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Introduccion

1. Metabolismo del azufre en organismos fotosintéticos

El azufre esta presente en la naturaleza tanto en formas organicas como
inorganicas. De las diferentes formas inorganicas, la forma oxidada més comun es el
sulfato (SO4), que contiene un atomo de azufre con estado redox +6. Las plantas y los
microorganismos son capaces de reducir el sulfato a sulfuro, e incorporarlo como tal a
metabolitos organicos, mediante un proceso dependiente de energia. De esta forma, los
organismos fotosintéticos sintetizan una amplia variedad de compuestos azufrados
utilizando sulfato como principal fuente de S, estando presentes en la mayoria de los
componentes que son esenciales para el mantenimiento de la célula. El azufre es asi un
macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, constituyendo un
0,3-0,5 % de su materia seca.

La presencia de azufre en los vegetales es de trascendental importancia ya que se
encuentra en los aminoacidos cisteina y metionina. La cisteina ocupa una posicion
central en el metabolismo primario y secundario de la planta debido a sus funciones
bioquimicas. Es el primer compuesto organico con azufre reducido sintetizado en la
planta a partir de la asimilacién fotosintética del sulfato, asi como el metabolito
precursor de biomoléculas esenciales como vitaminas, cofactores, antioxidantes como el
glutation, y muchos compuestos de defensa que se forman en respuesta a diferentes
estreses y que contienen motivos azufrados como grupo funcional, que derivan todos de

la cisteina.

Sulfato
(fuera)

TRANSPORTE Transportador 1

Sulfato
(dentro)

ACTIVACION ATP-sulfurilasa lCAPE’

APS

APS-reductasa 2 GSH
GSSG

REDUCCION Sulfito

Sulfito reductasa 6 Fd,

0X
Serina acetiltransferasa
Sulfuro (SAT)
O-Acetilserina Serina
O-Acetilserina(tiol)liasa

INCORPORACION (OASTL) Acetato

Cisteina CoA-SH Acetil-CoA

Figura 1. Ruta de asimilacion de sulfato y biosintesis de cisteina en plantas.
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Introduccion

En el proceso de asimilacion de sulfato y biosintesis de cisteina se pueden
distinguir cuatro etapas fundamentales: transporte de sulfato al interior celular,
activacion del sulfato, reduccion del sulfato activado a sulfuro, e incorporacion del

azufre reducido a esqueletos carbonados para la biosintesis de cisteina (Figura 1).

1.1. Transporte de sulfato

La captacion de sulfato se realiza a través de las raices y se distribuye a todas las
partes de la planta. El transporte de sulfato a través de la membrana plasmatica al
interior de las células ocurre contra gradiente, ya que el potencial eléctrico intracelular
es extremadamente negativo. Las plantas utilizan asi un sistema de cotransportadores
proton/sulfato que realizan el intercambio de 3 protones/1 sulfato para permitir la
entrada de sulfato al interior celular, utilizdndose el gradiente -electroquimico
establecido por la ATPasa de protones (Lass y Ullrich-Eberius, 1984). El transporte de
sulfato al interior de las células es considerado como el paso mas regulado de la ruta de
asimilacion de azufre en la planta (Vauclare et al., 2002). De hecho, existen muchos
pasos de transporte de sulfato que son independientes, pero que probablemente estan
regulados coordinadamente, y que ayudan a mantener los niveles de sulfato
citoplasmatico constantes, previniendo que se acumulen en exceso (Hawkesford y De
Kok, 2006). Los transportadores de azufre estdn estructuralmente relacionados con la
familia de transportadores de membrana, ya que poseen 12 dominios transmembranas
en la zona central de la cadena polipeptidica conservado en todos los transportadores de
sulfato (Smith ef al., 1995). Las diferencias en la afinidad por sulfato y las funciones de
los mismos vienen dadas por divergencias en las secuencias de aminoacidos de los

extremos amino y carboxi terminal (Vidmar et al., 2000).

La familia de transportadores de sulfato en plantas estd compuesta por 12-16
genes y puede ser clasificada en cuatro grupos funcionales distintos en funcion de la
similitud en la secuencia peptidica, caracteristicas bioquimicas y funciones fisiologicas
(Takahashi, 2010). En Arabidopsis la familia de transportadores de sufato estd formada
por 12 miembros. Los miembros del grupo SULTRI son transportadores de alta
afinidad, inducibles por deficiencia de sulfato y localizados en raiz y floema
(Yoshimoto et al., 2007; Barberon et al., 2008). Se localizan predominantemente en los
pelos radicales, epidermis de la raiz y células corticales (Takahashi et al., 2000;
Yoshimoto et al., 2002). SULTRI;2 esta considerado como el componente mayoritario,
y SULTRI;1 representa el componente mas especializado para la captacion de trazas de
sulfato, ya que tiene un valor de K, menor y se induce considerablemente en

condiciones de limitacion de azufre (Takahashi et al., 2000; Y oshimoto et al., 2002).
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Los transportadores SULTR2 son de baja afinidad por sulfato y se localizan en
tejidos vasculares, estando involucrados en el transporte a larga distancia. SULTR2; 1 se
expresa en el cilindro central, y se induce considerablemente en condiciones de
limitacién de azufre, sugiriendo su posible papel en la translocacién de sulfato desde
raices a brotes (Takahashi et al., 2000).

Los transportadores pertenecientes al grupo 3 son los que han sido menos
caracterizados y su actividad como transportador de sulfato atin no ha sido confirmada.
La expresion de SULTR3;1, 3,2 y 3,3 esta restringida a hojas, pero su localizacion
subcelular, asi como la funcién especifica en procesos de transporte se desconoce
(Buchner et al., 2004).

Los transportadores de sulfato localizados en el tonoplato, SULTR4,1 y 4,2,
permiten el transporte de sulfato desde la vacuola al citosol (Kataoka ef al., 2004). La
expresion de estos transportadores estd inducida bajo condiciones de limitacion de
azufre (Hawkesford y De Kok, 2006), sugiriendo que el transporte del sulfato vacuolar

se promueve cuando la demanda de sulfuro aumenta (Kataoka et al., 2004).

Por 1ultimo, los sistemas de transporte para la entrada de sulfato a los
cloroplastos permanecen aun sin resolver. Se ha descrito que la entrada de sulfato
compite con la translocacion de fosfato y triosa-fosfato, aunque la interferencia parece
que ocurre bajo concentraciones de sulfato muy elevadas (Gross et al., 1990). La
identificacion de transportadores de sulfato en el cloroplasto de plantas y otros
organismos es uno de los objetivos mas importantes en la investigacion del transporte
de azufre (Lindberg y Melis, 2008).

1.2. Activacion de sulfato

Una vez que el sulfato ha sido transportado al interior de la planta, éste puede ser
almacenado en el interior de las vacuolas en las raices y hojas, o ser utilizado como
fuente de azufre en el proceso de asimilacion, siendo las concentraciones de cisteina y
glutation las que parecen regular la cantidad de sulfato que se almacena o metaboliza
(Bolchi et al., 1999). El sulfato utilizado en el proceso de asimilacion debe ser reducido
hasta sulfito, siendo el potencial redox a pH 7,0 extremadamente negativo, E’, [SO4
%/SO3?] = -516 mV. Al no existir donadores fisiologicos de electrones con potenciales
redox tan negativos no es posible una reduccion directa del sulfato, por lo que, para
superar esta barrera termodindmica, el sulfato inorganico tiene que ser activado. La
activacion del sulfato estd mediada por la enzima ATP sulfurilasa (ATPS, EC 2.7.7.4)
en presencia de Mg, obteniéndose como producto de la reaccion APS, siendo éste la

forma activa del sulfato, y pirofosfato. Esta enzima cataliza la hidrolisis entre los

21



Introduccion

fosfatos alfa y beta del ATP, y afiade una molécula de sulfato al fosfato alfa,
generandose asi adenosin 5’-fosfosulfato (APS). Este enlace anhidro fosfato-sulfato es

de alta energia, y permite la reduccion posterior del sulfato.

El equilibrio de la reaccion de activacion se ve desplazado hacia la formacion de
los sustratos debido a que AG” de la hidrélisis del enlace fosfato-sulfato del APS es
considerablemente mas alto (-19 kcal/mol) que la hidrdlisis de los enlaces a-f del ATP
(-10,7 kcal/mol) (Liu et al., 1998). Por tanto, es necesario una actividad muy eficiente
que mantenga los niveles de pirofosfato y APS a concentraciones muy bajas para
favorecer la reaccion hacia la direccion anabdlica. Asi, el PPi es hidrolizado mediante
una pirofosfatasa y el APS puede ser utilizado en dos rutas, en la reduccion del mismo
hasta sulfito, mediante la APS reductasa (APR, EC 1.8.99.2), o bien en la fosforilacion
dependiente de ATP a través de la APS quinasa (APK, EC 2.7.1.25), generando 3’-fosfo
adenosin-5’-fosfosulfato (PAPS). PAPS actia como donador de sulfato, siendo el
precursor de metabolitos secundarios sulfatados (tales como glucosinolatos o
sulfolipidos) (Wittstock y Halkier, 2002).

En plantas, la enzima ATPS es un homotetramero de 52-54 kDa cada
monomero. En Arabidopsis existen 4 genes que codifican ATP sulfurilasas, de las
cuales tres estan localizadas en los cloroplastos, y una en el citosol (Rotte y Leustek,
2000). La actividad de las isoformas cloroplasticas decrece a medida que la hoja
envejece, mientras que la actividad de la citosdlica aumenta, sugiriendo que pueden

tener funciones especializadas diferentes.

1.3. Reduccion del sulfato activado a sulfuro

En todos los organismos fotosintéticos, la reduccion de sulfato ocurre en los
plastidios, con la excepcion de Euglena gracilis, que localiza las enzimas necesarias

para la reduccién en la mitocondria (Patron ef al., 2008).

En Arabidopsis, la reduccion del sulfato activado a sulfuro se realiza en dos
pasos mediante las enzimas APS reductasa (APR) (EC 1.8.99.2.), que reduce el sulfato
a sulfito, y la enzima sulfito reductasas (SiR) (EC 1.8.7.1.), capaz de reducir este sulfito
a sulfuro. Ambas enzimas estan localizadas en los plastidios de hojas y raices. La APS
reductasa es la unica enzima no encontrada en enterobacterias, donde APS necesita ser
activado a PAPS para la reduccion a sulfito a través de la enzima PAPS reductasa.

La APR esta codificada por una pequefia familia multigénica en la mayoria de
los organismos fotosintéticos, existiendo dos formas distintas (Patron et al., 2008). Las

enzimas APR de plantas y algas verdes presentan un dominio N-terminal responsable de
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la reaccion de reduccion, homologo al que presentan las PAPS reductasas de levaduras,
hongos y bacterias, y un dominio C-terminal homoélogo a las tiorredoxinas y
glutarredoxinas, capaz de interaccionar con el reductor glutation (Bick y Leustek, 1998).
El dominio N-terminal contiene una agrupacion [FesS4] como grupo prostético. Aunque
las propiedades de estas agrupaciones sulfoférricas estdn bien descritas, su funcion
exacta en el mecanismo de la reaccion catalizada por la APR no se conoce con certeza.
La otra forma existente de la enzima APR fue identificada inicialmente en el musgo
Physcomitrella patens (Koprivova et al., 2002). Esta enzima, denominada APR-B, no
requiere la agrupacion FeS para realizar su actividad, siendo la eficiencia catalitica
menor, pero con una mayor estabilidad. Esta enzima se ha encontrado en diferentes

especies de plantas y es la unica isoforma presente en las microalgas marinas.

El sulfito producido por la APS reductasa en el cloroplasto es reducido a sulfuro
mediante la transferencia de seis electrones en la reaccion catalizada por la enzima
sulfito reductasa, dependiente de ferredoxina como donador de electrones en plantas
(EC 1.8.7.1). En organismos no fotosintéticos (EC 1.8.1.2.) la enzima es dependiente de
NADPH (Leustek et al., 2000; Nakayama et al., 2000). Las sulfito reductasas son
hemoproteinas homo-oligoméricas compuestas de 2 a 4 subunidades idénticas. Cada
subunidad contiene un grupo sirohemo y un centro FeS como grupo prostético (Krueger
y Siegel, 1982). En Arabidopsis solo se ha identificado un gen que codifica para esta
enzima. La supresion de esta proteina mediante mutagénesis resulta letal para la planta y
la reduccion en la cantidad de enzima compromete severamente el crecimiento de la
planta (Khan et al., 2010). Las secuencias de aminoacidos de las enzimas sulfito
reductasas de plantas muestran una alta homologia entre si, pero divergen bastante de
las sulfito reductasas de bacterias, manteniendo conservado el sitio de union de la

enzima al sirohemo y a la agrupacion sulfoférrica (Yonekura-Sakakibara et al., 1998).

1.4. Incorporacion del azufre reducido a esqueletos carbonados

El sulfuro generado en la etapa anterior por la enzima sulfito reductasa es el
sustrato para la biosintesis de cisteina. Este sulfuro libre debe integrarse en un esqueleto
carbonado mediante la accion sucesiva de dos enzimas denominadas serina
acetiltransferasa (SAT, EC. 2.1.3.30.), y Oe-acetilserina(tiol)liasa (OASTL, EC.
4.2.99.8). En la primera reaccion, la L-serina debe de ser activada previamente por la
serina acetiltransferasa mediante acetilacion, utilizando acetil-coenzima A para generar
O-acetilserina. En un segundo paso, la O-acetilserina reacciona con el sulfuro para
formar L-cisteina gracias a la accion de la OASTL (Figura 2). Las bacterias utilizan
también esta ruta de dos pasos para sintetizar cisteina, mientras que la mayoria de los

hongos generan metionina como primer compuesto organico azufrado. Las enzimas
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SAT y OASTL en bacterias y plantas estan asociadas formando un complejo hetero-

oligomérico denominado cisteina sintasa (Saito, 2004; Wirtz y Hell, 2006).

Serina

+

SAT

Acetil-CoA

OASTL

Cisteina

O-acetilserina

Figura 2. Reacciones enzimditicas catalizadas por la serina acetiltransferasa (SAT) y O-

acetiserina(tiol)liasa (OASTL).

En Arabidopsis thaliana se han identificado cinco genes SAT (Howarth et al.,
2003) y nueve genes OASTL (Wirtz et al., 2004) (Tabla 1). En base a las caracteristicas
cinéticas y a la abundancia de los transcritos en Arabidopsis, las isoformas mayoritarias

en el cloroplasto de SAT y OASTL son las isoformas codificadas por los genes SAT53 y

OAS-B. Las isoformas mayoritarias en el citosol responsables de la sintesis de cisteina

en este compartimento son las codificadas por SAT52 y OAS-AIl. Por ultimo, las

isoformas codificadas por SAT! y OAS-C son las mayoritarias en la mitocondria (Jost et
al., 2000; Howarth et al., 2003; Saito, 2004) (Figura 3).

Tabla 1. Genes SATy OASTL en el genoma de A. thaliana

24

Localizacion subcelular de

Gen Locus la proteina
SAT 52 At5g56760 Citosolica
SAT 53 At1g55920 Citosolica/plastidica
SAT 1 At3gl13110 Mitocondrial
SAT 106 At2g17640 Citosolica
SAT N At4g35640 Citosolica
OAS-Al At4g14880 Citosolica
OAS-A2 At3g22460 No se traduce
OAS-B At2g43750 Plastidica
0A4S-C At3g59760 Mitocondrial
ATCYS-C1 At3g61440 Mitocondrial
ATCYS-D2 At5g28020 Citosolica
ATCYS-D1 At3g04940 Citosolica
DESI At5g28030 Citosolica
CS26 At3g03630 Plastidica
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CS26 . GSH
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Figura 3. Representacion esquematica de la localizacién subcelular de las enzimas SAT y OASTL
de Arabidopsis.
Las SATs estan representadas en rojo, mientras que las OASTLs estan en azul. Los compartimentos verde

y amarillo representan a los cloroplastos y las mitocondrias, respectivamente.

En bacterias tales como E. coli o S. typhimurium, la Unica enzima SAT esta
codificada por el gen cysE, mientras que los genes cysK y cysM codifican para las dos
OASTL presentes, OASTL-A y OASTL-B, respectivamente (Hulanicka et al., 1986;
Bock y Bock, 1987; Byrne et al., 1988). Las enzimas SAT y OASTL-A forman el
complejo cisteina sintasa similar al descrito en plantas. Sin embargo, la isoforma
OASTL-B no se asocia a ningiin complejo enzimatico. Ambas enzimas utilizan sulfuro
como nucledfilo, pero la isoforma B posee como caracteristica la habilidad de utilizar
tiosulfato en lugar de sulfuro, permitiendo la produccién de S-sulfocisteina, el cual es
convertido a cisteina y sulfato espontdneamente (Hulanicka et al., 1979; Nakamura et
al., 1984).

Estudios de comparacion de secuencias de las enzimas SAT de bacterias y de
plantas muestran una alta homologia entre ellas, destacando dos dominios muy
conservados. Uno de ellos estd localizado en la zona central de la proteina, donde
predominan estructuras a-hélices, y que parece estar involucrado en la interaccion
proteina-proteina entre las subunidades SAT. El otro dominio conservado esta
localizado en el C-terminal y es esencial para la catélisis y la interacciéon con OASTL,

presentando una repeticion en tandem de un hexapéptido muy conservado en la
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estructura de las acetiltransferasas con estructura de hojas-f plegadas (Bogdanova y
Hell, 1997; Wirtz et al., 2001).

La enzima OASTL es un homodimero de 60-70 kDa que contiene como grupo
prostético dos moléculas de piridoxal-5’-fosfato (PLP) por dimero. La comparacioén de
las secuencias de aminoacidos muestra una alta homologia entre las enzimas de plantas
y de bacterias, conservandose en todas ellas la secuencia de aminoacidos del sitio activo
TSGNT, loop formado por los residuos 74-78 en OAS-Al de Arabidopsis, y el
aminoacido lisina 46, involucrado en la union al cofactor. Estudios de mutagénesis
dirigida, anélisis cinéticos y ensayos de union a ligando han determinado el papel
funcional de los residuos claves a nivel del sitio activo. Asi, estos experimentos
concluyen que la Asn”’ y la GIn'*’ de 1a OAS-A1 de Arabidopsis son aminoacidos clave
para la union al sustrato OAS, mientras que la Thr'™* y la Ser”” estan involucrados en la
incorporacion de sulfuro para formar cisteina. El sitio de interaccion con SAT esta
constituido por el loop B8A-BYA, estando muy conservado en plantas y bacterias
(Bonner et al., 2005).

Distintos analisis bioquimicos con enzimas recombinantes han mostrado que el
complejo cisteina sintasa posee un peso molecular de aproximadamente 300 kDa, y que
podria estar constituido por dos homodimeros de OASTL y una molécula
homotetramera de SAT (Droux et al.,, 1998). Mas tarde, mediante andlisis de las
estructuras cristalinas tridimensionales de SAT y OASTL obtenidos a partir de datos
cristalograficos de las enzimas de bacterias y plantas, se ha propuesto una estructura
tipo aePs (a0 = SAT; p = OASTL) para las subunidades del complejo cisteina sintasa de
plantas, constituido de esta forma por dos homodimeros de OASTL y un dimero de
trimeros de SAT (Wirtz y Hell, 2006). Sin embargo, un estudio reciente contradictorio
describe la estructura cuaternaria del complejo cisteina sintasa de la forma citosolica de
soja como un trimero SAT que se une a tres dimeros OASTL, sugiriendo que existen
diferencias especificas en la estructura del complejo que son dependientes de las

isoformas y las especies (Kumaran et al., 2009).

La formacion de este complejo cisteina sintasa parece ser un mecanismo
regulatorio de la sintesis de cisteina. En la célula, la concentracion de la enzima OASTL
es mayor que la de SAT (Droux et al., 1998), siendo la enzima SAT activa solamente
cuando forma parte del complejo, produciéndose asi un aumento de su V. y su
afinidad por los sutratos y, por tanto, obteniéndose un mayor rendimiento en la
produccion de OAS. Por otro lado, la enzima OASTL se inactiva cuando forma parte
del complejo (Hindson y Shaw, 2003), y parece que actia como regulador de la
actividad SAT, modificando su estabilidad y propiedades cataliticas. La fraccion

OASTL libre es cataliticamente activa y, por tanto, responsable de la formacion de
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cisteina. Ademas, se ha demostrado que la actividad OASTL excede a la SAT en todos
los compartimentos, indicando que la enzima SAT estd en su totalidad formando el
complejo cisteina sintasa junto con una pequefia fraccion del total de actividad OASTL
(Heeg et al., 2008).

Estudios realizados en varios mutantes nulos de las diferentes isoformas
mayoritarias SAT y OASTL han demostrado que OAS se sintetiza predominantemente
en la mitocondria, y que es el citosol, y no el cloroplasto, el compartimento que mas
contribuye a la sintesis de cisteina por accion de la isoforma OAS-41, representando el
44 % del total de actividad OASTL en hojas y el 80 % en raices (Haas ef al., 2008;
Heeg et al., 2008; Lopez-Martin et al., 2008a; Watanabe et al., 2008a; Watanabe et al.,
2008b). Estas observaciones se ajustan a la distribucion de 125 uM de sulfuro y 9 uM
de cisteina en el cloroplasto, y 55 uM de sulfuro y 332 uM de cisteina en el citosol de
Arabidopsis (Krueger et al., 2009). La importancia fisioldgica de la produccion de OAS
por la SAT mitocondrial quedé demostrada cuando se realizaron estudios de
silenciamiento de la expresion de este gen en Arabidopsis, obteniéndose un fenotipo de
reduccion del crecimiento severo y una disminucion de los niveles de OAS en hojas
(Haas et al., 2008; Watanabe ef al., 2008b). Ademas, es en este compartimento donde se
detecta hasta un 80 % de la actividad SAT, y el que posee una menor actividad OASTL.
La caracterizacion de los mutantes deficientes en las isoformas SAT citosodlica y
cloroplastica demostraron también que estas SAT no contribuyen significativamente a
la biosintesis de cisteina, reforzando la funcién de la SAT mitocondrial (Krueger et al.,
2009).

Teniendo todo esto en cuenta, estos estudios sugieren un escenario en la hoja
donde el cloroplasto genera sulfuro a partir de la reduccion del sulfato asimilado, la
mitocondria proporciona la OAS y el citosol produce la mayor parte de la cisteina (Haas
et al., 2008; Heeg et al., 2008; Lopez-Martin et al., 2008a; Watanabe et al., 2008a;
Watanabe et al., 2008b; Krueger et al., 2009). La cisteina parece ser un determinante
importante de la capacidad antioxidante del citosol en Arabidopsis, tal y como se ha
demostrado en el estudio de mutantes nulos de la isoforma mayoritaria OAS-41, cuya
deficiencia origina una importante perturbacion de la homeostasis de H,O, (Lopez-
Martin et al., 2008a; Lopez-Martin et al., 2008b). Ademas de la actividad OASTL, se
han atribuido otro tipo de funciones a algunas de las isoformas. Asi, otra isoforma
mayoritaria, ATCYS-CI, participa en la detoxificacion de cianuro presentando
actividad B-cianoalanina sintasa (Hatzfeld et al., 2000; Meyer et al., 2003). Un estudio
detallado de mutantes deficientes en ATCYS-C1 ha demostrado que esta actividad es
esencial para mantener unos niveles bajos de cianuro para un correcto desarrollo de los
pelos radicales (Garcia et al, 2010). Estudios recientes en otras enzimas

originariamente descritas como OASTL han demostrado que poseen otras actividades
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enzimaticas. Tal es el caso de DESI, que cataliza la desulfuracion de cisteina en el
citosol y por tanto posee actividad L-cisteina desulfhidrasa (EC 4.4.1.1), demostrandose
su implicacion en el mantenimiento de la homeostasis de cisteina (Alvarez ef al., 2010).
Durante el trabajo de esta tesis se ha caracterizado la isoforma minoritaria cloroplastica
CS26 y se ha demostrado que posee actividad S-sulfocisteina sintasa (Bermudez et al.,
2010). Las isoformas minoritarias SATN, SAT106, ATCYS-D1 y ATCYS-D2 no han

sido caracterizadas enzimaticamente hasta la fecha.

1.5. Mecanismos de regulacion de la biosintesis de cisteina
1.5.1. Factores ambientales y modulacion intrinseca de sefales

La captacion y asimilacion de sulfato estan fuertemente reguladas en funcion de
la demanda de azufre reducido de la planta. En la pasada década, estudios moleculares,
particularmente de perfiles de expresion génica, han ayudado a elucidar la respuesta
molecular y fisioldgica del metabolismo del azufre de la planta a factores ambientales y
a cambios en niveles de los intermediarios o productos de la ruta. La interconexion de la
asimilacion de sulfato con el metabolismo del carbono y del nitrégeno, asi como el
papel de la ruta en la respuesta a condiciones de estrés, estd muy bien establecida (Bick
et al., 2001; Kopriva et al., 2002; Loudet et al., 2007; Koprivova et al., 2008). De esta
forma, en condiciones de limitacion por nitrégeno, la captaciéon de sulfato estd
fuertemente reducida, y se ve correlacionada con una bajada en la acumulacién de los
transcritos de SULTRI; 1y 1,2 (Maruyama-Nakashita et al., 2004).

El control de la asimilacidon del azufre ocurre principalmente en los pasos del
transporte de sulfato y reduccion de APS, donde los niveles de los transcritos de los
transportadores de sulfato y APR estan estrictamente regulados por la disponibilidad de
sulfato (Vauclare et al., 2002; Yoshimoto et al., 2007; Scheerer et al., 2010). Ademas
de la regulacion transcripcional de los transportadores de sulfato y APR, la enzima
sulfito reductasa y la SAT mitocondrial parecen tener un papel importante en el control
del metabolismo del azufre, ya que una actividad inadecuada de las mismas conlleva
defectos severos en el crecimiento de la planta (Yoshimoto et al., 2007; Haas et al.,
2008; Khan et al., 2010). Aunque normalmente hay una buena correlacion entre la
regulacion de los niveles de ARNm y las actividades de enzimas y transportadores de
sulfato, muchos componentes del metabolismo del azufre estdn controlados ademas por
intervencidn de otros tipos de regulaciones transcripcionales y postranscripcionales mas

complejas (Yoshimoto et al., 2007; Koprivova et al., 2008).

Existen muchos grupos de metabolitos a los que se les ha asignado un papel

importante en la regulacion de la asimilacion de sulfato. La ruta esta bajo el control
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bioquimico de los productos e intermediarios de la reaccion. Asi, la inhibiciéon por
feedback del transporte de sulfato, APR, y y-EC sintetasa mediante GSH es una parte
integral del control de esta ruta (Lappartient et al., 1999; Vauclare et al., 2002; Hothorn
et al., 2006), mientras que OAS es un regulador positivo de la ruta (Neuenschwander et
al., 1991; Smith et al., 1997; Koprivova et al., 2008) .OAS se acumula en condiciones
de deficiencia de sulfuro y afecta a la expresion de los genes de los transportadores y
APRs (Hirai et al., 2003). Asimismo, la acumulacion de OAS dispara una respuesta
similar a aquella esperable por deficiencia en azufre en el medio (Ohkama-Ohtsu et al.,
2004). No obstante, la funcion de OAS como una sefial general del estatus interno de
azufre permanece sin resolver, a pesar de su aparente funciéon en la disociacion del

complejo cisteina sintasa, como se describe a continuacion.

La isoforma citosolica OAS-A1 es la mas abundante en Arabidopsis thaliana
(Barroso et al., 1995). A nivel de tejido, la mayor expresion de este transcrito se da en
los tricomas, incluso en un estadio temprano de desarrollo de las células del tricoma
(Gotor et al., 1997). Este hecho permite relacionar la funcidén bioldgica de los tricomas
con el metabolismo del sulfato, sugiriendo una funcién especializada de esta isoforma
citosodlica en los tricomas. Se ha demostrado que OAS-A1 tiene una funcidn especifica
en la respuesta de defensa de la planta contra diferentes tipos de estrés tales como
salinidad y la presencia de metales pesados (Barroso et al., 1999; Dominguez-Solis et
al., 2001). Bajo condiciones de estrés por sal, existe una induccion de OAS-A1 que es
mediada por ABA, ya que la adicién exdgena de este compuesto al medio de cultivo
mimetiza la respuesta de la planta inducida por presencia de sal; y la inducciéon del
mRNA en plantas silvestres de Arabidopsis tratadas con sal no se observd en mutantes
insensibles y deficientes de ABA (Barroso ef al., 1999). La sobreexpresion de este gen
en levadura puede permitir el crecimiento de células de levadura a altas concentraciones
de sal, sugiriendo que la proteina OAS-A1 en plantas es capaz de conferir tolerancia a
sal y por tanto jugar un papel especifico en la proteccion frente a salinidad (Romero et
al.,2001).

También se ha demostrado que esta proteina estd involucrada en la respuesta de
la planta a condiciones de estrés por metales, produciéndose una acumulacioén del
transcrito y del contenido de GSH (Dominguez-Solis et al., 2001). Estos resultados se
correlacionan con el aumento de la biosintesis de cisteina en estas condiciones de estrés
requerido para la sintesis de GSH y fitoquelatinas. Las fitoquelatinas (PCs) son ligandos
de alta afinidad por metales implicados en la detoxificacion y tolerancia de los mismos.
Las PCs forman una familia de estructuras con repeticiones crecientes (n) del dipéptido
v-Glu-Cys seguido por una Gly terminal, teniendo » un valor entre 2 y 11 (Zenk, 1996;
Rauser, 1999). La sobreexpresion de OAS-AI en Arabidopsis resultd en plantas

transgénicas con un aumento de la tolerancia a metales pesados, permitiendo a estas
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plantas sobrevivir bajo condiciones de estrés severa por metales pesados, y demostrando
que la disponibilidad de cisteina citosolica es un paso limitante para la sintesis de
glutation y fitoquelatinas bajo esta condicion de estrés. La tolerancia al cadmio fue
debida a un aumento de la acumulacién de este metal en hojas, con los tricomas como
localizacién principal de acumulacion de metales pesados (Dominguez-Solis et al.,
2001; Dominguez-Solis et al., 2004).

La caracterizacion del mutante de T-DNA oas-al no mostrdé diferencias
fenotipicas bajo las condiciones de crecimiento estdndar, pero mostrd una sensibilidad
severa a la presencia de metales pesados. La caracterizacion bioquimica del mutante
revel6 una fuerte reduccion de la actividad OASTL total, y un descenso significativo del
contenido de cisteina y GSH cuando se compararon con la linea silvestre. Sin embargo,
los niveles de fitoquelatinas bajo condiciones de estrés por metal no se diferenciaron del
contenido mostrado en la linea silvestre, sugiriendo que la hiper-sensibilidad a cadmio
de este mutante podria estar relacionada con una respuesta de la planta mas general
(Lopez-Martin et al., 2008a).

En otros estudios se confirm6 también que los genes de la familia SAT de
Arabidopsis thaliana presentaron un aumento de los niveles de los trascritos en
respuesta al tratamiento con cadmio. En concreto, la expresion de SA7-53 mostro
niveles de induccion elevados en hojas (Howarth et al., 2003); y estos resultados pueden
sugerir que isoformas especificas SAT junto con su pareja OASTL podrian tener un
papel como mecanismo de defensa frente a estrés por metal. Sin embargo, la sobre-
expresion del gen SAT-52, que codifica a la isoforma citosolica mayoritaria, y del gen
SAT-53, que codifica a la isoforma SAT cloroplastica en Arabidopsis, dio como
resultado la obtencion de plantas transgénicas incapaces de crecer bajo condiciones de
estrés severo por metales pesados, a diferencia de lo que ocurre con la OASTL
citosolica (Lopez-Martin et al., 2005). Asi, bajo condiciones de estrés por metales
pesados un aumento de los niveles de las enzimas SAT citos6licas o cloroplésticas no
provocod un aumento de la tolerancia de la planta de la magnitud observada con un
aumento de OASTL en el citosol. Estos resultados parecen contradictorios al modelo
actual, asumiendo que en la mayoria de los compartimentos celulares los niveles de
enzima OASTL estan en exceso de forma significativa respecto a los niveles de enzima

SAT, siendo este ultimo el paso limitante de la biosintesis de cisteina.

Se ha descrito que algunas hormonas juegan un papel importante en la
asimilacion de sulfato. Esto es esperable para aquellas hormonas relacionadas con el
estrés, tales como jasmonatos, acido abscisico y sacililatos, asi como compuestos que
contienen azufre y que tienen una funcion importante en la defensa de la planta (Rausch

y Wachter, 2005). De hecho, los jasmonatos coordinan la induccién de multiples genes
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de la asimilacion de sulfato (Jost et al., 2005; Sasaki-Sekimoto et al., 2005), ocurriendo
también a la inversa, de forma que los genes involucrados en la sintesis de jasmonatos
estan inducidos cuando las plantas sufren limitacion de azufre (Hirai ef al., 2003;
Maruyama-Nakashita et al., 2003; Nikiforova et al., 2003). El 4cido abscisico induce
especificamente la OASTL citosdlica (Barroso et al., 1999) pero reduce la actividad de
APR mediante un mecanismo postranscripcional no descrito aun (Koprivova et al.,
2002), y tratamientos con salicilatos producen un aumento en los niveles de GSH
(Fodor et al., 1997). Ademas, tanto jasmonatos como salicilatos inducen la acumulacién
de ARNm y la actividad APR (Kopriva et al., 2009). En el caso de las citoquinas, se ha
descrito que reprimen la expresion de los genes que codifican los transportadores de

sulfato de alta afinidad en raices de Arabidopsis (Maruyama-Nakashita et al., 2003).

Se ha identificado en Arabidopsis elementos cis-reguladores involucrados en la
regulacion de la respuesta de la planta a la deficiencia de azufre (Maruyama-Nakashita
et al., 2005). Uno de estos elementos con una secuencia de 16 pares de bases es bien
conocido, y se le ha denominado elemento de respuesta de azufre (Todesco et al.). Esta
presente en los promotores SULTRI; 1, asi como en otros genes implicados en la ruta

metabolica del sulfato (Davidian y Kopriva, 2010).

Uno de los reguladores transcripcionales mas importantes para la captacion de
sulfato es SLIM1, que pertenece a un grupo de factores de transcripcion insensibles a
etileno (EIL: ethylene insensitive3-like). Sin embargo, su funcidon parece ser especifica
a la respuesta a azufre (Maruyama-Nakashita et al., 2006). Por otro lado, miR395
también estd involucrado en la regulacion del metabolismo del azufre, ya que se
acumula bajo condiciones de limitacion de azufre y tiene como dianas a tres isoformas
de ATP sulfurilasas y SULTR2;1, conduciendo a la degradacion postranscripcional de
los transcritos de estos genes dianas (Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Kawashima et al.,
2009; Liang y Yu, 2010).

Otros factores de transcripcion que estan involucrados con la biosintesis de
glucosinolatos son los MYB, y pueden estimular la expresion de enzimas de asimilacion
de azufre (APR y APS kinasa), aumentando asi el suministro de los sustratos necesarios

para la sintesis de glucosinolatos (Yatusevich et al., 2010).

1.5.2. Regulacion del complejo cisteina sintasa

El complejo cisteina sintasa de plantas y bacterias comparte muchas propiedades
cinéticas y estructurales, pero parece que poseen diferentes funciones en cuanto a su
regulacion. En plantas, la coordinacion adecuada del complejo cisteina sintasa es un

punto de control importante de la ruta de asimilacion de sulfato (Riemenschneider et al.,
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2005). La formacion del complejo es reversible y la interaccion de las dos enzimas se ve
fuertemente afectada por la concentracion de OAS vy sulfuro, de manera que el sulfuro
induce su formacion, mientras que OAS favorece la disociacion (Figura 4). La
estabilidad del complejo se mantiene gracias a que el sulfuro mantiene activa a la
enzima SAT cuando forma parte del mismo, siempre que la disponibilidad de sulfato no
sea limitante (Droux et al., 1998; Wirtz y Hell, 2006).

Figura 4. Esquema de regulacion del complejo cisteina sintasa como sensor del estado intracelular
de sulfuro.

En condiciones de suficiencia de sulfuro (recuadro amarillo), las enzimas SAT (representada en gris,
fondo verde) y OASTL (representada en azul, fondo rojo) se asocian para formar el complejo, donde
OASTL esta inactiva. El exceso de OASTL (representada en azul, fondo verde) utiliza la OAS para
generar cisteina. En condiciones de deficiencia de sulfuro (recuadro naranja) los niveles de OAS
aumentan y disocian el complejo, reduciendo la actividad SAT (representada en gris, fondo rojo) (Yi et
al., 2010).

En condiciones de limitacion de azufre, los niveles de sulfuro descienden y OAS
se acumula, provocando la desestabilizacion y disociacion del complejo en conjuncién
con una reduccion de la actividad SAT. Ademas del control de la sintesis de cisteina
mediante interaccidon proteina-proteina en el complejo cisteina sintasa, la OAS
contribuye a la regulacion transcripcional de la captacion y reduccion de sulfato, ya que
reacciona con el sulfuro presente gracias a la OASTL libre, provocando un aumento de
los niveles de cisteina y glutation, los cudles reprimen la expresion de enzimas de la
asimilacion de sulfato (Smith et al., 1997; Koprivova et al., 2000; Hirai et al., 2003;

Wirtz y Hell, 2006). Ademas, la forma citosolica SAT esta regulada alostéricamente
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mediante inhibicidon feedback por cisteina. Esta caracteristica no se observa en las
isoformas cloroplasticas y mitocondriales, que son insensibles a la cisteina (Saito et al.,
1995; Noji et al., 1998).

Por tanto, en plantas, la formacion del complejo cisteina sintasa proporciona un
mecanismo efectivo para controlar los cambios a nivel celular y modular la produccion
de cisteina, actuando como sensor de la disponibilidad y del estado intracelular del
sulfuro en la planta (Yi et al., 2010). Sin embargo, en bacterias el complejo cisteina
sintasa no posee una funcidon regulatoria para SAT. Las diferencias funcionales del
complejo en estos dos tipos de organismos pueden ser explicadas en funcion de la baja
conservacion de los residuos en el dominio C-terminal de SAT, los cuales determinan
en gran medida la inhibicion por cisteina de SAT y las cinéticas de asociacion en el

complejo cisteina sintasa (Wirtz et al., 2010).

2. Metabolismo del glutation

El glutation es un tripéptido que presenta la estructura y-glutamil-L-cisteinil-L-
glicina, y juega un papel muy importante en un amplio nimero de organismos. El
glutation es un compuesto casi ubicuo, aunque estd ausente en algunos organismos que
utilizan diferentes cofactores tidlicos tales como la coenzima A, micotiol y ergotioneina
(Li et al., 2003). Existen otros homodlogos del glutation en algunas plantas,
especialmente en leguminosas, en los que la glicina de la region carboxi-terminal es
reemplazada por otro aminoicido como puede ser [-alanina, dando origen al
homoglutation (Klapheck, 1988); serina, formandose el hidroximetilglutation (Klapheck
et al., 1994); o glutamato generandose el y-glutamilcisteinilglutimico (Meuwly et al.,
1993). Todas estas estructuras poseen un enlace-y que confiere estabilidad y proteccion
al tripéptido de ser degradado por aminopeptidasas (Sies, 1999). El homoélogo mas
frecuente es el homoglutation (hGSH), presente en leguminosas; el
hidroximetilglutation se encuentra principalmente en gramineas, incluyendo el arroz,
trigo y cebada (Okumura et al., 2003); y el compuesto y-glutamilcisteinilglutamico se

encuentra principalmente en maiz (Meuwly et al., 1993).

El glutation existe como forma reducida (GSH) o bien como forma oxidada
(GSSGQG), en la cual dos moléculas de glutatién estan unidas via puente disulfuro, con
eliminacion de dos protones y dos electrones. El potencial redox GSH/GSSG tiene un
valor de -240 mV a un pH de 7,0 (Meyer y Hell, 2005). Este valor es muy similar a los
valores que han sido determinados para muchas tiorredoxinas (desde -280 a 300 mV).
Sin embargo, cuando GSSG se disocia mediante reduccion generando dos moléculas de
GSH, su influencia en el estado redox de la célula depende de la concentracion total de
glutation y su ratio GSH/GSSG (Meyer y Hell, 2005; Mullineaux y Rausch, 2005).
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En plantas, glutation es el principal compuesto tidlico no proteico, estando
presente en altas concentraciones (Noctor et al., 2002). El contenido de GSH en el
citosol de hojas de Arabidopsis es de 3-4 mM (Halliwell y Foyer, 1976; Meyer y Hell,
2005; Krueger et al., 2009), mientras que en los cloroplastos el contenido se estima
entre 1-4,5 mM (Noctor y Foyer, 1998). En un estudio reciente (Fernandez-Garcia et al.,
2009) se calculd que la mayor localizacion de acumulacion de GSH se encuentra en los
cloroplastos (62-75 % del total de GSH) comparado con el 15-25 % encontrado en las
mitocondrias. Otros compartimentos tales como los peroxisomas y el nucleo tienen
menor contenido de GSH (Zechmann et al., 2008; Fernandez-Garcia et al., 2009). Se ha
determinado también que células especificas como los tricomas tienen un contenido
muy elevado de glutation de més de 300 veces superior a otras células epidérmicas,
poniendo de manifiesto la importancia de los tricomas en la biosintesis de glutation y su
posible funcion de sumideros en los procesos de detoxificacion en los que estd
implicado esta molécula (Gutierrez-Alcala et al., 2000).

Asi, sus funciones esenciales estdn relacionadas con la proteccion y
detoxificacion de xenobidticos, proteccion frente a metales pesados, tolerancia a
perturbaciones medioambientales que promueven estrés oxidativo, actiia como cofactor
en diversos procesos metabolicos, y como forma de almacenamiento y de transporte del
azufre reducido (Foyer et al., 2001; Cobbett y Goldsbrough, 2002; Noctor et al., 2002;
Droux, 2004). Ademads, el glutation participa en la regulacion del crecimiento y
desarrollo de las plantas (May et al., 1998; Vernoux et al., 2000; Meyer y Hell, 2005;
Cairns et al., 2006; Foyer y Noctor, 2011). Este tripéptido, que se encuentra en
equilibrio con su forma oxidada, se ha considerado el determinante mayoritario de la
homeostasis redox de la célula, actuando como antioxidante y manteniendo el balance
redox celular. La funcion redox del GSH es una accidon tan importante en la planta que
el citosol y la mitocondria de Arabidopsis han desarrollado un sistema de reserva en
caso de que la reduccion de GSH sea insuficiente (Marty et al., 2009).

