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Capitulo 1. Introduccion

Introduccién

Las plantas, por tratarse de organismos sésiles, estin de manera continua
expuestas a cambios en las condiciones ambientales. Es por ello que a lo largo de
la evolucién se diversificaron para adaptarse a un determinado rango de
variaciones tanto climaticas como edaficas.

Pero también, de manera asombrosa, desarrollaron complejos mecanismos
para monitorear el ambiente en el que viven, reprogramando de forma dindmica
su metabolismo y crecimiento segtin sus necesidades.

En este contexto, entender los mecanismos que regulan el crecimiento de las
plantas cuando se encuentran expuestas a ambientes desfavorables puede
considerarse un aspecto fundamental en el mundo actual, donde los sistemas
naturales estan siendo sometidos cada vez mds a mayores presiones y cambios
que operan a una velocidad sin precedentes como consecuencia del accionar del
hombre, lo cual origina que las zonas productivas se estén extendiendo a regiones
consideradas subdptimas para el crecimiento de especies vegetales de interés
comercial.

En este capitulo se brindara un breve estado del conocimiento acerca de los
temas centrales involucrados en este trabajo de Tesis, que son aspectos
relacionados al crecimiento vegetal, a la homeostasis redox celular, la descripciéon
de factores ambientales adversos para el crecimiento (como son el exceso de
metales y la deficiencia de agua), asi como algunas caracteristicas relevantes del

trigo, la especie de interés agronémico seleccionada para realizar este trabajo.



Capitulo 1. Introduccion

1. El crecimiento vegetal

El crecimiento en las plantas estd concentrado en regiones que contienen
células en activa division denominados meristemas. En las plantas jéovenes los
meristemas mas activos son los apicales, que se localizan en los extremos del tallo
y de la raiz. La actividad de los meristemas apicales daré origen a nuevos érganos
y a la forma basica de la planta, y es considerado el crecimiento primario del
vegetal. El crecimiento secundario involucra dos meristemas laterales: el cambium
vascular y el del felégeno (Taiz y Zeiger 2010).

El meristema apical de la raiz (root apical meristem, RAM) consiste en un
dominio de células en proliferaciéon, donde las células tienen una alta probabilidad
de dividirse, seguido de un dominio de transicién donde las células poseen una
baja probabilidad de division pero no han comenzado atn la rapida elongacion,

zona conocida como meristema basal (Ivanov y Dubrovsky 2013), Figura 1.1.

Meristema
Apical Basal
Dominio de Dominio de Zona de elongacion Zona de maduracion
roliferacion transicién
cQy’ I I

Cap ,

Tamarno células
|

|
|
!

Distancia al centro quiescente (CQ)

Figura 1.1. Representacion esquematica de una seccion longitudinal de la regién apical de
la raiz (tomado y adaptado de Ivanov y Dubrovsky 2013).

En la extremidad de la raiz la proliferacion celular es relativamente lenta,
esta region es llamada centro quiescente y estd compuesto de células madres.
Luego de unas pocas generaciones de divisién lenta, las células se desplazan
comenzando a dividirse de manera mas rapida. Las células meristematicas que

estan localizadas cerca del extremo de la raiz se dividen tanto en la direccién de la
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Capitulo 1. Introduccion

punta de la raiz, para formar el capuchén de la misma, como de igual manera en
ambas direcciones laterales de la base de la raiz. En la zona proximal, y
superponiéndose con la regién meristematica, se encuentran las zonas de
elongacion en las cuales las células incrementan dramaticamente su largo, y se
produce un anillo central denominado endodermis. Las paredes celulares de la
capa de células endodermales se adelgazan y se deposita suberina en las paredes
radiales formando la Banda de Caspary, una estructura hidrofébica que evita el
movimiento apoplastico de agua y solutos en la raiz. La endodermis divide a la
raiz en dos regiones, la corteza hacia afuera y la estela hacia adentro. La estela
contiene los elementos vasculares: xilema y floema. Los pelos de la raiz, que
ofrecen una amplia superficie de absorciéon de agua y solutos, aparecen por
primera vez en la zona de maduraciéon formandose en las células epidérmicas,
donde el xilema desarrolla gran capacidad de transportar agua y solutos a la parte
aérea de la planta (Taiz y Zeiger 2010).

El modelo integrado de crecimiento (célula-organismo) propone que las
células individuales son las unidades de la morfogénesis vegetal a través de su

actividad de division y expansion (Beemster y col. 2003).

1.1. Mecanismos de control de la proliferacion celular

La proliferacion celular es la fuerza primaria que lleva al crecimiento de las
plantas. La division celular esta regida por el ciclo celular, que es el proceso por el
cual las células de reproducen a si mismas y a su material genético nuclear. El ciclo
celular comprende cuatro etapas o fases: Gapl (G1), sintesis de DNA (S), Gap 2
(G2) y la fase mitética (M). De manera interesante, el mecanismo bioquimico que
regula la progresion de las células a través de su ciclo de divisién se encuentra
altamente conservado en la evolucién y las plantas retuvieron los componentes
basicos del mismo (Roeder 2012).

Las kinasas dependientes de ciclinas o CDK (de cyclin dependent kinase) son
las enzimas que controlan tanto la entrada de células que no se encuentran en
division (GO) al ciclo, asi como la transicién entre las diferentes fases del ciclo

celular. Estas proteinas relativamente pequefias, con una masa molecular que va
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de 34 a 40 kDa, catalizan la fosforilaciéon de otras proteinas blanco del ciclo celular
utilizando ATP como dador del grupo fosfato (Francis 2007). Como su nombre lo
indica, para ser enzimas activas las CDK dependen de su unién con proteinas no
cataliticas denominadas ciclinas (Cyc). Y es basado en el reconocimiento del
dominio proteico que une a las ciclinas que en la actualidad se clasifica a las CDK
de plantas en ocho clases: de A a Gy L (CDKA a CDKG y CDKL) (Tank y Thaker
2011).

Las Cyc son reguladores positivos de las CDK, pero no sélo activan las CDK
mediante cambios de conformacién en el sitio catalitico sino también contribuyen
a la seleccion de los sustratos, a la localizacion subcelular del complejo Cyc/CDK
y a la regulacién de la estabilidad de la proteina (Criqui y Genschik 2002). Las Cyc
se caracterizan por contener en su estructura proteica una regién conservada de
aproximadamente 250 aminoécidos, llamada corazon (core) de la ciclina, dividida
en dos dominios: el ciclina-N y el ciclina-C. El dominio N, de cerca de 100
aminodacidos, contiene la region de unién con la CDK (cyclin box) y es el dominio
que define el tipo de ciclina (Wang y col. 2004). El dominio C es el menos
conservado y estd presente en la mayoria pero no en todas las ciclinas, por lo cual
no parece ser un dominio crucial para su funcién (Horne y col. 1996). Ademas
poseen la secuencia prolina, glutamato/aspartato, serina/treonina (PEST) en el C
terminal, considerada marcador de proteinas de corta vida media (Buendia-
Monreal y col. 2011).

A las ciclinas se las clasifica en tres grupos (I, Il y III) donde las del grupo I
constituyen proteinas claves en la divisiéon celular. De los genomas secuenciados
de plantas se identificaron y caracterizaron ciclinas a gran escala, y se las clasifico
de acuerdo a sus similitudes estructurales con las ciclinas animales en tipo A, B, C,
D, Hy L, no se encontraron ciclinas tipo E (Barroco y col. 2003, Wang y col. 2004).
Por ejemplo, en el genoma de Arabidopsis thaliana se identificaron 49 ciclinas
categorizadas en 10 familias (Wang y col. 2004), particularmente 10 se
corresponden a CycA, 11 a CycB y 10 a CycD (Komaki y Sugimoto 2012). En el
genoma de Oryza sativa L. (arroz) 49 ciclinas conforman nueve familias (La y col.

2006), mientras que en el de Zea mays L. (maiz) se reportaron 59 genes agrupados
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segtin los dominios proteicos en seis tipos (Hu y col. 2010). En Triticum aestivum L.
(trigo) solo se ha caracterizado un ort6logo putativo de la CycD2 de Arabidopsis
(Wang y col. 2006), pero se carece aun de la informacién acerca del ntimero de
genes presentes en el genoma.

La combinacién entre las diferentes CDK y los distintos tipos de Cyc provee
una estrategia de reconocimiento de diferentes sustratos y promocién de distintas
fases del ciclo. Dependiendo de su similitud estructural y sus patrones de
acumulacién periddica se las agrupa en: ciclinas especificas de G1 (tipos Cy D, E
también en animales) y ciclinas mitética (tipo A y B) (Ma y col. 2013).

Por ejemplo, la kinasa dependiente de ciclina clase A (CDKA) es esencial
para el ingreso al ciclo de células en GO y para la transiciéon de G1 aSy de G2 a M.
Constituye la familia mas grande de las CDK, contando con 48 miembros. Desde
el punto de vista de su unién a ciclinas se caracteriza por el motivo de
reconocimiento PSTAIRE (Tank y Thaker 2011). Tres son las ciclinas capaces de
regular positivamente la actividad de CDKA: tipo A (CycA), tipo B (CycB) y tipo
D (CycD), y en cada caso los complejos resultantes modulan diferentes
transiciones en el ciclo celular. El pasaje de G1 a S est4 gobernado por el complejo
CDKA;1/CycDs y la progresiéon a través de la fase S por CDKA;1/CycA3. La
transicion G2 a M es gobernada por el complejo CDKB;1/CycA y CycB.

Las CycD son limitantes en la activacion la transiciéon G1-S y su expresion se
encuentra bajo el control de sefiales intrinsecas y extrinsecas. Son consideradas
sensores de las condiciones externas y se expresan fundamentalmente en tejidos
en proliferacion (Buendia-Monreal y col. 2011).

Las CycD mantienen a la célula en un estado de divisién relacionado con la
via Rb-E2F, en la cual la proteina inhibitoria relacionada al retinoblastoma (Rb)
luego de fosforilarse por CDKA;1-CycD, pierde su afinidad por la familia del
factor de transcripciéon E2F-DP (Boniotti y Gutierrez 2001). En Arabidopsis thaliana
se describieron tres factores E2F: a, b y ¢; que forman dimeros con las proteinas DP
(dimerization partner), donde E2Fa y b son activadores y E2Fc es represor
transcripcional. La liberacion de E2Fa y b/DP activa la expresion de genes de fase

S, necesarios para la replicacion y reparacion del ADN y mantenimiento de la
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Capitulo 1. Introduccion

cromatina (Ramirez-Parra y col. 2003, Takahashi y col. 2008, Naouar y col. 2009)
(Figura 1.2). Algunos genes que contienen secuencias especificas de unién a
E2F /DP son, por ejemplo, proliferating cell nuclear antigen (PCNA), mini-chromosome
maintenance (MCM), ribonucleotide diphosphate reductase (RDR), DNA replication
licensing factor CDCé6a (CDC6), origin recognition complex subunit 1 (ORC1), entre
otros (Vandepoele y col. 2005).

T160

@ CYCD

PP TP
s |

— e

>

Activacion de genes requeridos
para la entrada en fase S

Figura 1.2. Esquema simplificado del mecanismos bioquimico
de regulacion del factor de transcripciéon E2F responsable de la
transicién G1-S del ciclo celular (tomado y adaptado de Stals e
Inzé, 2001).

Por otro lado, el complejo CDKA/CycD fosforilaria al represor
transcripcional E2Fc/DP catalizando la destruccién via su complejo con la ligasa
E3 (SCF E3-ubiquitin-protein ligase) (Inzé y De Veylder 2006).

Los genes que se expresan especificamente durante G2 y M contienen en sus
promotores elementos MSA, que es reconocido por factores de transcripcion
MYB3R. Las ciclinas tipo B se unen especificamente a CDK (CDKA-CDKB) para
formar complejos activos que fosforilan MYB3RA, que operan como activador
transcripcional desplazando a MYB3RB (represor transcripcional) (Berckmans y

De Veylder, 2009).
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1.1.1. Sistema ubicuitina-proteasoma

La ubicuitina (Ub) es una pequefia proteina de 76 aminoacidos ubicua en los
organismos eucariotas. Su conjugaciéon (unién covalente) a una proteina diana se
denomina ubicuitinacién, y es reconocida como una modificacién postraduccional
muy versatil, ya que la posibilidad de que una (monoubicuitinacién), algunas o
muchas moléculas de Ub (poliubicuitinacién) puedan unirse a la proteina blanco
genera una diversidad de conformaciones finales que puede ser luego reconocida
de manera diferencial por otros componentes celulares (Chen y col. 2011)

La conjugacion de las proteinas con Ub requiere de energia (ATP) y la
participacion secuencial de tres enzimas: la enzima activadora de Ub (E1), la
enzima de conjugacién con Ub (E2) y la Ub ligasa (E3). Primero la ubicuitina es
activada por la enzima El, luego es conjugada con la E2 y finalmente es
transferida a la molécula de proteina sustrato con la asistencia de la E3 ligasa, de
forma que la Ub queda unida a una lisina interna de la proteina blanco. La
especificidad de la conjugacion con Ub estd dada por la enzima E3 que reconoce la
proteina a modificar. La enzima E3 comprende una familia de proteinas muy
diversas, por ejemplo, en el genoma de la planta Arabidopsis thaliana se
encontraron mas de 1.200 genes que codifican diversas E3, mientras que sélo 2
secuencias se relacionan con E1 y 45 con E2 (Santner y Estelle 2010).

La funcién mas caracterizada de la poliubicutinacién es la marcacién de una
proteina para su degradacién por el proteasoma. El 26S proteasoma es un
complejo proteico ATP-dependiente responsable de la degradacion de las
proteinas conjugadas con Ub que ademds produce la liberacién de las moléculas
de Ub para su reutilizaciéon. Se encuentra formado por la asociaciéon de dos
particulas reguladoras conocidas como 19S y una subunidad central catalitica
denominada 20S proteasoma. El 20S proteasoma tiene forma de barril y esta
constituido por cuatro anillos apilados. En el centro del barril hay un canal en el
que se encuentran los sitios activos para la degradaciéon de las proteinas. La
particula 19S es la encargada de reconocer los sustratos especificos conjugados con
Ub y tiene a su cargo el control del acceso al proteasoma 20S evitando la

degradacion indiscriminada de proteinas. Se calcula que cerca del 80% de las
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proteinas celulares son degradadas por el sistema ubicuitina-proteasoma, lo que
hace a esta via de importancia fundamental como mecanismo subyacente en el
control de varios procesos celulares, entre ellos el ciclo celular en eucariotas, el
procesamiento de antigenos, la respuesta a hormonas en plantas, entre otros (Kish-
Trier y Hill 2013).

La Ub no es el tunico polipéptido capaz de modificar de manera
postraduccional a las proteinas, sino que representa un miembro de una familia de
otros modificadores que pueden ser reversiblemente unidos a las proteinas
denominados de manera general proteinas similares a las ubicuitinas (Ubls,
Ubiquitin-like proteins), que como la Ub son un producto de la transcripcién génica.
Entre ellos se encuentra pequefios modificadores parecidos a la ubicuitina (SUMO,
Small Ubiquitin-Like Modifier) que so6lo comparten un 18% de identidad de
secuencia respecto de la ubicuitina, pero contienen el mismo pliegue estructural.
Tanto la unién con SUMO (o sumoilaciéon) como la conjugacién con otros
modificadores proteicos se desarrolla en una serie de pasos similar a la
ubicuitinacién, y gobiernan procesos que van desde la limpieza celular, el
reciclamiento de nutrientes, la regulaciéon transcripcional, la remodelacién de la

cromatina, el metabolismo del ARN (Vierstra 2012).

1.1.3. Control de la progresion G1-S

Controlar y coordinar los complejos individuales CDK/Cyc es vital para
permitir la progresion del ciclo celular. En este sentido, se pueden enumerar tres
mecanismos principales. En primer lugar, el control de la sintesis, localizacién y
degradacion de las Cyc, en segundo lugar la activacién o inhibicién del complejo
mediante fosforilaciones y defosforilaciones y por ultimo la regulacién mediante
inhibidores.

La mayoria de las ciclinas tiene un reciclado (turn over) muy répido, son
sintetizada y activamente degradadas por el 26S proteasoma. El nivel de
transcripcion de los genes de las CycD estd regulado por las fitohormonas
(Buendia-Monreal y col. 2011), mientras que la CycA y la CycB muestran una

sintesis regulada con el ciclo, donde su respuesta no parece depender de estimulos
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externos (Inzé y De Veylder 2006). La degradacién de ciclinas se lleva a cabo por el
sistema ubicuitina-proteasoma. Existen dos tipos de E3 ligasas capaces de
reconocer Cyc: Skp-Cullinl-F-Box E3 ligasa (SCF) y el anaphase-promoting
complex/cyclosome (APC/C, Cullin-RING finger E3 ligase). La E3 SCF regula la
transiciéon G1-S mientras que la APC/C es mas activa desde la anafase hasta final
de Gl durante la mitosis. Recientemente se describi6 en animales que la
sumoilacién, regula la localizacién subcelular de la CycD, aumentando sus niveles
funcionales en el ndcleo e impidiendo su migraciéon al citoplasma donde es
degradada (Wang y col. 2011).

El segundo control radica en la fosforilacion/desfosforilacion del complejo
CDK/Cyc. La fosforilacion del extremo N terminal del elemento CDK en los
residuos Tyr 15 y Thr 14 (o sus equivalentes) inhibe la actividad del complejo,
mientras que la fosforilaciéon en Thr 160 (o su equivalente) lo activa. Las enzimas
encargadas de estos procesos son la WEE1 kinasa que fosforila, y la fosfatasa
CDC25 encargada de eliminar los fosfatos que inhiben la actividad. La expresion
de CDC25 es impulsada por citocininas (Inzé y De Veylder 2006).

El tercer mecanismo de modulacion de la actividad CDK/Cyc es la
interaccién con proteinas inhibitorias que interfiere con la fosforilacién de sus
sustratos. En plantas se describieron dos familias principales: los inhibidores de
kinasa dependiente de ciclina (CKI/Kip related-protein, KRP) y las SIAMESE
(SIM/SIAMESE-related SMR). La prote6lisis mediada por el proteasoma es también
el mecanismo de control de los inhibidores (Inzé y De Veylder 2006).

Una vez que las células detienen su proliferacion y comienzan su
diferenciacién, frecuentemente ingresan en un proceso del ciclo celular alternativo
denominado endoreduplicacién o endociclo, en el cual las células replican su
ADN sin intervencion de la mitosis, incrementando la ploidia y contribuyendo asi
al crecimiento y desarrollo de varios 6rganos. Se considera que el endociclo es

iniciado por la inactivacién del complejo CDK-Cyc (Breuer y col. 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/N_terminal
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1.2. Mecanismos de control de la expansion celular

Previo a la diferenciaciéon y cuando la division celular cesa, la célula vegetal
expande 10 a 100 veces su volumen. La elongacién de las células vegetales se
encuentra regulada por una combinacién entre el ingreso de agua, que genera
como consecuencia el incremento en la turgencia, y la deformacion plastica de la
pared que puede sufrir una célula en crecimiento (Taiz y Zeiger 2010).

El ingreso de agua a una célula vegetal es un proceso pasivo, es decir no
existen bombas activas para el agua. La célula en crecimiento puede disminuir el
potencial de agua dentro de la misma incrementando los solutos. De esta manera
el agua ingresa espontdneamente en respuesta a la diferencia de potencial con el
exterior. La diferencia entre una célula en crecimiento de una que no lo estd es
que, en las primeras, este aumento de turgencia intracelular estd acompafiado de
una reduccion en la tension de la pared celular (Taiz y Zeiger 2010). Esta relajacion
es llevada a cabo por proteinas encargadas de provocar una pérdida de la rigidez
de la pared, entre ellas se encuentran expansinas, xiloglucanos
endotransglucosilasas/hidrolasas (XET), metilesterasas (Cosgerove 2005).

Las expansinas son proteinas presentes en la pared celular de
aproximadamente 250-270 aminodacidos. Basado en las secuencias gendémicas y en
el andlisis filogenético se reconocen en plantas cuatro subfamilias divergentes
designadas como a-expansina (EXPA), B-expansina (EXPB), expansina tipo A
(EXLA), expansina tipo B (EXLB). El ntimero de genes para cada familia depende
de la especie analizada, en Arabidopsis thaliana se documentaron 26 genes para
EXPA, 6 EXPB, 3 EXLA y 1 EXLB (Sampedro y Cosgrove 2005). El ntimero de
genes de expansinas en un genoma hexaploide como el trigo es mucho mayor. Liu
y col. (2007) estimaron que el genoma de trigo contiene més de 95 miembros de la
familia de genes de expansinas, de los cuales al menos 30 se corresponden con
EXPA.

