiencia de la energia cosechada por los centros de reaccidon del PSIl, cuando estos se
encuentran oxidados (abiertos). El calculo requiere conocer Fo qgue es la fluorescencia minima
de una hoja adaptada a la luz que ha sido momentdneamete oscurecida (Figura 9.3-3 b) y Frm
gue es la fluorescencia maxima (Figura 9.3-3 b).

La produccién cuantica también se puede inferir a partir de medidas de intercambio

gaseoso, y se conoce como Dcpy. La ecuacidn que permite calcular este parametro es:

Doz = ; , donde A es la tasa de asimilacion, Ay es la tasa de asimilacion en oscuridad

(ambas con unidades de umolco; . m™. s, 1 es la densidad del flujo de fotones incidentes (umol
.m?. s’l) Y Ohoja €S la absorbancia de la hoja. Ag es de la misma magnitud, solo que de signo
opuesto, a la tasa de respiracidn en oscuridad.

El flujo de fotones reales (umol . m™ . s™) que alcanzan el PSII puede ser inferido a partir
de medidas de fluorescencia de la clorofila. Es conocido como tasa de transporte de electrones
(Figura 7.3-17 b) o ETR (por sus sigles en inglés, Electron Transport Rate), y estd dado por:

Fi—Fs

ETR = (T) flahoja; donde f es la fraccion de energia absorbida que es utilizada por el PSII,

m

y que tipicamente se asume con un valor de 0,4 para plantas C4 (Earl and Tollenaar, 1998).
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Figura 9.3-3 | Nociones basicas para comprender la fluorescencia de la clorofila. a- Captacion de energia de la
clorofila y disipacion mediante los tres mecanismos planteados. b- Medidas bdasicas de fluorescencia. En hojas
adaptadas a la oscuridad, se mide la fluorescencia minima F, (exponiendo la hoja a una baja densidad de flujo de
fotones fotosintéticamente activos, PPFD) y los valores maximos de fluorescencia, F,. Una vez hechas las
determinaciones en oscuridad, las hojas se exponen a la luz y; en hojas iluminadas se mide el valor de estado
estacionario F,, el maximo valor durante un pulso de luz saturante, F,’, y el minimo valor durante un pulso de
oscuridad Fy'. Mod= Luz Modulada, Sat= Luz Saturante, -Act = Luz que se compone por longitudes de onda que
estan fuera del espectro actinico (aquella que puede ser absorbida por los fotosistemas).

Cuando una hoja se mantiene en oscuridad, la quinona asociada al PSIl (Qa) permanece

en su estado “oxidado”, y se dice que los centros de reaccidon del PSIl se encuentran abiertos,
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esto significa que estan receptivos a nuevos electrones, y por ende son capaces de realizar la
reduccion fotoquimica de Qa. La exposicion de una hoja adaptada a la oscuridad a un pulso
débil de intensidad modulada, produce el minimo nivel de fluorescencia, F¢’. La transferencia de
electrones desde el centro de reaccion del PSIl (P680) a Qa extingue la fluorescencia, un
proceso conocido como “extincion fotoquimica” (gp, de sus siglas en inglés photochemical
quenching). La extincién fotoquimica incluye la fotosintesis y la fotorespiracion, y tiende a ser
mayor en baja intensidad luminica, dado que es esa la condicidon en que las hojas utilizan la luz
mas eficientemente. Mientras que incrementos en la tasa de pérdida por calor generan la
extincién de la fluorescencia por medios no-fotoquimicos (gn, por sus siglas en inglés non-
photochemical quenching). A medida que se incrementa la intensidad luminica, gy aumenta, lo
cual es un reflejo de los mecanismos de proteccion que tiene la planta para evitar la sobre carga
de energia de las membranas tilacoides. Otra forma de reportar este indicador es mediante

NPQ, cuya ecuacion se describe en la figura 9.3-3 b.
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