La biosintesis de glutation tiene lugar a través de dos etapas enzimaticas
sucesivas dependientes de ATP, catalizadas por las enzimas y-glutamilcisteina sintetasa
(y-ECS o GSHI, EC 6.3.2.2) y glutation sintetasa (GSH2, EC 6.3.2.3),
respectivamente. En la primera etapa se forma y-glutamil-cisteina a partir de L-
glutamato y L-cisteina, en presencia de ATP. En plantas, la enzima GSH1 contiene uno
o dos puentes disulfuro que son inhibidos mediante reduccion. La reduccion de uno de
los puentes, conservado en todas las especies de plantas, gobierna la transicion de la
forma monomérica a la dimérica, mientras que la reduccion del segundo puente
disulfuro, presente sélo en algunas especies de plantas incluyendo a las Brassicaceae,

bloquea el acceso al sitio activo, disminuyendo la eficiencia catalitica (Jez et al., 2004;
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Hothorn et al., 2006; Hicks et al., 2007; Gromes et al., 2008). En el segundo paso de la
sintesis de GSH, una molécula de L-glicina se une al extremo carboxi-terminal del
dipéptido para formar glutation, también en presencia de ATP gracias a la accion de la
GSH2. La enzima glutation sintasa de Arabidopsis thaliana estd formada por 480
aminoacidos, con una region rica en glicina protegiendo el sitio activo de la enzima
(Wang y Oliver, 1997).

En Arabidopsis, ambas enzimas GSH1 y GSH2 estan codificadas por una sola
copia de genes nucleares (At4g23100 y At5g27380, respectivamente) (May et al.,
1998). El andlisis de la localizacion de las proteinas mediante fusion con proteinas
fluorescentes muestra que GSH1 estd exclusivamente localizada en los cloroplastos,
mientras que mas del 90 % de GSH2 esta localizada en el citosol y menos del 10 % en
los cloroplastos. Estos datos indican que y-EC es sintetizada en los cloroplastos, y que
GSH puede ser sintetizado en ambos compartimentos, cloroplastos y citosol (Wachter et
al., 2005; Gromes et al., 2008).

La produccién de glutation esta regulada a multiples niveles. La regulacion de la
biosintesis de GSH depende de la asimilacion de carbono, nitrogeno y azufre, asi como
la coordinacion entre estas rutas de asimilacion (Kopriva y Rennenberg, 2004), y se ve
por tanto afectada por la disponibilidad de cisteina y de luz, ya que en oscuridad la
disponibilidad de glicina esta limitada (Buwalda, 1990; Noctor et al., 1996; Creissen et
al., 1999). Los mecanismos que potencialmente controlan la biosintesis de GSH
incluyen, ademds de la regulacion de la disponibilidad de los aminoacidos que lo
constituyen, la regulacion transcripcional de las enzimas GSH1 y GSH2, la regulacion
de las actividades de estas enzimas y el control de hormonas. Diversas evidencias
indican también que en la regulacion de la biosintesis de GSH influyen todos aquellos
mecanismos en los que sea requerida alguna de las diferentes funciones del glutation

(Kopriva y Rennenberg, 2004).

3. Fotosintesis y regulacion redox
3.1. Modelos bioquimicos de fotosintesis

En el proceso de fotosintesis, la energia de la luz absorbida por la planta se
utiliza para producir materia organica mediante la reduccion del CO, absorbido. El
modelo usado con més frecuencia para la comprension de como la fotosintesis de las
plantas C3 responden a las perturbaciones es el modelo de Farquhar (Farquhar ef al.,
1980). En este modelo, las reacciones bioquimicas de la fotosintesis se consideran que
se encuentran en uno de los dos estados de equilibrio (“steady-states”). En el primero, la

velocidad de fotosintesis puede predecirse gracias a las propiedades de la ribulosa 1,5-
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bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), asumiendo condiciones de saturacién del
sustrato, RuBP. En este caso se dice que la fotosintesis esta limitada por la Rubisco y
normalmente ocurre cuando la concentracion de CO, es baja (Sharkey et al., 2007). De
igual modo, la velocidad de la fotosintesis puede estar definida por la regeneracion de
RuBP, que dependerda del NADPH y del ATP generados a partir de la cadena de
transporte electronico fotosintético, aunque también puede depender de enzimas del
ciclo de Calvin-Benson distintas de la Rubisco. En este segundo caso se dice que la
fotosintesis esta limitada por la regeneracion de RuBP y suele ocurrir a concentraciones
altas de COs,.

Para una determinada concentracion y grado de activacion de la Rubisco, la
disponibilidad de uno de los dos sustratos (CO, y RuBP) resultara limitante de la
velocidad fotosintética. Asi, a concentraciones bajas de CO,, la tasa de asimilacion
aumenta linealmente al hacerlo el CO,, estando limitada la fotosintesis por la actividad
de la Rubisco. A partir de una determinada concentracion de CO; la velocidad de
asimilacion aumenta con éste s6lo ligeramente, debiéndose este aumento a la inhibicion
gradual de la oxigenacion. La figura SA representa una curva ideal de la respuesta de la
tasa de asimilacion (4) a la concentracion de CO, intercelular (Ci), y se denomina curva
A-C;. La parte inicial de la curva corresponde a bajas concentraciones Ci y presenta una
respuesta lineal que es reflejo de la velocidad de carboxilacion de la Rubisco. La
ribulosa bifosfato presente en el cloroplasto excede los requerimientos de carboxilacion
y, por lo tanto es saturante. Esta parte refleja la cinética de primer orden de las
reacciones de carboxilacion catalizadas por la Rubisco. El valor de la ordenada en el
origen es una estimacion de la tasa de respiracion. La interseccion de la recta con el eje

de abscisas corresponde al valor del punto de compensacion I'.
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Figura 5. Curva ideal de respuesta de la tasa de asimilaciéon a la concentracion de CO, intercelular
(A) o al flujo de fotones fotosintéticos (B).

Cuando la asimilacion no esta limitada por la Rubisco sino por la regeneracion

de la ribulosa-1,5-bifosfato, la fotosintesis esta limitada por la luz y, por tanto, por la
tasa de transporte de electrones J (ETR). La respuesta a la luz se caracteriza por una
curva que presenta diferentes fases (Figura 5B) y se denominan curvas A-PAR (PAR:
radiacion fotosintéticamente activa). La fase inicial de la respuesta presenta un
incremento lineal y la pendiente corresponde al méximo rendimiento cudntico de la

fotosintesis (@) es decir, a la fraccion de fotones que inciden sobre la hoja que son
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realmente aprovechados para generar el transporte de electrones. A continuacion existe
una fase de transicion de la fotosintesis saturada por la luz y en la que el CO, empieza a

limitar la respuesta fotosintética.

Cuando la Rubisco cataliza la oxigenacion de la ribulosa-1,5-bisfosfato, con un
mol de oxigeno se liberan 0,5 moles de CO, (Farquhar y von Caemmerer, 1982), y la

tasa de asimilacion (4) se puede expresar matematicamente como:
A=V.—-05V,—Ry Ec.1

donde V. y V, son las tasas de carboxilacion y oxigenacion respectivamente y Ry
es la respiracion mitocondrial en la luz. Esta ecuacion se puede reescribir en funcion de
la tasa de carboxilacion como:
/A
A=VC(1—0,5—)—Rd Ec.2
Ve
La relacion entre la actividad oxigenasa y carboxilasa de la Rubisco se puede

expresar como:

VO — VO max Oi/KO

¢:_

Ec.3
Vc chax Ci/Kc

donde O; y C; son las concentraciones de O, y CO,, y K, y K. son las constantes

de Michaelis-Menten para el O, y CO,, respectivamente.

Segun la ecuacion 2, en ausencia de respiracion mitocondrial (R; = 0), la tasa de
asimilacion fotosintética se hace nula cuando V,/V, = 2, y por tanto, teniendo en cuenta
la ecuacién 3, el punto de compensacion del CO, en ausencia de respiracion

mitocondrial I'* viene dado como:

Vi 0;/K,
1..*:0’5. Omax_ l/ 0 Ec.4
chax KC
De acuerdo con esto, la ecuacion 1 puede reescribirse como:
I“*
AC=VC<1—?)—Rd Ec.5

1

donde Ac es la tasa de asimilacion fotosintética en RuBP saturante. Por Gltimo, si
escribimos la velocidad de carboxilacion de la Rubisco, asumiendo la cinética de
Michaelis-Menten, en funcion de la velocidad maxima de carboxilacion, la ecuacion 5

quedaria como:

B (¢ —T7)
Ac_chax' Oi _Rd Ec.6

Cl-+Kc(1—K—o)
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La ecuacion 6 es la expresion de la tasa de asimilacion de la fotosintesis en
condiciones de RuBP saturante (Figura 5A), donde la pendiente de la curva corresponde
con la velocidad méxima de carboxilacion, y la ordenada en el origen corresponde a la

tasa de respiracion mitocondrial.

La tasa de asimilacion depende de la concentracion de CO; en el cloroplasto (C.)
que, a menudo se asume que es igual a la concentracion de CO, en el mesofilo (C)),
asuncion que no tiene en cuenta la resistencia de transporte entre el mesofilo y el
interior del cloroplasto. Para corregir esta resistencia, se ha propuesto el calculo de los
parametros anteriores en base a curvas A-C,., teniendo en cuenta la conductancia del
mesofilo (gm) (Harley et al., 1992; Bernacchi et al., 2002; Ethier y Livingstone, 2004).

En el caso de que la tasa de asimilacion no esté limitada por la Rubisco sino por
la regeneracion de la ribulosa-1,5-bifosfato, la fotosintesis esta limitada por la luz y, por
tanto, por la tasa de transporte de electrones J (ETR). La tasa de transporte de electrones
J se expresa bajo la forma de una hipérbola no rectangular que puede escribirse segun el

modelo de Caemmerer (Von Caemmerer, 2000) como:

— Qabs +]max - \/(Qabs +]max)2 —40 Qabs ]max

Ec.7
20 ¢

J

donde ® representa la convexidad de la hipérbola, J,,. es la tasa maxima de
transporte de electrones y Qs representa la fraccion méaxima de cuantos incidentes que

se absorben y utilizan en el transporte de electrones, que viene dada por la ecuacion 8:

Qaps =Q - - ¢PSII,max B Ec.8

donde Q es el flujo de fotones absorbido por la hoja (la radiacion incidente
menos las fracciones reflejada y transmitida), a es la absorbancia de la hoja, ®pgy; es el
maximo rendimiento cudntico del fotosistema Il y 3 es la fraccion de luz absorbida que

alcanza el fotosistema I1.

Una vez obtenido el valor de la tasa de transporte de electrones J, Farquhar y
Von Caemmerer (Farquhar y Von Caemmerer, 1982) proponen calcular la tasa de

regeneracion de la RuBP (J°) de la forma:

]G

= Ec.9
aCl+ﬂF* ¢

]l

Si sustituimos la ecuacion 9 por el valor de V. en la ecuacién 5, y reordenamos,

obtenemos la expresion de la tasa de asimilacion determinada por la tasa del transporte

39



Introduccion

de electrones (4j) en condiciones de regeneracion limitante de la RuBP (Figura 5B):

C,—T*

S B Ec.10
aC + Br- @ ¢

3.2. Transporte fotosintético de electrones

El flujo de electrones fotosintético es conducido por dos reacciones fotoquimicas
catalizadas por el PSII y PSI, que estan unidos en serie por la cadena de transporte de

electrones (Figura 6).

Estroma

Lumen

Figura 6. Ruta de transporte de electrones de la fotosintesis oxigénica.
Se muestra el transporte de electrones con lineas de puntos, indicando la direccion del flujo con flechas
(Rochaix, 2011).

La actividad fotoquimica del PSII crea una separacion de carga a través de la
membrana tilacoidal capaz de oxidar el agua con la consecuente disociacidon en protones
y oxigeno en el lumen tilacoidal, y la reduccién de los aceptores primarios de electrones
del PSII (Qa y Qp) en el lado estromético de la membrana. Una vez que ha aceptado los
dos electrones, Qg es liberado del PSII al pool de plastoquinonas y al plastoquinol
reducido del Cytb6f. Este complejo actia como una bomba de protones. La oxidacion
del plastoquinol libera dos protones en el lado del lumen y dos electrones, uno de los
cuales es transferido a través del bajo potencial de la cadena a cytL y cytH en el
complejo Cyth6f, y finalmente a una quinona en el sitio Qi para formar una
semiquinona. La transferencia de electrones desde el Cytb6f al PSI es mediada por la
plastocianina en el lumen tilacoidal. PSI actiia como un conductor de la luz mediante la
oxidacion de la plastocianina, transfiriendo los electrones a través de sus tres centros
internos de 4Fe-4S a la ferredoxina. Por ltimo, estos electrones pueden ser usados por
la ferredoxina NADP" reductasa (FNR) para producir NADPH, el cual, junto con el
ATP generado por la ATP sintasa, permiten la asimilacion de CO; a través del ciclo de
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Calvin-Benson. Ademas, la ferredoxina dona los electrones a otras rutas tales como la
transferencia de electrones ciclica, la asimilacion de azufre y nitrégeno, y a las

tiorredoxinas, que regulan la asimilacion de carbono (Rochaix, 2011).

En los ultimos afios se han realizado avances en la comprension de la
composicion, estructura, ensamblaje y regulacion de los complejos fotosintéticos
mayoritarios PSII y PSI, asi como los sistemas de antenas asociados, Cytb6f'y ATP
sintasa. Estos contienen multiples subunidades, pigmentos y cofactores redox que son
sintetizados a través de la accion coordenada de los genomas nucleares y cloroplasticos.
Este origen dual de las proteinas fotosintéticas necesita una red de regulaciéon compleja
para su expresion coordenada (Allen, 1993). La localizacion de estos dos sistemas en el
mismo compartimento celular permite un ajuste rapido de la expresion de los genes a
cambios medioambientales. Asi, la expresion de genes involucrados en la fotosintesis
esta regulada por muchos factores, y entre ellos, la luz es particularmente importante.
Aunque la luz es esencial para la fotosintesis, un exceso de la misma puede ser
perjudicial cuando la luz absorbida excede la capacidad de la maquinaria fotosintética.
Bajo estas condiciones, el exceso de fotones y electrones necesitan ser disipados para
proteger el aparato fotosintético del dafio inducido por luz. Esto ocurre a través de un
proceso que se induce con rapidez denominado decaimiento no-fotoquimico o “non-
photochemical quenching” (NPQ), en el cual el exceso de luz absorbida es disipado
como calor (Niyogi, 1999). Ademdas de este proceso, existen otros mecanismos de
fotoproteccion tales como enzimas y moléculas plastidicas antioxidantes, y procesos de
reparacion de la peroxidacion lipidica y los dafios en el PSII (Nixon ef al., 2010). En el
otro extremo, bajo condiciones de poca luz, la maquinaria fotosintética se adapta para

optimizar su rendimiento fotosintético.

Ademas del transporte lineal de electrones (LEF), el sistema puede realizar un
transporte de electrones ciclico (CEF). En este caso, la ferredoxina reducida transfiere
sus electrones de vuelta al pool de plastoquinonas a través del NADPH o directamente
al complejo Cyth6f, provocando un flujo de electrones ciclico alrededor del PSI,
acompafiado de traslocacion de protones y formacion de ATP. La fijacion de una
molécula de CO,, o lo que es lo mismo, un ciclo en la ruta de Calvin-Benson, consume
3 moléculas de ATP y 2 moléculas de NADPH. Sin embargo, el ratio ATP/NADPH es
de 1,28 para LEF, no siendo suficiente para llevar a cabo el ciclo de Calvin (Joliot y
Joliot, 2002). En las plantas C3, el transporte de electrones ciclico es especialmente
importante bajo condiciones de estrés tales como bajo CO,, luz de alta intensidad,
sequia, o durante la transicion de oscuridad a luz. Bajo estas condiciones, el flujo de
electrones ciclico permite la acidificacion del lumen tilacoidal, que es requerido para la

induccion de la sintesis de ATP y de la repuesta del decaimiento no fotoquimico (NPQ),
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el cual reprime al PSII. El CEF es también importante cuando la fotorrespiracion esta

inducida porque se requiere mas ATP para la fijacion de CO; bajo estas condiciones.

La deficiencia en el flujo de electrones ciclico provoca una menor acidificacion
del lumen y una disminucion del NPQ. La sobre-reduccion de la cadena de transporte de
electrones puede parar este flujo de electrones porque bajo estas condiciones los
electrones no tienen a donde ir. En este caso, ocurre un flujo de electrones pseudo-
ciclico en el cual la transferencia de electrones procede desde el agua hasta el PSI con el
oxigeno molecular como alternativa actuando como aceptor de electrones. Este proceso
es llamado reaccion de Mehler y conduce a la creacion de superdxido, que es convertido
en peroxido de hidrogeno por la enzima superdxido dismutasa, y en agua y oxigeno por
las peroxidasas y catalasas (ciclo de agua-agua). Este ciclo agua-agua fue propuesto
para restablecer el equilibrio redox en condiciones de sobre-reduccion (Ort y Baker,
2002).

Las condiciones limitantes de micronutrientes pueden afectar profundamente la
trasferencia de electrones fotosintéticos. Bajo limitacion de azufre, las algas verdes
reprimen la actividad del PSII y la evolucién de oxigeno (Pollock et al., 2005). Esto
conduce a un estado anaerobico en el cual las actividades del complejo Cytb6f'y PSI no
disminuyen significativamente para asi permitir a las células mantener la sintesis de
ATP a través del transporte de electrones ciclico. Ademas, en condiciones limitantes de
azufre aumenta la degradacion de almidon, proteinas o lipidos, permitiendo asi la
produccion de electrones que son direccionados al pool de plastoquinonas a través del
complejo Ndh-2. Debido a que el ciclo Calvin-Benson, que actia como el mayor
sumidero de electrones, esta reprimido bajo condiciones limitantes de sulfuro, esto

puede generar un exceso de poder reductor y dafio oxidativo.

Es importante resaltar que, ademas del transporte de electrones fotosintético,
existen otras rutas que también proporcionan poder reductor a los plastidios y a la red
tiol/disulfuro, como por ejemplo, la ruta de la pentosa fosfato oxidativa y la ruta
malato/oxaloacetato a través de la membrana plastidica. Estas rutas son especialmente

importantes en oscuridad y en plastos no fotosintéticos (Dietz y Pfannschmidt, 2011).

3.3. Regulacion redox en el estroma y lumen del cloroplasto

El poder reductor generado por la cadena de trasferencia de electrones
fotosintético es utilizado tanto para llevar a cabo reacciones anabolicas del metabolismo
como para generar sistemas antioxidantes en la célula (produccién de antioxidantes
solubles como ascorbato y glutation) y sistemas regulatorios redox. Todos ellos estdn

interconectados y forman parte de una red de procesos quimicos de oxido-reduccion.
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En el estroma cloroplastico existen cuatro rutas importantes en cuanto a la
regulacion redox como son las que implican directamente a los donadores de electrones
ferredoxina y NADPH, o los que implican proteinas reguladoras como los sistemas de

tiorredoxinas (Txr), o el sistema glutation/glutarredoxina (Dietz y Pfannschmidt, 2011).

Las tiorredoxinas son pequefias oxidorreductasas muy abundantes de
aproximadamente 12 kDa con un sitio activo conservado (W-C-G(P)-C) y una
estructura tridimensional comun. En Arabidopsis se han encontrado mas de 20 genes
que codifican tiorredoxinas. Basandose en su estructura, pueden ser clasificadas en seis
clases: Trx-h (citosdlica y parcialmente mitocondrial), 77x-o (mitocondrial), Trx-f, -m, -
x, € -y (plastidicas) (Oelze et al., 2008). Las tiorredoxinas son reducidas por enzimas
especificas denominadas Fd-Trx-oxido-reductasa (FTR), catalizando la reduccion de un
grupo ditiol conservado en la Trx que es luego utilizado por la molecula de Trx para
transferir el poder reductor a la proteina diana especifica, funcionando como
transmisores redox. Recientemente se ha identificado la proteina NTRC que actiia como
tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH y que es esencial en el control redox en
plastidios (Perez-Ruiz et al., 2006; Michalska et al., 2009).

Las tiorredoxinas reducen proteinas dianas a través de puentes difulfuro y a
menudo producen cambios en el estado de activacion de estas proteinas (Lemaire et al.,
2007). En términos de la regulacion redox celular, el sistema ferredoxina-tiorredoxina
es el ejemplo cldsico mejor estudiado de control de actividad enzimatica dependiente de
puentes de disulfuro. Existen al menos seis enzimas del ciclo de Calvin que han sido
identificadas que se activan tras iluminacion, incluida la Rubisco activasa. Dos tipos de
Trx (-f y —m) han sido identificadas como reguladores clave de esta cascada de
sefalizacion por luz a través de un mecanismo que involucra la activacion/desactivacion

de enzimas mediante intercambios tiol/disulfuro (Lemaire et al., 2007).

Ademas de su papel como reguladores de procesos metabolicos ajustando el
estado redox de las proteinas dianas, también participan en mecanismos de defensa
antioxidantes como donadores de electrones a peroxirredoxinas (Prx). Las
peroxirredoxinas son peroxidasas sin grupo hemo ubicuas localizadas en diferentes
compartimentos celulares. En Arabidopsis existen 10 posibles genes que codifican para
Prx, cuatro de las cuales se localizan en el cloroplasto (2-Cys Prx A y B, Prx Q y PrxII
E) (Dietz, 2003). El centro catalitico de las Prx contiene un residuo cisteinil que reduce
a diferentes peroxidos conduciendo a la formaciéon de enlaces disulfuros intra- o
intermolecular en la Prx o entre dos subunidades de Prx, excepto en el caso de 1-Cys
Prx. Las tiorredoxinas y las glutaredoxinas reducen los tioles oxidados y asi regenera la
Prx activa. A parte de su papel como defensa antioxidante, también se ha sugerido que

las Prx tienen un papel importante en la sefializacion redox (Dietz et al., 2006).
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La regulacién redox del lumen tilacoidal muestras caracteristicas opuestas al
estroma cloropléstico que puede ser motivo de su origen evolutivo. El espacio
intermembrana de la mitocondria y del lumen tilacoidal cloropléstico son descendientes
evolutivos del espacio periplasmico de bacteria y por este motivo la oxidacion de
puentes disulfuros de los residuos de cisteina es utilizado como mecanismo para
estabilizar el plegamiento de las proteinas y regular su funcion (Hermann et al., 2009).
Este proceso es opuesto a los otros compartimentos de las células eucaridticas como el
estroma, que derivan del citosol bacteriano y que mantiene los residuos de cisteina

principalmente reducidos.

El Iumen tilacoidal contiene una gran variedad de proteinas entre las que se
encuentran numerosas chaperonas e inmunofilinas con actividad PPlasa (peptidil-
propil-cis-trans isomerasa). La primera inmunofilina cloropléstica identificada fue
FKBP13 en plantas de haba (Luan et al., 1994). Esta proteina fue después caracterizada
bioquimica y genéticamente en Arabidopsis y en el lumen tilacoidal interacciona con la
proteina de Rieske (Gupta et al., 2002). La estructura tridimensional de AtFKBP13
revela un par de enlaces disulfuro Unicos que estan ausentes en los homologos
bacterianos y animales. Los experimentos revelan que las tiorredoxinas del cloroplasto
(tipo -m) o de E. coli reducen especificamente ambos puentes disulfuro en concierto con
la pérdida de actividad PPlasa. Estos resultados sugieren que la proteina luminal
AtFKBP13 imita a su pareja estromatica en la modulacion tiol-redox. Sin embargo, el
lumen difiere del estroma en el hecho fundamental de que la activacion de las enzimas
tiene lugar por oxidacion en la luz (Figura 7) (Gopalan et al., 2004; Buchanan y Luan,
2005).

Hasta la fecha no se han identificado en el lumen enzimas con actividad sulfidril
oxidasas capaces de catalizar la oxidacion de proteinas, aunque este proceso podria
tener lugar de forma no enzimatica e incontrolada debido a la alta concentracion de

oxigeno que se produce en el lumen durante la fotosintesis.
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\\

Figura 7. Mecanismo propuesto para la regulacion mediada por luz en el estroma y lumen
tilacoidal.

Trx: tiorredoxina; PSI: fotosistema I; PSII: fotosistema II; “Redox protein: proteina no identificada hasta
la fecha (Gopalan ef al., 2004).

Esta regulacion funcional de proteinas por procesos de oxidacidon también tiene
lugar en otras proteinas esenciales como la proteina quinasa STN7 de Arabidopsis o
STT7 de Chlamydomonas. Esta proteina STN7/STT7 esta asociada con la membrana
tilacoidal y regula los niveles de fosforilacion de las proteinas LHCII en respuesta a
condiciones cambiantes de luz para ajustar la composicion de los fotosistemas PSII y
PSI. La actividad quinasa esta regulada por el estado redox de los residuos de cisteina
conservados en el extremo N-teminal de la proteina, que se localizan en el lado del
lumen, siendo activa con los residuos oxidados e inactiva con los residuos reducidos
(Lemeille et al., 2009; Pesaresi et al., 2009). Se ha propuesto que estos residuos de
cisteina estan implicados en la inactivacion de las quinasas por un sistema de
tiorredoxinas que transmita la sefializacion redox del estroma al lumen. En este proceso
estarian implicadas posiblemente las proteinas tilacoidales CCDA y HCF164
(Puthiyaveetil et al., 2011). La proteina HCF164 fue identificada como una proteina
Trx-like anclada en la membrana tilacoidal que presenta su extremo catalitico en el
lumen. HCF164 esta relacionada con el ensamblaje del complejo Cyth6f (Lennartz et
al., 2001) y tiene como proteina diana a PsaN (subunidad N del PSI). CCDA es un
homologo de los transportadores procarioticos tiol-disulfuro y es imprescindible para

una transferencia de electrones eficiente desde el estroma al lumen (Motohashi y
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Hisabori, 2010). El modelo sugiere que CCDA recibe los electrones de la Trx-m

estromatica y los dona a HCF164 que reduce las proteinas diana en el lumen.
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Objetivos de la tesis

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de las enzimas
OASTL de Arabidopsis thaliana, con una mayor atenciéon en las enzimas mas
abundantes y desde un punto de vista de su participacion en la ruta primaria de
asimilacion de sulfato. Sin embargo, no se les habia dado ninguna importancia a
otras proteinas minoritarias de la misma familia que fueron identificadas por homologia
de secuencia y a las que se les asignaban funciones auxiliares. Entre estas proteinas
minoritarias se encuentra CS26, que junto con la mayoriataria OAS-B, se localiza en
los cloroplastos. El objetivo fundamental de la investigacion a desarrollar durante la
tesis constituyo el estudio detallado de CS26 y su comparacion con OAS-B. Para ello

se establecieron los objetivos concretos que se detallan a continuacion:

1. Caracterizacion in vitro de la proteina CS26 de Arabidopsis thaliana mediante la
expresion, purificacion y andlisis enzimatico de la proteina recombinante His-

CS26 y localizacion subcelular en cloroplastos.
2. Caracterizacion de mutantes insercionales de T-DNA en los genes CS26 y OAS-

B de Arabidopsis thaliana mediante analisis fenotipico, bioquimico,

fotosintético, transcriptomico y metabolomico.
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Materiales y métodos

1. Material biologico
1.1. Bacterias

Durante este trabajo, se han utilizado células competentes de E. coli, estirpe
DH5a, proporcionadas por el Servicio de Cultivos del Instituto de Bioquimica Vegetal y

Fotosintesis.

Para la transformacion de las bacterias se afiadié el DNA plasmidico (< 100 ng)
sobre 200 pL de células competentes descongeladas. La mezcla se incubd en hielo
durante 30 min, para posteriormente someterla a choque térmico (90 s a 42 °C). A
continuacion, las células se recuperaron mediante incubacion durante 1 h en medio LB,
a 37 °C y con agitacion. Finalmente, se sembraron placas de LB soélido [agar 1,5 %
(p/v)] suplementadas con el antibiotico adecuado en cada caso y se incubaron a 37 °C

hasta la aparicion de los transformantes.

Por otra parte, se utilizaron células de E. coli, estirpe DB3.1, para la propagacion
de plasmidos de destino del kit de clonaje Gateway (Invitrogen); asi como células “One
Shot TOP10” incluidas en este mismo kit. En estos casos, la transformacion de las

bacterias se realizo siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para la expresion de la proteina recombinante CS26 en bacterias, se utilizaron
células de E. coli BL21 One Shot (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

1.2. Plantas
1.2.1. Arabidopsis thaliana

Para el desarrollo de esta tesis se han utilizado plantas silvestres de Arabidopsis
thaliana, ecotipo Columbia, procedentes del European Arabidopsis Stock Centre
(NASC, University of Nottingham, UK).

Por otra parte, se emplearon mutantes insercionales de T-DNA procedentes de
las colecciones SALK (Salk Institute Genome Analysis Laboratory) y GABI-kat
(German Plant Genome Research Program) obtenidas también a través del NASC
(Tabla 2).
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Tabla 2. Lineas mutantes utilizadas en este trabajo

Gen Linea Locus Localizacion del T-DNA Expresion
CS26 SALK 034133  At3g03630 Exon Nula
CS26 GABI 376E08  At3g03630 Ex6n Nula
OASB SALK 021183  At2g43750 Intron Nula
OASB GABI 684B07  At2g43750 Exon Nula

Por ultimo, también se emplearon plantas complementadas del gen CS26. Dichas
plantas fueron obtenidas con anterioridad en nuestro laboratorio. Para generar estas
lineas la secuencia codificante completa de CS26 se clono en el vector pMDC32 con
resistencia a higromicina (Curtis y Grossniklaus, 2003) utilizando la tecnologia
Gateway (Invitrogen). De esta forma, en la construccién, CS26 se encuentra bajo el
control de un doble promotor CaMV35S.

1.2.2. Esterilizacion de semillas

En todos los casos, las semillas se lavaron con etanol al 70 % (v/v) durante 5
min, sometiéndolas a continuacioén a un segundo lavado de 20 min con una solucioén de
NaClO al 20 % (v/v) y Triton X-100 al 0,1 % (v/v). Por ultimo, las semillas se
enjuagaron con agua destilada (5-7 lavados) para eliminar los restos de NaClO y
detergente. Para sincronizar su germinacion, las semillas se estratificaron durante 24 h a
4°C.

1.2.3. Cultivo de plantas

Para el cultivo in vitro se prepararon placas Petri con medio MS (0,5x)
(Murashige y Skoog, 1962), pH 5,6-5,8; suplementadas con vitaminas Gamborg B5 (1x)
(Sigma). Como gelificante se empled agar al 0,8 % (p/v). Las vitaminas se anadieron
tras el autoclavado para evitar su degradacion. En el caso de los mutantes SALK, las
placas se suplementaron con 30 mg/mL de kanamicina, y en el caso de los mutantes
GABI con 7,5 mg/mL de sulfadiazina.

De forma rutinaria, también se cultivaron las plantas en sustrato vegetal como

medio de siembra y fueron regadas con agua.
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1.2.4. Condiciones de cultivo

En los ensayos de régimen de crecimiento de ciclo largo, las plantas se crecieron
en camaras de cultivo (Sanyo) con un fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad,
manteniendo constante la temperatura (20 °C luz/ 18 °C oscuridad), la humedad relativa
(70 %) y la intensidad luminica (120-140 pmol m™s™). En los ensayos de régimen de
ciclo corto, el fotoperiodo empleado fue de 8 h luz/ 16 h oscuridad, conservandose el
resto de parametros inalterados. En el caso de los ensayos de régimen de luz continua, el

fotoperiodo empleado fue de 24 h luz, sin modificar el resto de parametros.

2. Tratamiento del material vegetal
2.1. Tratamiento con metales pesados

El analisis de deteccion de fitoquelatinas se llevo a cabo en plantas de 3 semanas
de crecimiento en tierra que se regaron con agua y CdCl, con una concentracion final de
250 uM. Después de 3, 6, 10 y 13 dias de tratamiento, se recogieron muestras para los

analisis posteriores.

2.2. Tratamiento con luz de alta intensidad

Las plantas adultas crecidas en los fotoperiodos de dia corto y dia largo se
expusieron bajo una lampara de luz de alta intensidad con PPFD de 750 % 50 pmol m™
s a temperatura ambiente en las mismas camaras de crecimiento donde se encontraban.
La temperatura de las hojas debajo de la ldmpara aumento < 5 °C en 1 h,

correspondiente al maximo tiempo de exposicion.

2.3. Tratamiento de sequia

El tratamiento de sequia se realizd en plantas adultas, tanto en condiciones de
dia largo como de dia corto, durante un periodo de 13-18 dias, respectivamente, en los

que no se realizaba el riego, tras el cual las plantas son nuevamente regadas con agua.

3. Parametros fotosintéticos

3.1. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

Para la determinacion de clorofila total en la fraccion de los cloroplastos se
prepar6 una dilucion 1/100 en acetona a partir de la solucidon enriquecida de cloroplastos

en la solucién II (ver apartado 5.1.3), y se centrifugd a 2500 g durante 5 min. Para la
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determinacion en hojas, se extrajo 0,1 g de peso fresco de hojas con acetona. La
densidad optica se midié a 652 nm, considerando un coeficiente de extincion de 34,5
mg 'mL" cm™. El contenido de clorofila a/b y carotenoides se llevé a cabo siguiendo el

protocolo descrito en trabajos previos (Lichtenthaler, 1987).

3.2. Analisis de la eficiencia fotosintética

3.2.1. Cuantificacion de la emision de fluorescencia de clorofila in vivo mediante

“Fluorimager”

Las imagenes de fluorescencia de clorofila en plantas enteras in vivo se
obtuvieron mediante un “chlorophyll fluorescent imaging system” (Fluorimager,
Technologica). Se aplicé un régimen programado de tiempos de exposicion de luz
actinica (150 y 800 umol m™ s™), pulsos de luz saturada y periodos de oscuridad.
Mediante el software se realizaron automaticamente el calculo de los parametros
descritos en la Tabla 3 (Baker, 2008). gL fue calculado después de las medidas a partir
de las imagenes obtenidas de Fiqg/Fm’, Fo’,y F’.

Tabla 3. Parametros fotosintéticos utilizados en el estudio de la reaccion fotoquimica del PSII
mediante Fluorimager.
PSII: Fotosistema II. Q4: aceptor quinona primario del PSII.

Parametro Definicion Relevancia Fisiologica

E F' Emision de fluorescencia de hojas  Proporciona poca informacion

adaptadas a la oscuridad o a la luz,

respectivamente

F, F,  Fluorescencia minima de hojas Nivel de fluorescencia cuando Q, estd
adaptadas a la oscuridad y ala luz, xidada al maximo
respectivamente

Fm, Fm' Fluorescencia maxima de hojas Nivel de fluorescencia cuando Q, estd

adaptadas a la oscuridad y a la luz, reducida al maximo
respectivamente

Fv, Fv'  Fluorescencia variable de hojas Demuestra la capacidad del PSII de
adaptadas a la oscuridad y a la luz, realizar la reaccion fotoquimica
respectivamente

Fq' Diferencia en fluorescencia entre ~ Extincion de fluorescencia

Fm'y F' fotoquimica

Fv/Fm  Eficiencia cuantica maxima del Eficiencia méxima a la cual la luz
PSII absorbida por el PSII es usada para la

reduccion de Q,
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Parametro Definicion Relevancia Fisiologica

Fq'/Fm' Eficiencia operativa del PSII Estima la eficiencia a la cual la luz
absorbida por el PSII es usada para la

reduccion de Q,

Fv/Fm' Eficiencia maxima del PSII Estimacion de la eficiencia méaxima
de la reaccion fotoquimica del PSII a
una PPFD dada. Es la eficiencia de
operacion del PSII si todos los centros

estuviesen abiertos (Qa oxidada)

Fq'/Fv'  Factor de eficiencia del PSII También llamada qP. Relaciona la
eficiencia maxima del PSII con la

eficiencia operativa del PSII

NPQ Non-photochemical Quenching Monitoriza la constante de velocidad
(decaimiento no fotoquimico) aparente de pérdida de calor del PSII
qL Fraccion de centros del PSII que Estima la fraccion de los centros
estan "abiertos" abiertos del PSII (con Q, oxidada)

3.2.2. Analisis fotosintético mediante intercambio de gases y fluorescencia de

clorofila

Para medir los parametros de fluorescencia de clorofila también se utilizdé un
analizador de intercambio de gases “Li-6400 Infra Red Gas Analizer” (Licor Inc.). Las
hojas no escindidas de la planta fueron expuestas a PPFD 750 pmol m™ s durante 45
minutos usando una fuente de luz blanca que incidia sobre un area total de 2 cm”. La
temperatura de la camara del IRGA se mantuvo constante a 22 °C. El programa
utilizado para obtener las medidas de fluorescencia contenia un periodo de oscuridad de
20 minutos, seguido de periodos de luz actinica y de pulsos de luz saturados, tomandose
medidas cada 2 minutos, durante 6 ciclos. El calculo de los parametros Fv/Fm, Fq'/Fm’,

Fv’/Fm’,y NPQ se realiz6 automaticamente mediante el software de LICOR.

Los parametros de intercambio de gases fueron determinados de forma
simultdnea con las medidas de fluorescencia de clorofila usando el mismo equipo Li-
6400. Todas las medias fueron realizadas en la misma hoja a una temperatura de 22 °C
usando una camara de hoja de 2 cm’. Las curvas Ay-C; fueron obtenidas en diferentes
hojas de las lineas mutante y silvestre. En hojas adaptadas a la oscuridad, la fotosintesis
fue iniciada con una concentracién de CO, (C;) de 400 pmol mol” y una PPED de 1000
umol m™ s™'. La cantidad de luz azul fue ajustada a 10 % de PPFD para maximizar la

apertura de los estomas. La temperatura de la cdmara fue mantenida a 22 °C, con un

57



Materiales y métodos

déficit de presion de vapor entre 1,2 y 1,8 kPa. Una vez que se alcanzo el equilibrio, se
determinaron las curvas de respuesta a CO,. Las medidas de intercambio de gases y
fluorescencia se realizaron a 400 pmol CO, mol’ aire, y posteriormente la
concentracion de CO, se redujo secuencialmente hasta 50 pmol CO, mol ! aire. Una vez
finalizadas las medidas a bajo CO, se retorno a 400 pumol CO, mol” aire y se fue
incrementando la concentracion C; secuencialmente hasta 1500 pmol mol”. La
correccion de posibles fugas de la cdmara de medida se realiz6 en tres curvas Ay-C;, dos
de ellas con la camara vacia y una de ellas con hojas fotosintéticamente inactivas
obtenidas por calentamiento a 100 °C hasta que no se observo fluorescencia en la hoja.
En las curvas de luz (4x-PAR), las hojas no escindidas de la planta fueron expuestas a
un programa donde se utilizé diferentes intensidades luminicas desde 0 a 2000 pmol m™
s, a una temperatura constante de 22 °C y 400 umol CO, mol™ aire. El calculo de los
parametros de conductancia estomatica, tasa fotosintética, Ci, Fv/Fm, Fq’/Fm’,
Fv’/Fm’, NPQ, etc., se realiz6 automaticamente mediante el software de LICOR (Tabla
4).

Tabla 4. Parametros fotosintéticos utilizados en el estudio del intercambio de gases y fluorescencia
de la clorofila del PSII mediante IRGA.

Parametro Definicion

Tasa fotosintética neta (umol CO, m™s™) o tasa neta de incorporacion

Av de CO;

gs Conductancia de CO; estomatica (mol CO; m> s'l)

gm Conductancia de CO, del mesofilo (mol CO, m™ s™ bar™)

E Transpiracién (mmol H,O m?s™

a Absorbancia de la hoja

5 Refleja la distribucion de los electrones entre cada uno de los
fotosistemas PSI y PSII

Ci Concentracion de CO, intercelular (pmol CO, mol™)

Ca Concentraciéon de CO, ambiental (umol CO, mol™)

Cc Concentracion de CO; en el cloroplasto (umol CO, mol'l)

Ve max Velocidad méxima de carboxilacion de la Rubisco (umol CO, m? s'l)

Imax Tasa de transporte de electrones maximo (umol ¢ m™s™)
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Parametro Definicion

ETR Tasa de transporte de electrones (umol ¢ m™ s™)

r# Punto de compensacion de CO; en ausencia de respiracion mitocondrial
R,y Tasa de respiracion mitocondrial (umol CO, m™s™)

Rendimiento Concentracion de CO, asimilado por cada mol de fotones de luz (umol
cudntico CO, mol™ hv)

Radiacion fotosintéticamente activa que es absorbida por la hoja

PAR-abs -
(MLEm™s")

Concentracion de fotones de luz necesarios para la conversion de 1 mol
PAR-abs/ETR q -
de electrones (mol E mol™ ¢7)

4. Aislamiento y analisis de acidos nucleicos
4.1. Plasmidos utilizados

Se utilizo el vector de entrada Gateway (Invitrogen) pPENTRY/D-TOPO para la
clonacion de la region codificante de la proteina madura CS26, y el vector de destino
Gateway pDEST17, con resistencia a ampicilina, para la expresion en bacterias de la

proteina recombinante con una cola de His en el extremo aminoteminal.

Para la generacion de la linea complementada de CS26 se utilizé el plasmido
pMDC32 (Curtis y Grossniklaus, 2003) compatible con la tecnologia Gateway
(Invitrogen), que permite que CS26 esté bajo el control de un doble promotor

CAMV35S y confiere a las plantas resistencia a higromicina.