De acuerdo con la hipétesis de crecimiento acido, la extrusiéon de protones
que realiza la H*-ATPasa acidifica la pared y activa las expansinas. Todavia son
inciertas las bases moleculares de la accion de las expansinas sobre la reologia de

la pared, pero las evidencias indican que las expansinas provocan la deformacién
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plastica de la pared mediante el debilitamiento de las adhesiones no covalentes
(puente de hidrégeno) entres los polisacdridos, pudiendo actuar en la interfase
celulosa-hemicelulosa. Son efectivas en cantidades de 1 parte de proteina por cada
500 partes de pared, expresado en peso seco. En un modelo simplificado se puede
plantear a la pared celular compuesta de un andamio de microfibrillas de celulosa
que estdn unidas a varios glicanos (como xiloglicanos o xilanos), juntos estos
polisacaridos forman una fuerte y flexible red portante basada en puentes de
hidrégenos. La extension de la pared celular entrafia movimiento y separacion de
las microfibrillas de celulosa mediante un proceso de deslizamiento molecular. Las
EXPA podrian promover ese movimiento induciendo la disociacién local y
deslizamiento de los xiloglicanos sobre la superficie de la celulosa, mientras que
las EXPB trabajarian sobre diferentes glicanos, tal vez xilano, con un efecto similar

(Figura 1.3).

EXPA Celulosa

Figura 1.3. Modelo
simplificado de la pared
celular vegetal y de la accién
de las expansinas. 1 y 2
representan los  dominios
identificados en las proteinas
(tomado de Sampedro vy
Cosgrove, 2005).

Glicanos unidos a celulosa

Respecto de las proteinas EXLA y EXLB, se predice que son secretadas a la
pared celular, pero su actividad no fue atn bien establecida (Sampedro y
Cosgrove 2005).

Las enzimas hidroliticas relacionadas con la pared celular, como las

glucanasas e hidrolasas, no son las principales catalizadoras de la expansion de la
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pared, pero pueden modular indirectamente el deslizamiento de los polimeros
mediados por expansinas (Dyson y col. 2012). Por ejemplo, el tratamiento de las
paredes con glucanasas o pectinasas puede estimular la consiguiente respuesta de
las expansinas y por lo tanto producir extension.

El cese de la elongacion celular parece ser debido al aumento de la rigidez de
la pared celular mediada por el aumento del nimero de entrecruzamientos. Varias
modificaciones de la pared madura pueden contribuir al endurecimiento, entre
ellos los polisacaridos de la matriz recién secretada pueden estar alterados en su
estructura de manera de formar complejos con la celulosa u otros polimeros de la
pared o pueden ser resistentes a las actividades de pérdida de rigidez de la pared,
la eliminacién de los enlaces mixtos de los B-D-glucanos coinciden con el cese de
crecimiento de las paredes, la desesterificaciéon de las pectinas que da lugar a unos
geles pépticos mas rigidos esta asociada también con el cese del crecimiento en la
gramineas y dicotiledéneas, el entrecruzamiento de grupos fendlicos en la pared
(como los residuos de tirosina de las glicoproteinas ricas en hidroxiprolina

(HRGP) proceso que estaria mediado por la accion de peroxidasa (Taiz y Zeiger

2010).

1.3. Crecimiento y medio ambiente

Las plantas poseen condiciones 6ptimas de crecimiento relacionadas con la
intensidad luminica (cantidad y calidad), la temperatura, la humedad, la tensién
de oxigeno y la disponibilidad de nutrientes. Cada uno de estos requerimientos se
puede modificar segtn la especie vegetal y su estado de desarrollo (Taiz y Zeiger
2010). En este sentido, cualquier alteracién de esta situaciéon 6ptima o la presencia
de factores perjudiciales, como metales o toxicos, pueden limitar severamente el
crecimiento de una planta. Estos disturbios que ocasionan efectos sobre el
crecimiento y desarrollo vegetal son conocidos como factores de estrés abiético, y
entre ellos podemos citar: salinidad, temperaturas extremas, sequia, polutantes
ambientales, radiacion UVB (Benavides y col. 2000, Costa y col. 2002, Pena y col.

2008). Se ha determinado que muchas de estas condiciones ambientales adversas
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para el crecimiento pueden desencadenar un desequilibrio en el estado redox

celular (Potters y col. 2010).

2. Homeostasis redox celular
2.1. Especies activas del oxigeno

La molécula de oxigeno es escasamente reactiva, pero su reduccion parcial
puede producir especies quimicamente activas (EAO), entre ellas se encuentra el
anién superdxido (O2*-), el radical hidroxilo (HO*) y el peréxido de hidrégeno
(H202) (Ahmad y col. 2008). Por otro lado, algunos procesos cloroplasticos ligados
al aumento en la disipaciéon de la energia de excitaciéon pueden producir oxigeno
singulete (102), reconocida como otra EAO (Fufezan y col. 2002), como

subproducto de la sobreexcitacién de la clorofila, Figura 1.4.

hu e e e e
1024 02 L? 02'_ L% H202 L% HO L% Hzo

Oxigeno Anién Peréxido de Radical

singulete Oxigeno superoxido hidrégeno hidroxilo Agua

Figura 1.4. Esquema de la activacién del O, por excitacion electrénica y por reduccién parcial.

La mayoria de los compartimentos celulares tienen el potencial de
convertirse en fuente de EAO (Vranova y col. 2002). Entre las enzimas
involucradas en su generacién se encuentran las NADPH-oxidasas localizadas en
la membrana plasmatica, las peroxidasas de pared celular, las oxalato-oxidasas, las
amino-oxidasas en el apoplasto, entre otras (Mittler y col. 2004). Por otra parte,
durante el transporte normal de electrones en las mitocondrias y en los
cloroplastos se produce liberacién de electrones al entorno celular, estos electrones
pueden reaccionar con el Oz para producir EAO. Ya que las concentraciones de O2
son elevadas durante la fotosintesis, en combinacién con intermediarios altamente
reactivos, los cloroplastos pueden ser especialmente proclives a generar EAO

(Foyer y Mullineaux 1994).
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Las EAO se caracterizan por poseer un alto poder oxidante capaz de danar a
moléculas esenciales para la vida como son las proteinas, los lipidos y los acidos

nucleicos (Apel y Hirt 2004).

2.1.1. Las especies activas del oxigeno y el dafio a macromoléculas
2.1.1.1. Peroxidacién lipidica

Las EAO pueden reaccionar transfiriendo electrones a un carbono central
generando un radical carbonilo. Los acidos grasos poliinsaturados presentes en las
membranas celulares son facilmente oxidables enzimaticamente o por
peroxidacion autooxidativa® mediante una reaccién en cadena.

La peroxidacion lipidica es definida como el deterioro oxidativo de los
lipidos poliinsaturados e involucra tres etapas diferentes que incluyen la de
iniciacion, propagacion y terminacion.

La etapa de iniciacién de la peroxidacion lipidica estd inducida por radicales
libres producidos en los sistemas biol6gicos. En la etapa de propagacion, el
oxigeno se adiciona a un radical lipidico (L*) para formar un radical peroxilo
(LOO*), una vez iniciado, el LOO*® puede propagar la cadena de peroxidacion
sustrayendo un atomo de hidrégeno de otro acido graso insaturado. El lipido
hidroperéxido (LOOH) puede descomponerse facilmente en el radical lipido
alcoxil (LO*), aldehido (por ejemplo el malondialdehido), alcano, epdéxido lipidico
y alcoholes (Davies 1995). La etapa de terminaciéon presumiblemente ocurre
mediante varias reacciones, incluyendo la accién de antioxidantes.

El efecto de la peroxidacion lipidica es una disminucién en la fluidez de
membrana, aumento de la permeabilidad a sustancias que normalmente no la
atraviesan, dafios en proteinas de membranas, inactivacién de receptores, de

enzimas y de canales i6nicos (Gill y Tuteja 2010).

! %EI término oxidativa /o ha sido tomado del vocablo inglés “oxidative”, si bien no es una palabra
aceptada por la Real Academia Espafiola, es ampliamente utilizada para describir el acto o proceso
de oxidacién y en ese sentido sera utilizada en este trabajo.
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2.1.1.2. Oxidacién de proteinas

La oxidaciéon de proteinas involucra la modificacion covalente de un
polipéptido producido por las EAO directamente o indirectamente por la reacciéon
con productos secundarios del estrés oxidativo (Moller y col. 2007). Las proteinas
cumplen funciones vitales en las células, ya sea como catalizadores biolégico,
regulando la estructura o participando en los procesos de sefalizacion. Por lo
tanto, las proteinas dafiadas oxidativamente deben ser reparadas o degradadas
para no afectar de manera adversa las reacciones celulares.

Una de las modificaciones oxidativas mds frecuentes es la formacién de
derivados carbonilos, proceso denominado carbonilacion de proteinas, tanto por
accion directa de las EAO, en donde la cadena lateral de aminoacidos como
histidina, arginina, lisina, prolina, treonina y triptéfano son convertidos en grupos
ceto o aldehidos (Meller y col. 2007), como por la via indirecta formando aductos
entre aminoacidos y compuestos conteniendo carbonilos reactivos, como los
carbohidratos o los lipidos (Madian y Regnier 2010). La carbonilaciéon de proteinas
es considerada una modificacién irreversible debido a que las moléculas dafhadas
no pueden ser reparadas enzimaticamente (Nystrom 2005).

Los polipéptidos con aminoacidos azufrados sufren modificaciones
oxidativas que incluyen el entrecruzamiento o la formaciéon de derivados, como
los grupos sulfénico o sulféxido (Davies 2005). La oxidacién del grupo sulfhidrilo
de la cisteina a disulfito es una modificacién reversible que puede ser regenerada
por el sistema tioredoxina (Trx) o glutaredoxina (Rouhier y col. 2008). Sin
embargo, la oxidacién a acido cisteico parece ser un dafio irreversible (Ghezzi y
Bonetto 2003). La metionina, como la cisteina, es uno de los aminoacidos mas
facilmente oxidables debido a la presencia de azufre. El primer estadio de la
oxidacién genera metionina sulféxido (MetSO) (Hong y Schoneich 2001). Esta
oxidacion resulta en la modificacion de la actividad y la estructura de las proteinas
y puede ser revertida por la presencia en los organismos de la metionina sulféxido
reductasa (MSR). Esta enzima cataliza la reduccion dependiente de
tiorredoxina/ glutarredoxina de la MetSO al residuo Met. Dos tipos de MSR se

aislaron, MSRA especifica para el MetSO S-enantiémero y MSRB que reduce el
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MetSO R-enantiémero. Ambas enzimas son requeridas ya que la oxidacién del
azufre del residuo metionina en la célula resulta en una mezcla racémica de ambos
estereoisomeros (Rouhier y col. 2008).

La carbonilacién es un proceso de oxidaciéon que conduce a la pérdida de la
funcionalidad de las proteinas y las vuelve inicialmente mas susceptibles al ataque
proteolitico (Berlett y Stadtman 1997). Las proteinas dafiadas oxidativamente
pueden sufrir fragmentacion quimica, formar parte de agregados insolubles o de
cuerpos de inclusiéon. La consecuencia del incremento del nivel de enlaces
hidrofébicos, ionicos y covalentes transforma a las proteinas oxidadas en

estructuras cada vez mas resistentes a la protedlisis (Palma y col. 2002).

2.1.1.3. Dano al ADN

Las modificaciones oxidativas al ADN incluyen: pérdida de bases, formacion
de dimeros de pirimidina, entrecruzamiento, roturas de hélices, modificaciones de
bases como alquilacién y oxidacién. Si bien se identificaron mas de 20 lesiones al
ADN producidas por EAQO, la formaciéon de 8-oxo-2 deoxiguanosina es una de las

mas estudiadas (Cooke y col. 2003).

2.1.2. Las EAO y los procesos de sefializaciéon

Si bien se describieron a las EAO como subproductos téxicos del
metabolismo aerdbico, hoy se reconocen como parte central de la compleja red de
sefializacion de las células (Mittler y col. 2011). Sobre todo acttian como
reguladores centrales en la fisiologia celular y su respuesta al ambiente
(Bhattacharjee 2012). Por ejemplo, el H2O; juega un rol dual en plantas, ya que a
bajas concentraciones acttia como molécula sefial involucrada en la transmisién de
informacion ligada a la aclimatacién y asi interviniendo en la tolerancia a varios
estreses abioticos y bidticos, pero a altas concentraciones activa programas que
conducen a la muerte celular, esencial en la respuesta a patégenos (Gough y Cotter
2011).

Si bien durante afios se trabaj6 sobre la idea de que el estrés abiético genera

un estallido oxidativo (oxidative burst) que conduce a dafios irreversibles en la
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célula, al dia de hoy se suma la idea de que frente a una situacion de estrés se
producen olas oxidativas (oxidative waves) tanto a nivel celular como de tejido que

actuarian como sefial (Mittler y col. 2011).

2.2. Sistema de defensa antioxidante

La evoluciéon de los organismos aerdbicos ha dependido del desarrollo de
sistemas eficientes para la inactivacion de las EAO, éstos incluyen defensas
antioxidantes enzimdticas y no enzimaticas. Las distintas localizaciones
subcelulares del sistema antioxidante, las propiedades bioquimicas de las enzimas
que lo componen, la induccién diferencial a nivel de enzima y de expresion
génica, y el conjunto de atrapantes no enzimaticos existentes, convierten al sistema
antioxidante en una unidad sumamente versatil y flexible que puede controlar la
acumulaciéon de EAO tanto temporal como espacialmente (Vranova y col. 2002).

Dentro de la primera linea del sistema de defensa enzimético antioxidante se
encuentra la superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1). La SOD es una
metaloenzima que se clasifica segtn su cofactor en Cu/ZnSOD, MnSOD y FeSOD.
Esta localizada en diferentes compartimentos subcelulares y su funcién es
dismutar el Oz~ para generar H>O». Las peroxidasas son enzimas encargadas de
degradar el HxO, generado y se clasifican segtun el dador de electrones que
utilicen con mayor afinidad. Entre ellas se pueden nombrar a la catalasa (CAT)
(EC 1.11.1.6), la ascorbato peroxidasa (APX) (EC 1.11.1.11), la glutatién peroxidasa
(EC 1.11.1.9) y otras peroxidasas inespecificas. La APX utiliza acido ascérbico
(ASC) generando monodehidroascorbato (MDHA). Se identificaron diferentes
isoformas de APX, entre ellas la tilacoidal, la del estroma del cloroplasto, la
peroxisomal, la citos6lica. El MDHA formado puede dismutar de manera
espontanea a ASC y dehidroascérbico (DHA) o ser reducido a ASC a través de la
monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) (EC 1.6.5.4) en una reaccion NADPH
dependiente. La glutation deshidrogenasa (ascorbato) (DHAR) (EC 1.8.5.1) es la
enzima encargada de reciclar el DHA a ASC utilizando glutatién reducido (GSH)

como fuente de poder reductor. El glutation oxidado (GSSG) que se genera es
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reincorporado al ciclo mediante la actividad de la glutatiéon reductasa (GR) (EC
1.8.1.7), y el poder reductor del NADPH (Figura 1.5).

Dentro de las defensas antioxidantes no enzimaticas hidrosolubles se
incluyen el ascorbato y el glutatién, y en las liposolubles, el a-tocoferol y los p-

carotenos.

SOD
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Otras moléculas de bajo peso molecular como los flavonoides, la prolina, las
poliaminas (PA) y los polialcoholes también son reconocidas como participantes
en la desintoxicacion de EAO (Ahmad y col. 2008). Las poliaminas son moléculas
nitrogenadas alifaticas esenciales en el crecimiento y desarrollo de las plantas que
en los ultimos afios se han asociado a la defensa antioxidante por presentar
propiedades atrapantes de radicales libres y estabilizadoras de la membrana
(Groppa y col. 2001, 2003). Ademads, la homeostasis de las PA se correlaciona con
funciones fisiolégicas claves, entre las mas estudiadas se encuentran la respuesta a

diversos tipos de estrés (Groppa y col. 2001, 2003, Mattoo y col. 2006, Groppa y
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Benavides 2008, Igarashi y Kashiwagi 2010, Alcazar y col. 2011), la regulacién de
canales io6nicos, la regulacién de la expresiéon génica, entre otras (Groppa y
Benavides 2005, Alcdzar y col. 2011). Asimismo, el 6xido nitrico (NO), una
molécula esencial en la sefializacion de la respuesta al estrés biotico y abiético, que
también ha demostrado tener un rol antioxidante, estd relacionado con las
poliaminas en su origen biosintético a partir de la arginina y por ser las poliaminas
generadoras de NO en si mismas por mecanismos atn desconocidos (Tun y col.

2006, Rosales y col. 2012).

2.2.1. La catalasa

La catalasa, H202:H>O: oxidoreductasa, es una hemoproteina tetramérica que
cataliza la dismutaciéon de dos moléculas de sustrato idénticas de H2O2 a H2O y O..
De modo similar a lo observado en mamiferos, la masa molecular promedio de la
proteina nativa en plantas se encuentra entre 250-270 kDa (Ahmad y col. 2008).

En los vegetales la catalasa se localiza en los glioxisomas/peroxisomas, no se
establecié la presencia de CAT en otros compartimentos celulares. Aunque se
detecté actividad de CAT en el citoplasma, se considera que se debe a una
incompleta importaciéon hacia el peroxisoma (Brown y Baker 2008). La funcién
principal de la catalasa es la remociéon del H>O: generado durante procesos
metabdlicos como la [-oxidacién de 4&cidos grasos, la fotorrespiraciéon y el
catabolismo de purinas (Mhamdi y col. 2010). En relacion al estrés ambiental, se
demostré que la actividad de CAT participa activamente en la desintoxicacion del
H>O:> generado por condiciones de desecacion (Bailly y col. 2004, Luna y col. 2004),
temperatura (Scandalios y col. 2000), radiacién ultravioleta B (Willekens y col.
1994), metales (Gallego y col. 1996), entre otras.

No se conoce ningtn organismo multicelular que no posea actividad de
catalasa (Scandalios 1987). Las plantas se caracterizan por poseer multiples genes
que codifican para las distintas subunidades de CAT, las que a su vez se combinan
para formar numerosas isoenzimas. En todas las angiospermas estudiadas hasta la
actualidad se encontraron al menos tres genes que codifican para las diferentes

subunidades, las cuales poseen secuencias de aminoacidos muy parecidas entre si,
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con una regién C-terminal involucrada en la importacion del polipéptido hacia el
peroxisoma. A modo de ejemplo, al menos seis isoenzimas estdn presentes en
Arabidopsis thaliana que se encuentran codificadas por tres genes: dos de ellos
localizados en el cromosoma 1 (catl y cat3) y uno en el cromosoma 4 (cat2) (Frugoli
y col. 1996). En maiz tres isoenzimas de CAT estdn codificadas por tres genes
estructurales no relacionados: catl, cat2 y cat3 (Guan y Scandalios 2000). En
Helianthus annuus L. (girasol) se identificaron cuatro genes diferentes (CATAL a
CATAA4) cuyos productos se combinan para dar al menos ocho isoformas (Eising y
col. 1990). En trigo se reportaron entre una y cinco isoformas en diferentes tejidos
(Garcia y col. 2000, Srivalli y Khanna-Chopra 2001, Li y col. 2007) y tres genes: cat1,
cat2 y cat3, esta dltima secuencia incorporada recientemente a las bases de datos
primarias.

Se determin6é que la abundancia de algunos transcriptos de CAT se
encuentra regulada por controles circadianos, donde la expresién génica estaria
modulada por la luz, como se describi6é para plantas de trigo (Luna y col. 2004),
maiz (Acevedo y Scandalios 1991) y Arabidopsis (McClung 1997). Las
modificaciones oxidativas de las subunidades de CAT también funcionarian
regulando los niveles de expresion de sus genes (Azpilicueta y col. 2007, 2008).
También se relacionaron cambios en el patréon de expresion de los genes de
catalasa con el proceso de germinacion y el estadio post-germinativo (Bailly 2004).
En plantas de maiz, por ejemplo, se observa un complejo modelo de evolucion de
catl a cat2 a lo largo de los distintos estadios de desarrollo (Scandalios 1997). Todo
indicaria que la regulaciéon de los niveles de CAT también permitiria modular los
niveles del HxO, que interviene en procesos de sefalizacion (Neill y col. 2002,

Foyer y Noctor 2005).

2.3. Balance redox y estrés oxidativo

El balance celular entre los niveles de producciéon de las EAO y la actividad
del sistema antioxidante (destrucciéon de EAO) es crucial tanto para revertir los
efectos perjudiciales de estas especies como para permitir por ejemplo el proceso

de sefalizacion (Apel y Hirt 2004).
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Durante las condiciones 6ptimas de crecimiento, las EAO se producen en
bajos niveles, limitados principalmente a organelas como cloroplastos,
mitocondrias y peroxisomas. Sin embargo, su tasa de produccion se eleva durante
condiciones de estrés. En este punto, si las células son incapaces de regular
eficientemente los niveles de EAO o de eliminar o sustituir de manera adecuada
las macromoléculas dafiadas por oxidacion, se produce el fendémeno conocido
como estrés oxidativo, que puede conducir a la disfuncién celular.