4.2. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR

En general, para las reacciones en cadena de la polimerasa se empledé Taqg DNA
polimerasa (Invitrogen). Siguiendo las indicaciones de la casa comercial, la mezcla de
reaccion contenia, ademas del DNA o cDNA molde, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM,
oligonucleo6tidos directo y reverso 0,5 uM cada uno (Tabla S1), DNA polimerasa 2,5 U
y el correspondiente tampoén comercial 1x. Las condiciones de reaccidon constaron de
una etapa inicial de desnaturalizacion de 2 min a 94 °C, seguida de 30-35 ciclos
sucesivos de desnaturalizacion (1 min, 94 °C), hibridacion (1 min, 45-65 °C) y extension

(1 min, 72 °C), y una etapa final de elongacion de 5 min a 72 °C.
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4.3. Electroforesis de DNA

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1 % (p/v) en
tampon TBE (0,5x), tefiidos con bromuro de etidio 1 pg/mL y separados
electroforéticamente con una corriente eléctrica de 100 V. Las muestras se cargaron en

presencia de tampdn de carga.

Tampon de carga: Azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y ficoll 15 % (p/v).

4.4. Secuenciacion de DNA

Las secuenciaciones de DNA realizadas durante este trabajo se llevaron a cabo

en el Servicio de Genomica de la empresa Newbiotechnic, S.A.

4.5. Extraccion de RNA

El RNA total para RT-PCR y qPCR se aislo de hojas de Arabidopsis utilizando
el kit comercial “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), siguiendo las especificaciones del
fabricante. El DNA se elimindé mediante tratamiento en columna con Dnasa I libre de

RNasa (RNase-free DNase Set, Qiagen), segun el protocolo recomendado por el kit.

Para los ensayos de hibridacion con micromatrices de DNA, la extraccion del
RNA se realizo utilizando “Trizol Max Reagent” (Invitrogen). Brevemente, se
homogeneizd el material triturado en N; liquido (50-100 mg) con 1 mL del reactivo y se
incubo a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacién se le anadié 200 uL de
cloroformo y se centrifug6 a 950 g durante 15 min a 4°C. Por ultimo, el RNA se
precipitd con isopropanol, y el precipitado se resuspendio en 100 pL de agua tratada con
DEPC. A continuacion, los RNAs aislados se sometieron a un ultimo paso de limpieza
con el kit “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), tratindose posteriormente con DNasa
libre de RNasa (“RNase-free DNase I Set”, Qiagen) segin las indicaciones del

fabricante.

Los RNAs se cuantificaron mediante la determinacion de la absorbancia a 260
nm, a excepcion de aquellos destinados al analisis por qRT-PCR y chips de DNA. En el
primer caso, la calidad y concentracion del RNA se determiné utilizando el sistema de
electroforesis automatizada Experion (Bio-Rad). En el segundo, se empled el
Bioanalyzer 2100 (Agilent).
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4.6. Sintesis de cDNA

Una vez aislado y cuantificado el RNA segun se ha descrito con anterioridad, se
procedid a la sintesis de cDNA mediante reaccion de transcripcion reversa con el kit
“SuperScript™ First-Strand” (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se
empled oligo dT como cebador de la reaccion.

4.7. Analisis de RNA mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Se analiz6 la expresion de distintos genes mediante PCR cuantitativa en tiempo
real. Para ello, se disefiaron oligonucleotidos especificos de cada gen utilizando los
programas “Vector NTI Advance 10” (Invitrogen). Todos los oligos debian tener una
Tmde 60 = 1 °C, un contenido de G y C entre 40-50 % y dar lugar a un amplicon de 80-
100 pb.

Para la reaccion de qPCR se utilizo el kit “1Q SYBR Green Supermix” (Bio-
Rad), usando un termociclador iQ™5 (Bio-Rad). Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 20 puL conteniendo: “iQ SYBR Green Supermix” 1x, oligonucledtidos
directo y reverso 100 nM cada uno y cDNA 1 ng/uL. Se realizaron dos réplicas
experimentales por muestra y tres réplicas biologicas independientes para cada
condicion. Previo a cada reaccion de qPCR se analizo la integridad del cDNA, mediante
esta misma técnica, utilizando parejas de oligonucleotidos disefiados en los extremos 5’
y 3’ del gen de expresion constitutiva GADPH (codifica la subunidad C de la
gliceroaldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (Tabla S1).

El programa de PCR utilizado constaba de una etapa inicial de desnaturalizacion
de 10 min a 95 °C, seguida de 45 ciclos sucesivos de desnaturalizacion (15 s, 95 °C) e
hibridacion (1 min, 60 °C). Para confirmar la presencia de un Unico producto de
amplificacion, asi como la ausencia de dimeros de los oligonucledtidos, se analizaron

las curvas de disociacion de cada uno de los amplicones (55-90 °C, AT: 0,3 °C 5.

Los niveles de expresion de los distintos genes se calcularon mediante
cuantificacion relativa respecto a los valores obtenidos para la linea silvestre
(calibrador). Se utilizd como control normalizador el gen UBQI0 (que codifica la
poliubiquitina 10) de expresion constitutiva en 4. thaliana. Las veces de cambio para

cada gen se calcularon mediante el método de 2 **“* (Livak y Schmittgen, 2001).

ACt (muestra) = Ct (muestra) — Ct (normalizador)
ACt (calibrador) = Ct (calibrador) — Ct (normalizador)
AACt = ACt (muestra) — ACt (calibrador)

. “AACE
Veces de cambio = 2
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Los resultados obtenidos se presentan como el valor medio de las veces de

cambio + desviacion estandar.

4.8. Analisis de perfiles transcripcionales mediante micromatrices de DNA

Se analizaron los perfiles transcripcionales de hojas de plantas silvestres y
mutantes ¢s26 crecidas bajo las condiciones de regimenes de dia largo y dia corto. Se
extrajo RNA de hojas utilizando el método del “Trizol Max Reagent” (apartado 4.5). Se

realizaron tres réplicas bioldgicas independientes por linea y por condicion.

La sintesis de cDNA, el marcaje de cRNA y la hibridacion de los chips ATH1 de
Affymetrix se llevaron a cabo en la Unidad de Genomica del Centro Nacional de
Biotecnologia (CNB, Madrid), utilizando los protocolos recomendados por Affymetrix.

De igual manera, el analisis de los valores obtenidos se realiz6 en esta misma unidad,
utilizando el software affylmGUI R (Wettenhall ef al., 2006).

Para la normalizaciéon de los datos se emple6 el método RMA (“Robust
Microarray Average”) (Irizarry et al., 2003). El analisis estadistico de las diferencias de
expresion génica se llevd a cabo siguiendo la metodologia Limma (“Linear Models for
Microarrays Data”), que forma parte del programa AffylmGUI. Los valores de P se
corrigieron utilizando el método de Benjamini-Hochberg (Klipper-Aurbach et al., 1995;
Reiner et al., 2003), considerandose estadisticamente significativos sélo aquellos que
presentaban valores de FDR menores de 0,05. También se adoptdé como valor de corte
dos veces de cambio, asi como lgSefial > 7 para discriminar aquellos genes con la

expresion alterada.

La clasificacion de los genes en categorias funcionales se realizé utilizando el
software Map-Man (http://gabi.rzpd.de/projects/Map-Man/) (Thimm et al., 2004) y las
bases de datos de TAIR (http://www.arabidopsis.org) y de Bio-Array Resource
(http://bar.utoronto.ca/).

5. Aislamiento y analisis de proteinas
5.1. Extraccion de proteinas
5.1.1. Extraccion de proteinas de bacterias

Los cultivos celulares se centrifugaron a 5000 g durante 5 min. El precipitado de
células se resuspendié en tampon Tris-HCI 20 mM pH 8 y las células se sonicaron

aplicando 3 pulsos de 10 s, alternandolos con 10 s de descanso al 20 % de amplitud en
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un sonicador Branson. El sobrenadante obtenido tras la centrifugacion durante 8§ min a

5000 g, es usado como extracto crudo.

5.1.2. Extraccion de proteinas de hojas de Arabidopsis thaliana

De forma rutinaria, para la extraccion de proteinas totales de hojas se tritur6 el
material vegetal (aproximadamente 300 mg de hojas) con N, liquido y el material
triturado se homogenizd en tampdén de extraccion (1,5 mL por gramo de tejido). El
extracto crudo se obtuvo tras centrifugacion durante 15 min a 21.400 g y 4 °C. Para las
actividades enzimaticas OASTL y SSCS, se utilizd el tampon de extraccion 1. Para las

actividades enzimaticas CAS y LCD se utiliz6 el tampdn de extraccion I1.

Tampoén de extraccion I: Tampon fosfato SO0 mM pH 7,5, 1| mM EDTA, 1 mM DTT, 10 uM PLP y 0.5
mM PMSF.
Tampon de extraccion I1: Tris-HCI 20 mM pH 8.

5.1.3. Aislamiento de cloroplastos y extraccion de proteinas

La obtencion de una preparacion enriquecida en cloroplastos se realizé a partir
de 20 g de hojas homogeneizadas en presencia de 170 mL de solucién 1. La suspension
obtenida se filtr6 por 4 capas de malla de nylon (20 um) y se centrifugé durante 5 min a
4°Cy 1.000 g. A continuacion, el precipitado se resuspendio en 6 mL de solucion II. La
integridad de los cloroplastos se comprob6 por visualizacion en un microscopio optico
(Olympus BX60). Se determiné en cada caso la concentracion de clorofila y el contaje
de cloroplastos mediante una cdmara de Neubauer. Para el andlisis mediante LC/MS, la
suspension de cloroplastos se volvid a centrifugar durante 5 min a 4 °C y 1.000 g, y el
precipitado se resuspendio en 1,5 mL de HCl 0,1 N y 0,1 % acido férmico, se
contrifugd y se pasoé a través de un filtro de 0,22 pm. Todo el proceso se llevo a cabo en

frio.

Para el aislamiento del estroma y del lumen tilacoidal, el precipitado de
cloroplastos se resuspendié en un medio hipotoénico, y se incub6 a 4 °C durante 2 h. A
continuacion, se centrifugd durante 10 min a 7500 g. El sobrenadante obtenido
corresponde a la fraccion estromatica, siendo el precipitado la fraccion correspondiente
a los tilacoides. Este precipitado se resuspendié en un volumen de 7,5 mL de solucion
III y se centrifugd a 7500 g durante 15 min. Se realiz6 tres lavados consecutivos con
esta solucion III. A continuacion, el precipitado se volvid a resuspender en 15 mL de
solucion 1V, y se centrifugd a 7500 g durante 30 min. Se realiz6 dos lavados con la
solucion IV. Por ultimo, se resuspendi6 en 10 mL de solucion V, y se centrifugd a 7500

g durante 20 min. Se realizé dos lavados consecutivos con la solucion V. El precipitado
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con la fraccion tilacoidal resultante se resuspendié en un volumen pequefio de solucion
V, y se realiz6 su rotura utilizando una prensa French a 900 psi. Se repitio el proceso
tres veces. Seguidamente, se ultracentrifugé durante 12-14 h a 200.000 g y 2 °C. Se
realizd una segunda ultracentrifugacion del sobrenadante obtenido en el paso anterior
bajo las mismas condiciones durante 1 h para eliminar posibles particulas residuales,

siendo el sobrenadante final la fraccion soluble del lumen.

En las fracciones de estroma y lumen, las proteinas se concentraron mediante
precipitacion con acido tricloroacético. Asi, se mezcld el volumen correspondiente a
200 pg de proteinas de extracto crudo con 0,1 volimenes de acido tricloroacético 100 %
y se incubd durante 30 min en hielo. Tras centrifugar la muestra durante 20 min a
16.000 g, el precipitado se lavd con acetona y se volvid a centrifugar en las condiciones
indicadas anteriormente. Por tltimo, una vez seco, el precipitado se resuspendié en 100
nL de tampon de rehidratacion para el andlisis mediante electroforesis bidimensional, o
en 50 uL de tampon de extraccion III, para andlisis mediante Western Blot. Todos los

pasos se llevaron a cabo a 4 °C.

La concentracion de proteinas se determind mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976) en todos los casos.

Solucion I: Tricina-NaOH 20 mM, pH 8,4; sorbitol 300 mM, EDTA 10 mM, KCI1 10 mM, BSA 0,25 %
(p/v), ascorbato sodico 4,5 mM.

Solucion II: Hepes-NaOH 20 mM, pH 7,8; sorbitol 300 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 2,5 mM y KCI 10
mM.

Medio hipotonico: Hepes-KOH 10 mM, pH 7,9, MgCl, 4 mM, cocktail de inhibidores de proteasas (Bio-
Rad).

Solucion III: Pirofosfato sédico 10 mM, pH 7,8.

Solucion IV: Tricina 2 mM, pH 7,8, sacarosa 300 mM.

Solucién V: Fosfato sodico 30 mM, pH 7,8, NaCl 50 mM, MgCl, 50 mM, sacarosa 100 mM.

Tampon de extraccion I11: Tris 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM

Tampoén de rehidratacion: Urea 8 M, CHAPS 2 % (v/v), DTT 50 mM, anfolitos Bio-Lytes 0,2 % (v/v)
(Bio-Rad), pH 3-10 y trazas de azul de bromofenol.

5.2. Expresion de proteina en bacterias y purificacion por cromatografia de
afinidad

Para la expresion de la proteina CS26 en bacterias se transformaron células
quimicamente competentes BL21-AI One Shot (Invitrogen) con 5 pl. de DNA del
plasmido CS26-pDEST17 previamente descrito en el apartado 4.1, y se sembraron en

placas que contenian 100 pg/mL ampicilina, incubdndose durante toda la noche a 37 °C.
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Una vez se obtuvieron las células transformadas, se inoculé 5 mL de medio
Luria-Bertani (LB) que contenia 100 pg/mL de ampicilina con una unica colonia. Este
pre-inoculo se incubd a 37 °C con agitacion hasta que alcanzo una densidad optica a 600
nm entre 0,6 y 1,0. Este cultivo se utiliz6 para inocular medio LB fresco que contenia
100 pg/mL de ampicilina mediante dilucion 1/20 del cultivo inicial, y se incubd a 28 °C
con agitacion. Cuando el cultivo alcanzé la densidad optica de 0,4 a 600 nm, se dividio
en dos: a uno de cllos se le afadié L-arabinosa a una concentracion final de 0,2 %,
induciéndose asi la expresion de la proteina. El otro cultivo se tomd como control no
inducido. Se continu6 la incubacion a 28 °C con agitacion, tomandose alicuotas de 500
nL a distintos tiempos de cada cultivo. Las alicuotas de 500 pL se centrifugaron y los
precipitados se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % con SDS
como se describe posteriormente, y posterior tincion para determinar el tiempo en el que

la induccidn de la proteina era maxima.

Una vez establecido el tiempo de induccion, se realizo la expresion en un
volumen final de cultivo de 100 mL. A continuacién, el cultivo de bacterias se
centrifugd a 5000 g durante 5 min y se resuspendié en 8§ mL de tampon Tris-HCI 20
mM. El extracto crudo de proteinas se obtuvo por sonicacion del cultivo de bacterias,

seguido de centrifugacion durante 10 min a 4 °C.

La purificacion de la proteina recombinante se llevo a cabo utilizando una
columna con un relleno de Ni-NTA (Invitrogen), el cual estd disenado para la
purificaciéon de proteinas recombinantes con una cola de 6 histidinas, debido a su
afinidad para unirse al niquel. Para poder preservar la actividad de la proteina, la
purificacion se realizo en un tampon en condiciones nativas siguiendo las instrucciones
del fabricante. El extracto crudo obtenido (8 mL) se afadi6 a una columna que contenia
1,5 mL de resina Ni-NTA, y se incubd con agitacion suave durante 1 h. Una vez
transcurrido este tiempo, la resina se decanté mediante centrifugacion a 800 g durante 1
min, y el sobrenadante se elimind mediante aspiracion. Se realizaron cuatro lavados de
forma consecutiva con 8 mL de tampodn de lavado. Por tltimo, la proteina se eluy6 con
un tampon de elucidon. Se recolectaron fracciones de 1 mL y se analizaron mediante
SDS-PAGE.

Tampoén de lavado: NaH,PO,, 50 mM, pH §; NaCl 100 mM, Imidazol 20 mM.
Tampon de elucion: NaH,PO,4, 50 mM, pH 8; NaC1 100 mM, Imidazol 250 mM.

5.3. Deteccion inmunolégica de proteinas mediante Western Blot

Para la deteccion inmunolégica de CS26 mediante Western Blot se utiliz6 un

anticuerpo policlonal primario anti-CS26 de conejo obtenido a partir de preparaciones

65



Materiales y métodos

purificadas de la proteina CS26 recombinante, y realizado por la empresa Biomedal S.L.
Realizando diferentes ensayos con la proteina recombinante, se puso a punto el titulo

adecuado y la fraccion de IgG que mostraba mayor especificidad.

Las muestras de proteinas (50 pg) se mezclaron con tampén de carga, se
desnaturalizaron a 100 °C durante 2 min y se separaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12 % (p/v) con SDS; segin el método descrito por Laemmli

(Laemmli, 1970). La electroforesis se llevo a cabo a temperatura ambiente.

Una vez separadas, las proteinas se transfirieron electroforéticamente a
membranas de PVDF (“Immun-Blot PVDF”, Bio-Rad) usando el sistema de
transferencia “Nova-blot 2117 Multiphor semidry system” (GE Healthcare), siguiendo
las indicaciones del fabricante. Tras finalizar la transferencia, la membrana se lavo
durante 5 min con tampon PBS-Tween y se tratd con solucién de bloqueo durante 2 h.
Una vez pasado este tiempo, la membrana se lavd tres veces durante 5 min con la
solucion PBS-Tween. A continuacion, la membrana se incubd con el anticuerpo
primario anti-CS26 de A. thaliana (1:30.000) en la solucioén de bloqueo durante 12 h a 4
°C. Transcurrido este tiempo, la membrana se someti6 de nuevo a 3 lavados de 5 min
con la solucion PBS-Tween. Seguidamente, la membrana se incubd con un anticuerpo
secundario (anti-IgG de conejo, 1:10.000) conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma) en
la solucion de bloqueo. Tras dos horas a temperatura ambiente, la membrana se sometio
a 3 lavados de 5 min cada uno con la soluciéon PBS-Tween. Todos los pasos anteriores

se llevaron a cabo en agitacion suave.

Por ultimo, la membrana se incub6 en la solucion de revelado. Para ello, se
utilizd el kit ECL Advance™ Western Blotting Detection Kit (Amersham, GE
Healthcare), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La visualizacion de las
bandas se llevo a cabo en un sistema de documentacion de geles “Molecular Imager Gel
Doc XR System” (BioRad).

Tampon de carga: Tris-HCI 60 mM, pH 6,8; glicerol 10% (v/v), SDS 2 % (p/v), B-mercaptoetanol 5 %
(v/v) y azul de bromofenol 0,01 % (p/v).

Tampon de transferencia: Tris 2,5 mM, pH 8,0; glicina 19,2 mM, SDS 0,1 % y metanol 20 %.

Tampoén PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,76 mM, pH 7.,4.

Solucién de bloqueo: Leche en Polvo Desnatada 5 % (p/v) en PBS-T.

Solucion PBS-Tween: Tampon PBS, Tween20 0,1 % (v/v).
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5.4. Analisis de proteinas mediante electroforesis bidimensional
5.4.1. Isoelectroenfoque (IEF)

Para la separacion de las proteinas en funcion de su punto isoeléctrico se
utilizaron tiras “Ready Strip [IPG2” (Bio-Rad) de 18 cm de longitud y con un rango no
lineal de pH de 3 a 10. Todo el proceso se llevo a cabo en el sistema de
isoelectroenfoque “Protean IEF Cell” (Bio-Rad), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Previo al uso del isoelectroenfoque, las tiras, en presencia de 200 pg
proteina, se sometieron a rehidratacion pasiva con tampon de rehidratacion. El
isoelectroenfoque se llevo a cabo en 3 fases: S1: 250V, 15 min; S2: 10.000 V, 1 hy S3:
10.000 V, hasta alcanzar 40.000 V. La intensidad eléctrica se fij6 a 50 pA/tira IPG2

para evitar el calentamiento del sistema.

Previo a la segunda dimension, las tiras IPG2 se equilibraron para evitar la
aparicion de puntos difusos. El proceso consté de dos pasos: una primera etapa de
reduccion de los grupos sulfidrilos de las cisteinas (15 min, tampon de equilibrado 1) y
un segundo paso de alquilacion de estos grupos, para evitar su posible oxidacion a lo
largo del proceso (15 min, tampoén de equilibrado II). Por ltimo, las tiras se lavaron con

tampon de electroforesis.

Tampoén de rehidratacion: Urea 8 M, CHAPS 2 % (v/v), DTT 50 mM, anfolitos Bio-Lytes 0,2 % (v/v)
(Bio-Rad), pH 3-10 NL y trazas de azul de bromofenol.

Tampon de equilibrado I: Tris-HC1 0,4 M, pH 8,8; urea 6 M, SDS 2 % (p/v), glicerol 20 % (v/v) y DTT
2 % (p/v).

Tampoén de equilibrado II: Tris-HC1 0,4 M, pH 8,8; urea 6 M, SDS 2 % (p/v), iodoacetamida 2,5 %
(p/v) y glicerol 20 % (v/v).

Tampon de electroforesis: Tris-HCI 25 mM, pH 8,3; glicina 0,2 M y SDS 0,1 % (p/v).

5.4.2. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La separacion en la segunda dimension se hizo en funcién de los pesos
moleculares de las proteinas. Para ello, las tiras “Ready Strip IPG2” (Bio-Rad)
procedentes del isoelectroenfoque se pusieron en horizontal sobre geles de
poliacrilamida al 12 % (p/v) y SDS (Laemmli, 1970). Las tiras se fijaron a los geles con
una solucion de agarosa 0,5 % (p/v), Tris 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 0,1 % (p/v) y
trazas de azul de bromofenol. La electroforesis se llevo a cabo a 240 V y 35 mA/gel,
durante 5 h. Para el proceso se utiliz6 un sistema “Protean II xi Cell” (Bio-Rad) con

refrigeracion por circulacion de agua fria.

Para la visualizacion de las proteinas, los geles se tifiieron con nitrato de plata

siguiendo el protocolo descrito por el comerciante, utilizandose el “SilverStaining kit
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Protein” (HealthCare). A continuacion, los geles se escanearon en un densitometro GS-
800 (Bio-Rad). El analisis y cuantificacion de las imagenes se realizé con ayuda del
programa “PDQuest 2D Analysis software” (Bio-Rad).

Tampon de electroforesis: Tris-HC1 25 mM, pH 8,3; Gly 0,2 My SDS 0,1 % (p/v).

5.4.3. Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas

La identificacion de proteinas se llevo a cabo en el Servicio de Proteémica del
Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis. Una vez identificados los puntos
peptidicos de interés, se extrajeron de los geles con el sistema “ExQuest Spot Cutter”
(Bio-Rad). Se elimind el tefiidor mediante incubacion de las bandas en acetonitrilo

durante 10 min y, por ultimo, se secaron a vacio durante 15 min.

A continuacion, se llevd a cabo la digestion triptica de las proteinas utilizando
15 pL de tampdén de digestion. Tras 30 min de incubacion a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y se afiadi6 10 uL. de NHsHCO; 50 mM, manteniéndose durante 15 h a 37
°C. Trascurrido este tiempo, la reaccion se pard por adicion de 20 pL de TCA 0,5 %
(V/v).

La huella dactilar peptidica se obtuvo mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF (Bruker Daltonics). El analisis se llevd a cabo a partir de 0,5 pL de
muestra, utilizando “Peptide Calibration Standard” (Bruker Daltonics) para la
calibracion externa y los productos de autodigestion con tripsina para la interna. Tanto
la asignacion de los picos como el procesado de datos se realizaron empleando el
programa MASCOT (Matriz Science) y las bases de datos NCBInr. Los parametros de

busqueda incluyeron la carbamidometilacion de cisteinas y la oxidacién de metioninas.

Tampoén de digestién: Tripsina 0,013 pg/pl y NH,HCO; 50 mM; pH 7.8.

6. Determinacion de actividades enzimaticas
6.1. Actividad O-Acetilserina(tiol)liasa (OASTL)

La enzima OASTL cataliza la reaccion de produccion de cisteina por

incorporacion de sulfuro al esqueleto carbonado de la O-acetilserina.
OAS+S? ——>  L-Cisteina + Acetato

La medida de esta actividad enzimatica se llevdo a cabo por determinacion

colorimétrica de la cisteina producida en presencia de ninhidrina (Gaitonde, 1967).
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Se anadi6 un volumen de extracto crudo equivalente a 100-200 pg de proteina
total a la mezcla de reaccion, con un volumen final de 900 pL. Tras un periodo de
incubacion de 10 min a 30 °C, la reaccion se detuvo anadiendo 50 pL de 4acido
tricloroacético 20 % (v/v) (Barroso et al., 1995).

Para la determinacion de L-cisteina formada, se afiadidé 0,2 mL de acido acético
glacial y 0,2 mL de reactivo de ninhidrina, a los 900 puL. de mezcla procedente del paso
anterior. Tras calentar a 100 °C durante 10 min, la mezcla se enfrié en un bafio de agua
y se le afiadi6 4,5 mL de etanol al 96 % (v/v). Por ultimo, se midio la absorbancia a 560
nm (€s60nm= 6,4 mM™! cm'l). Se define una unidad de actividad como la cantidad de

enzima que cataliza la formacion de 1 umol de L-cisteina por minuto.

Mezcla de reaccion: Tampodn fosfato potasico 33 mM, pH 7,5; OAS 13 mM y Na,S 6,7 mM.
Reactivo de ninhidrina: Ninhidrina 2,5 g/L, acido acético 60 % (v/v) y HC140 % (v/v).

6.2. Actividad S-Sulfocisteina sintasa (SSCS)

La actividad S-sulfocisteina sintasa se llevd a cabo mediante determinacion
colorimétrica de la desaparicion de tiosulfato a 460 nm, debido a la formacion de S-
sulfocisteina en presencia de O-acetilserina. La reaccion que cataliza la enzima es la

siguiente:
O-Acetilserina + 8203'2 —>  S-Sulfocisteina + Acetato

La mezcla de reaccion consistio en 200 umoles de tampén Tris-HCI, pH 8,0, 15
pmoles de Na,S,03, 60 pumoles de O-acetilserina y la cantidad de enzima adecuada en
un volumen total de 1,5 mL. Después de pre-incubar la muestra durante 30 s a 30 °C, la
reaccion se inicid mediante la adicion de O-acetilserina, y la mezcla de reaccion se
incubo a 30 °C durante 30 min. Se tomd 0,2 mL de la mezcla de reaccion, a los cuales se
adicion6 0,2 mL de etanol y 2 mL de agua. De la mezcla diluida, se utilizo 1 mL para la
determinacion colorimétrica mediante el método descrito por Sorbo (Sorbo, 1957),
donde se mide el consumo de tiosulfato mediante la reduccion de la absorbancia a 460
nm (e460nm= 1,55 mM™ cm™). Se define una unidad de actividad enzimatica como la

cantidad de enzima que cataliza el consumo de 1 pmol de tiosulfato por minuto.

6.3. Actividad p-Cianoalanina sintasa (CAS)

La actividad B-Cianoalanina sintasa se analizd por determinacion colorimétrica
de la formacion de sulthidrico (Papenbrock y Schmidt, 2000; Meyer et al., 2003). La

reaccion que cataliza la enzima es la siguiente:
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L-Cisteina + HCN ———>  H,S + B-Cianoalanina

Para la determinacion de la misma se utilizdé un volumen final de ensayo de 1
mL, en los que se afiaden 10 pmoles de KCN, 100 pumoles de Tris-HCI (pH 9), 0,8
umoles de L-cisteina y la cantidad adecuada de la enzima. La mezcla de reaccion se
incubd durante 15 min a 30 °C. A continuacion la reaccion se detuvo con 100 pL de
FeCl, 30 mM y 100 uL de NN-DPDD (N,N-dimetil-p-fenilendiamina dihidrocloruro)
20 mM (Riemenschneider er al., 2005). Posteriormente, esta mezcla se incubd en
oscuridad durante 20 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se
centrifugd a 21400 g, durante 5 min a temperatura ambiente y se midio la densidad
optica a 670 nm (&70nm = 15-10° cm? mol'l). Se define una unidad de actividad
enzimatica como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 pmol de

sulfhidrico por minuto.

6.4. Actividad L-Cisteina desulfhidrasa (LCD)

En esta actividad se determina la formacion de &cido sulfhidrico a partir de L-
cisteina como en el caso de la actividad B-Cianoalanina sintasa (CAS). La reaccion que

cataliza la enzima es:
L-Cistetina —— > H5S + Piruvato + Amonio

Para la determinacion de la actividad enzimatica se utilizdo un volumen final de
ensayo de 1 mL, al que se afadid 100 umoles de Tris-HCl (pH 9), 2,5 pumol de
ditiotreitol, 1 pumol de L-cisteina y la cantidad adecuada de extracto enzimatico. La
mezcla de reaccion se incubo a 37 °C durante 15 min y se detuvo la reaccion de la
misma forma que la descrita anteriormente para la actividad CAS (Riemenschneider et
al., 2005).

La mezcla se incub6 en oscuridad durante 20 min a temperatura ambiente, y
transcurrido este tiempo, se centrifugd a 21400 g, durante 5 min. La formacién de azul
de metileno se determin6 a 670 nm (€¢70nm = 15-10° cm® mol'l). Una unidad de actividad
L-Cisteina desulthidrasa se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacioén

de 1 nmol de sulthidrico por minuto.

7. Analisis de metabolitos
7.1. Parametros generales

La mayoria de los anélisis se llevaron a cabo mediante cromatografia liquida de

alta resolucion acoplada a un espectrometro de masas. El cromatdgrafo de HPLC que se
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us6 fue un Ultimate 3000 (Dionex), acoplado a una trampa iénica Esquire 3000 con
una fuente de ionizacioén por electrospray (ESI) (Bruker Daltonics). Todo el sistema
estuvo controlado por el paquete de software HyStar (version 3.2, Bruker Daltonic) y

los datos se procesaron con “Data Analysis Software” (version 3.2, Bruker Daltonic).

Para optimizar la sefial de los analitos a identificar en el espectrometro de masas,
se realizd inyeccion directa de una solucion estandar del compuesto de interés, a una
concentracion de 200 uM mediante una jeringa Hamilton a un flujo de 240 puL/h. Los
parametros de voltaje utilizados en el caso de la inyeccion directa para la fuente ESI se
determinaron como 10 V para el nebulizador, 5 L/min para el gas de secado y 300 °C
para la temperatura del gas. En funcion de la caracteristica quimica de cada compuesto,
el andlisis se llevd a cabo en modo positivo o negativo obteniéndose las especies [M +
H]" o [M - H]". Una vez establecida la relacién masa/carga del compuesto a estudiar, se
aislo el analito de interés mediante MRM (Multiple Reaction Monitoring) y se obtuvo el
patrén de fragmentacion de cada compuesto aplicando un voltaje determinado (MS?). A
continuacion, se aislo el fragmento mas abundante y se volvid a aplicar un segundo
voltaje para fragmentarlo de nuevo (MS?®). Se obtiene asi un perfil de fragmentacion

caracteristico para cada compuesto.

Una vez determinados los parametros de identificacion de cada analito en la
trampa i6nica, se procedid a su andlisis separandolo previamente mediante un
cromatografo liquido de alta resolucion. Los valores de los pardmetros para la fuente
ESI en este caso fueron de 30 V para el nebulizador, 8 L/min para el gas de secado y
365 °C para la temperatura del gas. El método utilizado en cada caso fue dependiente
del compuesto a analizar y se describe en los apartados referentes a cada uno de ellos.
La cuantificacion de cada metabolito se llevo a cabo realizando una recta de calibrado

mediante integracion de area a distintas concentraciones.

7.2. Métodos de extraccion para el analisis de metabolitos

Para la extraccion de los diferentes metabolitos se utilizé en todos los casos 100
mg de material vegetal, que se triturd con mortero y nitrégeno liquido y se homogeneizd

en tampones de extraccion acuoso (solucion I) y organico (solucion II).

Para aumentar la intensidad de la sefal y el nimero de metabolitos detectables,
se realizo la extraccion y a continuacion las muestras se concentraron mediante
liofilizacién. Posteriormente las muestras se re-suspendieron en 250 pL. de tampon de

extraccion acuoso (solucion I) y orgénico (solucion I1I).

Solucién de extraccién I: HCI1 0,1 N y acido férmico 0,1 % en agua
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Solucioén de extraccién II: Mezcla compuesta por MeOH:H,O:CHCl; (2,5:1:1)
Solucion de extraccién III: Acetonitrilo:H,0 (1:1) y 0,1 % acido formico

7.3. Analisis de compuestos tidlicos
7.3.1. Extraccion y determinacion de tioles simples mediante HPLC/MS

Para la extraccion de los compuestos azufrados de hojas en las distintas lineas de
plantas, se recogié 100 mg de material vegetal y se homogeneizé con 250 pL de la
solucion de extraccion I. A continuacion las muestras se centrifugaron a maxima
velocidad a 4 °C durante 15 min. El sobrenadante se filtro a través de filtros Millipore

de 0,2 um de poro, y las muestras se analizaron mediante HPLC/MS.

En este analisis se utiliz6 una columna en fase reversa (Acclaim 120 C18, 3 um,
2,1x100 mm) y una pre-columna (Acclaim 120 C18, 5 um, 2x10 mm). Como fases
moviles se utilizaron acido formico 0,1 % (fase A) y acetonitrilo (fase B). La
temperatura del compartimento de columna se fijo en 25 °C y el flujo de las fases
moviles se establecid en 0,250 mL/min. El rango en el que se realizd el barrido fue de

50-1500 m/z. El volumen de inyeccion de muestra fue de 5 pL.

Para la separacion de los compuestos se fijo un gradiente lineal desde 0 a 10 %
B (0-6 min). Después se aumento la proporcion de B hasta el 50 % durante 1 min, y se
mantuvo hasta el minuto 10. A continuacion, para regenerar la columna, se eluy6 con un
gradiente lineal hasta 0 % B, y se mantuvo hasta el minuto 15 (Rellan-Alvarez et al.,
2006). Los compuestos azufrados determinados fueron glutation reducido (GSH),
glutation oxidado (GSSG) y y-glutamilcisteina (y-EC), con una relaciéon masa/carga en

modo positivo [M + H]" de 308, 613 y 251 respectivamente.

Solucién de extraccién I: HCI 0,1 N y acido formico 0,1 % en agua.

7.3.2. Extraccion y determinacion tioles simples mediante HPLC/UV-V

La medida de L-cisteina y glutation presentes en las plantas también se realizo
mediante derivatizacion con monobromobimano (mBrB) y posterior separacion
mediante HPLC (Rauser et al., 1991).

Para llevar a cabo la determinacion, se homogeneizé el material vegetal triturado
con solucion de extraccion (10 mL/g de tejido) y se recogid el sobrenadante tras
centrifugacion de las muestras (15 min, 21.400 g, 4 °C). Una vez obtenidos los
extractos, se determind el contenido total de L-cisteina y glutation, asi como la fraccion

de tioles que se encontraban en su forma reducida en la planta.
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Para la cuantificacion del contenido total de tioles fue necesaria una reduccion
de las muestras previa a su derivatizacion, debido a que parte de los tioles de la planta se
encuentra en su forma oxidada y el mBrB so6lo reacciona con grupos tidlicos reducidos.
Para ello, se incubaron 120 pL de extracto durante 1 h en solucion de reduccion. La
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 330 pL. Una vez transcurrido este
tiempo, se le anadi6 a la mezcla anterior 20 pL de mBrB 15 mM para la derivatizacion.
Tras 15 min de incubacidn en oscuridad, la reaccion se pard por adicion de 250 pL de
acido metanosulfonico al 70 % (v/v). Para la determinacion del contenido de tioles
reducidos presentes en las muestras se obvid el paso de reduccion. Una vez
derivatizados, los compuestos tiolicos se separaron mediante HPLC siguiendo el
protocolo previamente descrito (Newton et al., 1981). El proceso se llevo a cabo en un
cromatografo liquido LaChrom Elite (VWR International), utilizando una columna de
fase reversa RP-C18 (5 um) (LiChrospher 100). Se inyectaron 30 pl. de muestra
derivatizada, fijandose el flujo de elucion con los tampones A y B, a través de la
columna a 1 mL/min y utilizando estandares comerciales (Sigma) de L-cisteina y GSH.

El programa de elucion utilizado se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Gradiente de elucién de HPLC/UV-V para la determinacion de compuestos tiélicos.

Tiempo (min) % Tampon B
0 10
20 13
21 100
25 100
26 10
35 10

Para la deteccion y cuantificacion de los compuestos tidlicos se empled un
detector de fluorescencia Hitachi L-2485 (VWR International) (Aexc: 360 nm, Aem:425
nm). El contenido en tioles oxidados presentes en la planta se calculd por diferencia

entre el contenido total y el valor de la fraccion reducida correspondiente.

Solucion de extracciéon: HC1 0,1 My EDTA 1 mM.
Solucién de reduccion: CHES 110 mM y NaBH, 20 mM.
Tampén A: Acido acético 0,25 % (v/v), pH 3.9.

Tampén B: Acido acético 0,25 % (v/v) en metanol, pH 3,9.
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7.3.3. Extraccion y determinacion de fitoquelatinas mediante HPLC/MS

La determinacion del contenido de fitoquelatinas en plantas crecidas en dia largo
en presencia de cadmio se realizO mediante HPLC/MS. Para la cuantificacion, se
homogeneizaron 100 mg de material vegetal procedente de hojas de plantas, con 250 uL
de tampon de extraccion consistente en HCI 0,1 N (0,1 % acido formico). Las muestras
se incubaron en hielo durante 15 min y los extractos se obtuvieron mediante

centrifugacion a 4 °C a maxima velocidad durante 15 min.

Para este andlisis se utilizd una columna en fase reversa (Acclaim 120 C18, 3
um, 2,1x100 mm) y una pre-columna (Acclaim 120 C18, 5 um, 2x10 mm). Las fases
moviles que se utilizaron fueron: acido formico 0,1 % (fase A) y acetonitrilo (fase B).
La temperatura del compartimento de columna se fij6 en 25 °C y el flujo de las fases
moviles se establecid en 0,250 mL/min. El rango en el que se realizd el barrido fue de
50-1500 m/z. El volumen de inyeccion de muestra fue de 5 puL. El gradiente de elucién

utilizado se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Gradiente de elucion de HPLC/MS para la determinacion de fitoquelatinas.

Tiempo (min) % Fase B

0 0
10 0
50 60
53 60
56 0
70 0

7.4. Analisis de fitohormonas
7.4.1. Extraccion y determinacion de acido salicilico

El contenido total de 4cido salicilico de 100 mg de hojas se cuantific6 mediante
HPLC/MS, tal como lo describe Verberne (Verberne et al., 2002). El material vegetal se
pulverizo en nitrogeno liquido usando mortero, y se homogeneizé mediante adicion de
500 pL de methanol 90 %. Esta disolucion se mezcld mediante vortex durante 1 min, se
sonicod durante 5 min y seguidamente se centrifugd6 a 21400 g durante 5 min. El
sobrenadante se recogio y el precipitado se re-suspendi6 en 250 pL. de metanol 100 %,
volviendo a realizarse los pasos de sonicacion y centrifugacion. Los dos sobrenadantes

obtenidos se combinaron, y se centrifugaron de nuevo, y la mezcla de metanol/agua se
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evapor6 utilizando un concentrador (SpeedVac). Antes de evaporar la muestra, se

afiadié 10 uL de NaOH 0,2 M para evitar una excesiva evaporacion de la muestra.

Al residuo obtenido, se le afiadié 250 pL de acido tricloroacético (5 % en agua).
Después de mezclar mediante vortex, se le adicioné 800 uL de etilacetato:ciclohexano
(1:1, v/v), dando lugar a la separacion de dos fases. La fase acuosa se sometid a
hidrolisis acida mediante adicion de 300 pL de 4cido clorhidrico 8 M. Para favorecer la
hidrolisis, las muestras se calentaron a 80 °C durante 1 h. A continuacidn, se volvio a
realizar la particion de fases, donde se tomo la fase organica. A esta fase se le afiadié 60
nL de acetato sodico y se evapord mediante el concentrador. El residuo final se disolvid
en 200 pL de acetato sodico pH 5,5 (90 %) / metanol (10 %) y se analizd6 mediante
HPLC-MS.

Para el analisis de acido salicilico mediante HPLC-MS, se utiliz6 la columna de
fase normal ZIC-HILIC (200 A, 3,5 um, 100x2,1 mm). La temperatura del
compartimento de columna se fijo a 25 °C. Para las fases moviles se utilizaron acetato
amoénico 5 mM como fase acuosa (fase A) y acetonitrilo/acido formico (0,1 %) como
fase orgénica (fase B). El flujo se determind a 0,2 mL/min. El gradiente de elucion
utilizado se muestra en la Tabla 7. El acido salicilico se detect6 en modo negativo,
generandose una molécula desprotonada [M — H] (m/z 137) con un tiempo de retencion

de 1,6 min.

Tabla 7. Gradiente de elucion de HPLC/MS para analisis de acido salicilico.

Tiempo (min) % Fase B

0 90
1 90
16 10
17 10
18 90
28 90

7.4.2. Extraccion y determinacion de acido abscisico

El andlisis de acido abscisico se realiz6 mediante HPLC/MS siguiendo el
protocolo descrito por Gomez-Cadenas (Gomez-Cadenas et al., 2002) con algunas
modificaciones. Para la cuantificacién del acido abscisico, se homogeneizaron 150 mg
de material vegetal con nitrogeno liquido y mortero. Las muestras se extrajeron

mediante adicion de 500 uL de tampon de extraccion, consistente en metanol al 10 %.
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Los extractos se obtuvieron mediante centrifugacion de las muestras durante 15 min a
21400 g a 4 °C. Antes de inyectarlas en el HPLC/MS, las muestras se filtraron a través

de filtros Millipore de 0,2 pm de poro para eliminar posibles residuos solidos.

Para el analisis de acido salicilico mediante HPLC-MS, se utiliz6é la columna
ZIC-HILIC (200 A, 3,5 um, 100x2,1 mm). La temperatura del compartimento de
columna se fij6 a 25 °C. El flujo se determiné a 0,2 mL/min. Las fases moviles que se
utilizaron fueron acetato aménico 5 mM como fase acuosa (fase A) y acetonitrilo/acido
formico (0,1 %) como fase organica (fase B). El 4cido abscisico se detectdé en modo
negativo, obteniéndose una molécula desprotonada [M — H] (m/z 209) con un tiempo

de retencion de 1,8 min. El gradiente de elucion utilizado se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Gradiente de elucion de HPLC/MS para analisis de acido abscisico.

Tiempo (min) % Fase B

0 90
1 90
16 10
17 10
18 90
28 90

7.5. Analisis de aminoacidos

El andlisis de aminacidos se ha llevado a cabo siguiendo el protocolo de Gu (Gu
et al., 2007) con algunas modificaciones. Se tom6 100 mg de hojas, previamente
triturado mediante mortero y con nitrégeno liquido, y se homogeneizé con 500 pL de
HCI 0,1 N con 0,1% acido formico. Las muestras se incubaron en hiclo durante 15 min.
A continuacion, las muestras se centrifugaron a 4 °C a 21400 g durante 15 min. Los
extractos de hojas obtenidos se analizaron mediante HPLC/MS, teniendo en cuenta el
tiempo de retencién y la relacion m/z para cada aminoacido, asi como la recta de

calibrado obtenida en cada caso.

Para poder determinar y cuantificar cada uno de los aminodcidos, primero se
analizé una muestra comercial (Aminoacid standard H, Pierce) constituida por 17
aminoacidos, en 0,1 N HCI. Los aminodcidos que componian la muestra eran: L-
alanina, L-arginina, L-4cido aspartico, L-cistina, L-acido glutdmico, glicina, L-
histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-

serina, L-treonina, L-tirosina y L-valina. Para los aminoécidos restantes (L-
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hidroxiprolina, L-cisteina y L-glutamato) se prepararon distintas disoluciones por
separado para cada uno de ellos a partir de compuestos sélidos comerciales. Se
determind el tiempo de retencion para cada uno de ellos y se procedi6 a hacer una recta

de calibrado para cada aminoacido.

Se eligi6 una columna en fase reversa (Acclaim 120 C18, 3 um, 2,1x100 mm) y
una pre-columna (Acclaim 120 C18, 5 pum, 2x10 mm). La temperatura del
compartimento de columna se fij6 a 30 °C. El volumen de inyeccion fue de 5 puL y la
velocidad del flujo de las fases del HPLC se determin6 a 0,3 mL/min. Las fases moviles
que se utilizaron para este método fueron: acido perfluoroheptanoico 1 mM (fase movil
A) y acetonitrilo (fase moévil B). El gradiente utilizado para separar los diferentes

aminoacidos se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Gradiente de elucion de HPLC/MS para el analisis de aminoacidos.

Tiempo (min) Fase movil B

0,0 2
0,1 20
2,3 40
4,0 40
4,1 2
6,0 2

Los espectros de masas se adquirieron usando ionizacion por electrospray en
modo positivo. Se realizé un barrido desde 50-700 m/z, y se obtuvo un cromatograma
para cada aminoéacido mediante EIC ES+ (Extracted Ion Chromatogram) de los valores

correspondientes a las especies [M + H]".

8. Otros métodos
8.1. Métodos histoquimicos
8.1.1. Tincion con azul de nitrotetrazolio (NBT)

La presencia de aniones superdxido (O;) se detectd6 mediante tincion con NBT.
Las hojas se sumergieron en solucion de tincion durante 2 h en oscuridad. Trascurrido
este tiempo, las hojas se lavaron con agua destilada y se fotografiaron con una camara
JVC GC-X3C. La acumulacién de los aniones se observa por la aparicion de precipitado

azul oscuro.
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Solucion de tincion: Tris-HC1 0,1 M, pH 9,5; NaCl 0,1 M, MgCl, 50 mM y NBT 0,5 mg/mL.

8.1.2. Tincién con 3,3’-Diaminobencidina (DAB)

La deteccion de H,O, se realiz6 mediante tincion con DAB en hojas de plantas.
Se realizo la tincion en hojas recién cortadas que se sumergieron durante 15 min en la
solucion I en oscuridad y con agitacion, y se fijo con la solucion II. Las hojas se
fotografiaron usando una camara JVC GC-X3C. Las zonas que contenian mayor

contenido de H,O, presentaban color amarillo.

Solucién I: DAB 1 mg/mL en HCI1 0,1 N.
Solucion II: Mezcla de etanol:acido lactico:glicerol 3:1:1 (v/v/v).

8.2. Medicion de la apertura estomatica

La medida de la apertura estomatica se realizO en hojas de plantas en
condiciones de crecimiento de dia largo y dia corto. Las hojas se incubaron en el
tampon I durante 2 horas. A continuacion, las hojas se volvieron a incubar en el tampdn
II (para favorecer la apertura de los estomas) y III (para favorecer el cierre). Una vez
acabado el tiempo de incubacion, se retird la epidermis y se realizaron las medidas de la
apertura estomatica visualizandola mediante un microscopio 6ptico Olympus BX60.
Las medidas de apertura se expresaron como el valor medio de 50 mediciones para cada

linea.

Tampén de incubacién I: MES-KOH 10 mM, pH6,5; KCI 10 mM; CaCl, 50 uM.
Tampon de incubacién IT: MES-KOH 10 mM, pH6,5; KC1 10 mM; CaCl, 5 mM.
Tampoén de incubaciéon IIT: KOH 10 mM, pH6,5; KC1 10 mM; CaCl, 50 uM, acido abscisico 10 uM.

9. Tratamiento de datos mediante analisis bioinformaticos
9.1. Modelado de redes transcripcionales

Para la creaciéon del modelado matematico de genes se utilizaron los datos
obtenidos del andlisis transcriptomico de las lineas silvestre y mutante cs26 crecidas en
dia largo y en dia corto. Este anlisis fue llevado a cabo in silico con herramientas
informaticas desarrolladas por las Universidades de Warwick, Essex y Exeter, en el
proyecto PRESTA (Plant Responses to Environmental Stress in Arabidopsis). Ademas
proporcionaron las bases de datos de los perfiles de expresion génica de Arabidopsis
thaliana en condiciones de estrés por alta luminosidad en diferentes tiempos. Para la
serie de tiempos se utilizdo muestras de plantas expuestas a alta luminosidad, tomandose

material cada 30 min durante 6 h, obteniéndose un total de 13 puntos.
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Se utilizé una herramienta estadistica llamada Smoothing Spline Cluster (Heard
et al., 2005) y se aplico a los genes obtenidos del andlisis trancriptomico que
presentaron induccidn o represion en la linea mutante cs26. Con estos datos, se generd
un dendograma donde se representd los diferentes grupos de genes en funcion de su
respuesta al estrés luminico a lo largo de la serie de tiempos. El color rojo indicé una

induccioén en la expresion de los genes y, el color verde, una represion.

De los grupos obtenidos tras este analisis de conjunto, se aplicd un analisis t-test
para obtener aquellos genes en los que se observd una respuesta de expresion maxima.
A este segundo grupo de genes, se les volvio a aplicar el anélisis SSC para corroborar la

similitud de respuesta entre ellos, generandose un segundo dendograma.

A continuacion, se aplico el analisis TCAP-2 (Temporal Clustering by Affinity
Propagation, version 2) (Kiddle et al., 2010) a la seleccion de genes obtenida, donde se
us6 un algoritmo llamado AP (Affinity Propagation) (Frey y Dueck, 2007). Dicho
algoritmo permitié agrupar de nuevo los genes en graficos de perfiles de expresion a lo
largo de las distintas series de tiempo, pudiéndose observar si dentro de un mismo
cluster o grupo los genes quedan alineados con el patron de expresion dominante, o si
su respuesta se retrasa o se adelanta en el tiempo. En el siguiente paso, se tom6 un
maximo de 80 genes y se sometieron a un analisis VBSSM (Variational Bayesian State
Space Modelling), que permiti6 determinar las interacciones entre los distintos genes
(Beal et al., 2005; Breeze et al., 2011). Este analisis se llevdo a cabo utilizando el
programa matematico Matlab (The MathWorks). Los datos obtenidos se visualizaron en
el programa Cytoscape (Maere et al., 2005), donde se generaron los esquemas de los
modelos, restringiendo las interacciones entre genes a un minimo de un 75 % de

interaccion.

9.2. Analisis de componente principales (PCA)

El analisis de componentes principales se realizd utilizando el programa
Statgraphics Centurion XV. Este andlisis se aplicd a los metabolitos obtenidos en la
extraccion y andlisis de las muestras de hojas de plantas crecidas en condiciones de
ciclo largo y ciclo corto mediante HPLC/MS, con el fin de reducir asi la

dimensionalidad de las muestras.

Los datos se sometieron primero a un test de Kruskal-Wallis para comprobar si
habia diferencias significativas entre las muestras. A continuacion, se aplicé el analisis
de PCA, teniendo en cuenta el tiempo de retencion, la relacion masa/carga, el area y la
intensidad de sefial de cada analito, obteniéndose un grafico donde se represent6 los dos

primeros componentes principales.
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9.3. Tratamiento estadistico de los datos

De manera rutinaria, se realizo el analisis estadistico ANOVA de los datos

utilizando el programa OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation).
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Resultados

1. Caracterizacion de la proteina CS26 con actividad S-Sulfocisteina sintasa de

Arabidopsis thaliana

1.1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de diferentes OASTLs

La comparacion de las secuencias de aminoacidos deducidas de las proteinas
OAS-B y CS26 con la proteina citosolica, OAS-A1, determind la existencia de péptidos
transitos. En la figura 8 se muestra el alineamiento de secuencias, donde se observo una
extension en la region del C-terminal del péptido transito al cloroplasto en la proteina
CS26 cuando se compard con la proteina OAS-B. La prediccion de los péptidos transito
al cloroplasto se realizd6 con los programas TargetP y  ChloroP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/), mostradas en la figura 8 con flechas rojas. Ambos

programas predicen una longitud del péptido transito al cloroplasto de 84 aminoacidos
para la proteina CS26, y de 58 aminoacidos para la proteina OAS-B. Esta extension en
el péptido transito de la proteina CS26 es compatible con un segundo péptido transito de

la proteina al lumen cloropléstico

En el alineamiento se mostré también que las proteinas poseen residuos
conservados esenciales para la interaccion con el cofactor PLP, en base a la estructura

cristalina de la OAS-Al (Bonner et al, 2005). La interaccion con PLP viene

185’ HyS157 y

Thr'® en la secuencia de OAS-A1. Se observé que todos ellos estan conservados en las

determinada por distintos aminoacidos: Lys*, Gly'®!, Thr'® Gly'®, Thr

dos isoformas cloroplasticas.

La interaccion con el sustrato O-acetilserina viene determinada por los
aminoacidos Asn’’ y GIn'" (en OAS-Al) y un dominio de secuencia TSGNT,
conservado en todas las enzimas y marcados con un cuadro rojo en la figura 8. Los
residuos esenciales involucrados en la incorporacion del otro sustrato, el sulfuro en el
caso de las OASTL, son los aminoacidos Thr™* y Ser” en este dominio (Bonner et al,
2005). Como se observa, en la proteina CS26 la serina no estd conservada, estando

sustituida por otra treonina.

La zona de interaccion con la proteina SAT se encuentra marcada en azul en la
figura 8. La proteina CS26 presenta varios cambios no conservativos a este nivel, con
una deleccion de 10 aminoacidos, lo que indica que esta proteina no interacciona tan
especificamente con las proteinas SAT como ha sido sugerido previamente (Heeg et al,
2008).
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1 10 20 30 40 55
CS26 (1) MAFASPSLRLLPQSPLGRITSKLHRFSTAKLSLFSFHHDSSSSLAVRTPVSSFVV
OAS-Al (1) === == === === === == === o m e — oo
OAS-B (1) MAATSSSAFLLNPLTSRHRPFKYSPELSSLSLSSRKAAAFDVSSAAFTLKRQSRS
Consensus (1) MA S S LL K SA S A T
(56) 56 70 80 \[, 90 100 110
CS26 (56) GAISGKSSTGTK.KSKTKRKPPPPPPVTTVAEEQHIAESETVNIAIDVTQLIGST
OAS-Al (1) -==---===---cccmcccmcccccmc s e e e c e MASRIAKDVTELIGNT
OAS-B (56) DVIC*\VSIKPE.GVEGLN ------------------------ IABNARQLIGKT
Consensus (56) A IADDVTQLIG T
(111) 111 120 130 140 150 165

CS26 (111) PMVYLNRVTI CBADEAAKLESMEPCRSVKDRIGLSMINBAENSGAITPRKEVLY
OAS-A1 (17) PLVYLNNVAEG RVAAKLEE:EPCSSVKDRIGISMI AEKKGLIKPGESVLI
QAS-B (87) PMVYLNNVVKGCVASVAAKLE EPCCSVKDRIGESMI AEEKGLITPGKSVLV

Consensus (111) PMVYLNNV DGCVA VAAKLEIMEPC SVKDRIGFSMISDAE KGLITPGKSVLV

(166) 168 180 190 200 210 220

€526 (166) ERTEGNT¢HGEAFMAAAKGYKLINTMPASENEERRMLLRALGAELVLTNPEKGEK

OAS-Al (72) EHTSGNTEWGLAFTAAAKGYKLIETMPASMSTERRIILLAFGVELVLTHPAKGMK
OAS-B (142) E{TSGNTGEIGLAFEAASKGYKLILTMPASMSHERR LLRAFGAELVLTIPAKGMT

Consensus (166) EJTSGNT§IGLAFIAAAKGYKLIITMPASMSIERRILLRAFGAELVLTDPAKGMK
(221) 221 230 240 250 260 275

CS26 (221) GAMDKAKE INLKTKNEYMFQOFDNTANTKIHEETTGPEIWEDTMGNUMDIFVAGIG
OAS-A1 (127) GAIAKAEEILAKTPNGYMLQQFENPANPKIHYETTGPEIWKGTGGKIDGFVEGIG
OAS-B (197) GAIQKAEEILKKTPNEYMLQQFDNPANPKIHYETTGPEIWEDTRGKIDILVAGIG

Consensus (221) GAI KAEEIL KTPNAYMLQQFDNPANPKIHYETTGPEIWEDT GKIDIFVAGIG

(276) 276 290 31Q 330
CS26 (276) TGGTMTGTGGFLKMMNK GVEPIER-SGDN B----------
OAS-A1 (182) TGGTITGAG KEQNAN K YGVEPVESAILSGGKIPGPHKIQGIGAGF
OAS-B (252) TGGTI_TGVG KERKP GVEPTESAILSGGKPGPHKIQGIGAGF P NLD

Consensus (276) TGGTITG GKFLKE N DIKVIGVEPSESAILSGG

(331) 331 340 350 360 370 385
CS26 (321) VKLEDEVFKVSNGEATIEMARRLALEEGLLVGISSGAAAVAANMSLAKRAENAGKLYT
OAS-Al (237) VDLIDE QVSSIE.I.MARQLALKEGLLVGISSGAAAAAAIKLAQRPENAGKLF
OAS-B (307) EAZVDEYTANSSEEAIETSKQLALQEGLLVGISSGAAAAAAIQMAKRPENAGKLE

Consensus (331) V. LIDEVI VSSDEATEMARQLAL EGLLVGISSGAAAAAAI LAKRPENAGKLI

(386) 386 416
CS26 (376) TVIFPSHGERY-TALFSSIEIEVQEMR - -

OAS-A1 (292) VA FPSFGERYLSTVLFD.T EAEAMTEERA
OAS-B (362) AVVFPSFGERYLSTQLFQSIREECEQMQPEL
Consensus (386) VIFPSFGERYLST LF SIRKE E M FE

Figura 8. Alineamiento de la secuencia proteica de la isoforma mayoritaria citosélica OAS-A1 con
las secuencias deducidas de las proteinas cloroplasticas CS26 y OAS-B.

El alineamiento se cred con el programa Vector NTI. Las flechas rojas indican la prediccion del péptido
transito de cada isoforma. El cuadro rojo indica el sitio activo de union con OAS y sulfuro, y el azul la
interaccion con SAT. El asterisco rojo indica un residuo de lisina conservado de unién al piroxal-5’-
fosfato. El fondo de color amarillo indica residuos idénticos, el color azul indica residuos consenso
derivados de un bloque de residuos similares y el color verde indica residuos con cambios conservados

respecto al bloque de residuos consenso en una posicion dada.

En bacterias podemos encontrar los genes cysK y cysM, los cuales codifican para

las enzimas OASTL y S-Sulfocisteina sintasa (SSCS), respectivamente. La comparacion
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de secuencias de las enzimas cloroplasticas CS26 y OAS-B con las bacterianas de
Escherichia coli y Salmonella thyphimurium mostraron que en CS26 existe una
deleccion de 16 aminoacidos entre los dominios B8A y B9A comparado con las enzimas
OASTL bacterianas, y que esta deleccion esta también presente en las enzimas SSCS
codificadas por los genes bacterianos cysM. Como se ha descrito anteriormente, esta

region esta involucrada en la interaccion con la proteina SAT (Figura 9).

)

my

Figura 9. Alineamiento parcial de las secuencias deducidas de aminoacidos de OAS-B y CS26 con
las proteinas bacterianas.

El alineamiento se realizo con el software Vector NTI por comparacion con las proteinas codificadas por
los genes cysK y cysM de Escherichia coli y Salmonella thyphimurium. Las flechas azules muestran los
dominios de las hojas-f deducidas de la estructura cristalina de la OASTL citosolica OAS-A1l de
Arabidopsis thaliana (Bonner et al, 2005).

1.2. Expresion de la proteina CS26 en E. coli y purificacion de la proteina

recombinante

Con objeto de poder estudiar la proteina CS26 in vitro, se procedié a obtener la
proteina recombinante en bacterias. Para ello se llevd a cabo la clonacion del cDNA
codificante de la proteina madura CS26 en el plasmido pDEST17 utilizando la
tecnologia Gateway (Invitrogen) (Figura 10). En esta construccion el cDNA esta bajo el
promotor T7 y se genera una proteina con una cola de 6 histidinas en el extremo amino-
terminal. En base a las predicciones del péptido transito mediante el programa TargetP y
teniendo en cuenta la homologia de la secuencia de aminoacidos con la proteina OAS-
Al (Figura 8), se consider6 como proteina madura CS26 la proteina con una deleccion

de 94 aminoacidos en el extremo N-terminal.
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T7 primer
T7 promoter

RBS Initiation ATG
6xHis
attR1

C526

ROP

attR2

T7 reverse primer
T7 transcription terminator

pBR322 origin

bla promoter

Amp (R)

Figura 10. Construccion pDEST17-CS26.
El ¢cDNA CS26 dentro del vector de destino pDEST17 quedd flanqueado en el extremo 5° por una
secuencia codificante de una cola de 6 histidinas y bajo el promotor T7 para su expresion.

Se secuencid parte de la construccion pDEST17-CS26 para corroborar que el
inserto se encontraba en fase con la secuencia codificante de la cola de histidinas y se
transformaron las células BL21Al One Shot con esta construccion (Figura 10). En estas
células se puede inducir la expresion del inserto clonado usando arabinosa, ya que
contiene el gen de la T7 RNA polimerasa bajo el promotor araBAD regulado por
arabinosa. De esta forma, la proteina CS26 se expres6 en E.coli mediante induccion por
arabinosa, y se purifico mediante una columna de agarosa Ni-NTA, tal y como se ha
descrito anteriormente en materiales y métodos. La proteina His-CS26 tiene una alta
afinidad al niquel, lo que permite ser retenida en la columna. Como tampo6n de elucion
se utilizo imidazol, el cual compite con las cadenas laterales de histidina, permitiendo
asi la elucion de la proteina. La proteina recombinante CS26 tiene un peso molecular de
36,4 kDa (Figura 11). De un cultivo bacteriano de 100 ml se obtuvo 0,12 mg de proteina
recombinante pura con un rendimiento del 57 % (Tabla 10). La identificacion de la
proteina se confirm6 mediante escision de la banda correspondiente del gel de SDS-
PAGE y analisis mediante MALDI-TOF.
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kD MW 1 2 3 4

150
100

75

50

37

25

Figura 11. Analisis SDS-PAGE de la proteina recombinante His-CS26.

En los carriles 1 y 2 se muestran las proteinas totales de los cultivos de bacterias sin inducir e inducidos.
En el carril 3 se muestra el extracto crudo de bacterias obtenido del cultivo inducido tras lisis celular. En
el carril 4 se muestra la fraccion eluida de la columna de Ni-NTA. MW indica los pesos moleculares de

proteinas estandares.

1.3. Analisis enzimatico de la proteina recombinante His-CS26

Para la determinacion de la actividad de la proteina CS26, se llevaron a cabo
ensayos de medida de diferentes actividades en el extracto crudo obtenido tras la
inducciéon de bacterias con arabinosa, asi como en la proteina purificada. Las
actividades estudiadas fueron O-Acetilserina(tiol)liasa (OASTL), S-Sulfocisteina
sintasa (SSCS), L-Cisteina desulthidrasa (LCD) y B-Cianoalanina sintasa (CAS), y se
procedi6 segin lo descrito en materiales y métodos. La proteina recombinante no
mostr6 actividad L-Cisteina desulfhidrasa ni B-Cianoalanina sintasa. Los valores de
actividad OASTL y SSCS se muestran en la Tabla 10. Se observo actividad OASTL en
el extracto crudo de bacterias, pero no en la proteina purificada. Esto pudo deberse a la
actividad OASTL enddégena de las bacterias E. coli, obteniéndose valores para esta
actividad de forma residual en el extracto crudo de bacterias. En cuanto a la actividad
SSCS, se observo actividad en el extracto crudo, siendo mucho mas elevada en la
proteina purificada, demostrando que la proteina CS26 es una S-Sulfocisteina sintasa, y
no una OASTL.
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Tabla 10. Tabla de purificacion de la proteina His-CS26 expresada en E. coli.

Actividad .
3 Actividad Total Factor de L.
Especifica . ., Rendimiento (%)
1 ) purificacion
(Umg™)
Paso de Proteina
purificaciéon (mg) SSCS OASTL SSCS OASTL SSCS OASTL SSCS OASTL
Extracto 400 0,60 032 239 1725 - - : -
Crudo
Cromatografia
Ni-NTA- 0,12 11,46 0 1,38 0 19,1 0 57,6 0
agarosa

1.4. Caracterizacion del producto de la reaccion catalizada por CS26 mediante
LC/MS

El producto de la reaccion producido por la enzima recombinante His-CS26 en
presencia de tiosulfato y O-acetilserina fue identificado mediante HPLC/MS. El
principal producto formado en la reaccion enzimética fue una molécula con una relacion
masa/carga (m/z) de 201,9 £ 0,1, y cuyo espectro de masa coincide con el espectro
obtenido de una muestra patréon de S-sulfocisteina (Figura 12). Los pequefios picos de
m/z 202,9 y 203,9 corresponden a diferentes composiciones isotopicas de la molécula
de S-sulfocisteina. La abundancia de estos picos también coinciden con la distribucion

isotopica esperada para una molécula con formula molecular CsH7NOsS; (Figura 12A).

Aunque el espectro de masas del producto de la reaccion coincididé exactamente
con el espectro de las muestras patrén y tedrica, se aislo el pico mas abundante (m/z =
201,9) en la trampa i6nica para analizar su patron de fragmentacion. El pico mas
abundante después de la fragmentacién (MS?) resulté un ion con m/z de 120,0 + 0,1,
consecuencia de la pérdida de un fragmento de SO;, formandose el radical de cisteina
(Figura 13). Una segunda fragmentacion (MS®) de este ion de m/z 120,0 resulté en la
formacion de dos iones mas con m/z de 92,2 y 74,2. El primero de ellos correspondi6 a

una pérdida de CO, mientras que el segundo correspondi6 a una pérdida de CO + H,O.
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Figura 12. Espectro de masas de la molécula de S-sulfocisteina detectada en modo positivo

mediante ionizacion por electrospray.

(A) Espectro de masa tedrica y estructura molecular de S-Cys.

(B) Espectro de masas de una solucion estandar de S-Cys.

(C) Espectro de masa del producto de la reaccidon enzimatica producido por la proteina recombinante

His-CS26 usando como sustratos tiosulfato y OAS.
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Fragmentacion Formula Masa exacta m/z Pérdida
MS C;H;NO;S, 202.0 202.0 (100 %)
[M+H]* +H* 203.0 (5.5 %)
204.0(10.2 %)
MS? C;HNO,S" 120.0 120.0 (100 %) SO,
‘ 121.0 (4.6 %)
122.0 (5.0 %)
MS3 C,H,NOS 92.0 92.0 (100 %) CO
C,H,NS 74.0 74.0 (100 %) CO+H,0

Figura 13. Patron de fragmentacion de muestras de S-sulfocisteina mediante ionizaciéon por
electrospray en modo positivo.

(A) Espectro de masas del ion S-sulfocisteina [M+H]" aislado en la trampa i6nica.

(B) Patron de fragmentacion MS? del ion parental 201,8.

(C) Patron de fragmentacion MS® del ion parental 120,0.

(D) Detalles de la ionizacién y fragmentacion de S-Cys e identificacion de los iones detectados.
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1.5. Determinacion de los parametros cinéticos de la actividad S-Sulfocisteina

sintasa

Los parametros cinéticos de la proteina recombinante se determinaron utilizando
las curvas de Hanes-Woolf (Figura 14). Los valores de K,, obtenidos para la O-
acetilserina y tiosulfato fueron 0,46 mM y 0,93 mM, respectivamente. Comparando los
datos obtenidos con los descritos en la bibliografia, se observo que CS26 tiene una
mayor especificidad por los sustratos que las proteinas bacterianas con actividad SSCS
(Nakamura et al., 1984).

. y = 0,596x + 0,555
R2=0,965 e
g 6
= $
E 4 - <O Tiosulfato
E y=0,177x + 0,071 @ O-acetilserina
S R2= 0,976
:: 5 10 15 20 25 30 35 40 45

[S] (mM)

Figura 14. Representacion de las curvas Hanes-Woolf para los sustratos de la reaccién.
Se representd diferentes concentraciones de los sustratos frente al ratio “concentracion de
sustrato/velocidad inicial”. El corte con el eje x representa el valor de K,,, y la inversa de la pendiente

representa Vmax.

La dependencia de la enzima CS26 al cofactor piridoxal-5’-fosfato (PLP) se
determind mediante el calculo del porcentaje de inhibicion de la reaccion SSCS por
acido aminooxiacético (AOA) 10mM, que es un inhibidor de enzimas dependientes de
PLP (Rennenberg y Filner, 1982). Esta actividad se inhibié en torno a un 76 %,

corroborando asi el papel del PLP en la catélisis de la enzima.

Por tultimo, para determinar la especificidad de la enzima por los distintos
sustratos, se estudio la reaccion utilizando diferentes esqueletos carbonados similares a
O-acetilserina, que fueron N-acetilserina, O-fosfoserina y O-succinilhomoserina. Los
resultados se pueden observar en la Tabla 11. La enzima es capaz de utilizar otros
esqueletos distintos a la O-acetilserina, sin embargo los valores de actividad especifica

son menores con estos otros sustratos. En el caso de la O-fosfoserina la actividad es de
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aproximadamente un 60 %, y en el caso de la N-acetilserina, de un 50 %, siendo tan

solo de un 17 % para la O-succinil-homoserina.

Tabla 11. Actividad especifica de l1a proteina recombinante His-CS26 utilizando distintos esqueletos

carbonados como sustrato.

Esqueleto
carbonado Estructura quimica AE (%)

0 0
O-acetil-L- )}\
serina 0 OH 100

NH,

OH
o]

N-acetil-L-
. )L OH 49,2
serina N
H

P
O-fosfo-L- P |\o on 60,9

serina OH
NH,

_ o e _ Q
O-succinil 7 o 17,4
homoserina
0

NH,

1.6. Analisis de la expresion de CS26 en distintos tejidos y estadios

Los niveles de expresion del gen CS26 en plantas de Arabidopsis en los distintos
tejidos y estadios de la planta se realizaron mediante analisis de qPCR. Los niveles de
los trascritos se normalizaron usando el gen constitutivo UBQI0. Los resultados
observados en la figura 15 mostraron que hay una mayor acumulacién de transcrito
CS26 en las hojas en los estadios mas jovenes de la planta (estadio 1.07) (Boyes et al.,
2001), asi como en los tejidos de tallo y flor (en el estadio 6.1 con el 10 % de las flores
abiertas). Estos niveles disminuyen a medida que la planta se vuelve mas longeva,
siendo la acumulacién del transcrito més baja en el estadio 8.0, cuando la planta estd ya

senescente.
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Figura 15. Niveles de expresion relativa de CS26 en distintos estadios y tejidos mediante analisis de
qPCR.

Plantas silvestres de Arabidopsis se crecieron en sustrato vegetal en condiciones de dia largo y a los
estadios de crecimiento indicados se recogieron hojas de roseta y en el estadio 6.1 también tallo y flor
(T+F) para el analisis qPCR. Los niveles de los transcritos se normalizaron usando el gen constitutivo
UBQI0 como control interno. Los datos mostrados corresponden a los valores medios + SD de tres

analisis independientes.

1.7. Analisis in silico de ortélogos de CS26 en diferentes organismos

El estudio in silico de ortdlogos de CS26 abarco diferentes organismos tales
como cianobacterias, algas y diferentes plantas. La busqueda de ortdlogos en
cianobacterias se realizo en la base de datos Cyanobase
(http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase) donde se recoge el genoma de mas de 39
especies distintas. Se realizo un andlisis de pPBLAST de la proteina CS26 utilizando
todos los organismos disponibles en la base de datos. Aunque aparecieron diferentes
proteinas con un porcentaje de similitud elevado, ninguna de ellas present6 la deleccion
de 13-16 aminoécidos caracteristica de la secuencia de aminoacidos de la proteina
CS26, presente en proteinas con actividad S-Sulfocisteina sintasa, y que las distingue de
las OASTL verdaderas.

La busqueda de ortélogos en plantas y en musgo se realizé gracias a las bases de
datos de Phytozome v6.0 (www.phytozome.net), donde se recoge el genoma de 22
plantas superiores, y de PlantGDB (www.plantgdb.org), donde se recogen 25 genomas.
De todos los ortélogos encontrados, hubo un gran nimero de proteinas que mostraron
una similitud alta con CS26, pero solo 10 presentaron la deleccion caracteristica de las
SSCS (Tabla 12).
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Tabla 12. Ortélogos de la proteina CS26 en otros organismos.

Organismo Gen Presenta Similitud
deleccién?
Arabidopsis lyrata 927888 Si 97,0 %
Manihot esculenta Cassaval4052 Si 72,3 %
Carica papaya Evm.model.supercontig 73.12 Si 73,3 %
Vitis vinifera GSVIVT00033683001 Si 73,5 %
Medicago truncatula Medtr7g103940.1 Si 69,6 %
Cucumis sativus Cucsa.33733.1 Si 68,8 %
Brachypodium distachyon Bradi2g53170.1 Si 68,8 %
Sorghum bicolor Sb03g037860.1 Si 67,8 %
Oryza sativa 13101.m06375 Si 68,3 %
Ricinus comunis 29818.m000394 Si 66,8 %
Physcomitrella patens 164579 No 66,6 %
Physcomitrella patens 116788 No 66,6 %
Vitis vinifera GSVIVT00031113001 No 62,9 %
Mimulus guttatus mgf09622m No 63,6 %
Ricinus comunis 30128.m008638 No 63,4 %
Ricinus comunis 29747.m001062 No 71,0 %
Glycine max GLYma07g32790.1 No 64,4 %

En la alineacion de las secuencias de aminoacidos de cada una de ellas,
comparadas con las secuencias de las proteinas CS26 y OAS-B, podemos observar que
la deleccion coincide con la que encontrabamos en CS26. Solo en el caso de Cucumis
sativus esta deleccidon es un poco mas pequena de la esperada, con s6lo 7 aminoacidos,

tal y como se observa en la figura 16.

Arabidopsis thaliana CS26
Arabidopsis thaliana OASB
Arabidopsis lyrata

Manihot esculenta

Carica papaya

Vitis vinifera

Medicago truncatula

Cucumis sativus
Brachypodium distachyon
Sorghum bicolor

Oriza sativa

Ricinus comunis

Glycine max

Physcomitrella patens 164579
Physcomitrella patens 116788
Mimmulus guttatus
Consensus

Figura 16. Alineamiento parcial de secuencias de aminoacidos de varias proteinas ortélogas a CS26.
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El alineamiento se cred con el programa Vector NTI. El fondo de color amarillo indica residuos idénticos,
el color azul indica residuos consenso derivados de un bloque de residuos similares y el color verde indica

residuos con cambios conservados respecto al bloque de residuos consenso en una posicion dada.

1.8. Determinacion de la actividad S-Sulfocisteina sintasa en distintos organismos

Para corroborar la presencia y la actividad de la enzima S-Sulfocisteina sintasa
en los organismos previamente descritos, se procedid a la determinacion de la actividad
SSCS en alguno de aquellos que presentaban la deleccion de 10 aminoacidos, asi como

en otros en los que no la presentaban, como control negativo.

En la cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 y el alga verde Chlamydomonas
reinhardtii no se encontrd actividad SSCS. En la Tabla 13 se muestran los datos de
actividades determinadas en diferentes plantas. La medida de actividad SSCS se realiz6
inicialmente en extracto de hojas, no observandose actividad en ninguna de las plantas
estudiadas. Puesto que en Arabidopsis los niveles de actividad SSCS son muy bajos y
dificilmente detectables en un extracto total de hojas, procedimos a realizar las medidas
de actividad en un extracto enriquecido de cloroplastos, tal y como se describe en
materiales y métodos. Los organismos que mostraron actividad fueron Brachypodium
distachyon y Ricinus comunis. En el andlisis in silico previamente realizado se observo
que ambos organismos tenian una proteina ortéloga a CS26 que presentaba la deleccion
de aminoacidos entre los dominios B8A y B9A. Sin embargo, no se pudo determinar la
actividad SSCS en Oryza sativa y Medicago truncatula, aun cuando estos organismos
contenian una proteina similar a CS26. En Glycine, donde no se identifico un ortélogo

con deleccion, no se observo actividad SSCS.

Tabla 13. Actividad SSCS en diferentes plantas.
Las distintas plantas fueron cedidas por diferentes grupos del IBVF. Las medidas se realizaron en extracto
de hojas y de cloroplastos. Nd = No detectada. Los datos mostrados corresponden a valores medios + SD

de tres analisis independientes.

Actividad SSCS
. . Extracto de hojas Extracto de cloroplastos
Organismo Deleccion

(mU/mg) (mU/mg)
Arabidopsis thaliana Si 6,9+ 0,5 84,7+2,6
Oryza sativa Si Nd Nd
Brachypodium distachyon Si Nd 265 + 26
Ricinus comunis Si Nd 112+ 19
Medicago truncatula Si Nd Nd
Glycine max No Nd Nd
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2. Analisis de mutantes insercionales de T-DNA en los genes CS26 y OAS-B de
Arabidopsis thaliana

2.1. Identificacion y caracterizacion de los mutantes

A partir de los datos disponibles en TAIR (The Arabidopsis Information
Resource, www.arabidopsis.org), se obtuvieron y analizaron plantas de las lineas
mutantes GABI 376E08 y SALK 034133 para el gen CS-26 y de las lineas mutantes
GABI 684B07 y SALK 02183 para el gen OAS-B (Figura 17).

«-Bb1

SALK_034133

CS26
P
GABI_376E08
LBb2m
@LBb2
0AS-B

SALK_02183

LBb1mp

Figura 17. Estructura genémica de CS26 y OAS-B y localizacion de la insercion de T-DNA.

Se muestra la organizaciéon genémica de los genes CS26 (4¢3g03630) en los mutantes SALK 03413 y
GABI 376E08, y OAS-B (At2g43750) en los mutantes de insercion de T-DNA GABI 684B07 y
SALK 02183. LBbl, LBb2, F-26, R-26, F-B y R-B muestran la localizacion y direccion de los oligos
utilizados en la busqueda de plantas mutantes. La estructura de los genes y la region de T-DNA no estan

dibujadas a escala.

Mediante PCR se comprobo la localizacion, orientacion del inserto de T-DNA
y la posible homocigosis de la planta para la insercion, utilizando oligos especificos
del T-DNA LBb1 y LBb2 y especificos de los genes CS26 y OAS-B. Mediante analisis
de RT-PCR de las plantas homocigotas se determind que no existia amplificacion
para los mutantes insercionales en CS26 con los oligos F-26 y R-26, ni para los
mutantes insercionales en OAS-B con los oligos F-B y R-B, sugiriendo que estos son
mutantes nulos (knockouts) (Figura 18). Para el desarrollo posterior del trabajo de
investigacion se han seleccionado los mutantes SALK 034133 y GABI _684B07 a los

que a partir de ahora se les denomina mutantes ¢s26 y oas-b, respectivamente.
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Figura 18. Analisis RT-PCR de las plantas mutantes cs26 y oas-b.
Se preparé6 mRNA de hojas de plantas de dos semanas y se realizaron los analisis de RT-PCR utilizando
los oligonucledtidos especificos para CS26 (F26/R26), OAS-B (F-B/R-B) y de UBQI0O como gen

constitutivo.

También se generd una linea complementada del mutante cs26, cs26::P35S-
CS26, para comprobar la complementacion de algunas caracteristicas fenotipicas del
mutante. Para ello, se amplificé por RT-PCR un fragmento de cDNA de 1215 pb que
contenia la secuencia codificante completa de ¢s26, con una extension en el extremo 5’
de CACC, utilizando Profreading Platinum Pfx polimerasa (Invitrogen). El fragmento
se clono en el vector pENTRY/D-TOPO (Invitrogen) y luego fue transferido al vector
pMDC32 (Curtis y Grossniklaus, 2003) utilizando la tecnologia Gateway (Invitrogen).
La construccion final se introdujo en Agrobacterium tumefaciens mediante
electroporacion, y éste posteriormente en las plantas mutantes cs26. Esta linea
complementada expresaba el gen CS26 a unos niveles superiores a los obtenidos con la
linea silvestre, probablemente porque CS26 se encuentra bajo el control de un doble
promotor 35S del CaMV (Figura 19).

2x 35.
P35S-CS26 |rH—) [rosT]

= CS-26

. UBQ 10

| W R W—
Wt ¢s26::P35S-CS26

Figura 19. Esquema ilustrativo de la construccion usada para la obtencion de la linea
complementada cs26::P35S-CS26 y analisis mediante RT-PCR de la expresion del transcrito CS26
en la linea complementada.
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2.2. Analisis fenotipico de los mutantes cs26 y oas-b en diferentes condiciones de

crecimiento
2.2.1. Dependencia del fotoperiodo

En condiciones normales de crecimiento de dia largo (16 h luz / 8 h oscuridad),
las plantas de la linea mutante oas-b no mostraron un fenotipo diferencial a la linea
silvestre; sin embargo, las plantas de la linea mutante cs26 crecidas también en
condiciones de dia largo mostraron una reduccion significativa de su tamafio y hojas de

color verde palido (Figura 20A).

A. B
cs26
wt
C. LMA (g/m?)
wt cs26
LD 10,2+1,2 7,5+0,5
SD 9,8+ 1,5 10,8+ 1,1

Figura 20. Caracteristicas fenotipicas de la linea cs26.

A: Hojas de plantas crecidas en condiciones de dia largo durante 3 semanas.

B: Hojas de plantas crecidas en condiciones de dia corto durante 5 semanas.

C: Peso especifico foliar (LMA) de cada linea. Se realizd el calculo de las dos lineas para cada
fotoperiodo utilizando cinco réplicas de hojas. LD: dia largo, SD: dia corto.

Se calculd el peso fresco de las plantas del mutante ¢s26, resultando que éste era
solo el 24 % del peso fresco total de las plantas de la linea silvestre en condiciones de

ciclo largo. Ademas, se realiz6 el célculo del peso especifico foliar (proporcion entre el
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peso seco de la hoja y su area) de cada linea, siendo para cs26 de aproximadamente un
75 % del correspondiente a la linea silvestre en ciclo largo (Figura 20C). En condiciones
de ciclo corto (8 h luz / 16 h oscuridad) no hay diferencias significativas con respecto a
silvestre. Para verificar que el fenotipo observado en la linea de ¢s26 era debido s6lo a
la mutacion del gen CS26, esta linea se complement6 usando el fragmento completo de
cDNA (descrito anteriormente), generandose la linea complementada cs26::P35S-CS26,
recuperandose el fenotipo silvestre cuando se crecia en condiciones de dia largo (Figura
21A).

Las caracteristicas fenotipicas de las plantas mutantes cs26 eran dependientes
del régimen de luz. De este modo, cuando estas plantas crecian bajo un régimen de luz
continua exhibian una mayor reduccion en tamafo y una mayor palidez en el color de
las hojas (Figura 21B). Sin embargo, en condiciones de fotoperiodo de dia corto, el
mutante ¢s26 es fenotipicamente indistinguible de las plantas silvestres, de la linea
complementada y del mutante oas-b. También se observd que las plantas mutantes
crecidas en medio MS con sacarosa y fotoperiodo de dia largo mostraron un fenotipo

similar a las plantas de la linea silvestre.
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A. wt cs26  ¢s26::P35S-CS26 oas-b

LD

SD

¢cs26::P35S-CS26 c¢s26 oas-b wt

Figura 21. Fenotipo de los mutantes cs26 y oas-b, asi como de la linea complementada cs26::P35S-
CS26.

A. Plantas crecidas en tierra en condiciones de dia largo (LD) y dia corto (SD) durante 3 y 4 semanas,
respectivamente.

B. Plantas crecidas en tierra en condiciones de luz continua durante 4 semanas.

2.2.2.Condiciones de sequia

Las plantas de la linea mutante c¢s26 crecidas en condiciones de dia largo
mostraron resistencia a desecacion cuando éstas se dejaron de regar, en comparacion

con las plantas de la linea silvestre, observandose ya una diferencia significativa tras 8
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dias sin riego. Las plantas mutantes oas-b mostraron el mismo comportamiento que las
silvestres. Cuando se vuelve a regar a los 13 dias de sequia, donde ya se observan los
sintomas de decaimiento y clorosis, las plantas cs26 fueron capaces de recuperarse
mostrando un aspecto sano, al contrario que las plantas de la linea silvestre (Figura
22A).