En la respuesta celular frente a una situacion de estrés oxidativo se pueden
distinguir tres fases que son dependientes de la concentracién de EAO (como se
describi6é previamente para el H2Oz): bajos niveles de EAO inducen las defensas
antioxidantes, una mayor acumulacién puede conducir a la activacion del
programa de muerte celular y muy altas concentraciones producen necrosis

celular (Solomon y col. 1999).

3. Condiciones ambientales desfavorables: los metales y la
restriccion hidrica

En la actualidad, a nivel global, dentro de las modificaciones ambientales
mas severas a las que estan sometidas las plantas se encuentran el incremento en
la biosfera de concentraciones téxicas de metales y el llamado “cambio climatico”,

ambos derivados de las actividades humanas.

3.1. La contaminacién por metales

En condiciones naturales los metales se encuentran en el medio ambiente en
formas quimicas poco solubles en agua o unidos a las particulas del suelo, lo que
hace que, en general, su disponibilidad para los organismos vivos sea baja.

Si bien algunos de los metales se pueden encontrar presentes en
concentraciones toéxicas como componentes naturales de la biosfera, la actividad
humana es la responsable del aumento de la concentracion de los metales en los
ambientes en los que ya estaban naturalmente presentes y también de la aparicion

de otros nuevos para un sitio determinado.
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La contaminaciéon ambiental causada por los metales se extendié de la mano
de la mineria y de las actividades industriales a fines del siglo XIX y principios del
siglo XX. Por ejemplo, la produccién de cobre, cadmio, niquel, plomo, mercurio y
zinc es considerable en las minas de todo el mundo. A nivel de actividades
industriales asociadas a fuentes de contaminacién se encuentran la fundicién de
metales y la galvanoplastia y su consecuente generacion de efluentes y desechos.
En las practicas agricolas el incremento de los metales se asocia al uso de
fertilizantes y fungicidas de origen natural (por ejemplo, los fosfatos pueden
contener diferentes cantidades de cadmio y otros metales, dependiendo del
yacimiento mineral a partir del cual se obtuvieron) (Igbal y col. 2013). También se
produce contaminaciéon como resultado de la quema de combustibles f6siles, la
urbanizacién, los residuos domiciliaros, las plantas de tratamiento de aguas
residuales, la depuracién de lodos, las actividades de navegacién y los basurales
domeésticos (Nriagu 1996).

En suelos de contaminacion reciente, el estado quimico de los metales es muy
variable y la fraccién disponible para los organismos vivos depende de la
solubilidad y la movilidad de cada metal. Sin embargo, otros factores también
pueden afectar la distribucion del metal entre la fase sélida (no disponibles) y
liquida (disponibles) del suelo como son el tipo y contenido de arcilla y materia
organica, la acidez, el potencial de 6xido-reduccién, la temperatura y la salinidad
(Basta y col. 2005). Los microorganismos, las plantas y el accionar del hombre
también son capaces de modificar la biodisponibilidad de los metales presentes en
el suelo, aumentando o restringiendo la liberacién de un metal al modificar, por
ejemplo, el contenido de materia orgénica o la acidez del suelo.

Uno de los principales riesgos que presentan los metales como agentes
contaminantes es su persistencia en el tiempo; ademas, no pueden ser destruidos y
se pueden transferir de un nivel tréfico al siguiente, lo que incrementa su
concentracioén a lo largo de la cadena alimentaria (de Vries y col. 2007), fenémeno
conocido como bioconcentracién o biomagnificacién. Un ejemplo de este tipo de
mecanismo de concentracion se observé en Japoén, donde el agua proveniente de

una explotaciéon minera fue utilizada para regar campos de arroz, la ingesta del
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vegetal por el humano produjo intoxicacion crénica con cadmio o enfermedad de

Itai-Itai (Foulkes 1986, Ueno y col. 2010).

3.1.1. Los metales y las plantas

Dentro de los elementos esenciales para los organismos vivos, los metales
por sus propiedades quimicas han cumplido un papel importante en el curso de la
evolucion. Entre ellas, la de intervenir en reacciones quimicas de transferencia de
electrones (reacciones de 6xido-reduccién) dentro de las células, como es el caso
del cobre y el hierro, o la posibilidad de formar con otras moléculas compuestos
que intervienen en diversos procesos fisiol6gicos de los organismos. Sin embargo,
a pesar de ser necesarios para el crecimiento y el desarrollo de la planta, cuando
un metal esencial se encuentra presente en exceso en el suelo la absorcion por la
planta de cantidades que superan su requerimiento puede resultar dafiina.

Por otro lado, aquellos metales presentes en la superficie terrestre que no
cumplen funciones biolégicas en las plantas son potencialmente téxicos aun
cuando se encuentran en bajas concentraciones, como el cadmio, el mercurio o el

plomo, entre otros (Raskin y col. 1994).

3.1.1.2. Las plantas y su propension natural por los metales

Las plantas desarrollaron mecanismos muy eficientes para adquirir
elementos que pueden estar en bajas concentraciones en el suelo. Los metales,
junto con el agua y otros nutrientes, son incorporados a las plantas a través de las
raices; ingresan a las células vegetales y se distribuyen en los diferentes
compartimentos subcelulares a través de proteinas transportadoras presentes en
las membranas de cada compartimento (Hall y Williams 2003).

Una vez dentro de la raiz, la capacidad de un metal para moverse y su sitio
de depésito en la planta dependeran de las caracteristicas del metal, de la especie
vegetal y de la edad de la planta en el momento de la exposiciéon. En general, en
las raices se acumula la mayor cantidad, la alta movilidad de muchos metales les

permite moverse rapidamente hacia la parte aérea de la planta.
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Otra forma de ingreso a la planta es a través de la superficie de las hojas a
partir de particulas aéreas provenientes de industrias que emiten Zn, Cd, Cu, Pb,

Ni (Foy y col. 1978, Greger y col. 1993).

3.1.1.3. Sintomas de toxicidad producidos por los metales en las plantas
Los principales sintomas visibles en las plantas que crecen en suelos con alta
concentraciéon de metales son la disminucion del crecimiento y el amarillamiento

de las hojas (clorosis) (Figura 1.6).

Figura 1.6. Plantas de girasol de 14 dias cultivadas durante los tltimos
4 dias sin el agregado de metales (Control) o incluyendo 100 pM de
HgCl,, NiCl,, CdCl> o CuCl, en el medio hidropénico. Se puede
observar la disminucién de crecimiento visible como un menor
tamafio de las hojas en las plantas expuestas a los metales en relaciéon
con las plantas control.

Pero las propiedades quimicas que vuelven a los metales indispensables para
la vida (capacidad redox e interaccién con macromoléculas) son las que pueden
transformarlos en téxicos cuando se encuentran en exceso. Frecuentemente la
toxicidad es provocada porque interfieren con diversas moléculas (especialmente
de proteinas, lipidos y nucleétidos) bloqueando sus grupos funcionales,
modificando su conformacién o alterando su integridad (Shaw 1990, Clemens
2006). Por ejemplo, a nivel de enzimas se pueden unir a ligandos funcionales

(principalmente grupos sulfhidrilos) involucrados en la acciéon catalitica o
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afectando la integridad estructural de la enzima, como fue demostrado para las
proteinas encargadas de la biosintesis de la molécula de clorofila, la 4cido &-
aminolevulinico dehidratasa y la protoclorofilida reductasa (Van Assche y
Clijsters, 1990). A este mecanismo se puede sumar el de sustituir el metal esencial
en metaloproteinas e inducir una deficiencia, este efecto fue observado para varias
de las enzimas como las involucradas en la fijacién fotosintética de CO,, entre ellas
la ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa/oxidasa (RubisCo) (Van Assche y Clijsters,
1990). Por otra parte, como efectos directos o indirectos sobre las macromoléculas,
los metales pueden alterar la permeabilidad de la membrana plasmatica
conduciendo a la pérdida de electrolitos y otros solutos (lannone y col. 2010).

Otro efecto involucrado en la toxicidad de los metales es la producciéon de
estrés oxidativo. Los metales pueden conducir al incremento de los niveles de
EAO a través de diferentes mecanismos que dependen del elemento que se trate.
Por ejemplo, los cationes metélicos Cd?* y Pb?* no experimentan cambios redox y
por lo tanto no acttian directamente en la generaciéon de EAO (Pinto y col. 2003).
Sin embargo, pueden actuar como prooxidantes a través de la reduccion del
contenido de GSH, el cual es necesario para la sintesis de fitoquelatinas, y esto
disminuye la disponibilidad de este compuesto para la defensa antioxidante
(Gallego y col. 2005), alteran las defensas antioxidantes y producen dafio a
biomoléculas, tanto en exposiciones agudas como crénicas (Gallego y col. 2012).

Los metales capaces de modificar su estado de oxidacién como el hierro y el
cobre (Fe2*/Fe3* o Cu*/Cu?*) pueden participar en las reacciones de Fenton y de

Haber-Weiss (Esquema 1) que resultan en la formacion del radical hidroxilo.

Esquema 1.

Reaccién de Fenton
Fe2* + H)O, — Fe3* + HO*®* +HO-

Reaccién de Haber-Weiss
Oy*- + Fe3* — Fe2* + O,
Fe2* + H)O, — Fe3* + HO* + HO-

Oz*-+ HOp — O, + HO* + HO-
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3.1.2. El cadmio

En las plantas superiores se desconoce que el cadmio intervenga en algin
proceso celular, por lo tanto no se lo considera un elemento esencial para estos
organismos, mas adn, se lo incluye dentro de los elementos toxicos para la
mayoria de los seres vivos.

Se lo encuentra en forma natural en la corteza terrestre; usualmente no se
presenta en su estado metalico, sino como mineral combinado con otros elementos
como oxigeno (6xido de cadmio), cloro (cloruro de cadmio) o azufre (sulfato de
cadmio). La mayoria de estas sales son solubles en agua y por lo tanto se pueden
encontrar biodisponibles en bajas concentraciones en el medio ambiente.

La concentracion promedio de Cd en la corteza terrestre es de 0,15 ppm
dependiendo del material parental. En suelos derivados de rocas igneas el
contenido puede variar de 0,1 a 0,3 ppm; en suelos derivados de rocas
metamorficas y sedimentarias oscila entre 0,1-10 ppm y 03-11 ppm,
respectivamente. Como el Cd estd usualmente asociado a vetas de Zn, Pb-Zn y Pb-
Zn-Cu, el contenido de Cd en estas dreas mineras puede ser varias veces superior
que el promedio del suelo.

La actividad humana es el principal factor que eleva los niveles de Cd en el
medio ambiente, ya que se extrae durante la produccién de otros metales como
zinc, plomo o cobre y tiene numerosos usos industriales, entre ellos se encuentran
la fabricacién de baterias, la elaboraciéon de pigmentos y de estabilizadores de
plasticos (Benavides y col. 2005). La contaminacién se genera por emisién de
industrias metaltrgicas y refinerias (Zn, Pb, Cu), a lo largo de rutas muy
transitadas, también estd presente en fertilizantes fosforados (9-130 ppm), lo cual
puede originar una contaminacién de 1 a 100 g Cd hal.

Debido a su elevada toxicidad y a su gran solubilidad en agua, se ha
reconocido al cadmio como un polutante significativo que puede ser transferido a
la cadena alimentaria y causar genotoxicidad y ecotoxicidad en animales. La
ingesta de plantas contaminadas por el metal es la principal fuente de
contaminacién por cadmio en humanos, ademas de la inhalacién en los fumadores

(ATSDR, 2005).
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3.1.2.1. Forma de ingreso, transporte y acumulacién del cadmio en plantas

Por ser un metal no esencial para las plantas superiores, se asume que no
existen mecanismos de entrada a la célula especificos para el mismo. Se realizaron
distintos estudios que sefialan que entre las proteinas involucradas en el ingreso
de cadmio a la célula se encuentran el transportador especifico de calcio (LCT1), la
proteina ZIP-IRT1 (zinc requlated transporter/iron-requlated transporter-like protein I),
la familia de transportadores Nramp (Natural resistance and macrophage protein),
P1B-ATPases (también conocida como HMAs, heavy metal transporting ATPases), la
proteina YSL (Yellow-Stripe 1-LiKe) que pertenece a la superfamila de los OPT
(oligopeptide transporters) (Gallego y col. 2012).

Una vez dentro de la célula la concentracién de cadmio libre es restringida
por un mecanismo recurrente en plantas y otros organismos: la quelacion del
metal por un ligando y en algunos casos la compartimentacién del complejo
resultante. Este fenémeno previene la circulaciéon de cadmio en el citosol y lo
mantiene dentro de un 4rea limitada, unido a grupos funcionales de
macromoléculas portadoras de N o de S y ligandos de bajo peso molecular, que
estan presentes en forma constitutiva, o bien se sintetizan en respuesta al metal
(Benavides y col. 2005).

Entre los ligandos de metales reconocidos en plantas se encuentran los acidos
orgénicos, aminodacidos, péptidos y polipéptidos. Dentro de estos tltimos, los que
fueron mejor caracterizados en relacion a la quelacién y el secuestro de metales
pesados son las metalotioneinas (MT), pequefios polipéptidos ricos en cisteina
codificados genéticamente, y las fitoquelatinas, igualmente ricas en cisteina que en
contraste con las MT son sintetizadas en forma enzimatica a partir del tripéptido
glutation (Gallego y col. 2012).

En la planta, el cadmio se acumula preferentemente en la raiz, secuestrado en
las vacuolas y s6lo una pequefia proporcion es transportada a la parte aérea,
concentrandose en orden decreciente en tallos, hojas, frutos y semillas (Chan y
Hale 2004). La actividad de la via de secuestro en las células de la raiz determinara

la velocidad de movimiento del metal a la parte aérea de la planta. La cantidad de
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cadmio acumulada en raices o dirigida hacia las hojas difiere considerablemente

entre las especies (Rodriguez-Serrano y col. 2006, Pritsa y col. 2008).

3.1.2.2. Toxicidad en la planta

Dentro de los sintomas principales de intoxicacién por cadmio se encuentran
la detencién del crecimiento y la clorosis. A nivel celular se observa incremento en
la lignificacion de la pared celular, alteracién en la ultraestructura del cloroplasto,
reduccién de la conductancia estomatica y de la transpiracién foliar (Souza y col.
2011). Se demostr6é que el cadmio inactiva enzimas involucradas en la fijaciéon de
COz (Perfus-Barbeoch y col. 2002), aumenta la proteélisis (Pena y col. 2007), altera
el metabolismo del nitrégeno y del azufre (Garcia y col. 2006, Gill y Tuteja 2011),
entre otras alteraciones metabolicas. Ademas, es un destacado productor de dafio

oxidativo en plantas (Gallego y col. 2012).

3.1.3. El cobre

Para los organismos vivos el cobre constituye uno de los elementos
esenciales, participa como elemento estructural en proteinas regulatorias, es un
cofactor comtn de muchas enzimas, incluyendo superéxido dismutasa, citocromo
c oxidasa, lacasas, polifenoloxidasa, peroxidasas, plastocianina. Interviene en el
transporte fotosintético de electrones, en la respiraciéon mitocondrial, en el
metabolismo de la pared celular vegetal y en la sefializacién por hormonas (Yruela
2005).

Es un elemento de transicion ampliamente distribuido en la naturaleza,
donde su concentracién promedio es de 80 ppm. Esta concentracién en el suelo se
ve afectada por un gran nimero de procesos relacionados con la variabilidad
espacial natural (geoquimica), pudiendo alcanzar niveles téxicos naturalmente en
algunos suelos. También se puede registrar alto nivel de cobre en el medio
ambiente como resultado de la liberacién causada por las actividades humanas, en
el caso de los suelos agronémicos, este incremento se observa en lugares que
recibieron por mucho tiempo aplicaciones de fungicidas a base de cobre o ciertos

fertilizantes minerales (Heijerick y col. 2006).
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3.1.3.1. Forma de ingreso, transporte y acumulacién del cobre en plantas

Una familia conservada de proteinas de transporte de Cu de alta afinidad, la
CTR, media la adquisicion de este metal en células eucariotas (Puig y Thiele 2002).
Dentro de esta familia, los transportadores COPT1-5 poseen alta especificidad por
Cu*. Debido a que el cobre no seria ingresado primariamente como Cu?*, es
posible que sea reducido en la membrana plasmaética por FRO2, una hierro quelato
reductasa. Otras proteinas asociadas al movimiento de Cu* incluyen
transportadores P-type ATPases, entre ellas RAN1, PAA1, PAA2, HMAS5 y HMA1
(Yruela 2005).

En el citoplasma de las células eucariotas no se encuentran iones Cu* libres,
son las metalochaperonas las encargadas de transportar el metal dentro de la
célula y entregarlo a las proteinas blanco especificas. Entre las metalochaperonas
que interaccionan con el Cu* se describieron ATX1, CCH, CCS1 y COX17. Como
para muchos de los metales, la vacuola no sélo es el mayor sitio para el
almacenamiento provisional del cobre para su removilizacién cuando lo demanda
la nutricién de la planta, sino que también es la encargada de almacenar el exceso

de metal para evitar su accion téxica (Puig y Penarrubia 2009).

3.1.3.2 Toxicidad en la planta

A concentraciones mayores que las requeridas para un 6ptimo crecimiento,
el cobre tiene una accion téxica a nivel de las reacciones primarias de la
fotosintesis y sobre la respiraciéon. La disminucioén de la actividad fotoquimica se
encuentra acompafada de la alteracion de la estructura y composicién de la
membrana del tilacoide, reduccion de los pigmentos plastidicos, una modificaciéon
en la composiciéon polipeptidica y acil-lipidica, destruccién peroxidativa de las
membranas cloroplasticas (Uribe y Stark 1982, Maksymiec 1997).

A nivel celular, la toxicidad deriva de su unién a grupos sulthidrilos de
proteinas, inhibiendo la actividad enzimatica o la funcién proteica, induciendo la
deficiencia de otros iones esenciales o dafiando procesos de transporte celular. El
ciclo redox entre el Cu?* y el Cu* puede catalizar al producciéon de EAO con el

subsecuente dafio a biomoléculas (Yruela 2005).
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3.2. La restriccion hidrica
3.2.1. Contexto mundial

En el informe del afio 2007, publicado por el Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climético (Intergovernmental Panel on Climate Change,
IPCC), galardonado con el Premio Noébel de la Paz de ese mismo afio se establece,
entre otras cosas, que el calentamiento del sistema climéatico es inequivoco, como
evidencia el aumento de la temperatura promedio mundial del aire y del océano,
el derretimiento generalizado de nieves y hielos, y el aumento del nivel promedio
mundial del mar.

El calentamiento terrestre causado por las actividades humanas de los tres
ultimos decenios ha ejercido probablemente una influencia notable a escala
mundial sobre los cambios observados en numerosos sistemas fisicos y biologicos.
Sin embargo, predecir escenarios climaticos futuros no es una ciencia exacta
debido a la complejidad y el desconocimiento de los procesos atmosféricos. Los
modelos de prediccion climatica mas confiables remarcan una serie de cambios a
nivel global entre los cuales podemos destacar aumentos de la temperatura y
modificaciones en la concentraciéon atmosférica de diéxido de carbono, en la
radiacion fotosintéticamente activa y en los patrones de lluvias, entre otras
variables.

En cuanto al suelo, se prevé aumento en los niveles de erosion edlica e
hidrica, incremento en la salinidad de los suelos por uso excesivo del riego y por
déficit en los sistemas de drenaje. En algunas zonas es esperable una creciente
escasez de agua para riego debido a la reduccién de los acuiferos y a la creciente
urbanizacion.

Los incrementos en la desertificaciéon, el descenso de la humedad
atmosférica, el aumento en las temperaturas medias y temperaturas maximas, los
cambios en las concentraciones de CO; y en las radiaciones fotosintéticamente
activas, llevan a que las investigaciones sobre las respuestas de la planta ante la
restricciéon hidrica se vayan tornando muy importantes, especialmente cuando se
sabe que la agricultura es el principal destino del agua en muchas partes del

mundo.
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3.2.2. Contenido de agua del suelo

El suelo es un sistema constituido por tres fases (Cosentino 2007). La fase
solida incluye componentes inorganicos y organicos que se agrupan formando
agregados y dejando espacios o poros de distintos tamafios. En estos poros se
encuentran la fase liquida y la gaseosa en distintas proporciones, cuya variacion
depende del contenido de agua de un suelo en un momento determinado.

El suelo ejerce una fuerza de retenciéon sobre el agua que contiene, por lo
tanto, el comportamiento del agua en el suelo dependera entonces de las
propiedades fisicas de éste, ligadas a dos nociones fundamentales como son la
granulometria (textura) y la forma de organizacién de estos elementos en
agregados y espacios porosos (estructura).

La textura expresa la proporcion relativa de las distintas particulas minerales
inferiores a 2 mm. Tradicionalmente estas particulas se dividen segtn su tamafio
de mayor a menor en arena, limo y arcilla; dando por resultado suelos arenosos,
limosos, arcillosos o francos de acuerdo a las proporcién de cada particula.

La estructura es la relacion entre tamafio, forma y disposicion de los poros y
agregados (Palma 2007). El sistema poroso del suelo incluye los poros dentro de
los agregados asi como el espacio poroso continuo entre los agregados. El tamafio
y continuidad de los poros son importantes para el movimiento y la retencion del
agua. Los poros grandes transportan el agua, los medianos retienen agua
disponible para las plantas y los poros pequefios retienen agua no disponible para

las plantas (Ratto 2007) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién funcional de los poros del suelo

Diametro particula Didmetro poro  Succién Funcién

primaria (um) (um) (MPa)

>1000 >100 <0,003 Aireacioén, drenaje rapido
250-1000 25-100 0,01-0,003 Conduccién y aireaciéon

2-250 0,2-25 1,5-0,01 Almacenamiento agua disponible
<2 <0,02 >1,5 Agua no disponible
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3.2.3. Caracterizacion energética: Potencial agua

Al igual que en otros cuerpos de la naturaleza, el agua en el suelo puede
contener energia en distintas formas y cantidades. Dos son las formas principales
de energia: la cinética y la potencial. La energia cinética estd relacionada con el
movimiento, que para el caso del agua del suelo no saturado es despreciable, ya
que es lento. La energia potencial del agua en el suelo responde a una condicién
interna de posicion, y es de fundamental importancia para determinar el estado y
su movimiento en el mismo (Boyer 1995)

El término potencial quimico (n), segtin Gibbs (1931), establece el trabajo que
es capaz de realizar un mol de moléculas, donde este trabajo es determinado por
comparacion entre el potencial quimico del sistema en cuestiéon con el potencial
quimico de un sistema de referencia. En el caso del suelo, segtn la Sociedad
Internacional de la Ciencia del Suelo, se utiliza como referencia al agua pura a la
misma temperatura que el agua del sistema considerado y a la presién atmosférica
normal.

Considerando como cero (0) al potencial quimico del agua pura (po) y como
1w al potencial quimico del sistema agua cuando el sistema no es agua pura, pw es
menor que Mo, entonces la comparacién entre ambos (uw - [o) serd negativa. Slatyer
y Taylor (1960) nombraron este potencial agua como Ww, expresado en unidades
de presion para poder ser utilizado mds facilmente en plantas y en suelo;
dividiendo por el volumen parcial molar del agua (Vw), expresado en MPa.

Yw = (Uw - Ho) Vw?

El Ww varia en un amplio rango y la diferencia que existe entre dos puntos
provoca el movimiento, que se realiza en forma espontanea desde los lugares de
mayor a menor potencial con el fin de alcanzar el equilibrio.

El potencial total de agua del suelo (Wt) incluye al potencial quimico y al
potencial de campos de fuerzas externas (Ratto 2007). A campo, la tnica fuerza
que influye es la gravitatoria, por lo tanto el potencial gravitatorio (Wg) es la
cantidad de trabajo a realizar para transportar agua desde el sistema de referencia
hasta otro a cierta altura especificada, por encima o por debajo (negativo o

positivo). El potencial total estara definido por:
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Yt=Yw+ Pg

Por su parte, el Yw es la sumatoria de los distintos componentes que lo
determinan: el potencial métrico (¥m), el potencial osmético o de solutos (Wo) y el
potencial de presiéon (Wp).

Yw=¥Ym+ Wo+ WPp

El Wm est4 asociado a la matriz sélida del suelo, incluyendo a las fuerzas de
adsorcion, capilaridad y las interfases curvas agua-aire. Su signo es negativo ya
que su potencial es menor al agua pura y su valor depende de las caracteristicas de
textura y estructura del suelo.

El Wo resulta del efecto combinado de todos los solutos presentes en la
solucion del suelo. También disminuye el potencial hidrico al dejar menos
moléculas de agua disponibles para realizar trabajo.

El Wp es la resultante de una diferencia neta de presién en relaciéon a la
condicién de referencia, tal como resulta de la presiéon hidraulica de un suelo
saturado. En un sistema abierto a la atmésfera como es el suelo no existen
diferencias de presiéon. Termodindmicamente representa a la cantidad de trabajo
que una unidad de cantidad de agua en un sistema suelo-agua en equilibrio es
capaz de realizar cuando se mueve a otro sistema en equilibrio idéntico al anterior
en todo sentido, excepto que esta a la presion de referencia.

En consecuencia de lo anterior surge que

PYt=%m+ %o+ Wp+Wg

Donde Wm + Wo da idea de la fuerza de retencién que ejerce el suelo sobre el
agua y que condiciona la posibilidad de absorciéon por el vegetal. La suma de Wp y
WPg se denomina potencial hidraulico y tiene valor cuando el suelo se encuentra

saturado.

3.2.4. Relacién agua-suelo-planta-atmdsfera

En la mayoria de las plantas las raices toman el agua de la zona insaturada
del suelo ya que requieren un adecuado suministro de oxigeno del aire del suelo.
En esta zona, se puede considerar al conjunto suelo-planta-atmésfera como un

sistema fisico uniforme en el que varios procesos ocurren independientemente
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como eslabones de una cadena. Este sistema fue denominado Continuo Suelo
Planta Atmosfera (CSPA) (Hillel 1990). En este continuo, el agua fluye desde los
sitios con alta energia potencial hacia otros de menor energia. Los cambios en
energia potencial a lo largo de este recorrido son proporcionales a las resistencias
al flujo que deben soportar, siendo mayor en el suelo que en la planta y atn
superior en la transmisiéon desde las hojas a la atmoésfera donde el agua cambia su
estado liquido a vapor. La diferencia de potencial entre suelo y atmésfera puede

ser de decenas de MPa, y en climas aridos superar los 100 MPa (Ratto 2007).

3.2.5. Potencial agua en la planta

El agua en las plantas se encuentra localizada en dos compartimentos
separados por una membrana semipermeable. El compartimento interno o
protoplasto, que en conjunto se denomina simplasto y el externo integrado por las
paredes celulares y xilema, denominado apoplasto (Taiz y Zeiger 2010).

De la misma manera que en el suelo, el estado hidrico de la planta se puede
expresar a través del potencial agua Ww. El potencial agua en el protoplasto
celular crea una tension (presién negativa) en las paredes celulares que arrastra el
agua desde el suelo, a través del xilema hacia las células. Existe por lo tanto una
continuidad entre la solucion del suelo y la de las células de las hojas. En
consecuencia, en el protoplasto de las hojas se genera una tensién que se transmite
a través del apoplasto hacia la raiz. Y debido a que la solucién del suelo absorbida
por las raices no es agua pura, su Wo sera negativo.

Los principales componentes del potencial agua en células y tejidos vegetales
son los potenciales: solutos (Wo), presion (Wp), métrico (¥'m) y gravedad (Wg)

Yw=Wo+ WYp+ Wm+ Wg

Los solutos disminuyen el $Yw al reducir la tendencia de las moléculas de
agua a escapar, de igual manera que la matriz a través de sus efectos de superficie.
Presiones externas aplicadas a un liquido incrementan la tendencia del agua a
escapar si estdn por encima de la presion atmosférica, pero la reduce si estdn por

debajo. La gravedad sélo tiene efecto cuando la columna de agua supera un metro,
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por lo que en este caso se desprecia. Por lo tanto cada término puede ser positivo o
negativo, de acuerdo a si incrementa o disminuye el potencial agua.

El Yw en plantas es generalmente negativo debido a que Wo y Wm son
negativos y que Wp no llega a compensarlos. El agua, por lo tanto, se movera
desde Yw menos negativo hacia uno mas negativo, este principio utilizaran las
plantas para tomar agua desde el suelo.

Por otro lado debemos considerar que la membrana plasmatica permite el
paso del agua pero restringe el paso de solutos. Esto ocasiona una mayor
concentraciéon de solutos dentro del protoplasto y usualmente una presion
superior a la atmosférica, denominada turgencia, de modo tal que el

W(p) : Wo(p) + ¥p(p)
en este caso, el potencial matrico es despreciable (Boyer 1995).

En el apoplasto se encuentra una solucién diluida (Wo(a)) y no se registra
turgencia, pero se verifica presion por los poros y matriz de pared celular (¥m(a)),
expresada como tensién

WPw(a) : Wo(a)+ Wm(a)

Normalmente los potenciales agua en el interior de la célula son iguales a los

de sus paredes celulares, por lo que
Wo(p)+ Wp(p) = Po(a)+ Pm(a)

Esto se puede ver graficado en el diagrama de la Figura 1.7.

Pw=0
Wo(a) v
Pm(a)
o(p) v
—a— ¥w(p)=¥w(@)
¥p(p)
v

Protoplasto Apoplasto

Figura 1.7. Diagrama descriptivo del potencial agua y sus
componentes dentro de las células (protoplasto) y en la pared
celular y el xilema (apoplasto). La direccién de las flechas indica si

el potencial es elevado o disminuido por cada componente
(tomado de Boyer 1995)
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En las células de las hojas se genera un descenso del potencial debido a la
transpiracion. Esto genera una tensioén en el xilema que cuando es suficientemente
grande debido al CSPA provoca que el agua se mueva desde el suelo hacia el
interior de la planta. Cuando la tasa de evaporacién iguala a la de ingreso, el
potencial agua permanece constante. Cualquier factor que altere este equilibrio

alterard el potencial de agua de la célula.

3.2.6. Factores abi6ticos que alteran el estado hidrico de la planta

Varios factores de estrés abidtico estan entrelazados por el hecho de que
causan ruptura en el estado hidrico de la planta y en general se denomina a este
fenémeno estrés hidrico. Entre ellos se pueden citar: sequia, salinidad y
congelamiento (Verslues y col. 2006). Esta menor disponibilidad de agua es
reconocida por las células vegetales como una disminucién en el Ww del suelo

(Kramer y Boyer 1995).

3.2.7. Estrategias de las plantas para contrarrestar el déficit hidrico

Las plantas pueden hacer frente a la restriccion de agua reprogramando su
actividad metabdlica y afectando su crecimiento normal (Claeys e Inzé 2013).
Clasicamente se reconocen tres estrategias para enfrentar la restriccion hidrica, las
cuales no son mutuamente excluyentes, conocidas como escapar, evitar y tolerar
(Turner 1986).

La estrategia de escape incluye completar el ciclo de vida, asegurando el
éxito reproductivo antes que ocurra el déficit hidrico. El éxito reproductivo incluye
mejorar la particion de asimilados hacia los frutos en desarrollo y 6rganos de
reserva, que se incrementa en plantas bajo estrés hidrico (Chaves y col. 2003).

Cuando se produce un estrés hidrico moderado, la planta tratard de evitar
que el descenso en el Ww llegue a los tejidos, a través de mecanismos que
equilibren el ingreso y pérdida de agua. Esencialmente, el estrés es mantenido
tuera de los tejidos. Si esto no puede ser logrado debido a un estrés mas severo, los
tejidos de la planta experimentaran un descenso en su Ww y la planta debera

emplear otros mecanismos para asegurar sus funciones. El estrés ahora se
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internaliza hacia los tejidos. La respuesta podrd ser evitar la deshidratacion,
manteniendo un alto nivel de contenido de agua a pesar del descenso en el ¥w o

tolerar la deshidratacion de los tejidos.

3.2.7.1. El ajuste osmético

Los ajustes celulares para evitar la deshidratacién bajo restriccién hidrica
moderada son suficientes para mantener el desempefio de la planta e incluye
acumular osmolitos (o solutos compatibles) en los protoplastos y modificar la
plasticidad de la pared celular.

Al aumentar la concentracién de solutos dentro de la célula se eleva el Wo,
permitiendo asi el ingreso de agua y el mantenimiento de la turgencia por
aumento del Wp. Este proceso de acumulacién adicional de solutos, por sobre el
preexistente, en respuesta al déficit hidrico que le permite a la célula mantener su
contenido de agua y volumen se denomina ajuste osmético (Chandra Babu y col.
1999). Dentro de los solutos denominados compatibles se encuentran compuestos
orgénicos de bajo peso molecular cuya acumulacién citoplasmética no interfiere
con el metabolismo celular, entre ellos podemos encontrar: carbohidratos, acidos
organicos, aminodacidos (como la prolina), polialcoholes (sorbitol, manitol), aminas
cuaternarias (glicinbetaina) (Ashraf y Foolad 2007, Liu y col. 2011). La
acumulacién de osmolitos compatibles en ciertas células requiere en algunos casos
de la activaciéon de vias metabolicas para sintetizarlos en las mismas células, en
otros al aumento del nivel se corresponde con el transporte desde otros sitios de
producciéon (Chaves y col. 2003). También se incluyen como osmolitos iones
inorganicos, como el potasio (Osakabe y col. 2013)

Este aumento de solutos compatibles puede, por un lado, evitar la
deshidrataciéon al incrementar el potencial osmoético celular y mantener asi un
mayor contenido de agua, pero por otro lado se les adjudican a algunos osmolitos
otros roles, como proteger a las proteinas de membranas y/o regular el estado
redox celular (Chaves y col. 2003). Por ejemplo, a las poliaminas, que son aminas
alifaticas ampliamente distribuidas en los organismos eucariotas, se las involucra

en la estabilizaciéon de proteinas y la tolerancia al estrés. Las poliaminas se
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postularon como compuestos esenciales en la tolerancia al estrés por deficiencia de
agua (Yamaguchi y col. 2007, Bae y col. 2008, Alcidzar y col. 2010). Las mas
abundantes son la putrescina (Put), la espermidina (Spd) y la espermina (Spm). En
la mayoria de las especies vegetales la Put es sintetizada a partir de arginina por la
arginina decarboxilasa (ADC) y a partir de ornitina mediante la ornitina
decarboxilasa (ODC). La Put es el precursor de la Spd y Spm a través de
reacciones catalizadas por la espermidina sintasa (SPDS) y la espermina sintasa

(SPMS).

3.2.7.2. Otros mecanismos de aclimatacién

Dentro de los mecanismos de aclimatacion que presentan las células
vegetales relacionados con la restriccion hidrica se encuentra también
modificaciones en la plasticidad de la pared celular que se logra mediante un
ajuste de la extensibilidad (¢) de la misma. La extensibilidad de la pared esta dada
por su elasticidad. Cuando la elasticidad es alta, la poca rigidez de la pared
provocard que la pérdida de agua produzca como resultado que la célula se
contraiga y pueda de esta manera mantener la turgencia. Cuando la elasticidad es
baja, la rigidez de la pared dara como resultado que ésta no se contraiga cuando
hay un déficit hidrico moderado. Esto provocard un descenso en la turgencia
disminuyendo asi el Ww evitando en consecuencia futuras pérdidas de agua. El
incremento en la rigidez de la pared impedira futuras expansiones de la célula por
lo tanto es una estrategia apta s6lo para tejidos maduros que ya no crecen
(Verslues y col. 2006).

Por otro lado, evitar la deshidratacion involucra tanto minimizar la pérdida
de agua como aumentar el ingreso. La disminucién de la pérdida de agua se
puede realizar a través del cierre estomatico, de la reduccion de la absorcién de luz
solar mediante el enrollado de las hojas o por la presencia de una capa densa de
tricomas que incremente la reflexion solar, a través de la disminucién del tamafio
de las hojas y/o la aceleraciéon de su senescencia, o favoreciendo el endurecimiento
de la pared celular (Chaves y col. 2003). El ingreso de agua también se maximiza

incrementando la relacién raiz/véstago (Jacson y col. 2000).
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Las respuestas al bajo Ww estdn controladas por una compleja red de
eventos regulatorios. Responden tanto a estimulos externos como la pérdida de
turgencia o la reduccion del contenido de agua, como estimulos internos, entre
ellos la producciéon de EAO, el censado de azucares y los estimulos hormonales,
que reflejan el estado metabdlico y de desarrollo de la planta (Verslues y Zhu
2005). El ABA es uno de los factores regulatorios principales coordinando varios
aspectos de la respuesta al bajo Ww, entre ellos regula la conductividad
estomatica, el crecimiento de la raiz, induce la acumulaciéon de solutos. Ademas se
describieron mecanismos independientes de esta fitohormona, como por ejemplo
el que involucra a las proteinas DREB (Drought Responsive Element Binding)

(Nakashima y col. 2009).

4. El trigo

El trigo es una planta monocotiledonea perteneciente a la familia de las
gramineas (Poaceae), tribu: Triticeas, genero: Triticum, constituida por 16 especies.
En la actualidad las especies mas difundidas en el mundo son el trigo comtn o de
pan (Triticum aestivum L.) y el trigo duro o de fideo (Triticum turgidum L.
subespecie durum). Ambas especies son relativamente nuevas en comparaciéon
con la extraordinaria antigtiedad de las especies progenitoras.

Su gran capacidad de adaptacién a las variadas condiciones climaticas
convierte al trigo en uno de los cultivos mas ampliamente distribuido, con un
periodo de crecimiento corto y un buen rendimiento por unidad de area. Sin
embargo, su productividad se ve afectada como consecuencia del deterioro de las
condiciones del suelo, la calidad y cantidad de agua disponible y la degradacion
del medio ambiente en general.

Se asume que el cambio climatico impone un régimen hidrico fluctuante en
regiones cada vez mas extensas del mundo. En Argentina, una considerable
proporcion de la cosecha de trigo proviene de regiones subhtimedas y semidridas
(Figura 1.8), donde los registros de precipitacion varian entre afios (variabilidad

interanual) y también a lo largo de un mismo afio (variabilidad intraanual), y

39



Capitulo 1. Introduccion

determinan que los valores promedio, obtenidos de los registros histéricos, no
permitan realizar una adecuada planificacion de cultivos y rotaciones. Por
ejemplo, datos obtenidos en la Estaciéon Experimental Agropecuaria INTA situada
en Bordenave, con un area de influencia en el SO Bonaerense y SE de La Pampa,
donde el trigo permanece como el principal cereal de invierno ocupando una
superficie que oscila entre 800.000 y 900.000 hectareas, indica en su informe 2009
del “Panorama Agroclimético” que la zona atraves6 una de las sequias méds
intensas de las altimas décadas, con un nivel de precipitaciones menor que el
esperado durante la mayor parte del afio, donde las lluvias acumuladas fueron
s6lo del 69% del valor normal.

De este modo, el periodo de implantacién y el crecimiento posterior del
cultivo ocurre en condiciones de humedad que pueden ir desde subdptimas hasta
limitantes. Para continuar creciendo bajo tales condiciones, las plantas deben
efectuar ajustes a nivel celular, los que involucran adaptaciones en el ciclo celular

y en los mecanismos de sefializaciéon bioquimica.

Figura 1.8. Mapa de las regiones productoras
de trigo en Argentina. La region triguera
tipica de Argentina ocupa las provincias de
Santa Fe, Entre Rios, Buenos Aires, Cérdoba
y La Pampa. Sin embargo, sobre la base de
condiciones agroecolégicas homogéneas para
los requerimientos del cultivo, esta region se
ha subdividido en 9 subregiones productivas
(tomada de
http:/ /www.bioceressemillas.com.ar/mapa-
de-regiones-trigueras/).

Por otro lado, parte de estas regiones agricolas se caracterizan por ser
deficientes en fésforo (Bosch y da Veiga 2002, Severina 2006). La disminucién de la
fertilidad de los suelos a causa de la deficiencia de foésforo asimilable es un

problema mundial en muchos suelos agricolas (UNEP 2008-2010), lo cual
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increment6 notablemente el uso de fertilizantes fostatados. Lopez-Camelo y col.
(1997) reportaron que el uso de estos fertilizantes produce un incremento en la
concentraciéon no sélo de Cd, sino también de Cr, Cu, Zn, Niy Pb, promoviendo la
contaminacién de los suelo. La aplicaciéon reiterada de fertilizantes fosfatados
incrementa la cantidad de Cd en el suelo afectando los cultivos (Bonomelli y col.
2003). Si bien la industria de los fertilizantes trabaja intentando disminuir el
contenido de metales, un dato relevante es que en el suelo persiste al menos el 80%
del Cd contenido como impureza de los fertilizantes fosfatados aplicados

(Kponblekou y Tabatabai, 1994).

4.1. Sistema radicular de trigo

El sistema radicular del trigo, como el de otras monocotiledéneas, esta
compuesto por dos subsistemas: el radicular primario y el definitivo. El sistema
primario es el que esta esbozado en el embriéon y comprende en el trigo tres
raicillas cuya mision principal es la de anclaje de la plantula durante la

germinacion (Figura 1.9).

Figura 1.9. Plantula de trigo de 72 h. Se
observa el sistema radicular primario,
formado por las dos raices seminales
laterales y la radicula central.

El sistema radical definitivo de la planta adulta se forma por encima del
lugar de origen de la raiz primaria, en la parte basal del tallo. Cuando éste
empieza a ser activo, se atrofia el primario y va desapareciendo. Al sistema
radicular definitivo se lo denomina homorrizo, y dado las caracteristicas del
origen de las raices se las conocen como raices adventicias, fibrosas o fasciculadas
(que crecen en manojos). Estas raices no presentan crecimiento secundario en

grosor.