A.
wt
cs26
0 8 10 13 16
Tiempo (dias
1 -AGUA po (dias) I+AGUA
B.
wt
cs26
0 10 14 18 21
1 -AGUA Tiempo (dias) I + AGUA

Figura 22. Respuesta a sequia de las lineas silvestre y mutante cs26.

A. Plantas crecidas en tierra en condiciones de dia largo. Las plantas crecidas durante 3 semanas dejaron
de regarse durante 13 dias, a partir del cual volvieron a ser regadas.

B. Plantas crecidas en tierra en condiciones de dia corto. Las plantas crecidas durante siete semanas
dejaron de regarse durante 18 dias, a partir del cual volvieron a ser regadas.

En condiciones de ciclo corto (Figura 22B) se observd un comportamiento
similar, aunque menos acusado que en ciclo largo. Las plantas se dejaron de regar
durante 18 dias, observandose que el mutante cs26 permanecia mds saludable que la
linea silvestre. Al igual que lo observado en ciclo largo, cuando se volvid a regar, se
observé una recuperacion de las plantas ¢s26, pero no de las silvestres. El mutante oas-b

mostr6 el mismo comportamiento que la linea silvestre.
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En relacién con estos datos obtenidos, se estudid la apertura estomatica en cada
una de las lineas en condiciones de dia largo y dia corto. La apertura del poro esta
controlada por el estado de turgencia de las dos células guardas, que depende de
factores ambientales (humedad, luz, CO,), asi como cambios hormonales en los niveles
de ABA y auxinas (Roelfsema y Hedrich, 2005; Vavasseur y Raghavendra, 2005). Se
determind la apertura estomatica de las hojas incubadas en presencia de diferentes
estimulos: como estimulo de apertura de estomas se usd una soluciéon que contenia
cloruro de calcio y como estimulo de cierre de estomas se usé una solucidon que contenia
acido abscisico (ver materiales y métodos).

En condiciones de ciclo largo se observo que en las plantas de la linea mutante
¢s26 la apertura estomatica es significativamente menor que en el caso de las plantas de
la linea silvestre tanto en presencia del estimulo de cierre, como con el de apertura,
mientras que en condiciones de ciclo corto, no se observaron diferencias significativas
(Figura 23). Estos datos parecen indicar que la resistencia a sequia de ¢s26 en dia largo

puede ser debido a una menor apertura de los estomas.
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Figura 23. Apertura estomatica en epidermis de hojas de plantas crecidas en condiciones de ciclo
largo (A) y ciclo corto (B).

Las medidas se realizaron incubando las hojas en presencia de acido abscisico, como estimulo de
apertura, y en presencia de cloruro de calcio, como estimulo de cierre. Los valores son medias + SD de 50
determinaciones. (*P < 0,05).

2.3. Analisis bioquimico de los mutantes cs26 y oas-b
2.3.1. Determinacion de actividades enzimaticas y contenido de tioles

Se midieron los niveles de actividad total OASTL y SSCS en extractos de hojas
de plantas silvestres y mutantes ¢s26 y oasb. La linea mutante ¢s26 mostrd el mismo
nivel de actividad total OASTL en hojas que las plantas silvestres. Este resultado era
esperable debido a la falta de actividad OASTL que exhibia la proteina recombinante

CS26. La actividad SSCS en extracto crudo de hojas de plantas silvestres presentaban
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unos niveles muy bajos, de dos 6rdenes de magnitud inferior a la actividad OASTL, no
obteniéndose actividad en las plantas de la linea c¢s26 (Tabla 14). También se analiz6 la
actividad SSCS en la linea complementada cs26::P35S-CS26, obteniéndose un nivel de
37,4 + 1,51 mU mg”, significativamente superior a la linea silvestre, quizas debido a
una mayor expresion del trascrito bajo el doble promotor 35S. En el caso del mutante
oas-b, la actividad enzimatica OASTL disminuy6 un 20 %; sin embargo, se detectd un

aumento significativo de la actividad SSCS en este mutante (Tabla 14).

Por ultimo, se compar¢ el contenido total de L-cisteina y glutation en hojas. Los
niveles de cisteina permanecieron inalterados, mientras que el contenido de glutation es
significativamente mayor en la linea ¢s26, no observandose diferencias significativas en
el mutante oas-b (Tabla 14).

Tabla 14. Niveles de actividad enziméatica y contenido de tioles en hojas.

La cuantificacion de las actividades enzimaticas y el contenido de tioles se determinaron en hojas de la
linea silvestre y los mutantes ¢s26 y oas-b crecidas en tierra en condiciones de dia largo. Los valores son
medias + SD (N = 4). Los asteriscos indican que existe significancia estadistica,**P < 0.01. nd, no
detectable.

Linea Actividad OASTL  Actividad SSCS L-Cisteina Glutatiéon
(U/mg) (mU/mg) (nmol/g FW) (nmol/g FW)
wt 3,65+0,08 6,9+0,5 16,6 +2,0 257+ 17
oas-b 2,92 +0,05%* 9,3 +0,5%* 16,3+ 1,8 269 + 15
cs26 3,36 £ 0,04 nd 17,9+ 1,6 338 + 21%*

Debido a los niveles tan reducidos de actividad SSCS en extractos de hojas,
obtuvimos una preparacion enriquecida de cloroplastos que reveld que la actividad
SSCS en las plantas silvestres fue de 84,7 + 2,6 mU/mg. Esta actividad es diez veces
mayor que la encontrada en los extractos de hojas, sugiriendo que la localizacion de esta
enzima es preferentemente cloroplastica (Figura 24). Al igual que en los extractos de
hojas, no se encontr6 actividad en el extracto de cloroplastos aislados de la linea cs26.
Esta actividad también se detectd en la linea oas-b, con un incremento en los valores de
actividad con respecto a la linea silvestre en condiciones de ciclo largo, tal como se

habia observado en el extracto total de hojas.

Se realizé el mismo analisis en condiciones de crecimiento de ciclo corto, no
observandose actividad SSCS en el mutante cs26. Se obtuvieron unos niveles en

extracto de hojas un poco superiores a los encontrados en ciclo largo tanto en silvestre
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como en oas-b. En cuanto a los valores encontrados en cloroplastos aislados, no
existian diferencias significativas en la linea silvestre. Sin embargo, en el caso de la
linea oas-b, la actividad SSCS disminuy6 aproximadamente un 25 % con respecto a la

encontrada en ciclo largo.
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Figura 24. Actividad SSCS en extracto de hojas y extracto enriquecido en cloroplastos.
La actividad SSCS fue medida en extracto de hojas (columnas blancas) y en extracto enriquecidos en
cloroplastos (columnas negras) de las lineas silvestre, oas-b y ¢s26, en condiciones de ciclo largo (A) y

ciclo corto (B). Los valores son medias + SD de tres determinaciones experimentales independientes. (*P
<0,05)

Para corroborar la actividad detectada en cloroplastos, estos extractos se
analizaron mediante infusion directa en la trampa idnica para verificar la presencia del
metabolito S-sulfocisteina. En la figura 25 se observa los espectros de masas detectados
para cada una de las lineas para el compuesto S-sulfocisteina, con una relacion m/z de
202. Se puso de manifiesto que en la linea mutante c¢s26 no se hallaba presente la S-
sulfocisteina, puesto que no se detectd el compuesto buscado con el patron isotdpico

tipico que presenta la S-sulfocisteina, mientras que para las otras dos lineas si.
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Figura 25. Deteccion del metabolito S-sulfocisteina en cloroplastos.
Se realiz6 infusion directa de los extractos enriquecidos en cloroplastos de las lineas silvestre y mutantes
oas-b'y cs26;y se registrd el espectro de masas del i6n con m/z 202 + 1 en la trampa i6nica.

También se realizo el andlisis del contenido de tioles en los extractos de
cloroplastos. Mediante el analisis por HPLC-MS y HPLC-UV se mostr6 que existia una
mayor concentracion de glutation reducido y cisteina, asi como de y-glutamil-L-cisteina
(y-EC) en las plantas de la linea mutante ¢s26 en condiciones de ciclo largo (Tabla 15).
Como puede observarse, la mayor acumulacion correspondid a glutatién reducido, que
presentd valores que triplicaron el contenido detectado en la planta silvestre. También
se realizo la medida de glutation oxidado, y el valor obtenido fue también mayor en la
linea mutante ¢s26 al compararlos con el obtenido en la linea silvestre. En condiciones
de ciclo corto, no fue posible la deteccion de cisteina y glutation oxidado en ninguna de
las lineas. Se observa que el contenido de glutation reducido y vy-EC es
considerablemente mayor en la linea del mutante cs26, llegando en ambos casos a
duplicar los valores calculados en plantas silvestres.

En los extractos de cloroplastos del mutante oas-b se observd que, en
condiciones de crecimiento de ciclo largo, presentd una reduccion significativa del
contenido de cisteina y y-EC, asi como de los niveles de glutation oxidado. Sin
embargo, los niveles de glutation reducido son equiparables a los que muestra la linea
silvestre. En condiciones de ciclo corto por el contrario, los niveles de glutation

reducido aumentaron considerablemente con respecto al silvestre, al igual que los
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niveles de y-EC, detectandose concentraciones que triplican los valores obtenidos con

plantas silvestres, no pudiéndose detectar glutation oxidado y cisteina.

Tabla 15. Contenido de tioles presentes en extractos enriquecidos en cloroplastos.

Se analizaron los compuestos tidlicos de extracto enriquecido en cloroplastos de plantas de las lineas
silvestre, cs26 y oasb crecidas en condiciones de ciclo largo y ciclo corto. Los valores son medias + SD
(N = 3). Los asteriscos indican que existe significancia estadistica,” P < 0.01. nd, no detectable. * Método
HPLC-MS, * Método HPLC-UV.

Ciclo Largo
v-EC* GSH* GSSG*® CysP
Linea (nmoles/mg) (nmoles/mg) (nmoles/mg) (nmoles/mg)
wt 1,20+ 0,13 22%4 3,6+0,1 0,96 £ 0,04
oas-b 0,38£0,01%* 214 2,410,2%* 0,60 £ 0,06**
cs26 1,40 £ 0,19%* 80+ 16%* 4,5%0,5%* 1,21 £0,04%**
Ciclo Corto
v-EC? GSH? GSSG? CysP
Linea (nmoles/mg) (nmoles/mg) (nmoles/mg) (nmoles/mg)
wt 1,63+0,21 19,83+ 1,17 nd nd
oas-b 5,04+ 0,14%* 72,39+ 2,00%* nd nd
cs26 3,41+ 0,51%* 44,77+ 2,25%* nd nd

2.3.2. Deteccion de especies reactivas de oxigeno

Debido a las caracteristicas fenotipicas observadas en el mutante cs26 en
condiciones de dia largo, se decidié analizar la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) tales como el anion radical superdxido (O,7) y el peroxido de hidrogeno
(H20,).

La produccion de superoxido se visualizo mediante tincion con NBT en hojas
escindidas de plantas crecidas en ambos fotoperiodos. La apariciéon de una coloracion
azul oscuro reveld la acumulacion de los aniones superdxidos en las hojas del mutante
¢s26 comparadas con las de la linea silvestre en dia largo (Figura 26). La deteccion de
H,0, se realiz6 mediante tincion con DAB en hojas escindidas de plantas de ambos
fotoperiodos. Se observé una mayor acumulacion de agua oxigenada en las plantas de la
linea ¢s26 detectada por la presencia de coloracion amarillo-pardo distribuida de forma
homogénea a lo largo de la hoja. Sin embargo, en condiciones de ciclo corto (figura 26,

E-H) no se observa acumulacion de especies reactivas de oxigeno en ninguna de las
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lineas. El mutante oas-b tampoco presentaba acumulacion de ROS en ninguna de las
condiciones estudiadas, mostrando el mismo comportamiento que las plantas silvestres

(datos no mostrados).

Figura 26. Acumulacién de especies reactivas de oxigeno en hojas del mutante cs26.

(A) y (B): Deteccion histoquimica del anion radical superoxido en lineas silvestre y mutante c¢s26,
respectivamente, en hojas de plantas crecidas tres semanas en condiciones de dia largo, mediante tincion
con NBT.

(C) y (D): Deteccion histoquimica de H,O, en silvestre y mutante c¢s26, respectivamente, en hojas de
plantas crecidas tres semanas en condiciones de dia largo, mediante tincién con DAB.

(E)-(F): Deteccion histoquimica del radical superoxido en silvestre y mutante ¢s26, respectivamente, en
hojas de plantas crecidas durante 5 semanas en condiciones de dia corto.

(G)-(H): Deteccion histoquimica de H,O, en silvestre y mutante c¢s26, respectivamente, en hojas de

plantas crecidas durante 5 semanas en condiciones de dia corto.

2.3.3. Analisis de la expresion de la familia génica OASTL

El analisis de la expresion de la familia génica OASTL en las lineas ¢s26 y oas-b
mediante qPCR se realiz6 en hojas de plantas crecidas en condiciones de dia largo y de

dia corto.

Como se puede observar en la figura 27, existen cambios significativos (log, > 2
6 logx< 0,5) de algunos de los genes analizados. En el mutante ¢s26 se observo que los
genes CYS-D2 y OAS-C estaban reprimido e inducido, respectivamente, de forma
significativa, y que esta alteracion era independiente del régimen luminico. Se observo
ademas una mayor alteracion en los niveles de los transcritos de forma general en ciclo
largo. Es interesante resaltar que el comportamiento de los genes CYS-C1 y CYS-DI es
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diferente segun el régimen luminico de crecimiento del mutante ¢s26, observandose una

acumulacién de transcrito en condiciones de ciclo largo, y reduccion en dia corto.
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Figura 27. Niveles de expresion relativa de la familia génica OASTL en plantas mutantes cs26.

Analisis de la expresion de los genes OAS-A1 (At4g14880), OAS-B (At2g43750), OAS-C (At3g59760),
DESI1 (At5g28030), CYS-C1 (At3g61440), CYS-DI1 (At3g04940), y CYS-D2 (At5g28020) en hojas de
plantas crecidas en condiciones de dia largo (A) y dia corto (B). Los niveles de los transcritos se

—
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normalizaron con el gen constitutivo UBQ10. Los datos corresponden a las medidas + SD de tres andlisis
independientes y representan los niveles de transcrito de cada gen en las plantas mutantes relativo a los

niveles de trascrito en las plantas silvestres (** P < 0,01).

En cuanto a la linea oas-b, en condiciones de ciclo largo los genes OAS-C y
CS26 presentaron acumulacion significativa de sus transcritos (Figura 28A). La
induccion del gen CS26 concuerda con los niveles de actividad SSCS encontrados en el
analisis en extracto de hojas y cloroplastos antes mencionado, donde se observaba un
aumento de actividad en esta linea. En condiciones de ciclo corto, los genes OAS-C y
CYS-DI1 se encontraron inducidos, mientras que el resto de genes no varian
significativamente (Figura 28B).
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Por ultimo, es interesante resaltar que el gen OAS-C se encontrd inducido tanto

en condiciones de dia largo como de dia corto, y en ambas lineas c¢s26 y oas-b.
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Figura 28. Niveles de expresion relativa de la familia génica OASTL en plantas mutantes oas-b.

Analisis de la expresion de los genes OAS-A1 (At4g14880), OAS-C (At3g59760), DESI (At5g28030), CS-
26 (At3g03630), CYS-C1 (At3g61440), CYS-D1 (At3g04940), y CYS-D2 (At5g28020) en hojas de plantas
crecidas en condiciones de dia largo (A) y dia corto (B). Los niveles de los transcritos se normalizaron
con el gen constitutivo UBQI0. Los datos corresponden a las medidas £ SD de tres analisis
independientes y representan los niveles de transcrito de cada gen en las plantas mutantes relativo a los

niveles de trascrito en las plantas silvestres (** P < 0,01).

2.4. Localizacion subcelular de CS26 en el cloroplasto de Arabidopsis thaliana

2.4.1. Deteccion de la proteina CS26 en diferentes fracciones cloroplasticas

La deteccion de la proteina CS26 se llevd a cabo mediante aislamiento de las
fracciones de estroma y lumen, tal y como se describe en materiales y métodos, y
posterior deteccion con anticuerpos policlonales anti-CS26 mediante andlisis de
Western Blot. Este anticuerpo policlonal se obtuvo a partir de preparaciones purificadas

de la proteina CS26 recombinante. Utilizando diferentes ensayos con la proteina
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recombinante, se puso a punto el titulo adecuado (1:30000) y la fraccion IgG que

mostraba mayor especificidad (extraccion final).

A partir de 20 g de hojas de plantas se obtuvieron preparaciones proteicas de
estroma y lumen siguiendo el protocolo descrito por Kieselbach (Kieselbach et al.,
1998). Puesto que previamente habiamos observado que los anticuerpos anti-CS26
reconocian otras proteinas OASTL como OAS-B debido a la alta homologia de
secuencia, obtuvimos preparaciones de estroma y lumen de plantas silvestres y plantas
mutantes oas-b y cs26. De esta forma, por comparaciéon de los resultados en las
diferentes lineas podriamos identificar especificamente la banda correspondiente a la
proteina CS26. Se realizé el andlisis de la proteina por duplicado, de forma que una
réplica se teniia con Coomassie y en la otra se realizaba el Western Blot utilizando los
anticuerpos policlonales frente a la proteina recombinante CS26. En los geles tefiidos
correspondientes tanto a la fraccion estromatica y luminal, escindimos algunas bandas
proteicas mas abundantes para su identificacion mediante MALDI-TOF. Como se
observa en la figura 29, identificamos proteinas localizadas en el estroma y en el lumen
en las fracciones respectivas, de forma que demostramos la alta pureza de las

preparaciones obtenidas.

En la fraccién estromatica, los anticuerpos anti-CS26 reconocen diferentes
proteinas, algunas de ellas estan presentes en las tres lineas silvestre y mutantes oas-b y
¢s26 y por tanto se consideran inespecificas. Se observa una banda mayoritaria por
debajo de 37 kDa que esta ausente en el mutante oas-b y que corresponde, por tanto, a
la proteina OAS-B debido a la reaccion cruzada de los anticuerpos. El tamafio
experimental calculado de 35,5 kDa coincide con el tamafio estimado de la proteina
OAS-B madura que es de 35,4 kDa. Ademas, en la fraccion de estroma, los anticuerpos
reconocen una banda minoritaria por encima de 37 kDa que estad presente en las
fracciones de la linea silvestre y el mutante oas-b, pero que desaparece en el mutante
cs26 y que debe corresponder a la proteina CS26, con un peso molecular de
aproximadamente 40 kDa.

En el lumen, se observa una banda mayoritaria presente en las fracciones
silvestres y mutante oas-b que no esta presente en la fraccion mutante c¢s26, asi como
una banda minoritaria de igual localizacion. Por tanto debe corresponder a la proteina
CS26. En las fracciones de estroma y de lumen se observo una banda minoritaria
correspondiente a CS26 con un peso aproximado de 40 kDa, que debe corresponder a
una forma proteica no madura, con la pérdida del péptido transito al cloroplasto, o bien
esta banda puede corresponder a una proteina con alguna modificacion postraduccional.
En la fraccion del lumen tilacoidal, la otra banda de CS26 present6d un tamafio de 34,8

kDa, y la sefial obtenida fue mas intensa. Este tamafio de proteina coincide con el
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tamafio  teorico  predicho por los  programas  TargetP y  ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/) de 34,1 kDa, y esta pérdida se debe al péptido de
transito al lumen. Por lo tanto podemos concluir la localizaciéon de una pre-proteina
CS26 de 40 kDa, y de una proteina madura CS26 en el lumen de 34,8 kDa, asi como la
localizacion exclusivamente estromatica de OAS-B.

A. B.
Fraccion estromdtica Fraccion estromatica
MW wt  oas-b  ¢s26 wt  oas-b  c¢s26
50 —— ——RBCL 50 ——
—RCA
—— PGK1 _
— GAP-A CS26
31— —— GAP-A S
FBA —— OAS-B
— FNRI1+FNR2
——PSBO1
25 —— g
C. Fraccion luminal D. Fraccion luminal
MW wt oas-b  ¢s26 wt  oas-b  c¢s26
- e
_— —— CS26
: ____TLP38
37 —— —— HCF 136 37 —
! ; — DegPl
. — CS26
l —— FNRI1
—___FPsbO
—— TL29
25 —— e 255 ——

Figura 29. Localizaciéon de CS26 y OAS-B en cloroplastos de Arabidopsis.
A partir de 20 g de hojas de plantas silvestres, y mutantes oas-b y c¢s26 crecidas durante 3 semanas en
condiciones de daa largo, se obtuvieron preparaciones proteicas de las fracciones estromaticas y
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luminales de los cloroplastos aislados. Se sometieron a SDS-PAGE y una réplica se utiliz6 para detectar
las proteinas mediante tincion con azul de Coomassie Brilliant Blue (A y C), y otra se sometio a analisis
de Western Blot utilizando anticuerpos anti-CS26 (B y D). Las proteinas identificadas mediante MALDI-
TOF son: RBCL (Rubisco Large Subunit), RCA (Rubisco Activase), GAP-A (glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase A subunit), PGK1 (phosphoglycerate kinase 1), FBA (fructose-bisphosphate
aldolase, class I), FNR (Ferredoxin-NADP(H) oxidoreductase), PSBO (Oxygen-evolving enhancer),
TL29 (Ascorbate peroxidase 4), DegP1 (DEG Protease 1), HCF 136 (High chlorophyll fluorescence 136),
TLP38 (Cyclophilin 38). Se sefialan las bandas especificas de las proteinas OAS-B y CS26 detectadas por

el anticuerpo. MW: patrones de peso molecular.

La concentracion de proteina presente en cada una de las fracciones se calculd
mediante titulacion de la proteina CS26 con el software Quantity One (BioRad) a partir
de concentraciones conocidas de la proteina recombinante, y se refirio a la cantidad de
proteina total, determinada por el método de Bradford. Se observé que en el lumen
habia, aproximadamente, siete veces mas cantidad de CS26 que en el estroma tanto en

la linea silvestre como en oas-b (Tabla 16).

Tabla 16. Cantidad de proteina CS26 en las fracciones de estroma y lumen de las lineas silvestre y
oas-b.

Se realiz6 una titulacion de la concentracion de CS26 en cada compartimento mediante SDS-PAGE y
Western Blot.

Linea Fraccion Concentracién Concentracién Lumen/estroma
estimada de CS26 (ng) muestra total (ug)
Estroma 3,2 100
Wt 6,8
Lumen 6,5 30
Estroma 1,5 100
oas-b 7,3
Lumen 33 30

2.4.2. Determinacion de la actividad S-Sulfocisteina sintasa en diferentes

fracciones cloroplasticas

Se determiné la actividad SSCS en extractos de estroma y lumen cloroplastico
de plantas de las lineas silvestre y mutantes. La medida de actividad SSCS se realiz6 a
partir de cloroplastos de hojas de plantas crecidas en ambos fotoperiodos, obteniéndose
resultados similares para las lineas silvestre y oas-b en ambos; y no se detectd actividad
en la linea mutante ¢s26. Los niveles de la actividad SSCS en el estroma de plantas
silvestres y oas-b fueron muy pequefios comparados con los que se obtienen en la
fraccion luminal, que son tres 6rdenes de magnitud superiores en ambos fotoperiodos

(Figura 30). Todos estos datos sugieren que la proteina CS26 detectada en el lumen con
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un tamafip de 34,8 kDa es la activa. En ciclo corto, la actividad especifica es
ligeramente menor que en ciclo largo en las lineas silvestre y oas-b, concordando con

los datos de expresion de CS26 mostrados previamente en el mutante oas-b.
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Figura 30. Actividad S-Sulfocisteina sintasa en fracciéon estromatica y luminal de cloroplastos en

ambos fotoperiodos.
Se determino la actividad SSCS en extractos de estroma y lumen de plantas de las lineas silvestres y

mutantes crecidas durante 3 semanas en ciclo largo (A) y durante 5 semanas en ciclo corto (B). No se
detecta actividad en la linea del mutante ¢s26, y los valores observados en el estroma de silvestre y oas-b

son muy bajos comparados con los que se obtienen en la fraccion luminal.

2.4.3. Analisis del perfil proteémico del lumen tilacoidal del mutante cs26

Una vez localizada la proteina activa en la fraccion luminal del cloroplasto,
quisimos conocer si se observaban cambios significativos a nivel de proteina en este
compartimento en ausencia de la misma. Para ello, tal y como se describe en materiales
y métodos, se extrajeron las proteinas solubles del lumen de plantas silvestres y
mutantes crecidas en condiciones de ciclo largo, y se separaron mediante 2D-PAGE.
Estas se visualizaron por tincion con plata y se cuantificaron con ayuda del programa

informatico PDQuest. Las imagenes representativas de los geles se muestran en la

figura 31.
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Figura 31. Mapa proteéomico del lumen cloroplastico de las lineas silvestre y cs26.

Se muestran geles bidimensionales tefiidos con plata de las proteinas luminales solubles de cloroplastos
obtenidos de plantas crecidas en dia largo durante 4 semanas. Se muestra mediante circulos las proteinas
diferentes que han sido identificadas mediante MALDI-TOF.

Como se puede apreciar en la figura 31, existen diferencias significativas en
cuanto al nimero de proteinas y la abundancia en ambas lineas. El andlisis se restringio
a aquellas proteinas que mostraban diferencias en su abundancia o que simplemente no
aparecian en c¢s26. Estas proteinas se identificaron posteriormente mediante MALDI-
TOF (Tabla 17). Ademas, casi todas la proteinas analizadas en la fraccion luminal se
identificaron como localizadas en el lumen, validdndose asi la pureza de la fraccion

luminal.
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Tabla 17. Analisis mediante MALDI-TOF de los puntos analizados en el mapa proteémico del lumen de la linea silvestre y cs26.

En esta tabla se muestra la identificacion, funcion y veces de cambio de las diferentes manchas proteicas aisladas.

Punto Nombre de la proteina Gen Funcién Veces de
cambio
1 ATP synthase CF1 o subunit gi 7525018/ATCG00120 Hydrogen ion transporting ATPase activity 0.004
(thylakoid membrane)
2 ATP synthase CF1 3 subunit g1 7525040/ ATCG00480 Hydrogen ion transmembrane transporter activity 0
(thylakoid membrane)
3 C-terminal processing protease gi 15236628/AT4G17740 Serine-type peptidase activity / D1- processing 0
protease
4 Cyclophilin/PPlase TLP38 g142564190/AT3G15520 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity / 0.14
immunophilin / protein folding
5,6 HCF136 (High chlorophyll fluorescence 136) gi 15237225/AT5G23120 Stability and/or assembly factor of photosystem II 0.03/0
7 DegpP protease g12565436/AT3G27925 Trypsin-like serine protease 0
8 ATLFNRI (LEAF FNR 1) gi145334919/AT5G66190 Ferredoxin:NADP(H) oxidoreductase / electron 0
(stroma /thylakoid membrane) transporter
9,10,11 PSBO-1(Oxygen-evolving enhancer 33) gi 15240013/ AT5G66570 Oxygen evolving activity 0.76/0-1/0.04
12,13 PSBO-2 (Photosystem II subunit O-2) gi 15230324/AT3G50820 Oxygen evolving activity 0/0-1
14 Photosystem II reaction center PsbP family gi 79325123/ ATAG15510 Calcium ion binding 0
protein
15,16 PSBP-1 (Oxygen-evolving enhancer protein2)  gi 15222166/ AT1G06680 Regulation of oxygen evolution 0-1/0
17 AAA-type ATPase family protein (localization?) gi 18398708/ AT2G18330 ATPase activity 0
18 Immunophilin/FKBP-type PPlase gi 15224305/ AT2G43560  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity / protein 0.01
folding
19 Thylakoid lumenal 17.9 kDa protein gi 15234798/ AT4G24930 Unknown 0.03
20 Thylakoid lumenal 17.4 kDa protein 2130696347 /AT5G53490 Unknown 0.01
21 Thylakoid lumenal 15 kDa protein gi 18406661/ AT2G44920 Unknown 0
22 Plastid-lipid associated protein PAP gi 15227428/ AT2G35490 Structural molecule activity 111.68
(thylakoid membrane)
23 Peptidase C1A papain family protein gi 18396939/ AT1G29080 Cysteine-type peptidase activity o0

(endomembrane system)
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A pesar de todos los esfuerzos, fue imposible identificar la proteina CS26 en la
fraccion luminal del proteoma de la linea silvestre. Sin embargo, se observo una fuerte
alteracion en muchas de las proteinas del lumen del mutante cs26 cuando se compar6
con silvestre. Las proteinas con dominio Pbsb-P, las subunidades extrinsecas al
fotosistema II, la proteina HCF136, ciclofilinas y la isomerasa tipo peptidil-propil cis-
tras FKB, proteasas DegP y D1, y las subunidades o y  de la proteina tilacoidal
periférica ATP sintasas CF1 mostraron una represion fuerte en el mutante cs26.
Proteinas asociada a lipidos plastidicos localizados en membrana tilacoidal (At2g35490)
y una peptidasa tipo cisteina C1A (At2g29080) se mostraron muy inducidas en el
mutante. Estos resultados demuestran que la deficiencia de CS26 en el lumen tiene un

gran impacto en la estabilidad de numerosas proteinas luminales.

3. Analisis fotosintético del mutante cs26 de Arabidopsis thaliana

El fenotipo mostrado por las plantas de la linea mutante cs26 sugiere un posible
defecto en el proceso fotosintético bajo las condiciones de crecimiento de dia largo.
Para investigar esta posibilidad, se realizé la medida del contenido de pigmentos y la
actividad fotosintética en las lineas silvestre y ¢s26, asi como la determinacion de los

parametros fotosintéticos mas relevantes.

3.1. Cuantificacion de pigmentos

El anélisis de pigmentos incluy6 la medida de clorofilas a y b, asi como de
carotenoides. Este andlisis reveld una reduccion del 34 % y 38 % del contenido en
clorofilas a y b, respectivamente, en las plantas de la linea ¢s26 con respecto a plantas
de la linea silvestre crecidas en condiciones de dia largo (Tabla 18). Estos datos se
calcularon en base al peso fresco. También se observo una reduccion en el contenido de
carotenoides en el mutante c¢s26. Sin embargo, no se detectaron diferencias

significativas en las plantas de la linea oas-b con respecto a la linea silvestre.

Por el contrario, cuando se realizo la cuantificacion de pigmentos fotosintéticos
en plantas crecidas en condiciones de dia corto, no se observaron diferencias

significativas en ninguna de las lineas.
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Tabla 18. Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas.

Las clorofilas a y b, asi como el contenido de carotenos se midieron en extracto de acetona de hojas de
plantas crecidas en condiciones de ciclo largo durante 4 semanas. Los valores son medias + SD de tres
determinaciones independientes. Los asteriscos indican significancia estadistica de **P < 0,01.

Li Clorofila a Clorofila b Carotenos
inea

(ng/mg FW) (ng/mg FW) (ng/mg FW)
wt 0,80 + 0,05 0,29 + 0,02 0,16 = 0,002
cs26 0,53 £0,03%** 0,18 +0,002** 0,12 +0,004**

También se determiné el contenido total de clorofila en una fraccidon enriquecida
en cloroplastos de las tres lineas antes mencionadas, donde se volvio a observar una
reduccion bastante importante en el caso de la linea ¢s26 en condiciones de ciclo largo
(Tabla 19). El nimero de cloroplastos se visualizd en un microscopio Optico con una
camara Neubauer, observandose que también habia una menor cantidad de cloroplastos
en el extracto de ¢s26 en condiciones de ciclo largo. En condiciones de ciclo corto, la
cuantificacion de clorofila total no se ve alterada en ninguna de las dos lineas mutantes.
Sin embargo, hay una reduccion significativa del namero de cloroplastos en la linea
cs26, aunque no es tan drastica como en condiciones de crecimiento de ciclo largo. En
el caso del mutante oas-b, en condiciones de ciclo largo no se apreciaron diferencias
significativas con respecto a la linea silvestre, mientras que en ciclo corto se observo
una reduccién del namero de cloroplastos, aunque la cantidad de clorofila permanecio

inalterada.

Tabla 19. Contenido de clorofila total y niimero de cloroplastos.

La cantidad de clorofila se midié en extracto de acetona de cloroplastos de hojas de plantas crecidas en
condiciones de ciclo largo durante 4 semanas, y ciclo corto durante 6 semanas. Los valores son medias +
SD de tres determinaciones independientes. Los asteriscos indican significancia estadistica de **P < 0,01.

Ciclo Largo Ciclo Corto
Linea Clorofila N° Cloroplastos (x10%) Clorofila N° Cloroplastos (x10%)
(mg/ mL) (cloroplastos/ g FW) (mg/ mL) (cloroplastos/ g FW)
wt 0,94 £0,05 2,57%0,10 1,42+0,10 1,88+£0,20
cs-26 0,41 +0,01** 1,10 £0,10%* 1,38+0,05 1,55+0,40
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3.2. Analisis de la eficiencia fotosintética por emision de fluorescencia

La eficiencia fotosintética del mutante cs26 se determind mediante la medida
de la emision de la fluorescencia de la clorofila in vivo en plantas enteras en condiciones
de crecimiento de dia largo y dia corto. Las imdgenes de fluorescencia de clorofila se
obtuvieron mediante un sistema de “Fluorimager chlorophyll fluorescent imaging
system” (Technologica), por aplicaciéon de un régimen programado de tiempos de
exposicion de luz actinica, pulsos de luz saturada y periodos de oscuridad (ver

materiales y métodos).

Las mediciones se realizaron con plantas tratadas con luz de alta intensidad
(750 + 50 pmol m? s™) durante 1 hora, y plantas control no tratadas. Los resultados
mostraron que en las condiciones control (sin estar sometidas a luz de alta intensidad)
las plantas mutantes ¢s26 presentaron una reduccion significativa de Fv/Fm en ambas
condiciones de crecimiento cuando se comparaban con la linea silvestre, siendo mas
acusada esta reduccion cuando las plantas se crecieron en condiciones de ciclo largo.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el mutante cs26 cuando se
trataba con luz de alta intensidad durante 1 hora, con respecto a las plantas control de

dicho mutante (Figura 32).

0,800 0,800
0,600 - 0,600 -
* *
S g
Lg 0,400 - — ‘g 0,400 -|
K& K
* *
0,200 - — 0,200 - I
0,000 - T 0,000 - .
LL HL LL HL

Figura 32. Eficiencia cudntica maxima de la reaccion fotoquimica del fotosistema II en plantas
enteras.

Se muestran los valores obtenidos para el parametro Fv/Fm de plantas de las lineas silvestre (rojo) y
mutante ¢s26 (azul) en condiciones de crecimiento de ciclo corto (A) y ciclo largo (B). LL=plantas
control, HL=Plantas tratadas durante 1 h con luz de alta intensidad. Los valores son medias = SD de tres
determinaciones independientes (**P < 0,01).

Debido a que no se encontraron diferencias significativas entre las plantas cs26
control y las tratadas con luz de alta luminosidad, se procedio a realizar un estudio en el
que las plantas inicialmente adaptadaas a la oscuridad se expusieron en el

“Fluorimager” a pulsos de luz actinica de una intensidad luminica baja similar a la
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utilizada en condiciones de crecimiento en las camaras (150 pmol m™s™) y otra alta
(800 pmol m™?s™).

Las imagenes obtenidas que permiten representar Fv/Fm de plantas adaptadas a
la oscuridad se muestran en la figura 33 (A y B). Este parametro fotosintético se define
como la eficiencia cudntica maxima de la reaccion fotoquimica del PSII, y se refiere a la
eficiencia maxima a la cual la luz absorbida por el PSII es usada para la reduccion de
Qa. En la figura 33A se puede apreciar que, en condiciones de ciclo corto, las hojas
jovenes de las plantas de la linea mutante cs26 presentaron menor Fv/Fm que las hojas
mas viejas. Este hecho es interesante, ya que se ha descrito que la mayor actividad
fotosintética en una planta silvestre ocurre en las hojas mas jovenes, y que esta actividad
va decayendo a medida que la hoja envejece (Stessman et al., 2002). Sin embargo, en el
caso del mutante cs26 parece estar ocurriendo exactamente lo contrario en ciclo corto.
En condiciones de ciclo largo, las plantas cs26 presentan unos niveles muy reducidos de

Fv/Fm en todas las hojas.

También se muestran las imdgenes obtenidas para el decaimiento no
fotoquimico (NPQ) tras incidir con una luz actinica a PPDF de 150 umol m™ s (Figura
33, C y D) y 800 umol m™ s (Figura 33, E y F). Se observé que los valores de NPQ
son mas bajos en las hojas mas jovenes de la planta en el mutante cs26 en ciclo corto en
ambos pulsos de luz, similares a los obtenidos en todas las hojas de plantas silvestres.
Por tanto, en las hojas jovenes donde existe menor actividad fotosintética (menor
Fv/Fm) se produce también una menor disipacion de la energia de excitacion en forma
de calor, indicando que no hay disipacion de la energia pero que tampoco se esta usando
para la reaccion fotoquimica. En ciclo largo y en ambos pulsos de luz, los valores de
NPQ en el mutante son mayores que en silvestre, indicando disipacion térmica en este
caso, aunque tal y como se observd previamente, en el centro de la roseta también se

puede apreciar niveles menores de NPQ.

Como se coment6 anteriormente, hay una reduccion del valor Fv/Fm de plantas
adaptadas a la oscuridad en la linea ¢s26, siendo la reduccion de aproximadamente un
74 % en ciclo largo, y de un 32 % en ciclo corto, con respecto a la linea silvestre (Tabla
20). Un anélisis mas detallado de los valores de Fo y Fm nos corrobord que el mutante
¢s26 sufre una importante fotoinhibicion. Esto queda de manifiesto por los altos valores
obtenidos para Fo en ciclo largo, que es indicativo de una menor concentracion de
clorofilas acopladas o de dafos en el aparato fotosintético. En ciclo corto también se
observa un aumento en la fluorescencia Fo, y al separar los valores entre hojas centrales

y exteriores se confirmod que las centrales tenian valores de Fo mucho mas elevados.
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Fv/Fm , Fv/Fm
R =

Figura 33. Imagenes de fluorescencia de la planta completa generada con “Fluorimager”.

Se muestran los valores de Fv/Fm para las lineas de plantas silvestre y ¢s26 crecidas en condiciones de
dia corto (A) y dia largo (B), y los valores de NPQ correspondientes a pulsos de luz con PPFD de
crecimiento 150 pmol m™s™ en plantas crecidas en dia corto (C) y dia largo (D), y los valores de NPQ
correspondiente a PPFD saturada de 800 pmol m™s™ en plantas crecidas en dia corto (E) y dia largo (F).
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Tabla 20. Parametros fotosintéticos de fluorescencia obtenidos en plantas adaptadas a oscuridad.
Los valores son medias = SD de tres determinaciones independientes. Los asteriscos indican significancia
estadistica, **P < 0,01.

F, F, Fv/Fm

wt 11+1 41 +2 0,736 + 0,006
Ciclo Largo

cs26 52+ 11*%* 63 £ 16** 0,192 £ 0,046**

wt 31+1 109 +3 0,716 = 0,005

cs26 62 + 5** 118 £ 6** 0,488 £0,016**
Ciclo Corto

cs26-Jovenes 89 £ 2%* 138 £ 4** 0,378 £ 0,003

cs26-Adultas 58 £ 8** 115+ 7** 0,508 £ 0,030**

El resto de pardmetros fotosintéticos obtenidos se muestran en la Tabla 21. Las
medidas de la eficiencia operativa Fg/Fm’ confirmaron que el mutante presentd en
ambas condiciones de crecimiento una reduccion con respecto a la linea silvestre. Este
parametro estima la eficiencia a la cual la luz absorbida por el PSII es usada para la
reduccion de Q4. El parametro gL nos da una idea de la fraccion de los centros abiertos
del PSII (con QA oxidada). Se observo que en el mutante este valor es mas elevado en
cualquiera de las condiciones estudiadas, siendo més acusado en el caso de las plantas

crecidas en ciclo largo.

El parametro gP relaciona la eficiencia maxima del PSII con la eficiencia
operativa del PSII. En todos los casos este parametro se mantiene practicamente
constante en silvestre y ¢s26, siendo un poco mayor para ¢s26 en ciclo corto a 150 pumol

2 -1
m- S .
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Tabla 21. Parametros fotosintéticos de las lineas silvestre y mutante cs26.

Las medidas se realizaron en plantas enteras crecidas en ciclo corto y ciclo largo tras incidir con luz a

PPFD 150 y 800 umol m™ s'. Los valores son medias = SD de tres determinaciones independientes. Los

asteriscos indican significancia estadistica, **P < 0,01.