41



Capitulo 2
Objetivos e hipotesis



Capitulo 2. Objetivos e Hipétesis

Objetivos e hipotesis de la investigacion

En los organismos multicelulares la formacién del individuo adulto depende
del crecimiento, la proliferacién y la diferenciacién celular, y de la muerte celular
programada. En las plantas superiores el control del crecimiento y desarrollo se
lleva a cabo principalmente a través de la regulacién del ciclo celular y de la
expansion de las células del meristema. Mientras que los animales responden al
entorno que los rodea a través de adaptaciones fisiolégicas y de su
comportamiento que no alteran sustancialmente su plan de desarrollo y
diferenciacion, las plantas, como organismos sésiles, han desarrollado por un lado,
una compleja red de sefializacién que registra cambios en el medio ambiente y por
otro lado, mecanismos para responder a esos cambios que pueden alterar
dramaticamente tanto su tasa de crecimiento como la estructura general del
individuo.

En virtud de estas consideraciones, el objetivo general del presente trabajo
es contribuir a la comprension acerca de cudles son los mecanismos involucrados en la
modificacion de la proliferacion y la expansion celular en términos de cambios metabolicos
y ajustes bioquimicos que realizan las plantas de trigo sujetas a condiciones ambientales

desfavorables.

Se ha sefialado que varios de estos factores ambientales desfavorables para el
crecimiento de la planta tienen como uno de sus principales efectos la produccion
de estrés oxidativo y el ajuste osmotico. A partir del objetivo general y como
objetivos especificos del presente Plan se examinardn diferentes aspectos
relacionados con:

1-las modificaciones del crecimiento, en términos de masa, longitud, tamafio
de células, niveles de proteinas y expresion de genes involucrados en el ciclo y la
expansion celular.

2-el balance redox celular y el ajuste osmético producido.

3-el comportamiento de la enzima catalasa y otras enzimas antioxidantes

4-el estado de oxidacién/ubicuitinacion de proteinas que regulan el ciclo

celular.
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en plantulas de trigo sometidas a tratamientos con cadmio (metal redox inactivo),
cobre (metal redox activo), especies oxidantes (como H>O, y metilviol6geno, MV)
y a restriccion hidrica,

La Hipétesis de trabajo sobre la que se basa el plan es que las condiciones de
estrés generan un desequilibrio redox/ajuste osmético que condicionan el proceso

de proliferacién/expansion celular restringiendo el crecimiento.

~EAD =
- = A =
Alteraciénenla
Deficit hidrico - Desequilibrioredox > , qiferacion Disminucién del
Cd*, Cu® ' Ajuste osmético ->| Alteraciénenla | |  ¢recimiento
expansion

PAs, prolina,
carbohidratos

Esquema representativo de la hipétesis planteada. El signo de interrogacién indica el objetivo
general a dilucidar durante el desarrollo del presente trabajo.
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Materiales y métodos
1. Reactivos

Los reactivos utilizados en el desarrollo del presente trabajo se mencionan a
continuacioén con sus abreviaturas, indicando la marca de cada uno de ellos. Todos
los solventes, reactivos y las sales inorgénicas utilizadas que no se detallan
especificamente fueron de grado analitico.

De Parafarm: polietilenglicol 6000 (PEG). Sigma-Aldrich: &acido ascérbico
(ASC), acido 2-tiobarbittrico (TBA), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), acido
3-(N-morfolino) propanesulfonico (Mops), acido sulfosalicilico, acrilamida,
2°,7"diacetato de diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA), agarosa, albamina de
suero bovino, 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT), anticuerpo anti-DNP (2,4-dinitrofenol),
antrona, bromuro de etidio, butilhidroxitolueno (BHT), catalasa de higado bovino,
Coomasie Brilliant Blue G, Coomasie Brilliant Blue R-250, 3,3’ diaminobencidina
(DAB), dihidroetidio (DHE), espermina (Spm), guanidina, metilviol6geno (MV),
metionina, N’-metilenbis-acrilamida, polivinilpirrolidona (PVP), prolina,
putrescina (Put), riboflavina, sal de azul de nitro-tetrazolio (NBT), Sefarosa (4%)
activada con bromuro de cianégeno. Riedel-de Haen: acido trifluoroacético (TFA),
cloruro de cobre (II) dihidratado, 2-mercaptoetanol. Kodak: acido tricloroacético
(TCA), 24 dinitrofenilhidrazina (DNFH), ninhidrina,
Tris(hidroximetil)Jaminometano-acido clorhidrico (Tris-HCI). BioRad Life Science:
Ready Gel Tris-HCI Gel, 4-15% linear gradient, dodecil-sulfato de sodio (SDS). Los
reactivos utilizados en Biologia Molecular fueron: TRIzol, inhibidor de
Ribonucleasa Rnase Out adquirido en Invitrogen; Oligo 18dT de Biodynamics;
DNasa I de Promega; Taq polimerasa, transcriptasa reversa, dNTPs de Thermo;
Power Plant RNA isolation Kit with DN Aase de MoBio Laboratories; los iniciadores
especificos fueron adquiridos Sigma-Aldrich. Amersham GE: membrana de
transferencia de fluoruro de polivinilideno (PVDF) Hybond-P. El anticuerpo de
cabra anti inmunoglobulina de conejo fue adquirido en DAKO A/S Denmark, anti-
Ub (FL-76), anti-cyclin D1 y anti Cdk2 en Santa Cruz Biotechnology Inc. Merck: acido
acético glacial, acido fosférico, azul de Evans, cloruro de cadmio 2,5 hidrato,

cloruro de manganeso, glicerol, metanol, reactivo de Folin, Tritén X-100.
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2. Material vegetal

Las semillas de trigo pan cv 75 Aniversario utilizadas para el desarrollo del
presente trabajo fueron gentilmente cedidas por la empresa Buck Argentina.
También se emplearon los siguientes cultivares: Biolnta 105, MT 204, ProInta Elite,
cv 9052, Biolnta 2004 que fueron cedidas por el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) estacion experimental Marcos Juarez (atenciéon Dr. Marcelo

Helguera).

2.1. Modelo de estrés por metales (cadmio y cobre), H2O2 y metilviologeno

El material vegetal se obtuvo incubando 15 semillas (previamente
desinfectadas superficialmente con una solucién 10% v/v de hipoclorito de sodio
comercial de 55 g I'1 de cloro activo) en frascos que contenian 30 ml de soluciones
de concentracién creciente de CoCd y Cl.Cu (hasta 100 uM); 0,1, 0,5y 1 uM de
metilviolégeno; 0,1 y 1 mM de HxO> (Figura 3.1). Los frascos se incubaron en un
agitador rotatorio a 80 rpm, en condiciones de oscuridad y a 24 + 2 °C. Si bien el
trigo puede germinar entre los 4 y los 37 °C, la temperatura 6ptima para el proceso
de germinacién se encuentra entre 20 y 25 °C. Luego de 48 h de imbibicion, el
material vegetal fue lavado con agua destilada, mantenido a 4 °C durante el

procesamiento, y utilizado para los correspondientes ensayos.

Figura 3.1. Fotografia del sistema de incubacién
en frascos.
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2.2. Modelo de restriccién de agua: condiciones de cultivo y tratamientos

Para la obtencion del material vegetal se establecié un sistema de crecimiento
en medio liquido colocando 20 semillas en placas de Petri de 10 cm de didmetro
que contenian 10 ml de concentraciones crecientes de PEG 6000 preparadas en
agua destilada (Figura 3.2), este volumen permite la cobertura necesaria para que

la semilla se hidrate, sin cubrirla en su totalidad.

Figura 3.2. Fotografia del sistema de cultivo de
plantulas de trigo en placas de Petri.

El agregado del polimero al agua tiene como objetivo disminuir (hacer mas
negativo) el Yw de la solucién o en otras palabras aumentar su Ws. Tomando en
cuenta el valor estimado del potencial agua a capacidad de campo® en un suelo
franco, se utiliz6 -0,03 MPa como potencial agua del control (C) (Schulze y col.
2005). Las concentraciones de PEG y los Ws correspondientes a las soluciones
utilizadas se muestran en la Tabla 3.1. Los Ws de cada una de las soluciones fueron

corroborados determinando la osmolalidad de las mismas.

¥ La capacidad de campo se define como la cantidad de agua retenida por el suelo después de que
ha drenado el agua gravitacional y cuando la velocidad del movimiento descendente del agua
disminuye sustancialmente. Este valor se obtiene “in situ” (a campo).
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Tabla 3.1. Potencial osmoético de la
soluciéon de PEG 6000 determinada a 24 °C
(Michel y Kaufmann 1973).

%(p/v) PEG Ws (MPa)
3,4 0,03

11,8 0,4

17,6 0,5

22,2 0,6

26,0 0,8

32,4 1,2

40,2 18

El medio de incubacién fue remplazado con un medio similar a las 48 h de
iniciado el tratamiento. Las placas de Petri se mantuvieron a 24 £ 2 °C y en
oscuridad. Luego del tiempo de incubacién indicado en cada caso las plantulas se
lavaron cuidadosamente con agua destilada y se mantuvieron en frio (4 °C) y
oscuridad durante el procesamiento del material vegetal.

Para la realizacion de los ensayos de déficit hidrico las semillas no fueron
desinfectadas previamente para evitar alterar su estado hidrico. Cabe destacar que
no se observd crecimiento visible de microorganismos en los medios de

incubacién de las semillas durante los tiempos ensayados.

2.2.1. Ensayo con poliaminas y nitroprusiato de sodio

Para determinar el efecto de las PA en condiciones de estrés hidrico, se
usaron dos de las poliaminas mas abundantes en organismos eucariotas, la
putrescina (Put) y la espermina (Spm), en concentraciones entre 0,001 a 1 mM en el
medio de incubacion. Las muestras se analizaron luego de tres dias de imbibicion.

En los ensayos para evaluar el rol del NO se usé nitroprusiato de sodio
(SNP) como donor del NO, agregandose al inicio de la imbibicién de las semillas
en concentraciéon de 100 pM en el medio. Las semillas se trataron durante 24 y
72hs. En el primer caso se reemplazé el SNP por solucién Hoagland control a las
24hs y se continu6 el tratamiento hasta las 72hs. En todos los casos las
determinaciones de longitud y biomasa se llevaron a cabo a los tres dias post-

imbibicién.
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3. Métodos

Para las determinaciones se separaron las tres raices embrionarias y el
coleoptile. En el caso de las evaluaciones donde se utiliz6 el &pice se obtuvieron

segmentos de los 5 mm desde el extremo de las raices.

3.1. Indice de germinacién

El indice de germinacion (IG) se expres6 como el porcentaje de semillas
germinadas a los 4 dias (96 h) post imbibicion en agua o en los correspondientes
medios de incubacién respecto de las totales, en base a la siguiente férmula:
IG(%)=100*SG/ST, donde SG son las semillas germinadas y ST son las semillas
totales. Para el calculo de IG se consideré como semilla germinada cuando la
elongacién de la raiz fue > 5 mm. Se estableci6 como requerimiento que un

minimo de 90% de semillas germinaran en las condiciones control.

3.2. Largo total del coleoptile y de la raiz

El largo total, de la radicula y del coleoptile, se cuantificoé mediante el uso de
una regla graduada en mm. La velocidad absoluta de elongaciéon (VAE) se
determiné con la formula L2-L1/T2-T1, siendo L1 y L2 la longitud de la raiz o el

coleoptile para los tiempos 1 y 2 respectivamente.

3.3. Determinacion de la biomasa

Se determiné el peso fresco (PF) del material vegetal y luego se sec6 en una
estufa a 80°C hasta la obtencion de peso constante, considerado el peso seco (PS).
En base a las determinaciones de PF y PS se calcul6 la masa seca relativa (MSR) a
partir de la ecuacién (1-[(PF-PS)/PF]) x 100, el contenido de agua (CA) igual a 100
*[(PE-PS)/PF] y la velocidad relativa de crecimiento (VRC)= (In PF2 - In PF1)/t2-
tl. En esta dltima ecuacion PF1 y PF2 representan la biomasa correspondiente al
tiempo t1 y t2 respectivamente, se calcularon los logaritmos naturales de los peso
para cada tejido de cada plantula, y luego sus medias muestrales y desvios, para
un n (tamafio de muestra de cada caso) igual a 40. Se utiliz6 un intervalo de

confianza de 90%.
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3.4. Cortes histolégicos y estimacion del largo de las células

Las raices fueron fijadas durante toda la noche en FAA (1:4:1
paraformaldehido : etanol : acido acético glacial) y procesadas mediante la técnica
de inclusién en parafina. Las secciones de raiz fueron tefiidas con safranina-fast
green y montadas con DPX®. Los preparados fueron observados en el
microscopio y fotografiados, luego las fotos se analizaron utilizando el software

Image ProPlus.

3.5. Conductividad

Las raices y los coleoptiles se colocaron en erlenmeyers (0,5 g de muestra
vegetal) que contenian 20 ml de agua destilada. Luego se agitaron levemente y se
determiné la conductividad eléctrica del medio (C0). La determinacién se repitié
luego de incubar el material durante 24 h a 4 °C (C1). Finalmente, los erlenmeyers
se autoclavaron (15 min, 0,75 atm) y en el medio filtrado se determiné otra vez la
conductividad eléctrica (C2) (Saadalla y col. 1990). A partir de los datos obtenidos
se consider6 a C2 como el contenido total de electrolitos y se calcul6 la
permeabilidad relativa de la membrana (PRM) a partir de la ecuaciéon [(C1-

C0)/ (C2-C0)] * 100.

3.6. Osmolalidad

En similares condiciones a las utilizadas para la determinacién de la
conductividad eléctrica se midi6 la osmolalidad del medio (O0) que se
corresponde a la osmolalidad del agua, O1 que se corresponde a la medicién

realizada a las 4 h de incubacién y O2 a la realizada luego del autoclavado.

3.7. Cuantificacion del contenido de prolina
La determinacién del contenido de prolina se realizé segtin lo descripto por
Bates y col. (1973). Los extractos de tejido se prepararon homogeneizando el

material vegetal en 3% p/v de acido sulfosalicilico en una relacion de 1 g de

% Servicio técnico realizado en la Catedra de Boténica, Facultad de Agronomia, Universidad de
Buenos Aires.
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material vegetal en 10 ml de soluciéon de extracciéon. Luego se centrifugé a 10.000
rpm durante 20 min a 4 °C, el sobrenadante se utilizé para la determinacion. A 500
ul de muestra se le agregé 500 pl de reactivo (preparado con 2,5 g de ninhidrina,
60 ml de acido acético glacial, 40 ml de 6 M de acido fosférico) y 500 ul de acido
acético glacial. La reaccion se incub6 a 100 °C durante 1 h, luego se enfri6 en hielo
y se determind la absorbancia espectrofotométricamente a 520 nm. La

concentracion de prolina se estim6 a partir de una curva estandar de prolina.

3.8. Determinacion del contenido de hidratos de carbono

La cuantificaciéon de los hidratos de carbono solubles presentes en el material
vegetal se realiz6 mediante el método de la antrona (Yemm y Willis 1954) a partir
de 1 g del material vegetal fresco homogeneizado con 30 ml de agua destilada.
Luego de centrifugar a 10.000 rpm durante 20 min a 4 °C, el sobrenadante se
utiliz6 para la determinacion.

A una alicuota de 150 pl de la muestra se le agregd 1,5 ml del reactivo de
antrona. Se homogeneizaron todas las muestras a temperatura ambiente y luego se
llevaron a ebullicion durante 15 min. Finalmente, se dej6 enfriar a temperatura
ambiente en oscuridad y posteriormente (después de 20-30 min) se midi6 la
absorbancia a 620 nm. Simultdneamente con las muestras se realiz6 la curva de
calibracién utilizando como patrén glucosa en un rango de 25 a 150 pg ml-1.

El reactivo de antrona se preparé volcando 33 ml de acido sulfarico
concentrado sobre 17 ml de agua destilada. Sobre ese volumen de &cido se
disolvieron 0,5 g de tiourea y 0,03 g de antrona mediante calentamiento en un

bafio termostatizado entre 80-90 °C.

3.9. Coloracion de azul de Evans

Las raices se sumergieron en 0,25% (p/v) de solucién acuosa de azul de
Evans durante 20 min a temperatura ambiente y luego se lavaron con agua
destilada para remover el exceso de colorante. Después de incubar el tejido en
agua destilada toda la noche se cortaron fragmentos de 5 mm de la region apical

de la raiz. Para liberar el colorante azul de Evans atrapado en las células, el tejido
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se sumergio en solucion con 50% (v/v) de metanol, 1% (p/v) de dodecil-sulfato de
sodio (SDS) durante 1 h a 50 °C y luego se centrifugé a 3.000 rpm durante 3 min.
La densidad 6ptica del sobrenadante se determiné espectrofotométricamente a 595

nm (Baker y Mock 1994).

3.10. Localizacién de las especies activas del oxigeno in situ en raices
3.10.1. Tincidén con 3,3-diaminobencidina

Las plantulas fueron infiltradas al vacio durante 5 min en una solucién 1%
(p/v) de 3,3-diaminobencidina (DAB) preparada en soluciéon amortiguadora de
pH de 50 mM de fosfato de potasio (pH 6,4), e incubadas a temperatura ambiente
durante toda la noche en oscuridad. Para finalizar, se lavaron y transfirieron a

etanol 70° y fueron fotografiadas (Romero-Puertas y col. 2002).

3.10.2. Tincién con sal de azul de nitro-tetrazolio

De forma similar a lo realizado en el punto 3.10.1., las plantulas fueron
infiltradas al vacio durante 5 min con una solucién al 0,1% (p/v) de NBT
preparada en solucién amortiguadora de pH de 50 mM de fosfato de potasio (pH
6,4), que contenia 10 mM de azida sédica e incubadas luego a temperatura
ambiente durante toda la noche en oscuridad. Para finalizar, el tejido se sumergio

en etanol 70° y luego fueron fotografiadas (Romero-Puertas y col. 2002).

3.10.3. Tincion con sondas fluorescentes

La presencia de especies activas del oxigeno se determiné en el extremo de la
raiz utilizando 25 uM de HoDCFDA y 10 uM de DHE preparados en 10 mM de
Tris-HCl (pH 7,4) como sondas de H:O./peréxidos y O:°~, respectivamente
(Rodriguez-Serrano 2009).

Luego de 48 h de tratamiento el extremo de la raiz se incub6é durante 30 min,
a 37 °C en oscuridad con la correspondiente sonda. Donde se lo indica, para
verificar si la sefal fluorescente era debida a HxOz/peréxidos y Oz°~, las raices
fueron incubadas con 1 mM de ASC o0 4 mM de Cl2Mn previo a los tratamientos

con HoDCFDA y DHE, respectivamente. La fluorescencia verde corresponde a la
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oxidacién de la sonda H;DCFDA (485 nm excitacién, 530 nm emisién) y la roja a la
de DHE (490 nm excitacién, 520 nm emision). El tiempo de exposicion fue igual

para todas las muestras. No se observ6 autofluorescencia en controles sin tefir.

3.11. Actividad de enzimas antioxidantes
3.11.1. Catalasa
3.11.1.1 Determinacion espectrofotométrica

Los extractos para determinar la actividad total de CAT se prepararon
homogeneizando el material vegetal en solucién amortiguadora de pH (relaciéon
1:10, g de material vegetal: ml de solucién de extraccién) que contenia 50 mM
fosfato de potasio (pH 7,4), 1 mM de EDTA, 1% (p/v) de PVP para remover
interferencias de compuestos fenélicos (Loomis 1969) y 0,5% (v/v) de Tritéon X-
100, a 4 °C. Los homogenatos se centrifugaron a 15.000 rpm durante 20 min a 4 °C.
La actividad de CAT se determind espectrofotométricamente midiendo la
disminucién de la absorbancia a 240 nm en un medio de reaccién que contenia 50
mM de fosfato de potasio (pH 7,2) y 2 mM de H2Oz. Se determin¢ la constante de
reacciéon de pseudo-primer orden (k') de la disminucién de la absorbancia del
H>O: y el contenido de CAT se calcul6 usando la constante k = 4,7 107 M1 s1, k' =
k x [CAT] (Chance y col. 1979).

3.11.1.2. Determinacion en geles (zimogramas)

Para determinar la presencia de isoformas de CAT se utilizaron extractos
similares a los obtenidos en el item 3.11.1.1. Se emplearon geles nativos de
poliacrilamida (native PAGE) en un sistema anédico discontinuo: 4% (p/v) del gel
concentrador y 7,5% (p/v) del gel de resolucién respectivamente y de gradiente
lineal (4-15%) comercial (Laemmli 1970). En cada calle del gel se sembraron
diferentes volimenes de extracto que contenian un equivalente a 50 pg de
proteinas a los que se habia agregado 10% (v/v) de glicerol y 0,25% (p/v) de azul
de bromofenol. Durante la electroforesis se mantuvo el voltaje constante (170 V) y
se utilizé como solucién del electrodo 25 mM de Tris, 192 mM de glicina (pH 8,3).

Luego de la electroforesis los geles se lavaron con agua destilada y se incubaron
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con 0,003% (v/v) de H2O2 (30% [p/v], 100 vol) disuelta en solucién amortiguadora
de pH de 50 mM de fosfato de potasio (pH 7,0), durante 10 min. Luego de
enjuagarse con agua destilada, se incubaron con 1% (p/v) de KsFe(CN)s y 1%
(p/v) de FeCls (Woodbury y col. 1971). Para identificar diferencias en las
isoenzimas de CAT se agregé 3-AT a la soluciéon de H>O2 en una concentracién
final de 10 mM (Orendi y col. 2001).

La presencia de isoformas de CAT se evidenci6 por la aparicion de bandas de
color amarillo sobre un fondo de color verde. Los geles se fotografiaron con un

equipo Fotodyn y se analizaron con el programa GelPro.

3.11.2. Superdxido dismutasa

Los extractos obtenidos de manera similar al utilizado para evaluar actividad
de catalasa se usaron para determinar la actividad de SOD. Se utiliz6 como
soluciéon generadora de anién superéxido un medio que contenia 14,3 mM de
metionina, 82,5 utM de NBT, 2,2 uM de riboflavina y el volumen apropiado de
sobrenadante. Los tubos de reaccion fueron colocados a 25 °C e iluminados con
tubos fluorescentes, la reaccion se inicia y termina al encender y apagar la luz (no
hay variaciones detectables de reacciéon bajo luz ambiente durante la preparacion
de los reactivos y las medidas espectrofotométricas), la reduccién del NBT fue
seguida mediante mediciones de la absorbancia a 560 nm cada 2 minutos durante
12 minutos. Soluciones idénticas que no fueron iluminadas se utilizaron como
blancos. Una unidad de SOD se define como la cantidad de extracto necesario para

inhibir el 50% de la fotorreducciéon del NBT (Becana y col. 1986).

3.11.3. Ascorbato peroxidasa

La extracciéon de la enzima se realiz6 homogeneizando el material vegetal
1:10 p/v con una solucion reguladora que contenia 50 mM de fosfato de potasio
(pH 8,0), 5 mM de ASC, 1 mM de EDTA y 1% (p/v) de PVP. Se centrifugé 30 min
a 15.000 rpm y todo el proceso se realizé a 4 °C. El agregado de ascorbato en la
soluciéon de extraccion se debe a que la enzima es labil en ausencia de este

compuesto. La actividad enzimatica se determiné en el sobrenadante
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inmediatamente de obtenido el mismo, como la disminucién de la absorbancia a
290 nm debida a la oxidacién del ascorbato (coeficiente de extincién = 2,8 mM-1
cm?) a 30 °C, en un medio de reaccién que contenia: 0,5 mM de ASC, 0,1 mM de
H2O2, 50 mM de fosfato de potasio (pH 7,0) y 0,1 mM de EDTA. Una unidad
enzimatica fue definida como los mmoles de ascorbato oxidado generados por

minuto (Nakano y Asada 1981).

3.11.4. Guayacol peroxidasa

La actividad de guayacol peroxidasa (GPX) se estim6 en extractos obtenidos
de manera similar a los utilizados para la determinaciéon de CAT. El medio de
reaccion utilizado contenia 50 mM de fosfato de potasio (pH 7,0), 0,1 mM de
EDTA, 1 mM de guayacol, 0,1 mM de H2O:. La determinacién se realiz6 a 30 °C.
Una unidad de GPX se define como el incremento de la absorbancia a 470 nm
debido a la oxidacién del sustrato, en pmoles (coeficiente de extinciéon 26,6 mM:1

cm) por minuto (Nakano y Asada 1981).

3.12. Proteinas solubles totales
3.12.1. Cuantificacion por el método de Bradford

La concentracién de proteinas solubles en los extractos se determiné segtn el
método descripto por Bradford (1976) usando albuimina de suero bovino como
estdndar. Se realizaron diluciones de los extractos para que contengan entre 10 y
100 pg de proteina por ml. A 100 ul de la dilucion de cada alicuota se agreg6 1 ml
del reactivo de Bradford (0,01% [p/v] de Coomasie Brilliant Blue G; 4,7% [v/v] de
etanol y 8,5% [v/v] de acido fosférico). Luego de 2 min y antes de 1 h se

determind la absorbancia a 595 nm.

3.12.2. Geles de poliacrilamida

Los extractos proteicos se prepararon homogeneizando 0,5 g de raiz (apices)
en 2,5 ml de 50 mM de fosfato de potasio (pH 7,4) y centrifugado a 15.000 rpm
durante 30 min a 4 °C. Alicuotas de extractos con un conteniendo total de 50 pg de

proteina se separaron mediante electroforesis en un sistema anddico discontinuo
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de geles de poliacrilamida que contenian SDS (SDS-PAGE), de 10% (p/v) de
poliacrilamida en el gel de resolucion. Para el desarrollo de la electroforesis se
aplic6 un potencial eléctrico constante de 170 V, utilizando como solucién del
electrodo 25 mM de Tris, 192 mM de glicina (pH 8,3) con 10% (p/v) de SDS.
Inmediatamente después, los geles se colocaron para su tincién en 0,1% (p/v) de
Coomassie Brillant Blue R-250 preparado en 10% (v/v) de acido acético y 40%
(v/v) de metanol y se incubaron toda la noche. Luego se decoloraron durante 2 h
usando 10% (v/v) de &cido acético y de 40% (v/v) de metanol. Las proteinas se
observaron como bandas azules sobre un fondo translicido. Los geles se

fotografiaron con un equipo Fotodyne, y se analizaron con el programa Gel-Pro.

3.13. Determinacién del nivel de expresion de ciclina D, CDKA y 20S
proteasoma

Los extractos se obtuvieron de manera similar a lo descripto en el punto
3.12.2. Las muestras se diluyeron en alicuotas con un contenido final de 50 pg de
proteinas con solucién amortiguadora de pH de condiciones desnaturalizantes
que contenia 100 mM de Tris-HCl (pH 6,8), 2% (p/v) de SDS, 5% (v/v) de 2-
mercaptoetanol, 10% (v/v) de glicerol y 0,01% (p/v) de azul de bromofenol. Las
mezclas se calentaron a 95 °C durante 4 min y se separaron utilizando SDS-PAGE
(Laemmli 1970), con un gel concentrador 4% (p/v) de acrilamida/bisacrilamida y
de resoluciéon 15% (p/v). La electroforesis se desarrollé estableciendo 170 V
constante y utilizando como solucién del electrodo 25 mM de Tris, 192 mM de
glicina (pH 8,3) con 10% (p/v) de SDS. Igual procedimiento pero en 12,5% (p/v)
SDS-PAGE se utiliz6 para el proteasoma.

Las proteinas del gel se electrotransfirieron a una membrana de PVDF
manteniendo la intensidad de corriente constante (250 mA) durante 50 min. La
solucion de transferencia usada fue 25 mM de Tris y 192 mM de glicina (pH 8,3)
con 20% (v/v) de metanol. Luego de la transferencia se realiz6 el bloqueo de la
membrana utilizando 5% (p/v) de leche descremada preparada en 100 mM de
fosfato de sodio (pH 7,5) que contenian 100 mM de NaCl (solucién PBS) durante 1

h. Tras realizar un lavado con PBS para eliminar el exceso de leche, las membranas
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se incubaron durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios
policlonales de conejo correspondientes a cyclin D1 y Cdk2 - proteinas altamente
relacionadas con la ciclina D y la CDK tipo A de plantas- y 20S proteasoma de
maiz (generosamente cedido por el Dr Brouquisse). Luego la membrana se lavo 4
veces en un intervalo total de 1 h con 20 mM de Tris-HCl (pH 7,6) y 136 mM de
NaCl (soluciéon TBS) con 0,1% (v/v) de Tween 20. Posteriormente, se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario de cabra anti-
inmunoglobulina de conejo conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP) y
luego se lavo 4 veces con 0,1% (v/v) de Tween 20 en TBS durante 1 h. Las bandas
se revelaron utilizando DAB y HxO, como sustratos. Las membranas se
fotografiaron y se analizaron con el software Gel-Pro.

En todos los casos, las fotografias de las membranas que se muestran en los
resultados son representativas de las obtenidas en al menos 5 ensayos

independientes.

3.14. Determinacidén de proteinas oxidadas
3.14.1. Grupos carbonilo totales

El contenido total de grupos carbonilo se evalué como pardmetro de dafio
oxidativo a las proteinas mediante la reaccién con 2,4 dinitrofenilhidrazina (Levine
y col. 1990). Los extractos para las determinaciones se realizaron homogeneizando
y luego centrifugando a 15.000 rpm, 1 g de tejido vegetal en 10 ml de 50 mM de
fosfato de potasio (pH 7,4) que contenia 120 mM de KCl, 0,1% (v/v) de Tritéon X-
100 y 0,1 g de PVP. La reaccion se llevé a cabo agregando 500 pul de una solucion
10 mM de DNFH preparada en 2 N de HCl a 500 pl del extracto, e incubando
durante 1 h a temperatura ambiente y agitando vigorosamente cada 10 min. Los
blancos se realizaron agregando 500 pl de 2 N de HCl a 500 ul de extracto y se
procedié de la misma forma que con las muestras. Las proteinas se precipitaron
por el agregado de 500 pl de 20% (p/v) de TCA, luego se centrifugé a 3.000 rpm.

Los precipitados de las proteinas derivatizadas con DNFH obtenidos de
manera similar a lo descripto anteriormente se resuspendieron con 250 ul de 500

mM de Tris-HCl (pH 6,8). Luego, se diluyeron con solucion amortiguadora de pH
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de condiciones desnaturalizante hasta obtener una concentracion final equivalente
en todas las alicuotas (50 pg) utilizando 100 mM de Tris-HCI (pH 6,8), 2% (p/v)
de SDS, 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol, 10% (v/v) de glicerol y 0,01% (p/v) de
azul de bromofenol. Las mezclas se calentaron a 95 °C durante 4 min y se
separaron en SDS-PAGE. Se utiliz6 un gel concentrador 4% (p/v) de
acrilamida/bisacrilamida y de resolucion 12% (p/v). La electroforesis se
desarroll6 estableciendo 170 V constante y utilizando como solucion del electrodo
25 mM de Tris, 192 mM de glicina (pH 8,3) con 10% (p/v) de SDS.

Las proteinas del gel se electrotransfirieron a una membrana de PVDF
manteniendo la intensidad de corriente constante (250 mA) durante 50 min. La
solucién de transferencia usada fue 25 mM de Tris y 192 mM de glicina (pH 8,3)
con 20% (v/v) de metanol. Luego de la transferencia se realiz6 el bloqueo de la
membrana utilizando 5% (p/v) de leche descremada preparada en solucién PBS
durante 1 h. Tras realizar un lavado con PBS para eliminar el exceso de leche, la
membrana se incub6 durante toda la noche a 4 °C con una dilucién 1:20.000 en PBS
del anticuerpo primario de conejo anti-DNP (2,4-dinitrofenol). Luego la membrana
se lavo 4 veces en un intervalo total de 1 h con solucién TBS con 0,1% (v/v) de
Tween 20. Posteriormente, se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario de cabra anti-inmunoglobulina de conejo conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) y luego se lavé 4 veces con 0,1% (v/v) de
Tween 20 en TBS durante 1 h. Las bandas se revelaron utilizando DAB y HxO:
como sustratos. Las membranas se fotografiaron y se analizaron con el software
Gel-Pro.

En todos los casos, las fotografias de las membranas que se muestran en los
resultados son representativas de las obtenidas en al menos 5 ensayos

independientes.

3.14.2. Grupos carbonilo: ciclina D, CDKA y 20S proteasoma
Los precipitados de las proteinas derivatizadas con DNFH (50 pg) obtenido
seglin se describi6 anteriormente (3.14.1) se resuspendieron en PBS y se separaron

por inmunoseparacion (ensayo de pull down) mediante una cromatografia de
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afinidad. La resina de afinidad se preparé uniendo 50 pl de anticuerpos anti-DNP
a 100 mg de sefarosa 4% activada con bromuro de ciandégeno, siguiendo el
protocolo especificado por el fabricante.

Las muestras derivatizadas se incubaron durante toda la noche a 4 °C con un
exceso de resina anti-DNP-agarosa y luego se centrifugaron durante 5 min a 10000
rpm. La resina se lav6 3 veces con PBS, y para liberar las proteinas oxidadas, se
afladieron 50 pl de 100 mM de glicina-HCI (pH 2,5). Luego de una incubacion
durante 10 min a 4 °C, se centrifugé y se separé el sobrenadante cuidadosamente,
el cual se ajusté a pH 6,8 con el agregado de 5 ul de 500 mM de Tris-HCI (pH 8,8).
Las proteinas obtenidas se separaron por SDS-PAGE al 12,5% (p/v) y se
transfirieron a una membrana de PVDF y bajo las mismas condiciones que se
describieron anteriormente se identificaron las proteinas utilizando anticuerpos
primarios policlonales de conejo anti cyclin D1 y CDK2, para el caso del
proteasoma se utilizaron condiciones nativas y 6% para el PAGE y se uso anti 20S

proteasoma de maiz.

3.15. Proteinas conjugadas con ubicuitina
3.15.1. Niveles de ubicuitinacion total

Alicuotas de proteinas (50 pg) extraidas de la misma manera que la descripta
en el punto 3.12.2. se separaron en 10% (p/v) SDS-PAGE y 4% (p/v) en la porciéon
concentradora del gel. Para ello las muestras se diluyeron hasta una concentracién
final equivalente en todas las muestras con 100 mM de Tris-HCl (pH 6,8), 2%
(p/v) de SDS, 5% (v/v) de 2-mercaptoetanol, 10% (v/v) de glicerol y 0,01% (p/v)
de azul de bromofenol y se calentaron durante 4 min a 95 °C. Las condiciones
experimentales de la electroforesis, la transferencia y la deteccién de las proteinas
fueron similares a las descriptas en el punto anterior (3.14.1), utilizando una

dilucién 1:200 en PBS del anticuerpo primario de conejo anti-Ub.

3.15.2. Niveles de ubicuitinacién especificos: ciclina D y CDKA
Las proteinas totales conjugadas con ubicuitina se separaron mediante

inmunoseparacion utilizando una cromatografia de afinidad (ensayo de pull
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down), la cual se preparé uniendo 50 pl de anticuerpos anti-Ub a 100 mg de
sefarosa 4% activada con bromuro de ciandgeno, siguiendo el protocolo
especificado por el fabricante.

Los homogenatos se incubaron durante toda la noche a 4 °C con un exceso de
resina anti-Ub-agarosa y luego se centrifugaron durante 5 min a 10.000 rpm. La
resina se lavd 3 veces con PBS, y para liberar las proteinas ubicuitinizadas se
afladieron 50 pl de 100 mM de glicina-HCI (pH 2,5). Luego de una incubacion
durante 10 min a 4 °C, se centrifugé y se separé el sobrenadante cuidadosamente,
el cual se ajusté a pH 6,8 con el agregado de 5 ul de 500 mM de Tris-HCI (pH 8,8).
Las proteinas obtenidas se separaron por SDS-PAGE al 12,5% (p/v) y se
transfirieron a una membrana de PVDF y bajo las mismas condiciones que se
describieron anteriormente (3.14.1) se identificaron las proteinas utilizando como

anticuerpos primarios policlonales anti cyclin D1 y anti CDK2.

3.16. Sustancias reactivas al acido tiobarbitarico

Las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) se determinaron
como parametro de la peroxidacion lipidica por el método descripto por Heath y
Packer (1968). Los extractos se realizaron homogeneizando 1 g de material vegetal
en 10 ml de 20% (p/v) de TCA. Luego de centrifugar a 15.000 rpm durante 20 min
a 4 °C, se tomaron alicuotas de 1 ml de los sobrenadantes y se les agregaron 1 ml
de 0,5% (p/v) de TBA preparado en 20% (p/v) de TCA y 100 pl de 4% (p/v) de
BHT disuelto en etanol. A continuacidn, las muestras se incubaron durante 25 min
a 95 °C, se enfriaron en un bafio de hielo, se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5
min y se determiné la absorbancia a 532 nm sustrayendo la turbidez medida como
la absorbancia a 600 nm. El resultado se expres6 como TBARS calculadas a partir

del coeficiente de extincién del malondialdehido (155 mM-1 cm).

3.17. Cuantificacion de los niveles de los transcriptos: RT-PCR
3.17.1. Extraccion de ARN
El total del ARN se extrajo utilizando el reactivo comercial Power Plant RNA

isolation Kit (segin protocolo descripto por el fabricante) o realizando un
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homogenato a partir de 100 mg de material vegetal en 1 ml de TRIzol. En el
segundo caso, se prosiguid la extraccién incubando a temperatura ambiente
durante 20 min. Luego se agregaron 0,2 ml de cloroformo y se agit6
vigorosamente cada 10 min durante 30 min. Luego se centrifugé a 12.000 rpm
durante 15 min y se separo la fase superior acuosa. A dicha fase se le agregaron 0,5
ml de alcohol isopropilico y se agit6é por inversién suavemente durante 10 min, al
término de los cuales se volvié a centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min. El
precipitado obtenido fue enjuagado con una solucién de etanol 75% (v/v) y
centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min. Posteriormente se descarté el
sobrenadante y el precipitado, una vez eliminada la humedad remanente por
contacto con el aire, fue resuspendido en agua destilada libre de ARNasas e
incubado durante 10 min a 55-60 °C en un termobloque.

Para medir niveles de transcriptos relacionados con el ciclo celular se tomo
como material vegetal los primeros 5 mm de la raiz, para las expansinas se utiliz6

la region apical y subapical (0-10mm).

3.17.2. Determinacion de la calidad del ARN

La calidad de las muestras de ARN fue evaluada mediante la determinacién
espectrofotométrica de la absorbancia de las mismas a 260 y 280 nm y calculando
la relacion entre ambas. El ARN total fue desnaturalizado en 50% (v/v) de
formamida y 6% (v/v) de formaldehido a 65 °C durante 15 min, fraccionado en un
gel desnaturalizante de agarosa conteniendo 0,66 M de formaldehido en solucion
amortiguadora de Mops (20 mM de Mops pH 7,5, 5 mM de acetato de sodio, 1
mM de EDTA) y con el agregado de bromuro de etidio, con el objetivo de

visualizar las distintas bandas obtenidas (Maniatis y col. 1982).

3.17.3. Sintesis de ADNc
Las muestras de ARN fueron tratadas con DNasa I y luego fue sintetizado el
ADN copia (ADNc) con oligo 18dT como iniciador, usando RevertAidTM M-

MulLV transcriptasa reversa.
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3.17.4. Reaccion en cadena de la polimerasa

La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo usando los

iniciadores y condiciones descriptas en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Iniciadores para amplificar segmentos de ADNc de Triticum aestivum L.

Ntmero Tamafio
Iniciadores
Gen de acceso amplicon Condiciones PCR
Sentido y antisentico
(GenBank ID) (pb)
pcna 5-CACCAAGGAGGGTGTCAAGT AK335595 367 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-GATCTTGGGGTGCCAGATAA 95 °C, 30 s 58 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
rdr 5-TTCCCCATCCGGTTCCCGCA TC378650 508 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-TGAGCCCGCGCTTCTTGAGC 95 °C, 30 s 53 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
mcm2 5-ACGACGGCGCCACCGTTATC AY532594 552 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-TTGCGATGAAGCGCCGGACT 95 °C, 30 s 58 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
EXPBS 5-GGTTGTTCATAGTCGACCAATATGG AY543542 351 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-AGAGCAGGAAGGGTTGTTGG 95 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
EXPB10 5-GAAGACCTGTAGTGCCAATATGGCTGG  AY543544 373 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-GTCGGTGATGACGATCCTCC 95 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
EXPA5 5-CGACGACATGGCGGTCATCAAGATG AY543531 499 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-CCCGTTGATGGTGAACCTGA 95 °C, 30 s 58 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
EXPA 6 5-ATGGCAGCTGGGATGCGCTTCCT AY543532 422 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-CGGTAGATGGCGAGGTTCTC 95 °C, 30 s 53 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
EXPAS 5-CGAGCATCTCCGCACTTGCAAATTCAAG AY543534 482 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-GCCTGGGCGATCTTAGTGAA 95 °C, 30 s 53 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
actina 5-GGATCGGTGGCTCTATTTTG AB181991 224 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-TGTACCCCTTATTCCTCTGAGG 95 °C, 30 s 53 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
catl 5-ACTACGACGGGCTCATG E16461 373 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-GCGCACTCCATGGACTG 95 °C, 30552 °C,30s 72
°C; 10 min 72 °C
cat2 5-CCTTAATCAGCAGGGATG X94352 611 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-AGATAGAACACGCGGAG 95 °C, 30 s 53 °C, 305 72
°C; 10 min 72 °C
cat3 5-AGCTTCGACACCAAGACGAC HQB860268 699 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s
5-GACGAGGGTGGCCTCGTC 95 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C
tubulina5 5'-TTCCTGCACTGGTACACGGG U76896 228 3 min 95 °C; 30 ciclos: 30 s

5'-AGCCATCAGAAATAGCCCCG

95 °C, 30 s 50 °C, 30 s 72
°C; 10 min 72 °C

Los productos de PCR fueron sometidos a una electroforesis en geles de
agarosa 1,2% (p/v) utilizando 70 V contante y visualizados con bromuro de etidio.
Los geles se fotografiaron con un equipo Fotodyn y se analizaron utilizando el

programa GelPro. Las intensidades de las bandas se expresaron como unidades
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arbitrarias basadas en la integracion de la densidad 6ptica absoluta de cada banda.