Ciclo Largo
150 pmol m”’s” 800 pmol m-2 s-1
Parametro wt cs26 wt cs26
Fq'/Fm' 0,439 +0,024 0,202 +0,002** 0,314+ 0,007 0,135+ 0,001**
qP 0,649 + 0,036 0,611 +0,001 0,592 +£0,015  0,435+0,038
NPQ 0,138 £0,008 0,481 +0,020** 0,620 £0,019 0,915+ 0,051**
Fv/Fm' 0,675 +0,002 0,306 + 0,005** 0,529 +£ 0,004 0,331 +0,021%**
qL 0,526 + 0,038 1,252 +0,005** 0,824+ 0,035 1,531 +0,010**
Ciclo Corto
150 pmol m-2 s-1 800 pmol m-2 s-1
Parametro wt cs26 wt cs26
Fq'/Fm' 0,375+ 0,013 0,286 +0,117 0,255+ 0,006 0,182 +0,001**
qP 0,587+ 0,017 0,734+0,001** 0,577+ 0,023 0,515+ 0,006
NPQ 0,172+ 0,017 0,493 +0,029** 0,879+ 0,041 1,012 +0,020%**
Fv/Fm' 0,639 +0,007 0,403 +0,002** 0,454 +0,004 0,441 £ 0,002
qL 0,527+ 0,021 1,001 £0,012**  0,672+0,042 0,760 £ 0,011

Por ultimo, el parametro Fv’/Fm’ definido como la eficiencia operativa obtenida
del PSII si todos los centros estuviesen abiertos (Qs oxidada), estima la eficiencia
maxima de la reaccion fotoquimica del PSII a una PPFD dada, y en nuestro caso se
midié en plantas sometidas a 150 uE m™>s” y a 800 pE m™s™'. Las plantas de la linea
¢s26 mostraron una reduccion en este parametro cuando se sometieron a luz de baja
intensidad (150 pE m™ s™) comparadas con las plantas de la linea silvestre crecidas
tanto en dia largo como corto. Cuando se trataron con luz de alta luminosidad (800 uE
m? s7), ambas lineas mostraron la misma eficiencia maxima cuando las plantas se
habian crecido en dia corto, pero no en dia largo. Lo més llamativo fue que el mutante
cs26 presento valores similares de eficiencia en todas las condiciones, mientras que el

silvestre mostrd una mayor eficiencia cuando se expuso a una luz de menor intensidad
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(Figura 34). Esto puede indicar que, probablemente, los centros de reaccién en el
mutante estén danados, ya que la méxima eficiencia operativa del PSII para reducir a la

Qa es muy baja en condiciones de luz no saturante.

150 (E m2s1)
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Figura 34. Parametro Fv’/Fm’ medido en silvestre y cs26 aplicando distintas PPFD.
En la izquierda de la grafica se representa los valores obtenidos cuando PPFD fue de 150 pE m™s™ y en
la derecha cuando se sometié a 800 uE m™s™. La linea silvestre est4 representada en rojo, mientras que la

linea mutante esta representada en azul.

3.3. Analisis fotosintético mediante medidas de intercambio de gases Yy
fluorescencia

Siguiendo los modelos bioquimicos de fotosintesis descritos en la introduccion
se procedio a determinar los parametros fotosintéticos del mutante ¢s26 en comparacion
con la linea silvestre en fotoperiodo de dia largo y corto. Ademads, debido a las
diferencias fenotipicas del mutante cs26 con respecto a la linea silvestre en condiciones
de fotoperiodo de dia largo y corto fue necesario varios célculos previos para realizar

una serie de correcciones y determinar de forma precisa los pardmetros fotosintéticos.

El producto de los parametros (a - B), siendo a la absorbancia de la hoja y B la
fraccion de luz absorbida que alcanza el PSII, se calcul6 a partir de la pendiente de la
recta de la relacion entre ®pgy; (eficiencia fotosintética del PSII) y ®@cpy (eficiencia
cuantica aparente) obtenida en condiciones de ausencia de fotorrespiracion, en una
atmosfera que contiene menos del 1% de O, (Figura 35A) y variando la intensidad de
luz segiin el método previamente descrito (Warren y Dreyer, 2006). Debido a las
diferencias en la concentracion de clorofila que existen en las lineas silvestres y ¢s26, se
decidio realizar esta correccion para cada genotipo y cada fotoperiodo (diferenciando
entre dia largo y dia corto). Se realizaron tres réplicas, y se determiné el valor medio

(Figura 35B). EI menor valor del producto (a - B) en el mutante ¢s26 crecido en dia
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largo se corresponde con el menor tamano de hoja, de peso especifico foliar y de

contenido en pigmentos determinado en la linea mutante.

A.
0,45
0,4 =
0,35
03 @i—' Awt-LD
o WTT-
Z 0,25 5
&~ L Acs26-LD
& 02 "u
26-SD
0,15 PAY Ocs
0,1 B wt-SD
0,05 -Kﬁ—ﬁ‘
O 1 1
0 0,02 0,04 0,06
Do,
B.
(o-Pp)
wt cs26

LD 0,365 + 0,007 0,267 £0,015
SD 0,470 £ 0,013 0,419+ 0,019

Figura 35. Célculo para la correccion en la tasa del transporte de electrones.

A. Relacion entre la ®pgyp (eficiencia fotosintética del PSII) y ®@cq, (eficiencia cuantica aparente) obtenido
en condiciones de ausencia de fotorrespiracion, en una atmosfera que contiene menos del 1% de O,.

B. Calculo del producto (a - B) para cada genotipo y fotoperiodo.

Los valores son medias + SD de tres determinaciones independientes. LD: condiciones de dia largo, SD:
condiciones de dia corto.

Para poder realizar una completa parametrizacion de la fotosintesis, fue
necesario el calculo previo de otros dos pardmetros mediante diferentes analisis: el
punto de compensacion de CO, en ausencia de respiracion mitocondrial (I'*) y la tasa

de respiracion mitocondrial en luz (Rgay).

El punto de compensacion de CO; en ausencia de respiracion mitocondrial (I'*)
viene determinado por las propiedades cataliticas de la Rubisco y es un indicativo de la
especificidad de la Rubisco por el CO, respecto al O,. Sin embargo, como no se ha
descrito el factor de especificidad de la Rubisco (S.,) para Arabidopsis in vitro, tuvimos
que estimar ['* mediante el método de Laisk (Boron et al., 1977; Laisk, 1997) tal como
lo describe Caemmerer (Von Caemmerer, 2000), midiéndose en la linea silvestre. El

método de Laisk no da exactamente I'*, sino C;*, de forma que I'* = C;* + Ryay/gm,
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siendo g, la conductancia del mesofilo al CO,. Puesto que la contribucion del término
Ryay/gm €s muy pequefla, se utilizo este valor Ci* como aproximacion del punto de
compensacion de CO, cloropléstico, de acuerdo con Warren y Dreyer (Warren y
Dreyer, 2006).

Para el calculo de C;*, se realizaron curvas 4y-C; (asimilacion fotosintética neta
frente a concentracién intercelular de CO,) a tres intensidades diferentes de luz (50, 150
y 500 pmol m? s™) y a seis diferentes concentraciones de CO, desde 50 a 400 pmol
CO, mol™. El punto de interseccion de las tres curvas Ay-C; se utilizo para el calculo de
C;* (valor en el eje x). Se realizaron cuatro réplicas, obteniéndose un valor para C;* (22
°C) = 41,2 umol CO, mol™. Con este valor de C;* (= T'*) se estimd para la Rubisco de
Arabidopsis un valor de S./, = 94, (teniendo en cuenta que ['* = (0,5 - [ O2]) / S¢/o)-

Los parametros que intervienen en los modelos de fotosintesis tienen una fuerte
depedencia de la temperatura. Los valores indicados anteriormente estan calculados a 22
°C que son las condiciones de crecimiento de las plantas. Aplicando la misma
dependencia de la temperatura que la descrita para Nicotiana tabacum por Bernacchi
(Bernacchi et al., 2001), se calculo6 el valor de Ci* a 25°C, obteniéndose un valor Ci*
(25 °C) = 46,4 umol COy/mol aire (S, = 84), similares a los valores descritos para
Arabidopsis a 25 °C, Ci* (25 °C) = 49 umol CO,/mol aire (S¢o = 79,7) (Flexas et al.,
2007).

Para calcular la tasa de respiracion mitocondrial en luz se determindé como
Ryark/2, siendo Ryar la tasa de respiracion mitocondrial en oscuridad. Por tanto, se midio
Ryark para todos los genotipos y fotoperiodos, realizando 4 réplicas sobre plantas
adaptadas al menos 30 min en oscuridad. Los valores obtenidos de Rgark, Zsdark

(conductancia estomatica) se recogen en la Tabla 22.

Tabla 22. Parametros obtenidos en plantas adaptadas a oscuridad.
Los valores son medias = SD de tres determinaciones independientes. LD: condiciones de dia largo, SD:
condiciones de dia corto. (*P < 0,05). Rgu: tasa de respiracion mitocondrial en oscuridad; g gark:

conductancia estomatica en condiciones de oscuridad.

Rgark (tmol / m?*s) g gark (mol / m* s)

wt -1,01 £0,25 0,27+ 0,13

LD
cs26 -1,77+0,33* 0,44 £0,32*
wt -0,56 £ 0,29 0,05+ 0,01

SD
cs26 -0,58 £0,10 0,08 £0,02
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El valor de la tasa de respiracion en oscuridad disminuy6 en ambos genotipos al
pasar de las condiciones de crecimiento de dia largo a dia corto. Esta disminucion fue
esperable, debido a la menor produccion de azlicares, y a un crecimiento mas lento. Sin
embargo, es interesante resaltar que la respiracion en el mutante ¢s26 fue mayor que en

la linea silvestre en condiciones de ciclo largo.

3.3.1. Estimacion de parametros fotosintéticos a partir de curvas Ay-C;

Una vez calculados I'* y Ry, se procede a determinar los valores de g,
(conductancia del mesofilo) y C. (concentracion cloroplastica de CO,), y asi poder
estimar V.. (velocidad méxima de carboxilacion) y J,. (tasa maxima del transporte
de electrones). Se decidié usar 2 modelos, el de Harley basado en C. (Harley et al.,
1992) y el de Ethier y Livingston, basado en C; (concentracion intercelular) (Ethier y
Livingstone, 2004). Ambos modelos dieron valores muy similares de V. ux Y Jmax (Tabla
23).

Las curvas obtenidas se muestran en la figura 36. Las diferencias obtenidas entre
ambas curvas se ha discutido previamente en la bibliografia, siendo mas adecuado el
calculo en base a C,, en vez de C; (Flexas et al., 2006). En ambas representaciones se
observé que la linea ¢s26 mostré una menor pendiente inicial que la linea silvestre en

dia largo. En condiciones de ciclo corto, no se observan diferencias significativas.

Las pendientes iniciales obtenidas en las curvas Ay-C. en ambas lineas no
difieren mucho de las obtenidas en las curvas Ay-C;, sin embargo, existen diferencias en
cuanto a la concentracion maxima de C. obtenida en ciclo corto, siendo de un 1,5 veces
mayor en la linea ¢s26 (539 pmol CO, mol™ aire) con respecto a silvestre (351 pmol
CO, mol™ aire).

Finalmente, los parametros forosintéticos calculados se muestran en la Tabla 23.
De manera general cabe indicar que se observaron en la mayoria de los casos
diferencias mas significativas entre la linea silvestre y el mutante cuando las plantas se

crecian en condiciones de dia largo.
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Figura 36. Curvas AN-C;y AN-C, para las lineas silvestre y cs26 crecidas en ciclo largo (A y C) y en
ciclo corto (B y D).

Los cuadrados negros representan a la linea silvestre, mientras que los rombos blancos representan a cs26.

Se representa el valor medio + SD de seis determinaciones independientes.
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Tabla 23. Parametros fotosintéticos de las lineas silvestre y ¢s26 crecidas en diferentes fotoperiodos.

A. Analisis obtenido aplicando el método de Ethier basado en C;. B. Analisis obtenido aplicando el

método de Harley basado en C.. C. ParAmetros comunes obtenidos a partir de las curvas Ay-C;. Los

valores son medias = SD de seis determinaciones independientes.

A.
Meétodo Ethier Ciclo largo Ciclo corto
wt cs26 wt cs26
Vemae (umol m™s™) 25,62+ 1,67 7,29 + 1,06 41,28 +4,28 29,10 £ 2,36
Jrax (umol m™ s7) 49,57 £2.27 1544 + 1,14 70,05 + 7,71 68,50 + 3,98
Pto compensacion CO,
. 37,78+ 1,58  106,4 + 14,76 37,55+ 0,57 33,90 + 1,92
(umol CO; mol” aire)
Tasa fotorrespiracion
o 1,63+0,07 1,20+ 0,30 1,63+0,17 1,37+0,16
(umol CO, m™ s™°)
e Vmax 1,94 + 0,05 1,82+0,59 1,72+ 0,37 2,36+ 0,23
gm (mol CO, m™ s™) 1,000 0,001 0,031 + 0,009 0,107 = 0,008 0,320+ 0,14
B.
Método Harley Ciclo largo Ciclo corto
wt cs26 wt cs26
Vemae (umol m™s™) 24,61 +2,59 8,97 +£2,25 41,03 +5,02 31,58 + 1,43
Jax (umol m? s™) 48,61 £2,54 17,27 £5,09 80,72 + 12,05 74,89 + 4,77
Pto compensacion CO,
.. 51,01 £2,60 119,03 10,00 42,80 + 1,58 42,02 + 1,60
(umol CO;, mol" aire)
Tasa fotorrespiracion
o 2,75+ 0,08 1,13+ 0,10 3,07+0,22 2,72+0,11
(umol CO, m™ s™')
Jnas!Vmax 1,98+0,17 1,94+ 0,39 1,96 + 0,07 2,37+ 0,09
gm (mol CO, m™ s™) 0,420 + 0,090  0,0001 + 0,007 0,082 + 0,048 0,140 = 0,050
C.
Ciclo largo Ciclo corto
wt cs26 wt cs26
A g0 (umol CO, m™ s™) 8,32 +0,28 1,89 +0,33 11,56 £ 0,91 11,12+0,52
Ajsgo (umol CO; m? s7) 9,47 +0,15 2,55+0,54 13,95 +£2,65 14,60 + 0,97
25400 (mol CO, m™ s™) 0,20 +0,07 0,18 + 0,08 0,174 + 0,007 0,176 0,018
251500 (mol CO, m? s™) 0,12 +0,04 0,05 + 0,02 0,115 + 0,040 0,116 = 0,040
A400/ gs400 41,60 + 0,54 10,50 + 0,64 66,58 + 5,80 63,28 + 3,84
AI1500/gs1500 78,92+£0,90  51,02+0,46 121,30 + 9,90 125,86 + 8,55

Se observd que c¢s26 presenta una menor V.. (velocidad maxima de

carboxilacion) que es mas significativa en condiciones de fotoperiodo de dia largo, con
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una disminucién de aproximadamente un 64 %. Esta disminucion se encontrd tanto
utilizando el método de Ethier como el de Harley, y puede ser debida a que cs26 posea
una menor concentracion de la enzima Rubisco, o a una menor activacion de la enzima.
En dia corto, también se observd una disminucion en V. ., pero menos acusada, de
aproximadamente un 23 % calculado para las curvas Ay-C;, y de un 30 % para las
curvas Ay-C..

Para comprobar la cantidad de Rubisco total presente en cada genotipo, se
realiz6 un extracto de hojas de ambas lineas crecidas en los dos fotoperiodos y se
determind la concentracion de proteinas solubles totales, asi como la concentracion de
Rubisco presente en cada linea a partir de una titulacion con proteina purificada
mediante SDS-PAGE (Figura 37). Estos resultados mostraron que en la linea ¢s26 hay
una significativa menor concentracion de proteina Rubisco referida a proteina total que
en silvestre en ciclo largo, siendo s6lo del 37 % (Tabla 24). En condiciones de ciclo
corto, la concentracion de Rubisco es mas similar a la obtenida en la linea silvestre,

siendo de aproximadamente un 90 %.

Dia Largo Dia Corto RbceL purificada

MW  wt cs26  wt  cs26 0,lpg 05pg lpg 1L5pg 2ug
250 —
150 —
100 —
75 —

[ —

50— <« RbeL
37—

25— -

20 —

Figura 37. SDS-PAGE de extractos de hojas de plantas silvestre y cs26 crecidas en los dos
fotoperiodos y comparaciéon con Rubisco purificada de Arabidopsis.

Se cargd 5 pg de proteinas totales en cada carril. También se muestra una titulacion de la proteina
Rubisco pura desde 0,1 a 2 pg, cedida por el Dr. Galmés. Se cuantificd la banda correspondiente a la
Rubisco mediante el programa QuantityOne; RbcL: Subunidad grande de la Rubisco. Se muestra un gel

representativo teflido con coomassie.
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Tabla 24. Concentracion total de proteinas solubles y de Rubisco en extracto de hojas.

[TPS]: Concentracion total de proteinas solubles; LD: condiciones de crecimiento de dia largo; SD:
condiciones de crecimiento de dia corto. Los valores son medias £ SD de tres determinaciones
independientes (*P < 0,05).

[TPS] (ug/pL) [Rubisco] (ng/pL) [Rubisco] / [TPS]

LD SD LD SD LD SD

wt 4,00+0,28 4,17+0,02 1,06+0,05 0,85+ 0,02 0,27 + 0,02 0,20 £ 0,01

cs26 3,10+0,07* 3,87+0,12 0,31+£0,01* 0,72+0,13 0,10 +0,01* 0,18 +0,03

También se calculd el punto de compensacion de CO, (Tabla 23), que se define
como la concentracion de CO; a la cual se igualan las velocidades de fotosintesis y de
respiracion, y por tanto a la que la cantidad neta de CO; fijado (y liberado) es cero. Por
debajo del punto de compensacion la planta libera mas carbono del que fija y hay
fotorrespiracion neta. Por encima existe fotosintesis neta. En el caso de la linea
silvestre, el punto de compensacion de CO; en dia largo y dia corto no experimentd
ninguna variacion y fue de aproximadamente 38 umol CO,/ mol aire por el método de
Ethier; segun el método de Harley este valor fue de 51 y 43 pmol CO;/ mol aire en dia
largo y dia corto, respectivamente, indicando que la enzima permite fijar el carbono
cuando la concentraciéon de CO; es baja. Para la linea mutante cs26 se obtuvieron
diferencias importantes en condiciones de dia largo, siendo el punto de compensacion
de 106 pmol CO;,/ mol aire (método de Ethier) y de 119 pmol CO, / mol aire (método
de Harley), mientras que para ciclo corto fue similar al valor obtenido con la linea
silvestre (34 y 42 umol CO, / mol aire, respectivamente). Estos datos indican que el
mutante ¢s26, en dia largo, necesita una mayor concentracion de CO; para poder fijar el

carbono satisfactoriamente y mostrar una tasa neta de fotosintesis.

La tasa de fotorrespiracion se define como la liberacion de CO,, dependiente de
luz, debido a la descarboxilacion oxidativa del glicolato en el proceso fotorrespiratorio.
Este punto se calculd como la interseccion de la curva de CO; en el eje de ordenadas
por extrapolacion, obteniéndose valores muy similares, siendo algo menor, aunque no
significativamente, en el caso de ¢s26 en condiciones de dia corto (Tabla 23). En
condiciones de dia largo se determinaron tasas de fotorrespiracion inferiores en el
mutante, fundamentalmente cuando se utilizé el método de céalculo de Harley, siendo un
74 % (método Ethier) y 41 % (método Harley) de las correspondientes tasas de

fotorrespiracion calculados en la linea silvestre.
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Por otro lado, podemos observar que la conductancia estomatica (g;) medida a
una concentracion de CO, de 400 pmol CO,/mol aire es independiente del genotipo y
régimen luminico empleado, con un valor de aproximadamente 0,18 mol CO, m™ s
(Tabla 23, C). Sin embargo, el ratio 4 / gs (relacion entre la fotosintesis y la
conductancia estomatica), que nos permite determinar la eficiencia intrinseca en el uso
del agua, indica que en el caso de ¢s26 en ciclo largo este valor es casi tres veces menor
que en silvestre, no habiendo diferencias para ambas lineas en ciclo corto. Este
parametro indica hasta qué punto un cierre estomatico es correcto para un nivel de
fijacion de carbono dado. En este caso, ¢s26 en ciclo largo es menos eficiente pero no
debido a una mayor conductancia estomdtica que implicaria una mayor apertura, sino a
una menor tasa fotosintética a igualdad de gs. A una concentracion de CO, de 1500
umol CO; / mol aire, tanto la conductancia estomatica como la tasa fotosintética son
significativamente inferiores en el mutante ¢s26 en condiciones de ciclo largo, mientras

que en ciclo corto no muestran diferencias con la estirpe silvestre.

Otro de los parametros calculados fue la capacidad maxima para el transporte de
electrones (J,,4c) obtenido a partir de las curvas 4-C; (modelo de Ethier) y 4-C, (modelo
de Harley) a concentraciones elevadas de CO, (Tabla 23). Se observé que en ciclo largo
el valor de J,,,, para la linea mutante fue menor (31 % con respecto a silvestre segin el
método de Ethier, y 36 % segtn el método de Harley). Sin embargo, el ratio J,u/Vinax
permanecié constante en ambas lineas en ciclo largo, siendo algo mayor para cs26 en
ciclo corto. Este aumento se debe a una menor V..., en cs26, indicando que la
capacidad maxima para el transporte de electrones queda restaurada a niveles similares
a los obtenidos con la linea silvestre cuando cambiamos de fotoperiodo, pero que la
velocidad de carboxilacion es menor, debido a una menor concentracion de la proteina

Rubisco, tal y como habiamos descrito antes.

Podemos concluir que la linea mutante posee una menor conductancia del
mesofilo en condiciones de dia largo, siendo practicamente cero cuando se utiliza el
método de Ethier, indicando que en este fotoperiodo el transporte de CO, no se esté
realizando de forma efectiva hacia el interior del cloroplasto, probablemente debido a

danos en la estructura de las membranas del mismo.

3.3.2. Curvas An-PAR, e integracion del intercambio de gases versus fluorescencia

Las curvas de fotosintesis en respuesta a la luz (4y-PAR) se obtuvieron variando
la intensidad de luz con la que se incide a la hoja (PPFD), y midiendo la tasa
fotosintética en cada uno de estos puntos. Estas curvas (Figura 38) se realizaron con
plantas crecidas en condiciones de dia largo y fueron también corregidas a partir de los

valores antes definidos, obteniéndose los pardmetros recogidos en la Tabla 25.
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Figura 38. Curvas obtenidas en respuesta a la luz para el analisis de las lineas silvestre y ¢s26 en
condiciones de ciclo largo.

Los cuadrados negros representan a la linea silvestre, mientras que los rombos blancos representan a cs26.
Se representa el valor medio £ SD de seis determinaciones. ETRc: tasa de transporte electronico
corregido. Rdark : tasa de respiracion mitocondrial en oscuridad. PAR-Abs: Radiacion fotosintéticamente

activa que es absorbida por la hoja.
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Tabla 25. Parametros fotosintéticos obtenidos a partir de las curvas de luz en condiciones de dia

largo.

Se representa el valor medio + SD de seis determinaciones. A: Tasa fotosintética; ETR: Tasa de

transporte electronico corregido; NPQ: decaimiento no-fotoquimico.

Resultados

wt cs26

Ayso (umol CO; m™ s7) 3,69 + 0,37 1,21 +0,56
Azp00 (umol CO; m™ s™) 9,65 + 0,24 2,30+ 0,90
ETR;s59 (umol € m? s™) 20,99+0,79  7,12+225
ETR3p09 (umol € m™ s™) 48,06+2,27  12,91+3,93
ETR / A5y (mol € / mol CO») 5,72 +0,37 6,37 + 1,42
ETR / A 3999 (mol € / mol COy) 498+0,14 590 +1,26
Pto inflexion curva (WE m” s™) 533 +£25 234 £ 56
Pto y cuando x=0 (umol CO; m™ s™) 0,82+ 0,31 1,23 +0.,49
Pto compensacion luz (uE m? s'l) 15,42 +£6,56 51,33 +£7,22
Rendimiento cudntico (mol CO;/ mol hy) 0,06 + 0,004 0,04 £ 0,002
1/Rendimiento cudntico(mol hv / mol CO;) 16,26 + 1,05 23,60 +£1,43
NPQ;5 0,18 + 0,02 0,01 +0,31
NPQ 2000 1,17 + 0,20 2,41 + 1,00
PAR 5/ ETR (mol hv / mol €) 3,50+ 0,14 7,78 + 0,94

Uno de los parametros obtenidos a partir de estas curvas es el punto de
compensacion por luz, referido como el punto de corte de la curva 4 - PAR con el eje de
las abscisas, y se define como el punto de intensidad luminica al cual las velocidades de
fotosintesis y respiracion se igualan. En condiciones de ciclo largo, este punto es de 51
uE m™? s para la linea mutante ¢s26, mientras que para la linea silvestre es de 15 uE m™

s, y por tanto es 3,4 veces mayor en el mutante.

Se define el rendimiento cuantico como la cantidad de CO, asimilado por cada
mol de fotones de luz. La eficiencia en el uso de la luz, entendida como la necesidad de
absorcion de fotones para la asimilacion de carbono, puede calcularse a partir de la
inversa del rendimiento cudntico (mol hv absorbido / mol CO, fijado) mediante las
curvas A-PAR s, obteniéndose PAR,ys a partir del valor de (a - B) y considerando
constante e igual a 0,5. Para la linea mutante c¢s26 se obtuvo un valor de 23,6 mol hv /
mol CO, mientras que para silvestre fue de 16,2 mol hv / mol CO,, y por tanto, la
eficiencia en el uso de la luz en el mutante es 1,5 veces menor que en la linea silvestre.
Esto podria ser debido a una mayor fotorrespiracion y/o a una menor derivacion de
electrones a la reaccion fotoquimica. Como hemos visto anteriormente, la
fotorrespiracion no parece verse afectada en el mutante, por lo que parece mas logico

pensar que sea debido a que hay menos electrones destinados a realizar el proceso

133



Resultados

fotoquimico. Esto se comprobo gracias al calculo de la relacion PAR,»s/ ETR, donde se
obtuvo que para la linea silvestre este valor es de 3,50 mol hv / mol ¢’, mientras que
para cs26 fue del doble (7,78 mol hv / mol ¢'), es decir, que se necesitan el doble de

fotones para realizar la conversion a 1 mol de electrones.

Por otro lado, los valores de la razon ETR / A, que indica los moles de electrones
necesarios implicados en la fijacion de CO,, son mayores en cs26 (aproximadamente de
un 11 % a una intensidad luminica de 150 pE m™ s™ y un 18 % a intensidad luminica de
2000 uE m™ s™), indicando que se necesitan mas electrones para la carboxilacion tanto

en equilibrio como en condiciones de luz saturante.

Por tanto se puede concluir que las plantas de la linea mutante c¢s26 absorben
menos cantidad de luz, probablemente también debido a una menor concentracion de
clorofilas. De la que absorbe, menos fotones son destinados a convertirse en electrones,
y de estos electrones, hay una porcién menor que son destinados a la carboxilacion. Es
interesante el hecho que de NPQ no esté especialmente activada en condiciones de luz
no saturante en el mutante cs26, al menos para intentar compensar lo dicho
anteriormente, lo cual sugiere inevitablemente que este exceso de electrones derivan en

la formacion de especies reactivas de oxigeno.

4. Analisis del perfil transcripcional del mutante cs26 de Arabidopsis thaliana
4.1. Analisis transcriptomico en diferentes regimenes luminicos

Inicialmente, el perfil de expresion génica se obtuvo mediante hibridacion de
micromatrices de DNA ATHI1 de Affymetrix con RNA total procedente de hojas de
plantas crecidas durante tres semanas en condiciones de dia largo. Para obtener datos
representativos de las distintas lineas se analizaron 3 réplicas bioldgicas independientes
de cada uno de los genotipos. Los resultados se muestran como el promedio del log, de
las veces de cambio de la expresion de los genes en el mutante con respecto a silvestre.
De esta manera, un valor positivo indicard una mayor expresion del gen, mientras que
valores negativos implican una represion del gen en el mutante, siempre en relacion al

silvestre.

El andlisis se restringi6 a aquellos genes que presentaban un valor de cambio
mayor o igual a 2 en su expresion y que, a su vez, eran estadisticamente significativos
(valor de FDR < 0,05) y con una intensidad de sefial Lg(sefial) > 7 (Figura 39A). Bajo
estas condiciones se identificaron 743 genes que variaron su expresion en condiciones
de ciclo largo en el mutante cs26, de los cuales, 372 genes mostraron una expresion

reducida, y 371 mostraron una mayor expresion que en silvestre (Tabla S2). Los 743
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genes se clasificaron en 11 categorias funcionales basados en la clasificacion de Gene
Ontology incluida en las bases de datos de The Arabidopsis Information Resource
(http://www.arabidopsis.org), asi como el programa informatico Map-Man

(http://mapman.gabipd.org).

Los datos obtenidos de este analisis revelaron que los genes con expresion
alterada en el mutante cs26 en dia largo se distribuian en un amplio rango de funciones
bioldgicas, aunque las categorias mas abundantes correspondian a proteinas que
responden a estimulos bidticos o abiodticos (Figura 40). En este grupo se incluyeron
CORI154, CORI5B, COR78 y COR414-TM, los cuatro genes que presentaron una
mayor represion en el mutante ¢s26, y que estan relacionados con la aclimatacion al
frio. Por otro lado, los genes que presentaron una mayor expresion con respecto al
silvestre fueron la oxidorreductasa 20G-Fe(ll) oxigenasa, CATION EXCHANGER3
(CAX3), PATHOGENESIS-RELATED GENEI (PRI), y otros genes relacionados
mayormente con la respuesta al estrés biotico. En general, el perfil transcripcional del
mutante ¢s26 indica que la mutacidén provoca un efecto pleiotropico en muchos procesos

metabolicos y celulares.
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Figura 39. Grafico de dispersion XY de los perfiles transcripcionales del mutante cs26 en distintas
condiciones de fotoperiodo.

Perfil obtenido bajo condiciones de ciclo largo (A) y condiciones de ciclo corto (B) del mutante cs26
comparado con la linea silvestre. El analisis se restringié a aquellos genes que presentaban un valor de
cambio mayor o igual a 2 en su expresion, valor de FDR < 0,05 e intensidad de sefial Lg(sefial) > 7. Se
observo un mayor nimero de genes alterados en condiciones de ciclo largo. Los puntos rojos representan
los genes inducidos, y los puntos verdes, los genes reprimidos.
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Para aislar los efectos producidos por la mutacion de los efectos producidos por
el estrés oxidativo generado en dia largo, se obtuvieron los perfiles trascripcionales de
las plantas silvestre y ¢s26 en condiciones de dia corto utilizando hojas de plantas
crecidas durante 5 semanas, en condiciones idénticas de crecimiento en las que no se
detectaba acumulacion de ROS en las hojas (Figura 26). Los datos normalizados de las
réplicas mostraron una expresion diferencial de 251 genes en el mutante ¢s26, de los
cuales 171 genes tuvieron una expresion reducida, y 79 genes una expresion inducida
(Tabla S3), siendo las veces de cambio mayor de 2 veces, con FDR < 0,05 y una
restriccion de intensidad de sefnal de Lg(sefial) > 7 (Figura 39B). Por tanto, la alteracion
de expresion génica en plantas crecidas en dia corto se reduce considerablemente
cuando se compara con el fotoperiodo de dia largo. Los datos transcripcionales del
mutante crecido en condiciones de ciclo corto muestran también una distribucion en un
amplio rango de funciones bioldgicas, siendo una de las categorias mas abundantes la de
respuesta a estimulos abioticos y bioticos (Figura 40).

I [ I T I
Otros procesos metabolicos

Respuesta a estimulos abioticos o biéticos
Procesos biolé‘gicos desconocidos
Metabolismo protéico
Transporte
Transduccion de sefiales
Organizacion celular y biogénesis
Procesos de desarrollo
Trascripcion

Transporte electrénico o rutas energéticas

Metabolismo de DNA o RNA

350 300 250 200 150 100 50 0 50 100 150

Numero de genes

Figura 40. Categorias funcionales de procesos biolégicos en los que se agrupan los genes que han
modificado su expresion en cs26 en condiciones de crecimiento de dia largo (barras amarillas) o de
dia corto (barras azules).

El diagrama de Venn de los perfiles transcripcionales de dia corto y dia largo
muestra 112 genes comunes, nueve de los cuales estuvieron inducidos y seis reprimidos
en ambos perfiles (Figura 41). Los nueve genes que presentaron mayor expresion en
ambos perfiles coinciden con los genes mas inducidos en las condiciones de crecimiento

de dia corto. En estas condiciones de dia corto, muchos de los genes inducidos fueron
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codificados para el genoma cloropléstico, tales como RBCL (subunidad grande de la
Rubisco; AtCg00490), ACCD (subunidad B del complejo acetil-CoA carboxilasa,
AtCg00500), RPL20 (proteina ribosomal cloroplastica L20; AtCg00660), RPSI15
(proteina ribosomal cloroplastica S15; AtCg01120) y PSAI (subunidad I del fotosistema
I; AtCg00510). También se encuentran inducidos de forma significativa en ambos
fotoperiodos muchos genes que responden a estrés biotico, tales como PLANT
DEFENSIN 1.2 y 1.2B (At5g44420 y At2g26020).

Figura 41. Diagrama de Venn de los perfiles transcripcionales del mutante cs26 en los fotoperiodos
de dia largo y dia corto.

Se muestra el nimero de genes que cambian su expresion en el mutante c¢s26 comparado con las plantas
silvestres en condiciones de dia largo (circulo amarillo) y dia corto (circulo azul). La interseccion (area
verde) muestra el nimero de genes que son comunes en ambos perfiles. Las flechas azules muestran el
nimero de genes que estan inducidos, mientras que las flechas rojas expresan el niimero de genes
reprimidos.

Un aspecto interesante a destacar es que mucho de los genes que presentaron una
mayor expresion en el mutante bajo las condiciones de crecimiento de dia largo fueron
luego los que mas se reprimieron en condiciones de dia corto, tales como PRI, 20G-Fe
(11) oxigenasa 'y CAX3.

4.2. Validacion de resultados

Para validar los resultados obtenidos en el estudio transcriptdmico se selecciond
un conjunto de 18 genes desregulados y se analizd su patron de expresion mediante
gPCR (Tabla 26). Todos los genes seleccionados sin excepcidon mostraron el mismo
patréon de regulacion cuando fueron analizados tanto por microarray como por qPCR,

aunque se observaban algunas discrepancias cuantitativas.
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Tabla 26. Validacion de los datos del estudio transcriptémico mediante qPCR.

Se seleccionaron 18 genes que tenian inducida o reprimida su expresion en condiciones de crecimiento de

dia corto (A) y en dia largo (B).

A, Ciclo Corto
Gen Lg, (veces cambio) Lg, (veces cambio)
qPCR Microarray

RBCL 1,90 58,59
ACCD 6,29 22,64
PDF1.24 3,26 11,98
RPL20 1,78 6,22
BGLU25 4,63 9,99
ELIP2 3,30 4,46

PRI -4,64 -14,27
PNP-A -3,64 -9,68
CHIT -3,84 -15,29
20G-Fe -0,79 -8,37
VSP2 -1,18 -4,77

PR2 -2,47 -8,11

B.
Ciclo Largo
Gen Lg, (veces cambio) Lg, (veces cambio)
qPCR Microarray

20G-Fe 5,28 33,10
ATCAX3 5,08 28,76
PRI 6,69 25,90
RBCL 2,88 15,43
PNP-A 4,46 25,59
Corl5A4 -13,3 -43,59
Corl5B -5,64 -29,89
Cor78 -4,64 -17,23
RD20 -1,18 -11,19
JRZ-Corl3 -16,3 -9,28

4.3. Modelado de redes génicas

Con objeto de identificar las posibles funciones o rutas en las que estd implicada

la proteina CS26, se realizO un andlisis in silico con herramientas informaticas

desarrolladas por las Universidades de Warwick, Essex y Exeter, en el proyecto

PRESTA (Plant Responses to Environmental Stress in Arabidopsis) utilizando los datos

obtenidos del andlisis transcriptomico de las lineas silvestre y mutante cs26 crecidas en
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dia largo y en dia corto. Esta plataforma PRESTA proporciond la base de datos de los
perfiles de expresion génica de Arabidopsis thaliana en condiciones de estrés por alta
luminosidada diferentes tiempos. Para la creacion de estos perfiles, se habian utilizado
previamente muestras de plantas expuestas a alta luminosidad, tomdndose material cada
30 min durante 6 h, obteniéndose un total de 13 puntos, empezando en el punto 1 que
corresponde a 0 minutos de exposicion, siendo el punto 2 correspondiente a 30 minutos
de exposicion; el punto 3 correspondiente a 1 hora; y asi hasta el punto 13,
correspondiente a 6 horas de exposicion. También se tomaron los mismos puntos para

las plantas controles no expuestas a alta luminosidad.

El analisis que se realizé fue simplemente un metaanalisis donde se observa la
expresion y corregulacion de los genes cuando se someten a estrés por luz de alta
luminosidad. Estos datos permitieron modelar la respuesta de varios grupos de genes a

este estrés, asi como sus factores de transcripcion asociados.

En este estudio, los modelos matematicos se desarrollaron a partir de los datos
obtenidos del analisis transcriptdmico para el mutante cs26 durante las condiciones de
crecimiento de dia largo y dia corto, no siendo necesario obtener un nuevo perfil
transcripcional con plantas sometidas a estrés por alta luminosidad, ya que como se ha
descrito anteriormente, la mutacion crea un efecto en la eficiencia fotosintética del

mutante similar a la esperada si se le aplica este tipo de estrés.

4.3.1. Modelado del perfil transcripcional en condiciones de ciclo largo

Los genes desregulados en el analisis transcripcional realizado en plantas
crecidas en dia largo se sometieron a un analisis estadistico denominado Spl/ineCluster
(Heard et al., 2005), donde fueron agrupados en funcidon de su expresion a lo largo de la
serie de tiempos, generando un dendograma donde se puede visualizar la respuesta de

los genes al estrés provocado.

En este dendograma se representd la expresion de los genes de cada microarray
realizado en condiciones controles (variable 1) y su expresion en condiciones de estrés
por alta luminosidad (variable 2). El color rojo indic6 una induccién en la expresion de
los genes y, el color verde, una represion. En la figura 42 se muestran los datos

obtenidos de los microarrays realizados a lo largo de la serie de 13 puntos.

En esta primera agrupacion aparecen un gran nimero de genes que respondian al
estrés por alta luminosidad, formandose 22 grupos. En ellos se observé una respuesta
temprana al estrés, ya que la mayoria de los genes cambiaba su expresion con respecto

al control en los primeros puntos de la serie. En la figura 42 se puede observar que los
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genes pertenecientes a los grupos 11, 12, 13 y 15 cambiaron su expresion con respecto a
las condiciones control (se mostraron reprimidos) a partir del punto numero 3 de la
serie, que corresponde a 1 h de exposicion de luz de alta intensidad. De forma similar,
se observo que los genes pertenecientes a los grupos 17, 18 y 22 cambiaron también su

expresion en los ultimos puntos de las series de tiempo, pero de forma menos dréstica.

T_L .

11 12 13 15 17 18 22
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Tiempo

Variable 1

1 866

Genes

Figura 42. Dendograma de la expresion de los genes desregulados en cs26 en condiciones de dia
largo.

La variable 1 representa la expresion en condiciones control, la variable 2 representa la expresion en
condiciones de estrés de alta luminosidad. Se generaron 22 grupos. Los grupos 11, 12, 13 y 15 mostraron
diferencia en la expresion en los primeros puntos de la serie de tiempos. Los 17, 18 y 22 mostraron
diferencia en la expresion en los tltimos puntos de la serie de tiempos. Color rojo: induccion; color verde:

represion.

De los grupos obtenidos tras este analisis de conjunto, se aplicd un andlisis t-test
para obtener aquellos genes en los que se observo una respuesta de expresion maxima.
A este segundo grupo de genes, se les volvid a aplicar el software SplineCluster para
corroborar la similitud de respuesta entre ellos, generdndose un segundo dendograma.
Se realizd esta segunda agrupacion con los datos de la serie de puntos de tiempo de
exposicion luminosa 3, 4 y 5. Los 293 genes obtenidos tras la segunda comprobacion
con este software se agruparon en 17 grupos (Figura 43). Los grupos 10, 11, 15, 16, 17

mostraron diferencia en su expresion con respecto al control. En todos ellos se observa
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una represion de la expresion en condiciones de estrés por alta luminosidad. Por otro

lado, los grupos 12 y 13 se mostraron inducidos, con respecto a las condiciones control.

El andlisis de grupos funcionales realizado sobre estos genes se dividié en 23
categorias (Figura 44). Las categorias mas importantes fueron las relacionadas con
proteinas, sefalizacion, estrés y RNA. Entre los genes incluidos en la categoria de
proteinas se pudo destacar la existencia de 7 genes relacionados con la modificacion
postrasduccional, entre ellos el gen SK/3 que corresponde a una serina/treonina quinasa
relacionado con la respuesta a estrés salino, WNKI, que también es una serina/treonina
quinasa cuyo transcrito estd regulado por ritmo circadiano. También encontramos en
este grupo al gen PHOT2 (FOTOTROPIN 2), que actuia como receptor de luz azul.
Otros de los genes encontrados en este grupo codifican proteinas del tipo dedos de cinc
(C,Hy4-type RING).

Variable 2

Tiempo

Variable 1

Genes

Figura 43. Dendograma de la expresion de los genes desregulados en cs26 en condiciones de dia
largo obtenido después del analisis t-test con las series 3,4 y 5.

La variable 1 representa la expresion en condiciones control, la variable 2 representa la expresion en
condiciones de estrés. Se generaron 17 grupos. Los grupos 10, 11, 15, 16 y 17 se mostraron reprimidos
con respecto al control, mientras que los grupos 12 y 13 se mostraron inducidos. Color rojo: induccion;

color verde: represion.

En el grupo de sefializacion se encontraron genes relacionados con la
sefalizacion por luz y calcio. En el caso de la luz, PHYA (PHYTOCHROME A), PIF4
(PHYTOCHROME INTERACTION FACTOR 4) y NPH3 (PHOTOTROPIC-
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RESPONSIVE PROTEIN) se encuentran reprimidos. De los 5 genes de sefalizacion
por calcio, el mas interesante fue RD20 (RESPONSIVE TO DESSICATION 20), ya
que en el andlisis transcriptomico se encuentra reprimido respecto al silvestre -11,19
veces, y cuya expresion es inducida por ABA. En la categoria de estrés se encontraron
PDF1.24, ADR1 (ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1), ADRI-Likel, APG6
(homologo cloropléstico de HSP101), ATERDJ3B (asociado a respuesta inmune) y

SAG20 (asociado a senescencia y respuesta a hongos).

En el grupo de RNA se encontré 11 genes que codificaban para distintos factores
de transcripcion, incluyendo tres factores MyB (MYB28, MEE3, At3gl13040), dos
factores C2C2(Zn) (CDF3 y otro no conocido del tipo CO-Like (At1g68520)) y un
factor de tipo GOLDEN2-Like (GLKI). Destacar también que en la categoria de
fotosintesis encontramos 5 genes, cuatro de ellos relacionados con el complejo de
antenas del PSII (LHCB2.1, LHCB2.2, LHCB2.4, LHCB4.2) y una proteina quinasa
(At4g02630). Todos ellos se encuentran reprimidos en el analisis.