Se utiliz6 a los transcriptos de actina y tubulina 5 para normalizar y calcular los

valores de ARNm

3.18. Analisis estadistico

En forma general se trabajé con tres muestras independientes, con cinco
réplicas cada una. Los valores fueron expresados como la media + error estandar
de la media (SEM). Las diferencias entre tratamientos fueron evaluadas por
Anadlisis de la Varianza, estableciendo como diferencia significativa P < 0,05 segtin

el Test de Tukey.

4. Instrumental

El equipamiento usado para llevar a cabo este trabajo de Tesis consistié en:
centrifuga para microtubos (Eppendorf® - Rotor F 45-30-11), centrifuga de mesa
(Sorvall® Instruments ECONOSPIN DuPont, rotor H1323), centrifugas
refrigeradas (Sorvall RC-5B, Sorvall RC-5C, rotor SS-34), peachimetro
(Chemcadet), sistema purificador de agua Milli-Q (Milli-Pore), espectrofotémetro
(Hitachi U-2000), agitador rotatorio (New Brunswick, Modelo G25), agitador
orbital (Decalab), equipos vertical de electroforesis (Mini-PROTEAN III BioRad) y
transferencia (Mini Trans-Blot BioRad), fuente de poder (LKB 2197 Bromma y
BioRad PowerPac Basic), termociclador (Ivema), cuba horizontal para geles
(BioRad), transiluminador (DyNA light, Labnet), equipo de fotografia para geles
(Fotodyne) con conexién a computadora, osmémetro (Wescor Vapro 5520),
conductimetro (HI 9813 Hanna Instruments, Inc., Woonsocket, RI), microscopio de
fluorescencia (DMLS, 121 Leica).

También se conté con equipamiento de computos, cdmara digital, heladeras
tipo comercial con freezer, freezers -20°C y -80°C, granizadora, estufas de secado y

esterilizacion, destiladores, balanzas analiticas, bafios termostatizados.
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5. Informatica
5.1 Bioinformatica

Para la bisqueda de secuencias de trigo se utilizaron las bases de datos
primarias publicas disponibles Entrez del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) http;//www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/. Se empled el
programa de alineamientos de secuencias BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) httpy/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Para los alineamientos mdltiples se
utilizé6 el programa Clustal Omega del EMBL-EBI (European Bioinformatics
Institute) httpy/www.ebi.ac.uk. Para el disefio de iniciadores especificos para la PCR
se utiliz6 el programa Primer 3 Plus http//www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi.

5.2. Software

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron aplicaciones informaticas
como Microsoft OFFICE, GelPro Analyzer e Image Pro Plus (Media cybernetics,
LP), InStat® (GraphPad Software, Inc) y STATISTICA Software (StatSoft, Inc).
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Resultados

1. Cadmio, metilviolégeno y peréxido de hidrégeno
1.1. Efecto de los tratamientos sobre los parametros de crecimiento

Los tratamientos con Cd?*, MV y H;O; en las condiciones ensayadas no
modificaron el indice de germinaciéon (IG), en todos los casos el IG se mantuvo
similar al observado en las semillas incubadas en el medio control.

El efecto que el metal y los agentes oxidantes tuvieron sobre el crecimiento se
determiné midiendo la longitud y la biomasa de la raiz primaria. En la Figura 4.1
se puede observar que el largo promedio de la raiz primaria disminuy6
significativamente con 10 uM de Cd?* (59%) luego de 48 h de tratamiento. La
mayor concentracion de metal utilizada (100 pM de Cd?*) si bien permiti6 la
germinacion, detuvo totalmente el crecimiento de la plantula. Por otro lado se
registré una significativa reducciéon del largo de la raiz con 0,5 pM de MV y 1 mM
de H2Oz en el medio de cultivo (54% y 27% respectivamente, en relacion al valor
control). A partir de estos datos se continuaron los estudios utilizando 1 y 10 pM

de Cd?*, 0,5 uM de MV y 1 mM de H2O:x.
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Figura 4.1. Efecto del Cd?*, MV y HxO» sobre el largo de la raiz primaria de trigo a las 48 h de
tratamiento. Los valores representan la media £ SEM. Se muestran las diferencias significativas
con respecto al valor control **P< 0,01 y ***P< 0,001 segtin el Test de Tukey.

La biomasa, determinada como PF, disminuy6 significativamente con los
tratamientos de 10 uM de Cd?*, 0,5 pM de MV y 1 mM de HxO, (63, 78 y 22%

respectivamente, en relacion al valor control). En los casos de MV y H>O» estos
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porcentajes de disminucion del PF se mantuvieron cuando se determiné el PS
(respecto del PS del control), de manera que la MSR % calculada no se modifica de
forma sustancial en las raices de las plantulas tratadas con respecto de las
controles. Por el contrario, un aumento en la MSR % se observa en las raices de las

plantulas sometidas a tratamiento con 10 uM de Cd?* (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Efecto del cadmio y los tratamientos oxidantes sobre el peso fresco (PF), peso seco
(PS) y masa seca relativa porcentual (MSR %) de la raiz. El PF y el PS se expresan como mg por
planta.

Tratamiento PF PS MSR (%)
Control 12,12+ 0,73 0,77+0,16 6,36
1 pM Cd? 10,25 £ 0,82 0,58 £ 0,24 5,65
10 pM Cd 2* 4,46 £ 0,99 0,47 £ 0,10 10,54
0,5 uM MV 2,69 £0,51™ 0,19 £ 0,05™ 7,06
1 mM HxO» 9,46 + 0,83" 0,67 £ 0,08 7,08

Los valores representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas por cada
columna con respecto al valor control *P<0,05, **P< 0,01 y ***P< 0,001 segtn el Test de Tukey.

Los tratamientos que afectaron el largo de la raiz (10 uM de Cd?*, 0,5 pM de
MV y 1 mM de H>O») aceleraron el desplazamiento de las células encontradas en
la zona de division celular a la zona de elongacién/diferenciacién, lo que resulto

en un meristema acortado respecto del control (Figura 4.2).
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Como muestra la Figura 4.3, la viabilidad celular en el 4pice de la raiz no fue

afectada por los tratamientos.
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1.2. Produccion de especies activas del oxigeno

En la Figura 4.4 se muestran imagenes representativas del extremo de la raiz
obtenidas utilizando dos sondas fluorogénicas, ambas ampliamente usadas para
detectar la generaciéon de EAO.

Los tratamientos con Cd?* y MV mostraron fluorescencia verde originada
por la oxidaciéon de HoDCFDA mediada por las EAO, la cual no se detect6 en el
los apices radiculares de las plantulas control. La acumulacién de EAO fue menor
para 1 pM de Cd?* respecto de los niveles observados para 10 pM de Cd?* y 0,5 uM
de MV. El tratamiento con acido ascérbico (ASC) (un atrapante de H2O») previo a
la incubaciéon con H:DCFDA redujo de manera considerable la fluorescencia verde
en la raiz de las plantulas tratadas con 0,5 uM de MV (dltimo panel en la Figura
4.4A), similar resultado se obtuvo con el tratamiento que utiliz6 10 pM Cd?* en el
medio de incubacién. La fluorescencia roja, dependiente de Oz, de la sonda DHE
se indujo en el extremo de la raiz en los tratamientos con 0,5 pM de MV respecto
de las raices controles (Figura 4.4B). La incubacién previa con ClMn (un agente
dismutante de O27) previo al tratamiento con MV revirtié el incremento de
fluorescencia roja (Figura 4.4B, altimo panel). En los tratamientos con cadmio no

se detecté acumulacion de Oy en el extremo radicular (Figura 4.4B).
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Figura 4.4. (en la pagina anterior). Acumulacién de EAO en el extremo de la raiz determinada
mediante el uso de sondas fluorescentes. (A) HoDCFDA como sonda de H>O»/peréxidos y (B)
DHE como sonda de Oy, segtin lo descripto en Materiales y métodos. Donde se indica, las raices
fueron incubadas con 1 mM de ASC o 4 mM de MnCl, previo al tratamiento con la respectiva
sonda.

1.3. Oxidacién y conjugacion de proteinas con ubicuitina
1.3.1. Analisis sobre el total de las proteinas solubles

A excepcion de 1 uM de Cd?*, todos los tratamientos produjeron incremento
de los grupos carbonilos en las proteinas del dpice de la raiz, observandose una

mayor oxidacién en el tratamiento con MV (Figura 4.5A y B).

A MM Cd MV H,0, B
(kDa) ¢ 1uM 10uMO5SuMImM 490 -
207,3 " . o
4z % 4 g 300 - ]
78,4 "“ : » —_
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a !-' — 200 4
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- .
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28,3 - 0 - - : ' '
C  1uM 10uM 05uM 1mM

Cd MV HO,

Figura 4.5. Proteinas modificadas oxidativamente extraidas del dpice de la raiz de trigo. (A)
Proteinas derivatizadas con DNFH, el Western blot se realiz6 utilizando anticuerpos anti-DNP,
(B) cuantificacién de las proteinas oxidadas expresadas como unidades arbitrarias (asumiendo
un valor control igual a 100), basado en la integracién de la densidad éptica absoluta (IOD) de
cada linea. Se muestran las diferencias significativas por cada columna con respecto al valor
control *P< 0,01 y *P< 0,001 segtin el Test de Tukey. La posicién del marcador de masa
molecular (en kDa) se muestra a la izquierda.

Si bien el aumento en el contenido de proteinas solubles oxidadas fue un
efecto general de los tratamientos, estos mostraron similitud en el patrén de
bandas de las proteinas solubles y de las proteinas conjugadas con ubicuitina,

teniendo en consideracion la sensibilidad de la técnica utilizada (Figura 4.6A y B).
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A MM cd MV H,0, g MM cd MV H,O,
(kDa) ¢ 1uM 10 uMO0,5 uM1mM (kDa) ¢ 1uM 10 uMO0,5 uM1 mM

35,7

28,3

Figura 4.6. Proteinas solubles y conjugadas con ubicuitina extraidas del dpice de la raiz de trigo.
Las proteinas fueron sometidas a un SDS-PAGE (10% p/v). (A) Western blot utilizando
anticuerpos anti-Ub, (B) PAGE tefiido con Coomassie Brilliant Blue R-250. La posicién del
marcador de masa molecular (en kDa) se muestra a la izquierda.

1.3.2. Analisis de proteinas especificas

El uso de anticuerpos dirigidos directamente contra la ciclina D y la CDKA
revel6 que no se produce modificaciéon en la abundancia de estas proteinas; sin
embargo los tratamientos con 10 uM de Cd?* y las EAO resultaron en un aumento
en el nivel de carbonilaciéon de estas proteinas. El1 MV fue el agente oxidante mas
efectivo para causar carbonilacion especifica, seguido por 10 pM de Cd?* (Figura
4.7A y B).

Si bien no se detectaron modificaciones en el nivel de proteinas conjugadas
con Ub (Figura 4.6A), los tratamientos oxidantes disminuyeron la ubicuitinacién
de las proteinas ciclina D y CDKA (Figura 4.7A y B).

A nivel de la proteina proteasoma 20S los tratamientos con Cd y los agentes
oxidantes no modificaron su nivel de expresion y, si bien produjeron un aumento
del nivel de oxidacién de la proteina, no aumentaron su fragmentacién (Figura

4.8).
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Figura 4.7. Efecto del cadmio y las EAO sobre los niveles de expresion, oxidaciéon y conjugacion
con ubicuitina de las proteinas ciclina D y CDKA del apice de la raiz. (A) Western blot con el
anticuerpo primario anti-ciclina D (Anti ciclina D), luego de la derivatizacién con DNFH
seguido de inmunoseparaciéon con anti-DNP (Anti-ciclina D IP-DNP), y luego de Ia
inmunoseparacion con anti-Ub (Anti-ciclina D IP-Ub). (B) Western blot utilizando anticuerpo
anti-CDK (Anti-CDK), luego de derivatizar con DNFH seguido de inmunoseparacién con anti-
DNP (Anti- CDK IP-DNP), y luego de la inmunoseparacién con anti-Ub (Anti-CDK IP-Ub). La
cuantificacion de las bandas se expresa como unidades arbitrarias (asumiendo el valor control
igual a 100), basado en la integracion de la densidad 6ptica absoluta (IOD) de cada banda.
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cd 05uM 1mM
c 1uM 10 M MV HO,

Anti-20S — — I
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IP-DNP

Figura 4.8. Efecto del cadmio y las EAO sobre la
expresién y oxidaciéon del proteasoma 20S en el apice de
la raiz. Western blot con el anticuerpo primario anti-
proteasoma 20S (Anti 20S) (SDS-PAGE), luego de la
derivatizaciéon con DNFH seguido de inmunoseparacién
con anti-DNP (Anti-20S IP-DNP) (PAGE nativo).

1.4. Efecto del cadmio y las EAO sobre la acumulacién de transcriptos
relacionados con proteinas del ciclo celular

Para evaluar la progresiéon del ciclo celular se determinaron los niveles de
transcripcion de genes marcadores relacionados con la transiciéon G1-S. El analisis
mediante RT-PCR revel6 que las condiciones oxidantes provocaron una
disminucién en la acumulacién de transcriptos de miembros de la via relacionada
con E2F/Rb. El nivel de los transcriptos de mcm2, rdr y pcna disminuyé luego de
48 h de exposiciéon a 10 uM de Cd?* y a las EAO, determinados en el RAM de trigo
(Figura 4.9).

1.5. Efecto del cadmio y las EAO sobre la acumulacién de transcriptos de
expansinas de expresion radicular

Los tratamientos con cadmio y con los agentes oxidantes tuvieron un patrén
comin de respuesta de las expansinas, incrementando la acumulacion de
transcriptos de EXPB10 y EXPA6, y disminuyendo los niveles de transcripto de
EXPBS (Figura 4.10).
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Figura 4.9. Efecto del cadmio, MV y H>O» sobre el nivel de transcriptos de
algunos genes blancos de la via Rb/E2F. La normalizacién se realizé asumiendo
100 el valor control. Se muestran las diferencias significativas por cada columna
con respecto al valor control **P< 0,01 segtn el Test de Tukey.
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Figura 4.10. Efecto del cadmio, MV y H>O, sobre el nivel de transcriptos de
expansinas. La normalizacién se realiz6é asumiendo 100 el valor control. Se muestran
las diferencias significativas por cada columna con respecto al valor control *P<0,05,
**P< 0,01 y **P< 0,001 segtin el Test de Tukey.
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1.6. Contenido de prolina

La méxima concentraciéon de cadmio (10 uM), el MV y el H202 aumentaron la
concentracion de prolina en la raiz de las plantas tratadas, este incremento fue del
143%, 107% y 94% respectivamente sobre el valor obtenido en las plantas control

(Figura 4.11).
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Figura 4.11. Efecto del Cd, MV y el H;O, sobre la
acumulacién de prolina en la raiz. Los valores expresan la
media +SEM. Se muestran las diferencias significativas por
cada columna con respecto al valor control *P<0,05 y **P<
0,01 segtn el Test de Tukey.

2. Cobre

2.1. Efecto del cobre sobre los parametros de crecimiento

La presencia de cobre en el medio de incubacién no modificé el IG, que se
mantuvo en valores similares al obtenido en las semillas control (superior al 90%).
Sin embargo, el tratamiento con el metal afecté el crecimiento, causando una
reduccién en el largo de raiz cuando se lo utiliz6 en concentraciones de 5 pM y
mayores en el medio de incubaciéon (disminucién de 36 y 56% para 5 y 10 pM de
Cu?* respectivamente, en relaciéon al valor control). Como lo observado para el
tratamiento con 100 uM de Cd?*, la misma concentraciéon de cobre si bien no

inhibi6 la germinacién, reprimi6 totalmente el crecimiento (Figura 4.12).
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Respecto de la biomasa, el tratamiento con 1 uM de Cu?* mostré un
incremento de PS de un 15% aproximadamente respecto del control. Por otro lado,
el aumento de la concentracién del metal en el medio de incubacién redujo la
biomasa (medida tanto como PF o PS) de forma significativa, aproximadamente

un 24 % respecto del valor control (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Efecto del tratamiento con cobre sobre el peso fresco (PF), peso seco (PS) y masa seca
relativa (MSR %) de la raiz. El PF y el PS se expresan como mg por planta.

Tratamiento PF PS MSR (%)
Control 12,10 £ 0,69 0,79 +0,20 6,51

1 pM Cu? 12,40 £1,12 0,91 +0,14* 7,30*
5uM Cu 2* 8,65 £ 0,95 0,60 £ 0,10 6,91

Se muestran las diferencias significativas por cada columna con respecto al valor control
*P<0,05,*P< 0,01 y ***P< 0,001 segtn el Test de Tukey.

De manera similar a lo observado con el uso de 10 uM de Cd?*, MV y HOy,
la concentracién de cobre que redujo el largo de la raiz provocé un meristema

acortado respecto de las raices control (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Largo de células de la corteza del meristema de la raiz
estimado utilizando el programa Image Pro Plus.

Al mismo tiempo, la presencia de cobre en concentraciones mayores a 1 pM

afect¢ la viabilidad celular en el RAM (Figura 4.14).
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2.2. Produccién de especies activas del oxigeno

La presencia de 10 uM de cobre en el medio de incubacién indujo la
generacion de EAO en el RAM, demostrada mediante la oxidacién de las dos
sondas fluorogénicas usadas para la deteccion y su reversion por la preincubacion

con los atrapantes manganeso y d4cido ascorbico (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Acumulacién de EAO en el extremo de la raiz determinada mediante el uso de
sondas fluorescentes. (A) HDCFDA como sonda de H>O»/peréxidos y (B) DHE como sonda de
Oz, segtn lo descrito en Materiales y métodos. Donde se indica, las raices fueron incubadas con
1 mM de ASC 0 4 mM de Cl,Mn previo al tratamiento con la respectiva sonda.
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2.3. Oxidacioén y conjugacion con ubicuitina de proteinas
2.3.1. Analisis sobre el total de las proteinas solubles
La inclusion de cobre en el medio de incubacién incremento el nivel de los

grupos carbonilos en las proteinas del apice de la raiz (Figura 4.16A y B).
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Figura 4.16. Proteinas modificadas oxidativamente extraidas del apice de la raiz de trigo. (A)
Proteinas derivatizadas con DNFH, el Western blot se realizé utilizando anticuerpos anti-DNP,
(B) cuantificacién de las proteinas oxidadas expresadas como unidades arbitrarias (asumiendo
un valor control igual a 100), basado en la integracién de la densidad 6ptica absoluta (IOD) de
cada linea. Se muestran las diferencias significativas por cada columna con respecto al valor
control *P<0,05 y **P< 0,01 segtin el Test de Tukey. La posicién del marcador de masa molecular
(en kDa) se muestra a la izquierda.

Tal como se observé en el tratamiento con Cd?*, MV y HxO,, tanto las
proteinas solubles como las conjugadas con ubicuitina mostraron perfiles similares

(no se incluyen fotografias).

2.3.2. Analisis de proteinas especificas

Los tratamientos con cobre no afectaron la abundancia de la ciclina D ni la de
CDK?2, sin embargo la mayor concentraciéon de cobre (10 uM de Cu?*) increment6
los niveles de oxidacion de estas proteinas y disminuy¢ el nivel de las conjugadas

con Ub (Figura 4.17A y B).
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Figura 4.17. Efecto del cobre sobre la expresién, oxidaciéon y conjugacién con ubicuitina de las
proteinas ciclina D y CDKA del 4pice de la raiz. (A) Western blot con el anticuerpo primario
anti-ciclina D (Anti ciclina D), luego de la derivatizacion con DNFH seguido de
inmunoseparacién con anti-DNP (Anti-ciclina D IP-DNP), y luego de la inmunoseparacién con
anti-Ub (Anti-ciclina D IP-Ub). (B) Western blot utilizando anticuerpo anti-CDK (Anti-CDK),
luego de derivatizar con DNFH seguido de inmunoseparacion con anti-DNP (Anti- CDK IP-
DNP), y luego de la inmunoseparacién con anti-Ub (Anti-CDK IP-Ub). La cuantificacién de las
bandas se expresa como unidades arbitrarias (asumiendo el valor control igual a 100), basado en
la integraciéon de la densidad 6ptica absoluta (IOD) de cada banda.