No asignados
Proteina
Sefializacion

Miscelaneos

RNA

Estrés
Pared celular
Metabolismo hormonas
Transporte
Metabolismo secundario
Fotosintesis

Célula

Desarrollo
Metabolismo secundario CHO
Metabolismo aminoécidos
Metabolismo primario CHO
Homeostasis de metal
Redox
Asimilacion-S
metabolismo-N
Fermentacion
Metabolismo lipidos

Metabolismo C1

0 5 10 15 20 25 30 35
Niumero de genes

Figura 44. Categorias funcionales en las que se agrupan los genes que presentaron mayor cambio
de expresion en el dendograma filtrado para el analisis de perfiles transcripcionales en condiciones
de ciclo largo.

Una vez obtenidos estos datos, se aplico el analisis TCAP-2 (Temporal

Clustering by Affinity Propagation, version2) (Kiddle et al., 2010) a la seleccion de
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genes, usandose un algoritmo llamado AP (Affinity Propagation) (Frey y Dueck, 2007).
Dicho algoritmo permiti6 agrupar de nuevo los genes en graficos de perfiles de
expresion a lo largo de las distintas series de tiempo, pudiéndose observar la correlacion
entre ellos, es decir, si dentro de un mismo cluster o grupo los genes quedan alineados
con el patron de expresion dominante, o si su respuesta se retrasa o se adelanta en el

tiempo (Figura 45).
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Figura 45. Patron de co-regulacion de los genes seleccionados con expresion alterada en cs26 en
condiciones de dia largo tras el analisis TCAP-2.

Se representan solo los cuatro primeros grupos obtenidos, donde existia un mayor numero de genes co-
regulados. Las lineas continuas representan corregulacion, las lineas discontinuas representan anti-
corregulacion. El color azul indica expresion dominante en el grupo; los colores rojo y verde indican

retraso positivo o negativo, respectivamente, de 1 punto en la serie de tiempos.

En el siguiente paso, se tomd un maximo de 80 genes y se sometieron a un
analisis VBSSM (Variational Bayesian State Space Modelling), que permitid
determinar las interacciones entre los distintos genes. Este analisis se llevo a cabo
utilizando el programa matematico Matlab (The MathWorks). Los datos obtenidos se
visualizaron en el programa Cytoscape, donde se generaron los esquemas de los
modelos de interaccion génica. Se generaron 5 modelos y en todos se obtuvieron los

mismos resultados (Figura 46).
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Figura 46. Modelo de redes génicas generado a partir del perfil transcripcional del mutante cs26 en condiciones de ciclo largo.
Los circulos rojos representan genes inducidos, los verdes indican genes reprimidos. Los rombos amarillos indican factores de transcripcion. Las lineas continuas indican
interaccion positiva, mientras que las discontinuas indican interaccion negativa.
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Tabla 27. Anotacion de los genes representados en el modelo generado para las condiciones de ciclo

largo.

Datos obtenidos de la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org).

Gen Nombre del Gen Funcion
AT1G09210 Calreticulin 2 (CRT2) Response to oxidative stress
G-protein coupled photoreceptor/ signal
ATI1G09570 PHYA (PHYTOCHROME A) transducer
Pectinesterase. Involved in oxidation
AT1G41830 SKS6 (SKUS Similar 6) reduction process
ATGOLS2 (Arabidopsis Thaliana Galactinol
ATIG56600 Synthase 2)
AT1G66390 PAP2 (Production Of Anthocyanin Pigment 2) DNA binding / transcription factor
Photosystem 1II light harvesting complex
AT2G05100 LHCB2.1 gene 2.1 chlorophyll binding
AT2G15090 Fatty acid elongase, putative
Transcription  factor  that  regulates
chloroplast development in a cell
AT2G20570 GLK1 (GOLDEN2-LIKE 1) autonomous manner.
AT2G26560 PLP2 (PHOSPHOLIPASE A 2A) Nutrient reservoir. Response to pathogens
Represses ~ photomorphogenesis  and
AT2G32950 COPI1 (Constitutive Photomorphogenic 1). induces skotomorphogenesis in the dark.
RD20 (RESPONSIVE TO DESSICATION Calcium ion binding. Located in
AT2G33380 20) Chloroplast membrane
AT3G04910 WNKI1 (WITH NO LYSINE (K) 1) Serine/threonine kinase
AT3G10985 SAG20 (Wound-Induced Protein 12)
AT3G16870 Zinc finger (GATA type) family protein
AT4G01070 GT72B1 UDP-glucosyltransferase
AT4G18700 CIPK12 (SNF1-Related Protein Kinase 3.9) Serine/threonine kinase
26.5 kDa class P-related heat shock protein
AT4G21870 (HSP26.5-P)
AT4G27280 Calcium-binding EF hand family protein
AT4G27652 Similar to unknown protein (AT4G27657.1)
AT4G31840 Early Nodulin-Like Protein 15 (ENODLI15) Electron carrier activity.
CYP81D8 (cytochrome P450, family 81,
AT4G37370 subfamily D, polypeptide 8) Oxygen binding, electron carrier activity
AT5G02490 HSC70-2 Heat shock cognate 70 kDa protein 2
Protein phosphatase 2C family protein / PP2C
AT5G06750 family protein. Serine/threonine Phosphatase activity.
AT5G10695 Similar to unknown protein
Serine/threonine kinase activity. Related to
AT5G14640 SK13 (shaggy-like kinase 13). Brassinosteroids.
APG6/CLPB-P/CLPB3 (Albino And Pale ATP binding / ATPase. HSP101
AT5G15450 Green 6) homologue.
Acid phosphatase activity. Transcription
AT5G24780 AT5G24780, VSP1 factor binding.
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Gen Nombre del Gen Funcién
AT5G39050 Transferase family protein
Alcohol dehydrogenase, putative.
AT5G42250 Oxidoreductase activity.
AT5G53420 Similar to unknown protein Contains InterPro domain CCT.
AT5G57450 XRCC3 ATP binding / damaged DNA binding

EFR104. Ethylene-responsive element-binding
AT5G61600 family protein

AT5G64740 CESA6 (CELLULOSE SYNTHASE 6) Transferase, transferring glycosyl groups

AT5G65660 Hydroxyproline-rich glycoprotein protein

En este modelo de interaccion génica se sugirié un nimero de genes que podian
ser potencialmente interesantes para clarificar el papel de la actividad S-Sulfocisteina
sintasa. La anotacion y funcién de cada nodo se describe en la Tabla 27. Los nodos
principales corresponden a los genes PHYA (At1g09570), y las Ser-Thr quinasas SK/73
(At5g14640) y WNKI (At3g04910). También podemos distinguir seis factores de
transcripcion entre los que se encuentran GLKI (At2g20570) y COPI (At2g32950).
GLKI regula el desarrollo del cloroplasto. El doble mutante glklglk? presenta
coloracion verde palida y una deficiencia en la formacion del aparato fotosintético de
manera parecida al mutante c¢s26, pero posee un tamafo similar al silvestre. Los genes
que codifican proteinas de localizacion cloropléstica que estan presentes en el modelo
son GLKI, APG6 y RD20. Ademas, también encontramos un gen relacionado con el
complejo de antenas del fotosistema I (LHCB2.1).

4.3.2. Modelado del perfil transcripcional en condiciones de ciclo corto

Los resultados obtenidos a partir del modelado del perfil transcripcional en
condiciones de ciclo corto se obtuvieron de la mima forma descrita anteriormente. En
el primer dendograma obtenido formado por 14 grupos (Figura 47) se observéd que la
respuesta al estrés puede dividirse en dos, obteniéndose una primera respuesta
temprana en los tiempos 4, 5 y 6 de la serie (grupos 5 y 7) y una segunda mas tardia en

los tiempos 9, 10y 11 (grupo 9, 10 y 13).
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Figura 47. Dendograma de la expresion de los genes desregulados en cs26 en condiciones de dia
corto.

La variable 1 representa la expresion en condiciones control, la variable 2 representa la expresion en
condiciones de estrés de alta luminosidad. Se generaron 14 grupos. Los grupos 5 y 7 mostraron diferencia
en la expresion en los primeros puntos de la serie de tiempos. Los 9, 10 y 13 mostraron diferencia en la

expresion en los Gltimos puntos de la serie de tiempos. Color rojo: induccion; color verde: represion.

De los grupos obtenidos tras este analisis de conjunto, se aplicd un andlisis t-test
para obtener aquellos genes en los que se observo una respuesta de expresion maxima.
A este segundo grupo de genes, se les volvio a aplicar el software SplineCluster para
corroborar la similitud de respuesta entre ellos, generandose un segundo dendograma

para la respuesta temprana y otro para la repuesta tardia (Figura 48, A y B).
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Figura 48. Dendograma de la expresion de los genes desregulados en cs26 en condiciones de dia
corto obtenido después del analisis t-test con la respuesta temprana y tardia.

La variable 1 representa la expresion en condiciones control, la variable 2 representa la expresion en
condiciones de estrés. (A) Respuesta temprana generada con tiempo 4, 5 y 6. (B) Respuesta tardia

generada con tiempo 9, 10 y 11. Color rojo: induccion; color verde: represion.

El andlisis de grupos funcionales realizado sobre estos genes se dividiéo en 19
categorias (Figura 49). Las categorias mas importantes fueron las relacionadas con
sefalizacion, estrés y proteinas. En el caso de la respuesta temprana se puede destacar
los genes MPKI19 (MAP Kinase 19), WRKY46 y cuatro genes que codifican para
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proteinas de choque térmico. En los genes de la respuesta tardia encontramos cinco
genes de proteina de choque térmico, GLK, asi como genes relacionados con procesos
de autofagia, tales como ATGSE.
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Figura 49. Categorias funcionales en las que se agrupan los genes que presentaron mayor cambio
de expresion en el dendograma filtrado para el andlisis de perfiles transcripcionales en condiciones
de ciclo corto.

Estos genes se sometieron al analisis VBSSM para determinar las interacciones
entre los distintos genes, obteniéndose los siguientes modelos de interaccion génica
(Figuras 50y 51).

En el modelo de redes génicas que responden de forma temprana se observd
cinco nodos principales: Atlg04040 (fosfatasa de la superfamilia HAD), At4g13800
(funcion desconocida), At5g37600, que codifica GLNI;1 (glutamina sintetasa
citosolica), At2g46400 (factor de transcripcion WRKY46), y At3gl5570
(NPH3,implicado en respuesta a luz). Las interacciones que muestra el gen At5g37600
son negativas en relacion a muchos de los genes del modelo, incluido el factor de
transcripcion WRKY46. En la Tabla 28 se detalla el resto de genes y su funcion
biologica. Existen ademds dos genes que codifican proteinas localizadas en el
cloroplasto: NPQ1 (NON-PHOTOCHEMICAL QUENCHING 1) y un inhibidor de
proteasas tipo Kunitz (At1g17860).
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Figura 50. Modelo de redes génicas generado a partir del perfil transcripcional del mutante cs26 en condiciones de ciclo corto y respuesta temprana.
Los circulos rojos representan genes inducidos, los verdes indican genes reprimidos. Los rombos amarillos indican factores de transcripcion. Las lineas continuas indican

interaccion positiva, mientras que las discontinuas indican interaccion negativa.
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Tabla 28. Anotacion de los genes representados en el modelo generado para las condiciones de ciclo

corto y respuesta temprana.

Datos obtenidos de la base de datos T4/R (www.arabidopsis.org).

Gen Nombre Funcion
AT1G02205 CERI ECERIFERUM 1
AT1G04040 Acid phosphatase class B family protein
AT1G08550 NPQl1 NON-PHOTOCHEMICAL QUENCHING 1
AT1G10340 Ankyrin repeat family protein
AT1G17860 Trypsin and protease inhibitor family protein / Kunitz family protein
ATIG17870 ATEGY3 ATEGY3
AT1G57770  FAD/NAD(P) Amine oxidase family, oxidoreductase activity
AT1G62510 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein
AT1G72060 Serine-type endopeptidase inhibitor
AT1G73805 Calmodulin binding
AT1G76090 SMT3 S-adenosyl-methionine-sterol-C-methyltransferase 3
AT1G79270 ECTS8 Evolutionarily conserved C-terminal region 8
[AT2G07671, H+-transporting two-sector ATPase, C subunit family
AT2G07671 protein];ATMGO01080, subunit 9 of mitochondrial FO-ATPase]
ARABIDOPSIS THALIANA PYROPHOSPHORYLASE 2; inorganic
AT2G18230  ATPPA2 Diphosphatase/ pyrophosphatase
AT2G24600 Ankyrin repeat family protein
AT2G40960 Nucleic acid binding
AT2G46400 WRKY46 WRKY DNA-binding protein 46; transcription factor
AT3G05030 NHX2 Sodium proton exchanger 2; sodium:hydrogen antiporter
AT3G13470 Chaperonin, putative
AT3GI15570 NPH3 Phototropic-responsive NPH3 family protein
AT3G22840  ELIPI1 EARLY LIGHT-INDUCABLE PROTEIN; chlorophyll binding
AT3G26210 CYP71B23 Cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 23; oxygen binding
AT3G48460 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein
AT3G48640 unknown protein
AT4G05590 unknown protein
ATA4G12320 CYP706A6 Cytochrome P450, family 706, subfamily A, polypeptide 6; oxygen binding
AT4G13800 unknown protein
zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein / ankyrin repeat
AT4G14365 family protein
[AT4G21830, methionine sulfoxide reductase domain-containing protein /
AT4G21840 SelR domain-containing protein];
AT4G23140 CRK6 [CYSTEINE-RICH RLK 6; protein kinase family protein]
AT4G23880 unknown protein
AT4G27450 unknown protein
AT4G36670 Mannitol transporter, putative
AT5G12020  HSP17.611 17.6 KDA CLASS I HEAT SHOCK PROTEIN
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Gen Nombre Funcion
AT5G12110  eEF1Balphal Elongation factor 1B alpha-subunit 1
AT5G20230 ATBCB ARABIDOPSIS BLUE-COPPER-BINDING PROTEIN; copper ion binding
AT5G24780  VSP2 VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2; acid phosphatase

Arabidopsis thaliana glutamine synthase clone RI1; glutamate-ammonia
AT5G37600 ATGSRI1 ligase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative / FK506-binding protein,
AT5G48570 putative
AT5G64510 Unknown protein
ATIGS59590  ZCF37 ZCF37
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Figura 51. Modelo de redes génicas generado a partir del perfil transcripcional del mutante cs26 en condiciones de ciclo corto y respuesta tardia.
Los circulos rojos representan genes inducidos, los verdes indican genes reprimidos. Los rombos amarillos indican factores de transcripcion. Las lineas continuas indican

interaccidn positiva, mientras que las discontinuas indican interaccion negativa.
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Tabla 29. Anotacion de los genes representados en el modelo generado para las condiciones de ciclo

corto, respuesta tardia.

Datos obtenidos de la base de datos T4/R (www.arabidopsis.org).

Gen Nombre Funcién
Glutaredoxin family protein. Electron carrier activity, protein disulfide
AT1G03850 . .
oxidoreductase activity
AT1G17860 Trypsin and protease inhibitor family protein / Kunitz family protein
Amine oxidase family. FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein.
AT1G57770 FAD/NAD(P) )
Located in chloroplast
AT1G62510 LTP protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP) family protein
AT1G72060 Serine-type endopeptidase inhibitor.Response to oxidative stress
AT1G73805 Calmodulin binding
AT1G79270 ECTS ECT8 (evolutionarily conserved C-terminal region 8)
AT2G18230 ATPPA2 Arabidopsis Thaliana Pyrophosphorylase 2.
AT2G20570 GLKl1 GPRI1 (GOLDEN2-LIKE 1); transcription factor
AT2G27420 Cysteine proteinase, putative
AT2G45170 AtATG8e AtATG8e (AUTOPHAGY 8E); microtubule binding
HYPERSENSITIVE INDUCED REACTION 2. Involved in N-terminal
AT3G01290 HIR2 ) . )
protein myristoylation
AT3G04260 PTAC3 Plastid Transcriptionally Active3.Possibly involved in plastid gene expression
AT3G06980 DEAD/DEAH box helicase, putative
AT3G12580 HSP70 HSP70 (heat shock protein 70); ATP binding
AT3G13470 Chaperonin, putative/chloroplast envelope
AT3GI15570 NPH3 Phototropic-responsive NPH3 family protein. Response to light stimulis
AT3G47480 Calcium-binding EF hand family protein
AT3G48090 EDSI Enhanced Disease Susceptibility 1; signal transducer/ triacylglycerol lipase
AT3G48460 GDSL-motif lipase/hydrolase family protein
AT3G48640 Similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:AT5G66670.2)
AT3G51660 Macrophage migration inhibitory factor family protein / MIF family protein
AT4G11890 Protein kinase family protein
AT4G12320 CYP706A6 Cytochrome P450, family 706, subfamily A, polypeptide 6; oxygen binding.
ATAG14365 zine fmger (C3HC4-type RING finger) family protein / ankyrin repeat family
protein
Antitermination NusB domain-containing protein. Regulation of transcription,
AT4G26370
DNA-dependent
AT4G34710 ADC2 Arginine Decarboxylase 2
AT4G36670 Mannitol transporter, putative
AT5G10695 Similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana] (TAIR:AT5G57123.1);
AT5G12020 HSP17.611 17.6 KDA Class II Heat Shock Protein
Glutathione S-transferase, C-terminal-like, elongation factor 1B alpha-subunit
AT5GI12110 eEF1 B alpha . . o
1.Translation elongation factor activity
AT5G22920 Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein

154



Resultados

Gen Nombre Funcion
AT5G26920 Calmodulin binding
AT5G39670 Calcium-binding EF hand family protein

Lysine Histidine Transporter 1. Amino acid transmembrane transporter.

AT5G40780 LHTI1 Knockout mutant presents a broad spectrum of disease resistance in a salicylic

acid—dependent manner.

AT5G44420 PDF1.2 Encodes an ethylene- and jasmonate-responsive plant defensin

AT5G47070 protein kinase Protein serine/threonine kinase activity

AT5G48730 PPR Pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein

AT5G49910 cpHSC70-2 Heat Shock Protein 70-7. Required for normal plastid structure

Wound-Responsive 3. Nitrate transmembrane transporter. Involved
AT5G50200 WR3 . L . .
jasmonic acid-independent wound signal transduction.

in

En el modelo obtenido para la respuesta tardia se observa que hay varios nodos
principales (Tabla 29). Entre ellos se pudo destacar el nodo Atlg79270 que codifica
ECTS8, proteina que contiene la region C-terminal 8 conservada evolutivamente, del cual
no existe mucha informacion pero se ha descrito que al igual que este gen, algunas
proteinas que pertenecen a la misma familia tales como ECT1 o ECT2, pueden jugar un
papel critico relacionado con la sefializacion del Ca”" citosolico al niicleo, y por tanto,

regulando la expresion génica (Ok et al., 2005).

Existen ademas ocho genes que codifican proteinas localizadas en el cloroplasto.
Uno de ellos es el factor de transcripcion GLK1, antes descrito en el modelo de dia
largo, y el gen PTAC3, que codifica un factor de transcripcién y posiblemente esta
relacionado con la expresion de genes cloroplasticos. En ambos ciclos, este gen se
encuentra reprimido. También existe otro gen localizado en el cloroplasto (At4g26370:
ANTI-TERMINATION NUSB DOMAIN) también relacionado con la regulacion de la
transcripcion y que parece ser uno de los nodos principales del modelo. Al igual que en
el modelo de respuesta temprana, aparece la proteina perteneciente a la familia
FAD/NAD(P)-oxidoreductasa localizada en el cloroplasto (Atlg57770). Otro de los
genes localizados en el cloroplasto es cpHSP70-2 (At5g49910), que codifica una
proteina de choque térmico del estroma implicada en el trasporte de proteinas al

cloroplasto.

Todos estos genes que constituyen nodos principales de interaccion génica tanto
en condiciones de dia largo como dia corto, serdn analizados en una investigacion futura

con objeto de validar los modelos matematicos obtenidos.
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5. Analisis del perfil metaboélico de los mutantes cs26 y oas-b de Arabidopsis

thaliana

5.1. Analisis comparativo de diferentes métodos de extraccion y separacion de

metabolitos

El estudio de perfiles metabdlicos se realizd de forma comparativa entre las
lineas silvestres, c¢s26 y oas-b mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucién acoplada a un espectrofotometro de masas (HPLC/MS). Este analisis se
enfoco a la deteccion de metabolitos de bajo peso molecular en modo de ionizacion
positiva, limitando el rango de barrido de la relacién masa/carga entre 50-1000 m/z, y se
abordo a través de diferentes condiciones de analisis, teniendo en cuenta el método de
extraccion del material vegetal, y la columna cromatografica utilizada para la retencion
y separacion de los compuestos detectados. De esta forma, se realizd un analisis de los
principales metabolitos encontrados en cada una de las lineas utilizando cuatro
aproximaciones en funcion del método de extraccion y dos en funcion de las columnas
cromatograficas (fase reversa y fase silice polarizada). Como modelo representativo se
ilustrard so6lo los datos obtenidos en el caso de la linea silvestre como estudio previo
para la determinacion de las condiciones mas favorables en cuanto a los distintos

métodos empleados.

A partir de esta caracterizacion se eligio el tratamiento analitico mas adecuado
que nos permitié observar una mayor diferencia entre las distintas lineas, con objeto de
disponer de un sistema de andlisis en el que se pudiesen observar cambios significativos

en los perfiles metabolicos.

5.1.1. Puesta a punto del método de extraccion: fase acuosa frente a fase organica,

con columna cromatografica no-polar

Para la extraccion de los metabolitos de hojas en fase acuosa se utilizd una
solucion acida compuesta por 0,1 N HCl y 0,1 % &cido formico (ver materiales y
métodos). Una vez obtenido el extracto de hojas, se analiz6 mediante HPLC/MS con
una columna cromatografica de fase reversa C18, utilizando los parametros del método
descrito en Materiales y métodos (Seccion 7). El perfil metabdlico obtenido para la linea
silvestre se puede observar en la figura 52A. Con este analisis se detectaron un total de
238 compuestos. Por otro lado, en los cromatogramas obtenidos se pudo determinar
aquellos compuestos que, en relacion al area o a la intensidad de pico detectada,

pudieron considerarse como mas abundantes o mayoritarios tomando como criterio que
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la intensidad de pico sea superior a 10°. Bajo estas condiciones se detectaron 28

compuestos mayoritarios.

Para la extraccion de metabolitos en fase orgdnica se utilizd6 una mezcla
compuesta por MeOH:H,O:CHCls (2,5:1:1) (Figura 52B). En este caso, se detectaron
para la linea silvestre un total de 232 compuestos, de los cuales se pudieron determinar

como mas intensos 24 compuestos.
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Figura 52. Separacion y detecciéon de metabolitos mediante LC/MS utilizando una columna RF-
C18.

A: Perfil metabolico de hojas de plantas silvestres mediante extraccion con la solucion acuosa acida.
B: Perfil metabolico de hojas de plantas silvestres mediante extraccion con la solucion orgénica.
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Para aumentar la intensidad de la sefal y el nimero de metabolitos detectables,
se realizd la extraccion en las distintas fases (acuosa u organica), y a continuacion las
muestras se concentraron mediante liofilizacion. Posteriormente, los residuos solidos se
re-suspendieron en 250 pL de tampon de extraccidbn acuoso y organico,
respectivamente. Seguidamente, se llevé a cabo la deteccion del numero total de
metabolitos en cada caso, siendo de 223 para la extraccion acuosa y de 235 para la
extraccion organica. El nimero de compuestos mayoritarios para cada andlisis fue de 31

y 39, respectivamente (Tabla 30).

Tabla 30. Comparacion de nimero de compuestos totales (T) y de maxima intensidad (M)
detectados en plantas silvestres en funcion del método de extraccion y la columna cromatografica.

Método de extraccion

Extraccion Extraccion
Extraccion Extraccién . .

. L. acuosa acida organica +

Columna acuosa acida organica o o
+ liofilizaciéon liofilizacion

M T M T M T M T
RF-C18 28 238 24 232 31 223 39 235
HILIC 28 307 39 360 29 375 41 380

A continuacion, se llevo a cabo un estudio comparativo mediante diagramas de
Venn de los diferentes métodos empleados, obteniéndose las representaciones

mostradas en la figura 53.

Cuando se compar6 la extraccion en fase acuosa frente a la extraccion en fase
organica se observo que existian 85 compuestos que estaban presentes en ambos
métodos, y que son independientes del tipo de fase utilizada. Cuando realizamos la
concentracion posterior mediante liofilizacion, el nimero de compuestos extraidos en
ambas fases es de 96. También se observd que cuando se realiz6 la concentracion de las
muestras en el caso de la fase acuosa acida, aunque se aumentd la intensidad de los
compuestos mayoritarios, hubo una reducciéon del numero total de metabolitos
detectados, debido probablemente a una degradacion fisica producida por el método de
concentracion. En el caso de la fase orgdnica no hubo diferencias significativas en

cuanto al niumero total de metabolitos detectados.
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MeOH:H,0:CHCl,

10 8 32 91
14 53 16 11
28 15 12 83

MeOH:H,0:CHCl,
92 18 68 Liofilizado

HCI 0,IN
(0,1 % CH,0,)

HC10,1N (0,1 % CH,0,)
Liofilizado

Figura 53. Diagramas de Venn de los compuestos detectados por diferentes métodos (fase reversa).
Se representa el niimero de solapamientos de compuestos con igual m/z-tg (relacién carga/masa-tiempo
de retencion) detectados mediante LC/MS en extracto de hojas de plantas basado en diferentes métodos

de extraccion, y detectados con columna de fase reversa.

Otro aspecto estudiado fue el nimero total de compuestos coincidentes en todos
los andlisis. En este caso, se obtuvo un total de 53 metabolitos con igual m/z que eran
independientes del tipo de andlisis utilizado, y por tanto, bastante estables, puesto que
no sufrieron degradacion fisica tras la liofilizacion. Este resultado pone de manifiesto,
como era de esperar, que el rango de metabolitos extraidos es dependiente del tipo de
solvente empleado y método de extraccion, ya que sélo aproximadamente el 20 % del

total de los metabolitos es detectado en todos los casos.

5.1.2. Puesta a punto del método de extraccion: fase acuosa frente a fase organica,

con columna cromatografica polar

Se llevo a cabo el mismo tipo de andlisis que en el apartado anterior, pero con
una columna de fase polar o silice polarizada. La cromatografia liquida de interaccion
hidrofila (HILIC) es una técnica cromatografica para la separacion de compuestos
hidréfilos y muy polarizados, que a menudo tienen poca o ninguna retencion en las
columnas de fase inversa. El perfil cromatografico obtenido en la elucion de las
muestras de la linea silvestre utilizando esta columna de fase normal polarizada se

puede observar en la figura 54.

El numero de compuestos detectados en cada una de las extracciones aplicadas

se muestran en la anterior Tabla 30. A la vista de los resultados obtenidos se pudo
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determinar que el mejor método de extraccion para el uso de la columna HILIC es una

extraccion organica seguida de concentracion mediante liofilizacion.
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Figura 54. Separacion y deteccion de metabolitos mediante LC/MS utilizando una columna de fase
normal HILIC.

A: Perfil metabolico de hojas de plantas silvestres mediante extraccion con la solucion acuosa acida.

B: Perfil metabdlico de hojas de plantas silvestres mediante extraccion con la solucion organica.
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Los diagramas de Venn que se obtuvieron en este caso mostraron que hay un
total de 153 compuestos que solaparon cuando se utilizo la extraccion orgdnica y acuosa
acida sin liofilizar, y 145 cuando se realizo la liofilizacion en ambos casos. Por ltimo,
hubo 72 compuestos que se detectaron en todos los casos, independientemente del tipo

de analisis empleado (aproximadamente el 20 % del total de metabolitos) (Figura 55).

MeOH:H,0:CHCl,4

17 17 21 121

47 72 24 41

28 18 31 115

MeOH:H,0:CHCl,

80 29 163 Liofilizado
HCI0,IN
(0,1 % CH,0,)

HCI10,1N (0,1 % CH,0,)
Liofilizado

Figura 55. Diagramas de Venn de los compuestos detectados por diferentes métodos (fase normal)
Se representa el nimero de solapamientos de compuestos con igual m/z-tg (relacion carga/masa-tiempo
de retencion) detectados mediante LC/MS en extracto de hojas de plantas basado en diferentes métodos

de extraccion y detectados con columna de fase normal.

5.2. Analisis metabdlico de las distintas lineas silvestre, oas-b 'y cs26

Para determinar qué metabolitos estan presentes en cada linea, se aplico el
método que dio mejores resultados con la columna de fase reversa, en este caso, la
extraccion en fase acuosa acida; y con la columna en fase normal, la extraccion organica

concentrada.

De todos los metabolitos encontrados en el primer caso, existe un total de 89
compuestos presentes en las tres lineas. Las dos lineas mutantes comparten ademas 55
metabolitos que no estdn presentes en la linea silvestre, como se puede observar en el

diagrama de Venn de la figura 56A.
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Figura 56. Diagrama de Venn de los perfiles metabdlicos de las lineas silvestres y mutantes cs26 y
oas-b.

Se comparan los compuestos detectados en las tres lineas analizadas crecidas en condiciones de dia largo
durante 3 semanas. A. Extraccion acuosa acida con columna de fase reversa. B. Extraccion organica con
columna de fase normal. Se muestra entre paréntesis el nimero total de compuestos detectados en cada

caso.

En el analisis con la columna en fase normal, se encontré un total de 178
compuestos comunes en las tres lineas. También se observo que las lineas mutantes oas-
b y ¢s26 presentan un mayor numero de compuestos detectados que la linea silvestre,
compartiendo 59 metabolitos exclusivos en estas lineas que no se encuentran en la

silvestre (Figura 56B).

5.2.1. Analisis de componentes principales

El método estadistico de analisis de componentes principales esta disefiado para
extraer k componentes principales de un conjunto de p variables cuantitativas X. Los
componentes principales se definen como el conjunto de combinaciones lineales
ortogonales de X que tienen la maxima varianza. La determinacion de los componentes
principales se usa con frecuencia para reducir la dimensionalidad de un conjunto de
variables predictivas antes de utilizarlas en procedimientos tales como regresion

multiple o andlisis de conglomerados.

Este estudio de analisis de componentes principales se realizé utilizando los
extractos de hojas de plantas crecidas en condiciones de dia corto y de dia largo. Para
ello, se utilizaron 6 replicas biologicas en cada caso. El andlisis se realiz6 utilizando
como datos todos los metabolitos extraidos en cada linea mediante LC/MS, en los dos
fotoperiodos, teniendo en cuenta la relacion m/z, el tiempo de retencidon, area e
intensidad de pico de cada metabolito. Estos datos se compararon independientemente y
a continuacion se realiz6 un andlisis conjunto para determinar las diferencias entre el

tipo de fotoperiodo utilizado. Se realiz6 un filtro previo para reducir la cantidad de datos
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a analizar limitando la intensidad de pico 1/100 de la intensidad maxima detectada,

considerando los compuestos por debajo de este valor no significativos en el andlisis.

En el estudio en ciclo largo, se determin¢ el grafico de sedimentacidon con los
valores propios observandose que para F1 el valor es de aproximadamente 43, que
significa que un Unico vector es capaz de explicar el 34,5 % de la varianza en las tres

poblaciones (Figura 57).

Valores propios
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Figura 57. Valores propios de los factores obtenidos tras el analisis de PCA en ciclo largo.

A continuacidon se obtuvo la grafica correspondiente a la extraccion de los
componentes principales F1 + F2 (Figura 58), que explican un 53.34 % de disimilitud
entre las distintas lineas. Se puede observar que, tal como habiamos predicho en la
grafica anterior, el factor que determina la mayor varianza es F1, y como se puede
apreciar en el grafico, es en este eje donde observamos una mayor separacion entre las

poblaciones de la linea silvestre y oas-b frente a cs26.
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Figura 58. Analisis de PCA de los dos primeros componentes principales para ciclo largo.
Perfiles metabolicos obtenidos a partir de extractos de hojas de plantas silvestres (circulo negro), oas-b

(circulo rosa), y ¢s26 (circulo naranja) crecidas en cico largo.
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El factor F2 cobré mayor importancia a la hora de discernir entre las poblaciones
silvestre y oas-b. En estas condiciones, las tres poblaciones son muy diferentes en
cuanto a la composiciéon metabolica, siendo silvestre y oas-b mas similares entre si, ya
que se determinan a partir del componente principal F2, que presenté un peso menor
que F1.

Este tipo de analisis también nos permiti6 determinar el porcentaje de
contribucidn de las distintas variables, en este caso de los distintos metabolitos. Asi, es
posible obtener la contribucion de cada compuesto en cada linea analizada. La
abundancia relativa de cada metabolito se calculdé como las veces de cambio de la
concentracion de dicho metabolito obtenida en el mutante frente a los valores obtenidos
para plantas silvestres. El estudio estadistico de los resultados se llevo a cabo mediante
el test de Student, utilizando los datos procedentes de 3 réplicas biologicas
independientes. En el analisis realizado se pudo determinar que habia 38 metabolitos en
la linea oas-b que presentaban un valor absoluto de veces de cambio mayor de dos,
siendo en la linea ¢s26 de 43 metabolitos.

Bajo las condiciones de crecimiento de ciclo corto se obtuvo el grafico de
valores propios (Figura 59), y se observo que el componente principal F1 podia explicar

el 34 % de la varianza observada en las tres poblaciones.
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Figura 59. Valores propios de los factores obtenidos tras el analisis de PCA en ciclo corto.

El grafico obtenido de representar los dos primeros componentes principales
permitié deducir que las poblaciones son distintas entre si en cuanto al perfil metabolico
que presentan en condiciones de dia corto, a pesar de que el fenotipo de cs26 en este
fotoperiodo es similar al de la linea silvestre. También se pudo deducir que el mutante
oas-b es metabolicamente menos parecido a la linea silvestre en condiciones de dia
corto que lo observado en ciclo largo, ya que es el componente principal F1 (que es el
de mayor contribucion) el que separa estas dos poblaciones (Figura 60). El calculo del

contenido relativo de cada metabolito mostrd que existian 23 metabolitos en la linea
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oas-b que presentaban un valor absoluto de veces de cambio mayor de dos con respecto
a silvestre, siendo en la linea ¢s26 de 35 metabolitos.

Observaciones (ejes F1 y F2: 51.09 %)
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Figura 60. Analisis de PCA de los dos primeros componentes principales para ciclo corto.
Perfiles metabdlicos obtenidos a partir de extractos de hojas de plantas silvestres (circulo negro), oas-b
(circulo celeste), y ¢s26 (circulo azul) crecidas en ciclo corto.

Por tultimo, se llevd a cabo el andlisis de PCA conjunto de las muestras que
fueron analizadas en ciclo corto y en ciclo largo. En este caso se obtuvo el primer
componente principal con un valor de > 90, lo que implicaria que con este factor es

posible explicar un porcentaje de varianza de un 51 % (Figura 61).
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Figura 61. Valores propios de los factores obtenidos tras el analisis de PCA de los metabolitos de las
distintas lineas en ambos ciclos, largo y corto.

Con estos datos se obtuvieron dos graficas de PCA, una correspondiente a la
extraccion de los componentes principales F1 + F2, y la otra correspondiente a F1 + F3.

(Figura 62). Se puso de manifiesto que existen dos grupos diferenciados; en uno se
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encontraron aquellas muestras que fueron crecidas en condiciones de dia corto, y en el
otro, aquellas crecidas en dia largo. Esto indicé que existen diferencias metabolicas
importantes cuando las plantas se someten a diferentes regimenes de luz, pero también

que las lineas mutantes analizadas mantienen el perfil metabdlico acorde con el que

cabria tener bajo un fotoperiodo dado.
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Figura 62. Analisis de PCA para los componentes principales F1, F2 (A) y F1, F3 (B).
Se analizaron los perfiles metabdlicos obtenidos a partir de extractos de hojas de plantas silvestres y

mutantes oas-b y ¢s26 crecidas en dia largo (LD) y dia corto (SD).
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También es posible determinar la relacion m/z de los metabolitos que mas
contribuyen en cada grupo. La representacion grafica de F1 y F2 indic6 los valores de
las variables que mas contribuyeron en la separacion metabdlica de dia largo, mientras
que la representacion de F1 y F3 lo represent6 para dia corto. Es interesante resaltar que
con estos resultados se observé de nuevo que la linea del mutante oas-b en ciclo corto
es metabolicamente menos parecida a la linea silvestre que en el caso de dia largo,

donde ambas lineas aparecieron formando un Unico grupo.

5.3. Identificacion, normalizacion y cuantificacion de metabolitos especificos

Debido a la falta de una biblioteca de espectros de LC/MS homogénea en la
literatura, y a la baja resolucion de masa de la trampa i6nica utilizada (0,1 uma), no ha
sido posible identificar de forma inequivoca los compuestos separados. Para abordar
este problema, se realizd una biblioteca propia en nuestro grupo con el fin de poder
identificar los principales compuestos azufrados que son interesantes en el metabolismo
del azufre en plantas, asi como otro tipo de compuestos de interés para la

caracterizacion de las diferentes lineas tales como aminoacidos y fitohormonas.

5.3.1. Metabolitos azufrados

Los metabolitos que se estudiaron fueron aquellos relacionados con la ruta de
sintesis y asimilacion de cisteina en plantas. Los compuestos azufrados presentan una
polaridad alta y son solubles en agua, por lo tanto la extraccion acuosa acida fue la mas

apropiada en este caso, utilizando la columna de fase reversa C18.

Lo primero que se realizé fue una inyeccion directa en el espectrometro de una
solucion estandar de cada compuesto a una concentracion de 200 uM. La finalidad de la
inyeccion directa es la determinacion de los pardmetros de sintonizacidon para aumentar
y mejorar la sefial de cada analito, asi como la obtencion del espectro de masas de cada

uno de ellos.

A continuacion, se registrd el patrén de elucion de cada compuesto mediante
analisis de muestras patrones en el HPLC, pudiéndose determinar de esta forma el

tiempo de retencion en la columna para cada uno de ellos (Tabla 31).
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Tabla 31. Compuestos detectados e identificados mediante LC/MS.
Para cada compuesto se determina el tiempo de retencion y los parametros de sintonizacion. MW: peso

molecular.
Compuesto MW Ti?fnpo - Capillary Skimmer C-ap
retencion (min) V) \%) Exit (V)

Cisteamina 77,2 1,2 -4500 29,3 50
Serina 105,1 0,8 -3000 32 75
Hipotaurina 109,2 1,2 -4500 30,58 91,67
-cianoalanina 114,1 0,8 -4500 29,17 70,83
Cisteina 121,2 1 -2950 29,17 50
Taurina 125,2 1,2 -4500 30,58 91,67
O-Acetilserina 147,1 1,1 -2200 30,58 70,83
3-Sulfinoalanina 153,2 1,1 -4000 30,58 70,83
S-Sulfocisteina 201,1 1,5 -3550 40 106,2
Cistina 240,3 8,7 -3700 43,33 120,83
v-Glutamilcisteina 250,3 2 -3250 40,5 133,33
Glutation reducido 307,3 2 -2250 15 104,17
Glutation reducido*  310,3 2 -2250 15 104,17
Glutation oxidado 612,6 4.4 -3000 15 179,17

* Marcado isotopicamente.

Como se comento anteriormente, el relleno de la columna utilizada es una matriz
hidréfoba C18 y segun la polaridad de los analitos, quedaran méas o menos retenidos en
la columna, e irdn eluyendo poco a poco con el paso de la fase movil. De esta forma, los
compuestos mas polares eluyen antes y por tanto tendran un tiempo de retencion mas
bajo. Algunos de los analitos co-eluyen en el mismo tiempo de retencidon, pero este
problema es resuelto gracias a que es posible la extraccion del cromatograma de un i6n

especifico conociendo la relacion m/z del compuesto que queramos analizar.

Ademas se puede analizar el patréon de fragmentacion de cada compuesto
mediante determinacion MS/MS, ya que existe la posibilidad de seleccionar una Unica
masa y aislarla mediante la aplicacion de un valor de radiofrecuencia adecuado en la
trampa i6nica. Mediante nuevos voltajes se aumenta la amplitud de oscilacion del i6n y
se fragmenta el analito. De esta forma se detectan los fragmentos, obteniéndose asi
espectros MS”. Utilizando el mismo procedimiento, se puede determinar también los
espectros MS®. Como ejemplo se expone el caso del GSH, al que se le ha determinado
los espectros de masas MS, MS” y MS® (Figura 63).
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Figura 63. Patron de fragmentacion de la molécula de glutation reducido.
A. Espectros de masas MS del ion [M+H]" aislado en la trampa i6nica.
B. Patron de fragmentacion MS” del ion parental m/z 308,0.
C. Patron de fragmentacion MS’del ion parental m/z 178.9.
Las flechas indican el ion fragmentado.

D. Detalles de la ionizacion y fragmentacion de GSH e identificacion de los iones detectados.

Una vez identificados los parametros de cada metabolito, se procedio a realizar
la cuantificacion de cada uno de ellos a diferentes concentraciones conocidas,
permitiendo de este modo efectuar el célculo de los limites de deteccion (LOD) y
limites de cuantificacion (LOQ) (Tabla 32).
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Tabla 32. Limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) de los compuestos azufrados
analizados.

Compuesto LOD (pM) LOQ (pM)
Cisteamina 46,61 155,36
Serina 62,57 208,59
Hipotaurina 60,58 201,93
B-Cianoalania 48,03 160,12
Cisteina 14,71 49,052
Taurina 74,49 248,30
O-Acetilserina 3,747 12,492
3-Sulfinoalanina 46,61 155,36
S-sulfocisteina 12,32 41,093
Cistina 35,12 117,09
y-glutamilcisteina 38,01 126,66
Glutation reducido 0,358 1,193
Glutation reducido™ 0,388 1,202
Glutation oxidado 31,51 105,04

Otros compuestos interesantes presentes en plantas y relacionados con el
metabolismo de la cisteina son las fitoquelatinas, que poseen un papel importante en la
destoxificacion de los metales. La estructura general de las fitoquelatinas es (y-Glu-
Cys)a-Gly, representandose asi como PC,, siendo n = 2-11. Ademas, se ha descrito que
en algunas plantas la glicina del C-terminal puede ser reemplazada por serina,
glutamina, glutamato o alanina, formdndose asi moléculas derivadas llamadas iso-
fitoquelatinas (iso-PCs) (Ducruix et al., 2008). La deteccion de las PCs se realizd
mediante el aislamiento de los iones de relacidn masa/carga de cada PC, segun el
método descrito por Ducruix.

Para poder observar la induccién de la sintesis de fitoquelatinas, las plantas
silvestres crecidas en tierra fueron regadas con cadmio a una concentracion de 250 uM
durante 13 dias. Se tomaron muestras a distintos dias durante el tratamiento (0, 3, 6, 10,
13 dias). Como se puede observar en la Tabla 33, a tiempos cortos de exposicion al
metal las fitoquelatinas que se detectan son PC,, PC; y DesGIuPCs Tras el tratamiento
de 13 dias con cadmio, se puede observar un incremento en la deteccion del numero de
fitoquelatinas. Cuando la planta no estd expuesta a un estrés por metal, no hay

induccion de PC, encontrandose solo PC, e Iso-PC4. Estos niveles basales de PC; e Iso-
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PC, encontrados en ausencia de Cd podrian ser consecuencia de la presencia de

concentraciones traza de otros metales, tales como Zn y Cu, en el medio de riego.

Tabla 33. Deteccion de fitoquelatinas durante varios dias de tratamiento con CdCl,.
DesGIuPC;: Cys-y-(Glu-Cys);-Gly; DesGluPCy4: Cys-y-(Glu-Cys),-Gly; tr: Tiempo de retencion; ctas:
cuentas; nd: no detectado. Se representan los valores medios = SD de tres experimentos independientes.

Area (x10° ctas)

Periodo de tratamiento (dias)

Compuesto Mz g od 3d 6d 10d 13d

PC2 540 16,6 1,9+£0,1 769+86 895+7,6 100,0+93 650=+89
PC3 772 20,8 nd 12,5+0,2 7,20+0,5 7,8+0,8 7,0+0,9
PC4 1004 - nd nd nd nd nd

PCS 1236 - nd nd nd nd nd
Iso-PC2 (Ala) 554 29,0 nd nd nd nd 0,30 £ 0,02
Iso-PC3 (Ala) 786 - nd nd nd nd nd
Iso-PC4 (Ala) 1018 - nd nd nd nd nd
Iso-PC3 (Ser) 802 30,5 nd nd nd nd 42+0,5
Iso-PC4 (Ser) 1034 - nd nd nd nd nd
Iso-PC3 (GIn) 843 26,1 nd 1,2+0,2 nd nd 13,0+ 0,2
Iso-PC4 (GIn) 1075 28,0 10,0+2,1 82+1,2 76+08 6,4+0,8 8,0+£0,7
Iso-PC3 (Glu) 844 26,1 nd nd nd nd 55+0,6
DesGluPC3 643 17,9 nd 1,2+0,1 1,2+£0,2 2,0+0,3 4,4+0,6
DesGluPC4 875 - nd nd nd nd nd

5.3.2. Otros metabolitos de interés

Ademéds del andlisis de metabolitos azufrados, se puso a punto el andlisis de

otros metabolitos que fueron interesantes de estudiar en los diferentes genotipos.

5.3.2.1. Analisis de aminoacidos

La determinacion de la concentracion de aminoécidos se llevo a cabo utilizando
la extraccion acuosa acida y deteccion en modo de ionizacion positiva con la columna
de fase reversa. Para realizar este estudio, se procedidé de la misma manera que en el
apartado anterior, realizandose primero infusion directa de soluciones patrones de
aminodcidos, y después determinando los parametros, tales como el tiempo de

retencion, relacion masa/carga, LOD y LOQ (Tabla 34).

171



Resultados

Tabla 34. Aminoacidos detectados e identificados mediante LC/MS.
Se muestra el tiempo de retencidon, relacion masa/carga, limite de deteccion (LOD) y limite de
cuantificacion (LOQ) de los aminoacidos analizados.

L. Tiempo de
Aminoacido m/z ., . . LOD(uM) LOQ(uM)
retencion (min)
ALA 90 1,5 76,0 255,0
ARG 175 5,5 1,6 5,6
ASN 134 1,2 28,0 92,0
CYS 122 1,2 35,0 117,0
CYSS 241 1,3 2,6 8,5
GLN 147 3,2 6,9 23,0
GLU 148 1,3 6,5 22,0
GLY 76 1,3 nd nd
HPRO 132 1,3 7,8 27,0
HYS 156 4,6 2,7 9,0
ILE 132 3,7 9,1 30,4
LEU 132 4,0 9,1 30,4
LYS 147 5,1 3,0 10,0
MET 150 2,3 1,8 6,2
PHE 166 4,4 4,3 14,3
PRO 116 1,3 6,5 21,8
SER 106 1,2 63,0 209,0
THR 120 1,4 71,0 237,0
TYR 182 2,5 2,3 7,7
VAL 118 2,2 6,8 22,8

Ademas se cre6 una coleccion de cromatogramas y espectros de masas de cada
aminoacido (Figura 64). El método empleado no requiere de una derivatizacion previa
de los compuestos, lo cual lo hace muy interesante en cuanto a la reduccion del tiempo
de preparacion de la muestra y la eliminacion del uso de compuestos derivatizantes, asi
como una ganancia en la rapidez del tiempo de analisis, siendo éste de 7 minutos para el
analisis total de LC/MS.
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Figura 64. Cromatograma de LC/MS de cada aminoacido en modo positivo.

Se detalla el tiempo de retencion, la relacion m/z y el espectro de masas de cada uno de ellos.
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Figura 64. Cromatograma de LC/MS de cada aminoacido en modo positivo. (Continuacion)
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5.3.2.2. Analisis de fitohormonas

Resultados

Las hormonas analizadas mediante LC/MS fueron el acido salicilico (SA), 4acido
abscisico (ABA), metil jasménico (MeJA), acido jasmonico (JA) y el precursor OPDA

(acido 12-oxofitodienoico).
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Figura 65. Cromatogramas de LC/MS de distintas hormonas.

A. Cromatogramas del acido salicilico (verde) y acido abscisico (rosa), y sus correspondientes espectros

de masas.

B. Cromatogramas del metil jasmoénico (rosa), acido jasmoénico (verde) y OPDA (azul), y sus

correspondientes espectros de masas.
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Un analisis previo de las soluciones estdndares mediante infusion directa reveld
que SA y ABA son detectados de forma mas eficiente en cuanto a la intensidad de senal
en modo negativo, mientras que JA, MeJA y OPDA lo fueron en modo positivo. En la
figura 65 se pueden observar los cromatogramas de elucion y espectros de masas
obtenidos para las soluciones patrones. En la Tabla 35 se detallan los parametros

caracteristicos para cada compuesto.

Tabla 35. Hormonas detectadas e identificadas mediante LC/MS.
Se detallan el peso molecular, tiempo de retencion, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion
(LOQ) de las hormonas analizadas.

Tiempo de
Hormona MW ., ) LOD (nM) LOQ (nM)
retencion (min)
ABA 2643 1,8 0,78 2,58
SA 138,1 1,8 0,77 2,59
JA 210,3 6,1 1,76 9,37
MelJA 2243 6,8 2,08 14,21
OPDA 291,2 7,0 1,47 7,80

5.4. Determinacion de metabolitos especificos en las lineas silvestre y mutantes de

Arabidopsis thaliana

Una vez puestos a punto los métodos de extraccion y determinacion de los
distintos metabolitos estudiados, se procedié a la cuantificacion y comparacion de los
mismos en muestras de hojas de las lineas silvestres y mutantes c¢s26 y oas-b de

Arabidopsis.

Se analizaron los compuestos azufrados que presentaron mayor interés en este
estudio por estar directamente relacionados con el metabolismo de la cisteina, y que
fueron glutatiéon reducido y oxidado (GSH y GSSG), y-glutamilcisteina (y-EC) y
cisteina (ver Tablas 14 y 15).

La deteccion de los aminoacidos en las tres lineas mutantes se llevo a cabo en
extractos de hojas, y utilizando plantas crecidas en ambos fotoperiodos (Figuras 66 y
67). En ciclo largo, en el mutante cs26 se observd un aumento significativo en el
contenido total de los aminoacidos L-asparagina, L-glutamico, L-treonina, L-histidina,
L-fenilalanina y L-prolina con respecto a la linea silvestre. En el mutante oas-b solo se
observo cambios significativos en el contenido de L-histidina y L-fenilalanina. No se

detectaron en estos extractos L-cisteina, L-glutamato, L-glicina, L-isoleucina y L-lisina.
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Figura 66. Contenido total de aminoacidos solubles en hojas de plantas crecidas en condiciones de
dia largo.

Se muestran los valores medios = SD de tres experimentos indendientes. Los asteriscos indican una
significancia estadistica de *P < 0,05.

En el caso de las plantas crecidas en ciclo corto (Figura 67), se observo que el
mutante ¢s26 presentaba un aumento significativo en los niveles de L-asparagina, L-
treonina, L-histidina y L-valina, y un menor nivel de L-prolina cuando se comparaba
con la linea silvestre. En el caso del mutante oas-b, el metabolismo de los aminoacidos
se vido mas afectado en ciclo corto, ya que se observo mayores niveles de L-asparagina,
L-glutdmico, L-serina, L-histidina y L-fenilalanina, mientras que se registr6 menores
contenidos de L-alanina, L-prolina y L-valina en comparacion con la linea silvestre. No
se detectaron L-cisteina, L-gultamato, L-glicina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina y L-

tirosina en estos extractos.
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Figura 67. Contenido total de aminoacidos solubles en hojas de plantas crecidas en condiciones de
dia corto.

Se muestran los valores medios = SD de tres experimentos indendientes. Los asteriscos indican una
significancia estadistica de *P < 0,05.

La deteccion de 4acido salicilico y acido abcisico se llevo a cabo en hojas en
ambos fotoperiodos. Sin embargo, la deteccion de JA, MeJA y OPDA no se ha podido
realizar satisfactoriamente, debido a la falta de un método de extraccion adecuado que
nos permitiese obtener estos analitos sin que lleguen a sufrir degradacion durante el

tratamiento.

Se pudo observar que en ambos mutantes la concentracion de acido salicilico en
ciclo largo es aproximadamente un 60 % superior al determinado en las plantas
silvestres (Figura 68A). Sin embargo, en ciclo corto, el mutante oas-b no muestra
diferencias con respecto a la linea silvestre y el mutante ¢s26 muestra una disminucion
del 30 % en el contenido de acido salicilico (Figura 68B). El anélisis de acido abscisico
en ciclo largo mostrd que en el mutante cs26 la concentracion de ABA es 2,3 veces
superior con respecto a la linea silvestre, no existiendo cambios significativos en la

linea oas-b (Figura 68C). En ciclo corto, en ¢s26 se observo un ligero descenso de la
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concentracion (aproximadamente un 10 %), y en oas-b un aumento de 1,75 veces con

respecto a silvestre (Figura 68D).
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Figura 68. Contenido de acido salicilico (A y B) y acido abscisico (C y D) en extracto crudo de hojas
de plantas crecidas en condiciones de ciclo largo y ciclo corto.

Se muestran los valores medios = SD de tres experimentos indendientes. Los asteriscos indican una
significancia estadistica de *P < 0,01.
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Discusion

En e afio 2000 se publicé e andlisis de la secuencia genémica de la planta
modelo Arabidopsis thaliana (Nature 408: 796-815). Uno de |os aspectos destacados en
dicho andlisis es que una gran proporcion del genoma de esta planta codifica enzimas
implicadas en un conjunto de procesos metabdlicos muy parecidos a los encontrados en
otros organismos fotoautotréficos como la cianobacteria Synechocystis. Sin embargo,
mientras que por lo general en Synechocystis una enzima esta codificada por un Unico
gen, en Arabidopsis esta codificada por varios genes. Este era e caso de la enzima
piruvato quinasa (codificada por 7 genes), de la celulosa sintasa (codificada por 12
genes), poligal acturonasas (codificada por 52 genes) o citocromos P450 (codificada por
aproximadamente 286 genes), por citar algunos gemplos. Este alto grado de una
aparente redundancia estructural no tiene por qué necesariamente implicar redundancia
funcional de dichas enzimas.

En el caso de la ruta de biosintesis del aminoacido cisteina, € andlisis del
genoma muestra que existen 9 genes homdlogos que codifican posibles enzimas O-
acetilserina(tiol)liasas, de los cuales uno es un pseudogén que no se transcribe (Jost et
al., 2000). Mediante aproximaciones de genética funcional, varios grupos hemos
avanzado en e estudio de las isoformas mayoritarias de las enzimas O-
acetilserina(tiol)liasas y serina acetiltranferasas de localizacion citosolica, cloropléastica
y mitocondrial. Estos estudios dejan un escenario en el cual, en condiciones controladas
de crecimiento, las isoformas OASTL mayoritarias en e citosol (OAS-Al), en €
cloroplasto (OAS-B) y en la mitocondria (OAS-C) son enzimas redundantes ya que su
mutacion no repercute en un cambio fenotipico acusado, probablemente porque los
sustratos sulfuro, O-acetilserina y € producto cisteina son intercambiables entre el
citosol y los otros organulos. Sin embargo, €l andlisis metabdlico de los diferentes
mutantes indica que cada uno de estos compartimentos contribuye de forma diferente a
la sintesis global del aminoacido cisteina. Asi, la sintesis del precursor OAS tiene lugar
preferentemente en la mitocondria, €l cloroplasto contribuye con la sintesis de sulfuro, y
finamente, en € citosol tiene lugar la sintesis de cisteina de manera preferente (Heeg et
al., 2008; Lopez-Martin et al., 2008a; Watanabe et al., 2008a; Watanabe et al., 2008b;
Krueger et al., 2009).

Si la cisteina se puede mover o difundir entre los compartimentos celulares, tal y
como los datos experimentales sugieren, es interesante preguntarse por qué existen
tantas isoformas con la misma actividad enzimética en las células de plantas. Los
estudios realizados hasta €l inicio de esta tesis habian dejado sin caracterizar cuatro de
las isoformas OASTL, consideradas minoritarias en base a la abundancia de sus
correspondientes transcritos: CS26, ATCYS-D1, ATCYS-D2y DES-1.
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CS26 de A. thaliana es una S-Sulfocisteina sintasa

Es ampliamente conocido en las bacterias E. coli y S typhymurium que la
biosintesis de cisteina tiene lugar por la accion de dos enzimas, la isoenzima A
(codificada por €l gen cysK), y laisoenzima B (codificada por el gen cysM). Esta tltima
también es capaz de incorporar tiosulfato para producir S-sulfocisteina (Hulanicka et
al., 1979; Nakamura et al., 1984; Hulanicka et al., 1986). Ademas de en E. coli y S.
typhymurium, la sintesis de S-sulfocisteina ha sido también estudiada en muchas cepas
de bacterias fotosintéticas parpuras, tales como Rhodospirillum tenue,
Rhodopseudominas gelatinosa, Chromatium vinosum, y Thiocapsa pfennigii, entre otras
(Hensel y Truper, 1976). Sin embargo, esta actividad no habia sido estudiada
previamente en plantas o microorganismos eucarioticos. La Unica excepcion en la
bibliografia la encontramos en e producto cysM de Trichomonas vaginalis, un
protozoo anaerébico que es parasito de los humanos. Esta enzima es capaz de usar
sulfuro o tiosulfato como sustrato para producir cisteina o S-sulfocisteina (Westrop,
2006).

El andlisis de las secuencias de aminoéacidos de las proteinas OAS-Al, OASB y
CS26 claramente permite identificar que CS26 es una proteina de localizacion
cloropléstica, y su comparacion con las enzimas bacterianas indica que es méas
homologa a | as isoformas bacterianas codificadas por 10s genes cysM por presentar una
delecion de varios aminoéacidos entre los dominios 38A y 39A. Los trabajos realizados
en esta tesis demuestran claramente que la isoforma OASTL cloropléstica minoritaria
codificada por el gen CS26 de Arabidopsis es en realidad una enzima con actividad S
Sulfocisteina sintasa. Esta conclusion se basa en € hecho de que la proteina
recombinante no posee actividad OASTL pero cataliza la formacion de S-sulfocisteina,
metabolito que ha sido identificado mediante espectrometria de masas. La actividad
SSCS observada en la proteina recombinante no es debida a la delecion del péptido
sefial en € extremo N-terminal, ni a la adicion de la cola de histidinas, porgue en los
mutantes nulos de este gen se pierde esta actividad SSCS cuando se compara con la
obtenida en la linea silvestre. Por tanto, la actividad enzimética SSCS de la proteina
CS26 no es un artefacto de la proteina recombinante. Ademas, la comparacion del
andlisis bioquimico de las lineas oas-b y ¢s26 demostré que la mutacion CS26 no tuvo
influencia en los niveles de actividad OASTL, mientras que en e mutante oas-b se
observé significativamente menos actividad OASTL, similar a los valores publicados
previamente por otros autores (Watanabe et al., 2008a).

Esta actividad SSCS detectada en cloroplastos de Arabidopsis no es exclusiva de
esta especie y hemos sido capaces de detectar actividad SSCS en otras plantas como en
Brachypodium distachyon o Ricinus comunis, que poseen en ambos casos genes que
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codifican ortdlogos OASTL que presentan variaciones de aminoacidos entre los
dominios 38A y R9A. Estas alteraciones en el sitio activo de la isoenzima B bacteriana
cuando se compara con la isoforma A parecen ser determinantes de las caracteristicas
cinéticas de la enzima, siendo mas polar y flexible en € caso de la isoenzima B. Estas
caracteristicas estarian de acuerdo con una especificidad por sustrato més amplia,
pudiendo aceptar como sustrato nucledfilo tanto sulfuro como tiosulfato (Claus et al.,
2005; Chattopadhyay et a., 2007). Esta flexibilidad del dominio activo de las isoformas
B también se extiende al otro sustrato de la reaccion; asi, en el caso de M. tuberculosisy
T. vaginalis la proteina puede utilizar O-fosfoserina como sustrato en lugar de O-
acetilserina, mostrando por tanto actividad O-fosfoserina sulfhidrilasa (Westrop et al.,
2006; Agren et al., 2008). CS26 también tiene capacidad de utilizar O-fosfoserina como
sustrato de reaccion aunque con menor especificidad que O-acetilserina. Esta
versatilidad en aceptar una mayor variedad de sustratos por la isoenzima B ha sido
utilizada para la produccion de aminoécidos no naturales con fines agronémicos y
farmacéuticos como es €l caso de la S-fenil-L-cisteina, inhibidor de la proteasa del VIH
(Claus et al., 2005).

La presencia de actividad SSCS en cloroplastos puede ser una reminiscencia de
su origen endosimbionte y, por tanto, los cloroplastos de planta han mantenido las dos
isoformas A y B existentes en bacterias, OAS-B y CS26, respectivamente. Sin embargo,
no hemos sido capaces de detectar actividad SSCS en Synechocystis sp 0 en
Chlamydomonas reinhardtii.

L ocalizacion subcelular dela proteina CS26

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina CS26 no solo predice
gue esta proteina es cloropléastica sino que, ademas, la extension de su péptido transito
es compatible con una localizacion de la proteina en € lumen tilacoidal. Las proteinas
codificadas en € genoma nuclear destinadas a lumen tilacoidal son sintetizadas en el
citosol con un péptido transito N-terminal bipartito que lleva dos sefiales de transporte
en tndem. EI dominio amino proximal media el transporte de la proteina precursora a
interior del cloroplasto a través del tradocon Toc/Tic donde es cortado por una
peptidasa, dejando expuesto la segunda sefia de transporte que media el paso a través
de la membrana tilacoidal (Robinson et al., 2001; Gutensohn et a., 2006; Aldridge et
al., 2009). Los péptidos de sefidizacion a lumen tienen estructuras similares a las
secuencias procaridticas que utilizan los sistemas Sec y Tat. Para ambos sistemas de
transporte, los péptidos transitos se caracterizan por tener una region basica N-terminal,
un nucleo central hidrofébico y un dominio C-terminal polar que termina en un sitio de
procesamiento Ala-X-Ala. Las proteinas que se transportan por el sistema Tat contienen
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un par de residuos argininas (RR) en la region N-terminal del péptido sefia (Gutensohn
et al., 2006; Aldridge et a., 2009). La extensiéon del péptido transito de CS26 para
localizacion al lumen es compatible con esta estructura con un dominio N-terminal con
6 residuos de Lys y una Arg, un dominio hidrofébico central con seis residuos de
prolina y un dominio C-termina polar con varios residuos de aspértico. Aunque €l
péptido de sefalizacién al lumen de CS26 no contiene € sitio de reconocimiento Ala-X-
Ala del sistema Sec o la pargja de residuos RR conservados para € sistema de
transporte Tat, si posee la modificacion KR descrita en algunas proteinas que utilizan el
sistemaTat (Peltier et a., 2002).

Los andlisis protedmicos y los datos publicados hasta e 2008 no habian
permitido identificar de forma experimental la presencia de la proteina CS26 en ningun
proteoma. La mejora en la sensibilidad de las técnicas de espectrometria de masas ha
permitido identificar un Unico péptido de la proteina CS26 en fracciones cloroplasticas,
sugiriendo que esta proteina debe ser muy poco abundante (Zybailov et al., 2008).
Nuestro andlisis de actividad SSCS y de localizacion mediante Western-Blot de una
preparacion de cloroplatos enriquecidos de las lineas silvestre y mutante corrobor6 la
idea de la localizacion subcelular cloroplastica de CS26, mostrando la presencia de la
enzima tanto en el estroma como en e lumen, siendo méas abundante en este ultimo
compartimento (Figura 69). La actividad de |a proteina se observé casi exclusivamente
en €l lumen tilacoidal, existiendo una actividad residual en la fraccion estromética que
puede ser debido a contaminacién de restos tilacoidales/lumenales. Sin embargo, no
podemos descartar que la enzima pre-procesada sea parcialmente activa en el estroma.

Como ya se ha indicado, en este estudio se ha puesto de manifiesto la existencia
de proteinas ortélogas a CS26 en otros organismos, que muestra la delecion de
aminoacidos antes mencionada, asi como actividad SSCS en preparaciones enriquecidas
de cloroplastos. El andlisis mediante el programa ChlorP en Brachypodium distachyon y
Ricinus comunis donde se observa actividad SSCS predice una longitud de péptido
transito a lumen cloroplastico adecuada en ambas proteinas.
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Figura 69. Localizaciéon subcelular de las enzimas responsables de la biosintesis de cisteinay S
sulfocisteina en €l cloroplasto y citosol de Arabidopsis.

Se muestra de forma representativa un Unico grana tilacoidal como un compartimento ovalado de color
gris. Las enzimas implicadas en las rutas se muestran en azul. S-CYS:; S-sulfocisteina, CYS: Cisteina,
GSH: Glutation, OAS: O-acetilserina, y-EC: y-glutamilcisteina. Las flechas discontinuas indican
transporte de los metabolitos.

El andlisis comparado de los perfiles de proteinas realizados mediante
electroforesis bidimensional en fracciones de lumen cloropléstico de las lineas silvestres
y mutantes nos ha permitido identificar varias manchas de proteinas que estaban
presentes en la linea silvestre y no en la linea mutante ¢s26. Sin embargo, ninguna de
estas manchas correspondia con la proteina CS26 cuya deteccion ha estado
probablemente limitada por su baga abundancia y la baja sensibilidad del equipo
MALDI-TOF utilizado. A pesar de €llo, €l andlisis comparativo de dichos perfiles de
proteina pone de manifiesto importantes cambios en la composicion del lumen en el
mutante cs26 respecto a la linea silvestre. Por ejemplo, las subunidades a y B del
complgjo C1 de la ATP sintasa tilacoidal estan ausentes en el mutante cs26. Este
defecto también se observa en € mutante flu, el cual presenta una elevada acumulacion
de especies reactivas de oxigeno en € cloroplasto, a igual que cs26, y tiene un
importante impacto en la actividad ATP sintasa (Mahler et al., 2007). Igualmente, cs26
posee unos niveles muy bajos o cas nulos de la proteina HCF136, la cual es esencial
para el correcto ensamblaje del PSII (Meurer et a., 1998). Dos proteinas, TLP38 y una
tipo-FKBP, con actividad peptidil-propilcis-tras isomerasa estan reprimidas en el
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mutante ¢s26 y por tanto el correcto plegamiento de proteinas del lumen o del tilacoide
puede estar alterado.

El mutante cs26 presenta un fenotipo dependiente del régimen luminico

La pérdida de funcion de la proteina CS26 produce cambios draméticos en €l
fenotipo de la planta, asi como una acumulaciéon de ROS, existiendo una dependencia
del régimen luminico, intensificandose las diferencias fenotipicas en condiciones de
crecimiento de dia largo. Aunque otros estudios no han descrito este fenotipo andbmalo
en el mutante nulo cs26, estos autores de forma rutinaria cultivaron las plantas en un
medio de germinacion con un contenido de sacarosa del 1 % donde este fenotipo no se
aprecia (Watanabe et a., 2008a). El fenotipo mostrado por las plantas de la linea
mutante ¢s26 y el perfil de proteinas observado en el lumen sugieren un posible defecto
parareadlizar la fotosintesis bajo |as condiciones de crecimiento de dia largo, hecho que
se corrobora con un menor contenido de clorofila y una menor eficacia fotosintética
(Fv/Fm) tanto en condiciones de dia largo como de dia corto, siendo la reduccion de
aproximadamente un 74 % en ciclo largo, y de un 32 % en ciclo corto, con respecto ala
linea silvestre. Ademés, se confirma un efecto de fotoinhibicion cuando se realiza un
andlisis més detallado de los valores de Fo y Fm. Este hecho se pone de manifiesto por
los altos valores obtenidos para Fo en ambas condiciones de crecimiento, que es
indicativo de dafios en € aparato fotosintético. El tratamiento de las plantas con
distintas PPDF indica ademés que los centros de reaccion en el mutante estan dafiados,
ya que la maxima eficiencia operativa del PSII parareducir a Qa €s muy bajaincluso en
condiciones de luz no saturante; esta idea se corresponde con el elevado valor del
pardmetro gL en el mutante ¢s26, indicativo de la fraccion de los centros de reaccién
gue se encuentran abiertos en el PSII (Qa oxidada) (Baker, 2008).

De acuerdo con estos datos, la actividad fotosintética del mutante cs26 estaq
reducida en condiciones de intensidad de luz no saturante, y ademés parece estar
relacionada con el proceso de desarrollo de las hojas, ya que se observa una mayor
reduccion de la actividad fosotsintética en las hojas jovenes del mutante en condiciones
de ciclo corto, asi como una menor activacion de NPQ cuando las plantas se exponen a
PPDF saturada (800 pmol m s*). Estos datos son opuestos a la evolucién observada de
la eficiencia fotosintética con € desarrollo de las hojas, siendo menor a medida que
envejecen las hojas (Stessman et al., 2002). Sin embargo, los datos experimentales si
concuerdan con una mayor expresion de CS26 en estadios jovenes de la planta y, por
tanto, su ausencia se hace més significativa en estadios tempranos de crecimiento donde
es mas abundante.
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El andlisis fotosintético mediante medidas de intercambio de gases y
fluorescencia apoyan los datos obtenidos mediante Fluorimager. Las curvas de CO, y
luz muestran gue las plantas de |a linea mutante ¢s26 absorben menos cantidad de luz en
condiciones de ciclo largo, existiendo un menor nuimero de fotones absorbidos
destinados a convertirse en electrones, y de estos electrones, hay una proporcion menor
gue son destinados a la reaccion de carboxilacion. Por otro lado, € hecho de que NPQ
no esté especialmente activada en condiciones de luz no saturante en e mutante cs26
sugiere que este exceso de electrones no destinados a la carboxilacion deriva en la
formacion de especies reactivas de oxigeno. Las tinciones histoquimicas muestran que
en efecto e mutante cs26 crecido en fotoperiodo de dia largo acumula atas
concentraciones de agua oxigenaday radicales superéxidos. En estudios anteriores se ha
puesto de manifiesto e efecto metabdlico generado por la acumulacion de H,O, en el
cloroplasto. Este es €l caso de, por g emplo, transformantes con una disminucion de la
actividad APX tilacoidal (Tarantino et al., 2005) o los mutantes nulos de la enzima
CuzZnSOD cloroplastica (Rizhsky et al., 2003), asi como la sobreexpresion de la enzima
glicolato oxidasa en el cloroplasto (Fahnenstich et al., 2008); en todos ellos se observa
acumulacion de ROS en € cloroplasto y un fenotipo de crecimiento retardado con
respecto alalineasilvestre.

Por otro lado, la tasa de respiracion es mayor en € mutante en dia largo, asi
como los vaores de conductancia estomética y del mesofilo, indicando una mayor
dificultad para e transporte de CO, hasta el cloroplasto. De aguna forma, las
necesidades de energia (ATP) se disparan en e mutante, a pesar de tener menos sustrato
de reaccion (menor cantidad de azUcares, debido a que posee menor tasa fotosintética).
Ademas, las plantas mutantes cs26 pierden la capacidad de regular €l cierre estomético
en oscuridad en condiciones de ciclo largo, ya que se observa una mayor conductancia
estomatica. Este hecho podria estar relacionado con fallos en la sensibilidad a la luz
(fitocromos) o en la sefidizacién hormonal por ABA que regula la apertura estomatica.
Curiosamente, en e modelo de interaccion génica generado a partir del perfil
transcripcional del mutante en condiciones de dia largo uno de los nodos principales de
interaccion corresponde al gen PHYA.

El andlisis del perfil transcripcional del mutante crecido en dialargo muestra una
gran cantidad de genes desregulados, inducidos o reprimidos, que puede ser un efecto
pleiotrépico como consecuencia de los importantes cambios fenotipicos observados
tanto a nivel de desarrollo como a nivel molecular en el mutante ¢s26. El gran nimero
de transcritos que cambian en condiciones de crecimiento de dia largo puede deberse a
un efecto sinérgico del estrés oxidativo a cual se expone el mutante durante un periodo
prolongado de luz junto con el efecto directo de la mutacion. Muchos de estos genes
estan relacionados con respuesta al estrés bidtico y este dato se correlaciona con las
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observaciones previamente publicadas sobre la interconexién en el cloroplasto entre las
vias de sefializacién de la aclimatacion alaluz y larepuesta inmune (Muhlenbock et al.,
2008).

En dia corto, donde € fenotipo del mutante es casi indistinguible de la linea
silvestre tanto a nivel morfométrico como en su capacidad fotosintética, sin embargo
también muestra cambios significativos en los niveles de los transcritos de numerosos
genes nucleares y cloropléasticos. De hecho, entre los genes mas fuertemente inducidos
en e transcriptoma en dia corto se encuentran cinco genes codificados en el genoma
cloroplastico como rbcL y accD. La transcripcion de estos genes es claramente
dependiente de luz, se inicia durante la diferenciacion de los cloroplastos, y sus niveles
de transcritos estan fuertemente regulados por la estabilidad del mRNA (Shiina et al.,
1998). El gen rbcL se transcribe con el concurso de una RNA polimerasa codificada en
el genoma cloroplastico (PEP) y requiere factores ¢ codificados en el nlcleo que
facilitan el reconocimiento a promotor. A su vez, la transcripcion de las subunidades de
la PEP, RNAS ribosdmicos y proteinas ribosomales dependen de una RNA polimerasa
nuclear (NEP) que se transporta a cloroplasto. Por tanto, la transcripcion del 1os genes
cloroplasticos esta regulada por sefiales nucleares (Sakamoto et al., 2008). Dado que
ambas lineas, silvestre y mutante cs26, estan sometidas a mismo régimen de luz, las
diferencias observadas en los niveles de transcritos de rbclL y accD deben ser debidas a
una alteracion en la sefializacion nicleo-cloroplasto y viceversa. También indicar que en
los dos modelos de redes génicas generados a partir del perfil transcripcional del
mutante en condiciones de ciclo corto, se observan varios nodos que corresponden con
genes que codifican proteinas localizadas en € cloroplasto, y entre ellas € factor de
transcripcion GLK1 y una proteina que contiene el dominio NusB implicada en la
regulacion de la transcripcion y que constituye uno de los nodos principales de
interaccion.

El modelo de redes génicas generado a partir de los datos transcriptomicos del
mutante c¢s26 de plantas crecidas en ambos fotoperiodos mostré que existe una ata
correlacion entre los genes desregulados en € mutante y los genes que estan implicados
en la respuesta a luz de ata intensidad, aln cuando € mutante no se crece bgo estas
condiciones de estrés. Como se descrone a continuacién, ¢s26 se ha identificado como
uno de los genes implicados en la aclimatacion aluz (Pesaresi et al., 2009). Este aspecto
serd objeto de un estudio en profundida en €l trabajo futuro.
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Funcién dela proteina CS26

El papel del gen cysM en bacterias no ha sido determinado con claridad. La
funcién asignada alaisoforma B bacteriana es la de asimilar azufre inorganico en forma
de tiosulfato formando S-sulfocisteina como fuente de cisteina obtenida por
degradacion. De esta forma, esta isoforma B es requerida para que la biosintesis de
cisteina sea eficiente durante € crecimiento en condiciones anaerébicas (Filutowicz et
al., 1982).

Aungue el metabolito S-sulfocisteina puede ser degradado para generar cisteina,
el fenotipo observado en el mutante nulo cs26 de Arabidopsis en condiciones de
crecimiento de dia largo, y la comparacion de este fenotipo con € que muestra €l
mutante oas-b sugiere que la S-sulfocisteina debe jugar un papel importante en €l
cloroplasto, y que lafuncion de CS26 no esta relacionada con la capacidad de sintetizar
cisteina. Ademas, por el hecho de que esta enzima es muy poco abundante, su funcion
en el cloroplasto debe estar relacionada con un proceso de sefializacion mas que con un
proceso asimilatorio.

L os datos obtenidos en esta tesis no permiten hasta la fecha asignar una funcion
especifica a la enzima CS26 o a producto de la reaccidén que cataliza, es decir la
molécula de S-sulfocisteina, en €l cloroplasto. Sin embargo, su localizacion en el lumen
tilacoidal nos permite generar alguna hipotesis sobre su posible funcion en planta.

Recientemente se ha identificado CS26 como uno de los genes diana de la ruta
de sefidizacion de la aclimatacion a luz (Pesaresi et al., 2009). Esta conclusion esta
apoyada por la identificacion de genes comunes que se regulan en los mutantes stn7-1,
psadl-1 y psael-3, deficientes en los componentes necesarios para la transicion de
estados, y entre los que se encuentra CS26. Los mutantes psadl-1y psael-3 no poseen
la subunidad D1 y E1 del fotosistema I, respectivamente. El mutante stn7-1 no tiene la
proteina quinasa tilacoidal STN7 y muestra una reduccion dréstica de la fosforilacion
del sistema de coleccién de luz del PSII (LHCII), asi como una reduccién marcada en la
transicion de estados. En ambos casos de aclimatacion a la luz tanto en tiempos largos
Ccomo cortos se requiere un gjuste importante de la estequiometria de los fotosistemas
gue es regulada por el estado redox de la plastoquinona y la kinasa STN7 (Kanervo et
al., 2005; Dietzel et al., 2008). Recientemente, también se ha identificado que € des-
ensamblgje de los supercomplejos del PSII inducido por ata iluminacién dependen del
nivel de fosforilacion de la proteina CP29 mediada por STN7 (Fristedt y Vener, 2011).

Laproteina STN7, y su ortélogo STT7 en Chlamydomonas, contiene una region
transmembrana que separa su dominio catalitico quinasa en e lado estromético de su
extremo N-terminal en e lumen tilacoidal. Este extremo contiene dos residuos de
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cisteinas conservados criticos para su actividad. Para que la enzima sea activa, se
requiere la formacion de un puente disulfuro entre estos dos residuos de cisteina
(Lemeille et a., 2009). Un dato importante de resaltar es que la kinasa STT7 actla en
cantidades cataliticas, es decir, que se requiere una cantidad pequefia de enzima activa
(Lemeille et al., 2009).

Aungue se desconoce el mecanismo de regulacion de lakinasa STN7/STT7, o de
otras proteinas del lumen, se postula que estas proteinas estan de manera natural en su
forma oxidada que es activa y que habria un mecanismo que reduciria estas proteinas
para mantenerlas inactivas. Un modelo tentativo sugiere gque la proteina tilacoidal
CCDA recibe electrones de la tiorrredoxina Trx-m y los dona posteriormente a la
proteina lumenal HCF164, con homologia a tiorredoxinas, que seria la que actuaria
sobre las proteinas diana del lumen para reducirlas (Dietz y Pfannschmidt, 2011). Esta
hipétesis implica gue en el lumen hay un proceso no regulado y a azar de oxidacion de
proteinas producido no enziméticamente por los altos niveles de oxigeno de este
compartimento, lo cual en nuestra opinién no parece factible.

La molécula de S-sulfocisteina (RSSO3) puede actuar quimicamente como una
molécula oxidante reaccionando con tioles reducidos (RSH) de acuerdo con la siguiente
reaccion:

RSSOz + RSH —* RSSR + HSO3..

Aungue e equilibrio de esta reaccion esta desplazado a la izquierda en
condiciones normales, cuando RSH es mucho mas abundante que RSSR, €l equilibrio se
desplaza a la derecha (Neta y Huie, 1985). Por lo tanto, la S-sulfocisteina en € lumen
podria actuar mediando la oxidacion de los residuos tidlicos de STN7 o de otras
enzimas cuyas actividades en e lumen estuvieran reguladas por oxidacion. Esta
propiedad de la molécula de S-sulfocisteina permitiria actuar ala enzima CS26 como un
sensor molecular del funcionamiento del aparato fotosintético. Esta funcion especifica
estaria determinada por la aparicién en € cloroplasto de uno de los sustratos de la
enzima, el tiosulfato. En condiciones normales de funcionamiento del aparato
fotosintético, la reduccion asimilatoria de sulfato tiene lugar mediante la formacion de
sulfito y su posterior reduccion hasta sulfuro en una Unica etapa catalizada por la sulfito
reductasa, sin formacion de tiosulfato como intermediario. Sin embargo, ateraciones en
el flujo de electrones fotosintético o en la propia sulfito reductasa resulta en la
acumulacion de tiosulfato (Khan et al., 2010), el cua seria detectado por la enzima
CS26 para catalizar laformacion de S-sulfocisteina y regular, mediante la oxidacion de
residuos tidlicos, la actividad de enzimas implicadas en la reparacion o reorganizacion
de los fotosistemas como STN7, KBP13 'y Degl (Dietz y Pfannschmidt, 2011). Aunque
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la enzima es muy poco abundante, bajos niveles de S-sulfocisteina serian suficientes
para activar alaenzima STN7 y disparar un proceso de sefializacion.

La funcion de CS26/S-sulfocisteina como sensores del correcto estado de
funcionamiento de la cadena fotosintética se gjusta a los fenotipos observados en €
mutante ¢s26 en condiciones de dia corto y dia largo de crecimiento. En condiciones de
dialargo (16 horas de iluminacion), aunque laintensidad de luz utilizada (120-140 pumol
m? s?) no es considerada de alta intensidad para Arabidopsis, se observa una elevada
acumulacion de ROS en e mutante ¢s26, que son detoxificados correctamente en la
linea silvestre. Ademas, se observan unos niveles muy elevados en la concentracion de
glutation que puede ser una consecuencia del estrés oxidativo de la planta.

En e caso de dia corto (8 horas de iluminacidn) parece que no se genera
suficiente dafio oxidativo en la plantay por lo tanto no se observa acumulacion de ROS.
En esta situacion, la ausencia de CS26 no compromete el crecimiento de la planta. Sin
embargo, en hojas jévenes del mutante cs26 se observa una disminucion en los valores
de Fv/Fm que se correlaciona con una mayor acumulacién de transcrito del gen CS26 en
plantas silvestres.

Aunque podria existir una posible competencia por € sustrato OAS entre las
enzimas CS26 y OAS-B, un andlisis del patron de regulaciéon de los genes OASB y
C26 (http://diurnal.cgrb.oregonstate.edu/), indica que poseen regulacion circadiana y
niveles diferentes durante el ciclo luz/oscuridad siendo mayor e nivel de transcrito
OASB en oscuridad y CS26 durante €l periodo de luz.

No cabe duda que la hipotesis planteada en esta tesis tiene que ser validada y
serd € objetivo de lainvestigacion futura que desarrollara el grupo.
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Conclusiones

1. El gen CX26 de Arabidopsis thaliana codifica una proteina minoritaria,
homologa a las O-acetilserina(tiol)liasas, que posee actividad S-Sulfocisteina
sintasa y cataliza la incorporacion de tiosulfato a esqueleto carbonado de la O-

acetilserina para formar la molécula de S-sulfocisteina.

2. La proteina CS26 se localiza en e |lumen tilacoidal del cloroplasto aunque
también se detecta en € estroma en una forma pre-procesada sin actividad

enzimética.

3. Lapérdidade funcion de la proteina CS26 produce cambios significativos en el
fenotipo de la planta, que depende del régimen luminico de crecimiento. Asi, en
condiciones de dia largo, la ausencia de actividad S-Sulfocisteina sintasa en €l
lumen cloroplastico provoca un efecto de fotoinhibicion que degenera en
alteraciones del flujo de electrones fotosintético, acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, descenso en la tasa de asimilacién de CO; e inhibicion en

el crecimiento de la planta.

4. Lafuncion que desempefia la enzima S-Sulfocisteina sintasa o la molécula S
sulfocisteina en e lumen tilacoidal no puede ser establecida con los datos
disponibles. Sin embargo, los bagjos niveles de la proteina y del metabolito
detectados en Arabidopsis thaliana y el efecto tan significativo que provoca su
ausencia, sugieren gue estos deben poseer una importante funcién regulatoria en

el cloroplasto.
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