A nivel de proteina 20S, el cobre no modificé su expresion ni el grado de

fragmentacién, pero de manera similar para lo observado con ciclina D y CDKA,

el uso de 10 uM de Cu?* en el medio de incubacién aument6 el grado de oxidacion

de la proteina 20S (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Efecto del cobre sobre la
expresiéon y oxidacién del proteasoma
20S en el apice de la raiz. Western
blotting con el anticuerpo primario anti-
proteasoma 20S (Anti 20S) (SDS-PAGE),
luego de la derivatizacién con DNFH
seguido de inmunoseparacién con anti-
DNP (Anti-20S IP-DNP) (PAGE nativo).
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2.4. Efecto del cobre sobre la acumulacién de transcriptos relacionados con
proteinas del ciclo celular

La inclusion de 1 uM de Cu?* en el medio de incubaciéon no modifico
significativamente el nivel de ARNm de los transcriptos analizados (pcna, rdr y
mcm?2). Pero la wutilizacion de mayor concentracion (10 pM) disminuy6
significativamente la acumulacion de ARNm de genes dependientes de la via

E2F/Rb.
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Figura 4.19. Efecto del cobre sobre el nivel de transcriptos de
algunos genes blancos de E2F/Rb. La normalizacién se realizé
asumiendo 100 el valor control Se muestran las diferencias
significativas por cada columna con respecto al valor control
*P<0,05 segtin el Test de Tukey.

2.5. Efecto del cobre sobre la acumulacion de transcriptos de expansinas de
expresion radicular

El cobre, a excepcion de EXPBS8, incrementé la acumulacion de los
transcriptos de expansinas analizados. De manera interesante este aumento en los
niveles de transcripto fue mayor con la menor concentracién de cobre ensayada

(Figura 4.20). La acumulacion de ARNm de EXPB8 disminuy6 con 10 uM de cobre.
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Figura 4.20. Efecto del cobre sobre el nivel de transcriptos de expansinas.
La normalizacién se realiz6 asumiendo 100 el valor control. Se muestran
las diferencias significativas por cada columna con respecto al valor control
*P<0,05, **P< 0,01 y ***P< 0,001 segtn el Test de Tukey.

2.6. Contenido de prolina
El cobre increment6 la acumulacién de prolina en la raiz, 64 y 88% sobre el
valor control para 1y 10 uM de Cu?*, respectivamente (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Efecto del cobre sobre la acumulacién de prolina en
la raiz. Los valores expresan la media £ SEM. Se muestran las
diferencias significativas por cada columna con respecto al
valor control **P< 0,01 segtin el Test de Tukey.
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Discusion
3. Los metales y los agentes oxidantes
3.1. El crecimiento

Los metales considerados fitotoxicos (entre ellos el Cd?*, Pb%* o Hg?*) tanto
como los micronutrientes en concentraciones mayores a las requeridas por las
plantas (como el Cu?* y el Fe?*), estin ampliamente asociados con inhibicién del
crecimiento vegetal y con produccion de estrés oxidativo (Alaoui-Sossé y col. 2004,
Navari-Izzo y col. 2006, Pena y col. 2008, Gajewska y Sktodowska 2010). Las raices
muestran alta sensibilidad a la toxicidad de iones metélicos, es por ello que se ha
utilizado clasicamente la posibilidad de mantener alta tasa relativa de elongacion
de la raiz como un indicador para la tolerancia a metales en las plantas (Ernst y
col. 1992, Barcelo y Poschenrieder 1996). Sin embargo, atin no se han establecido
de manera clara los mecanismos responsables que median la rdpida inhibicién del
crecimiento observada en el sistema radicular frente a la intoxicacién con metales.
Para avanzar en el conocimiento en este aspecto se evalu6 la respuesta a cadmio y
cobre de la raiz primaria de trigo durante la fase de crecimiento
quimioheterotréfico. En esta condicion metabdlica los efectos observados sobre el
crecimiento no se desarrollarian asociados a una disminucién de la tasa
fotosintética, uno de los principales blancos de la acciéon de los metales, sino a
alteraciones sufridas en los procesos de proliferacion y/o expansion celular del
RAM. Ademds se sumaron los tratamientos con metilviolégeno, un conocido
generador de anién superdxido, y peréxido de hidrégeno, con el objeto de evaluar
si los efectos observados con los metales podrian estar mediados por EAO.

El trigo mostré una tolerancia al cadmio y el cobre similar a la observada en
otros cultivos de produccion mundial como arroz y maiz, ademas de otras
especies vegetales como Arabidopsis thaliana (Doncheva 1998, Jiang y col. 2001,
Madejon y col. 2009, Lequeux y col. 2010, Pet6 y col. 2011).

De manera interesante, se observd un incremento del crecimiento radical a
baja concentracion de cobre (1 pM). Esta respuesta ha sido documentada también
en maiz (Jiang y col. 2001). La estimulacién de una respuesta, como el crecimiento,

puede deberse en primera instancia a cubrir la concentraciéon del metal requerida
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por el vegetal para su normal desarrollo. Sin embargo, este tipo de fenémeno,
donde se observa una estimulacién de la respuesta a bajas dosis, también se ha
registrado en organismos vivos sometidos a tratamientos con dosis bajas de
compuestos toxicos. A este tipo de curva bifésica dosis-respuesta se la considerada
una respuesta adaptativa denominada hormesis (Calabrese 2005), y podria
corresponderse con la respuesta observada para el cobre y el crecimiento de la raiz
en plantulas de trigo.

Si bien el ingreso de los metales se lleva a cabo a través de la totalidad de la
raiz, Pifieros y col. (1998) reportaron que el mayor ingreso de Cd en las raices
seminales de plantas de trigo de 4 dias se concentra en el 4pice de la raiz.
Resultados similares pero respecto de la acumulacién de cobre en raiz fueron
observados en plantas de la especie durum (Sgherri y col. 2007), aestivum
(Gajewska y Sklodowska 2010), en cultivares de maiz (Madejon y col. 2009) y en
Arabidopsis thaliana (Lequeux y col. 2010). Un punto interesante es que a nivel del
apice de la raiz, la falta de banda de Caspary permite la carga directa de los
metales al xilema mediante la via apoplastica. Todo esto indica que el RAM es una
de las zonas mas activas en el ingreso de estos metales a la planta y por lo tanto

mas expuesta a sufrir los efectos téxicos que éstos pueden provocar.

3.2. El balance redox en el apice de la raiz

Las concentraciones de Cd?* y Cu?* que causaron una reduccién en el
crecimiento de la raiz también produjeron acumulacién de EAO en el extremo de
la misma, tal como fue detectado in vivo con las sondas fluorescentes. Resultados
similares se han registrado en plantas de Nicotiana tabacum (tabaco) expuestas a
Cd?* (Guan y col. 2009), o de arroz tratadas con Cu?* (Thounaojam y col. 2012). De
manera interesante, en la planta hiperacumuladora de cadmio Thlaspi caerulescens
el crecimiento radicular se mantuvo en presencia de cadmio, pero con menores
niveles de H2O2 (Boominathan y Doran 2003). En este contexto, el desequilibrio
redox producido por la presencia de los metales es un fuerte indicio de la
participacion de las EOA en la detenciéon del crecimiento observada en los

tratamientos con metales.
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En el caso del cobre, por ser un metal redox activo, puede catalizar de
manera directa la formacién de EAO (Aust y col. 1985). Pero ademas, Sgherri y col.
(2007) trabajando en la raiz de plantas de Triticum durum propusieron que la
producciéon temprana de EAO (particularmente el O2) tendria un origen
apopléstico a través de la NADPH oxidasa. Para el cadmio, que es un metal
inactivo desde el punto de vista redox, el mecanismo que subyace a la
acumulaciéon de EAO en el extremo de la raiz parece tener numerosos origenes.
Por ejemplo, el incremento de EAO producido por Cd?* se ha asociado con una
disminucién del sistema de defensa antioxidante en raices de pino (Schiitzendtiibel
y col. 2001) o en arveja (Rodriguez-Serrano y col. 2006). Pero por otro lado, en trigo
de la especie durum tratado con cadmio, se detecté6 acumulacion de EAO atun
cuando se observé un aumento en el apice de la raiz de los niveles de ascorbato,
GSH y en las enzimas del ciclo ASC-GSH (Paradiso y col. 2008). También se ha
relacionado el incremento de EAO durante el estrés por cadmio con la actividad
de las enzimas productoras de las mismas en especies vegetales como alfalfa
(Ortega-Villasante y col. 2007) y cebada (Tamas y col. 2010). En conclusién, el
mecanismo que incrementa las EAO durante el estrés por Cd?* parece depender
de la especie vegetal, la concentraciéon del metal y del tiempo de exposicion
(Benavides y col. 2005).

Uno de los principales blancos de accién de las EAO son las proteinas,
teniendo como consecuencia la modificaciéon covalente de los polipéptidos. En este
sentido, el dafio oxidativo a proteinas es generalmente considerado un indicador
de estrés oxidativo (Pena y col. 2012). Las concentraciones de cadmio y cobre con
capacidad de reducir el largo de la raiz y de inducir la acumulacién de EAO
aumentaron la oxidaciéon general de proteinas en el 4pice de la raiz, dando
evidencias de la generacion de estrés oxidativo. La carbonilaciéon de proteinas en
plantas inducida por cadmio y cobre ha sido informada con anterioridad (Romero-
Puertas y col. 2002, Pena y col. 2006, Pena y col. 2007, Gajewska y Sklodowska
2010). Sin embargo, no se ha efectuado previamente una relacién entre la
oxidacién de proteinas y la reduccion del crecimiento inducida por el estrés por

metales.
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Si bien el estrés oxidativo podria conducir a la muerte celular, tal como se
observa en la respuesta de hipersensibilidad durante la infecciéon por patégenos
(Mur y col. 2008), en este punto, cabe recordar que durante las condiciones
experimentales ensayadas se mantuvo la viabilidad celular en el dpice de la raiz de
trigo sometidas a estrés por cadmio, pero en el tratamiento con cobre se detect6
alteracion en la integridad de las membranas. Sin embargo, los resultados
presentados en este trabajo y los obtenidos en cultivares de maiz con diferente
tolerancia al cobre (donde la disminucién elongacién de la raiz y la pérdida de la
integridad de la membrana no coinciden exactamente con la diferente sensibilidad
a la presencia del metal, Madejoén y col. 2009) sugieren que la inhibicion de la
elongacion de la raiz inducida por cobre no es, o al menos no lo es exclusivamente,
una consecuencia directa de la pérdida oxidativa de la integridad de las

membranas y la consecuente muerte celular.

3.3. La proliferacion y la expansion celular

Como primera evaluacién del efecto de los tratamientos sobre el proceso de
proliferacion celular, uno de los dos componentes del crecimiento, se determiné el
nimero y largo de las células en el apice de la raiz, y se observé reduccion de la
zona de proliferacion del RAM cuando se incluy6 tanto 10 pM de Cd?* o 10 pM de
Cu?* como las EAO en el medio de incubacion.

Si bien en reportes previos se indica que el Cd?* interfiere con la divisién
celular en un cultivo celular de soja (Sobkowiak y Deckert 2003) e inhibe el indice
mitético en el meristema apical de raices de trigo de la especie durum (Paradiso y
col. 2008), no se han establecido los posibles mecanismos por los cuales ejerce estos
efectos. De manera similar se demostré en tratamientos con Cu?* una disminucién
del namero de nucleos en fase S en el RAM de plantas de maiz (Doncheva 1998).
Otro ejemplo es el demostrado con la variedad de maiz HS 16336 sensible al Al%*,
donde la exposicion a este metal bloquea completamente la entrada de las células
a la fase S en la parte central del RAM (Doncheva y col. 2005). En otro estrés como
el salino también la zona meristemética de la raiz disminuy6 en Arabidopsis

thaliana (Burssens y col. 2000, West y col. 2004).
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El fenotipo de RAM observado con los tratamientos de cadmio, cobre, MV y
peroxido de hidrégeno es coincidente con el modelo propuesto por Potters y col.
(2007, 2009) que postula que en condiciones subletales de estrés se produce una
respuesta morfogénica (stress-induced morphogenic response SIMR) como parte de
una estrategia general de aclimatacién, donde el crecimiento vegetal es redirigido
para disminuir la exposicion al estrés. En este contexto, en este trabajo de Tesis se
postula que las EAO podrian ser parte de un mecanismo general, como el
sugerido por West y col. (2004), donde el estrés primero bloquea rapidamente la
progresion del ciclo celular, presumiblemente para prevenir la entrada a estados
donde la célula y su material genético son particularmente vulnerables al dafio, y
permitiendo de esta forma que el sistema de defensa celular sea activado.

Cada vez es mas claro que la plasticidad en el desarrollo como respuesta al
medio ambiente estd unida a las EAO, las cuales forman parte de un médulo
complejo de sefializacién que operan en la regulaciéon del normal funcionamiento
del RAM, y en estricta relacion con el control hormonal del desarrollo de las raices
ejercidas por las auxinas, giberelinas y citoquininas, donde esta relacion
redox/hormona regularia la expresiéon génica (Pasternak y col. 2005, De Tullio y
col. 2010). Sin embargo, atn es incompleta la informacién de la respuesta en
condiciones de estrés.

En bisqueda de los intermediarios entre las EAO y la regulacioén génica, y en
base a los datos obtenidos de carbonilaciéon de proteinas, se estudid
particularmente la ciclina D y la CDKA. El analisis de inmunotransferencia mostré
que los niveles de proteina ciclina D y proteina CDKA permanecieron sin cambios
en el extremo de la raiz de trigo durante los tratamientos con los metales y las
EAOQO, pero se detectaron modificaciones postraduccionales de tipo oxidativas en
ambas proteinas. La oxidaciéon de proteinas se asocia con la pérdida de
funcionalidad de las mismas, como se demostré con la inactivaciéon enzimaética
debido a la carbonilacion de estas moléculas (Nystrom 2005, Mgller y col. 2011). La
ciclina D es un componente limitador de la velocidad para la activaciéon de la via
de Rb-E2F responsable de la transicion G1/S (Dewitte y col. 2007). Los resultados

presentados muestran que la oxidacién de proteinas ligadas al ciclo celular tiene
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lugar de manera concomitante con una regulacién negativa de algunos blancos
transcripcionales de E2F como son mcm2, rdr y pcna, y donde no se modificé la
transcripcion de genes que se espera no sea alterada en respuesta a E2F, como la
actina y tubulina. De esta forma, la pérdida de funcionalidad del complejo ciclina
D-CDKA seria en parte responsable por la disminucién en la proliferacion celular.
De manera que, aunque estd ampliamente reconocido que las EAO son necesarias
en la células durante el desarrollo de la semilla, la germinacién y el crecimiento
postgerminativo de la plantula (Bailly 2004, Causin y col. 2012), es necesaria una
delicada regulacion para evitar la generacion de estrés oxidativo. Como ha sido
sugerido por Rinalducci y col. (2008), los resultados presentados en este trabajo de
Tesis sugieren que la modificacion postraduccional oxidativa producida durante el
estrés celular podria ser de significancia en la fisiologia de respuesta al estrés y no
meramente una consecuencia secundaria del mismo.

Los resultados obtenidos de niveles de expresiéon de la proteina y la
oxidacion del proteasoma 20S concuerdan con resultados previos del laboratorio
(Pena y col. 2007) que demuestran que existe un umbral de respuesta del
proteasoma al estrés abidtico mediado a través de la modificacion oxidativa del
proteasoma en si. En trigo, la oxidacién del proteasoma podria asociarse con la
acumulacién concomitante de proteinas oxidadas.

Por otro lado, aunque el proceso de ubicuitinacion total no parece alterado
por los tratamientos oxidantes, la conjugaciéon con Ub de las ciclina D y la CDKA
disminuyé con estos tratamientos. Un posible mecanismo que explicaria este
resultado involucra los residuos de lisina (K). La ubicuitina se une a los grupos -
amino de la lisina en las proteinas blanco, pero al mismo tiempo la lisina es uno de
los aminoacidos mas comtnmente carbonilado (Mgller y col. 2011). De esta forma,
la modificacion oxidativa de los residuos de lisina podria directamente alterar la
conjugacion de la proteina con Ub. Esto puede significar un interesante
mecanismo donde una modificaciéon postraduccional oxidativa regula otra
modificacion postraduccional como la ubicuitinacion.

Ademaés de la division celular, el otro sistema efector involucrado en el

crecimiento de un érgano vegetal es la expansion celular (Woolhouse, 1983). Las
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expansinas son proteinas localizadas en la pared celular que tienen la capacidad
de inducir de inmediato la extensién de la pared. Los niveles de expresiéon de las
expansinas se incrementaron en diferentes especies vegetales en respuesta al estrés
ambiental, como calor, sombreado, condiciones anaerdbicas e infecciones de
patégenos (Lii y col. 2013). Basado en el trabajo de Lin y col. (2005) quienes
aislaron y caracterizaron 18 genes que codifican para a y [ expansinas de trigo, se
seleccionaron cinco genes, TaEXPAS5, TaEXPA6, TaEXPAS, TaEXPB8 y TaEXPB10,
que mostraban altos niveles de expresion en la raiz, pero bajos niveles en hojas y
vaina. En los tratamientos con cadmio y cobre (atin a bajas concentraciones), con
MV y peréxido se observé un complejo patréon de expresion en los transcriptos
analizados. De esta complejidad, sumado al ntmero de genes que codifican
expansinas, surge la dificultad de determinar el significado funcional de cada uno.
En trigo, si bien atin no se ha relacionado a cada expansina con la fisiologia normal
de la planta, la sobreexpresion de TaEXP23 en tabaco produjo un acelerado
crecimiento de las hojas y los internodos en estadios de desarrollo temprano (Xing
y col. 2009), y ademads incrementé la tolerancia al estrés (Li y col. 2011, Han y col.
2012). De manera interesante, la misma expansina expresada en Arabidopsis
thaliana bajo un promotor inducible por estrés no tuvo efectos sobre el crecimiento,
pero si le confiri6 a la planta tolerancia al estrés (Li y col. 2013). Por otro lado, la
sobreexpresion de la EXPA1 de Brassica juncea (BJEXPA1) en plantas de tabaco,
genero plantas susceptibles al estrés por cadmio, mientras que la actividad de GUS
bajo el promotor de dicha expansina resulté en induccién de la transcripciéon
producida por giberelinas y auxinas exdgenas, pero inhibida por acido abscisico,
cadmio y polietilenglicol 6000 (Sun y col. 2011). Todo esto indicaria que si bien las
expansinas poseen un mecanismo de accion similar, modificando la plasticidad de
la pared celular, no poseen entre ellas funciones redundantes, donde algunas
parecen desarrollar mejor su actividad en la fisiologia normal y otras podrian estar
mas ligadas a la respuesta al estrés. Lizana y col. (2010) proponen que el aumento
de la expresion de un gen particular de expansinas en la planta podria reflejar
interacciones especificas entre la proteina y la composicion de la pared celular, que

se modifica en cada tejido, 6érgano y estadio de desarrollo de la planta. Por
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ejemplo, la cantidad y tipo de &cidos fendlicos (Sasayama y col. 2011), o la
abundancia relativa del tipo de polisacdridos (Lizana y col. 2010) modifican la
susceptibilidad de la pared celular a las expansinas.

La acumulaciéon de prolina aparece como una defensa adicional para
prevenir el dafio oxidativo durante el estrés (Thounaojam y col. 2012).
Recientemente Wen y col. (2013) demostraron que el aumento del contenido de
prolina durante el estrés por cobre en plantas de maiz se podria relacionar con una
activaciéon secuencial de las dos vias de origen de la prolina en plantas: la del
glutamato y la de la ornitina, con una reduccién en la actividad de prolina

dehidrogenasa.
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Resultados
1. Efecto del déficit hidrico sobre los parametros de crecimiento
1.1. Indice de germinacién

Se determiné el indice de germinacion de las semillas de trigo como un
parametro de evaluacién del efecto que tiene sobre este proceso el incremento en
el potencial osmético del medio de incubacion. Luego de 4 dias de imbibicién con
concentraciones crecientes de PEG se observé que hasta un Yw de -0,6 MPa no
afect6 significativamente la germinacién. Pero, a partir de este dltimo valor, el
indice disminuy9, restringiéndose totalmente el proceso de germinacién cuando el
PYw fue de -1,8 MPa, situacion para la cual no se observé germinaciéon en las

semillas tratadas (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Indice de germinacién (IG).
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1.2. Longitud de la raiz y del coleoptile

Aunque las semillas germinaron, la disminucién del Ww redujo el
crecimiento de las plantulas de trigo, evaluado como modificacién de la longitud
del coleoptile y de la raiz principal durante los primeros 4 dias después de la
imbibicién. La mayor concentracion de PEG utilizada gener6 en el coleoptile una
disminucién de la elongacion del 80%, mientras que esta restriccion en el largo de

la raiz fue del 61%, respecto de sus respectivos controles, el dia 4 postimbibicion

(Figura 5.2)
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Figura 5.2. Longitud (A) de la raiz y (B) del coleoptile de
plantulas incubadas en soluciones con concentraciones crecientes
de PEG6000, segin lo descripto en Materiales y métodos. Los
valores representan la media + SEM.

La Fotografia 5.1 muestra la diferencia de crecimiento entre las plantulas

crecidas en situacion control y las sometidas a concentraciones crecientes de PEG,

determinada el dia 4 postimbibicion.
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Fotografia 5.1. Efecto del déficit hidrico luego de 4 dias
postimbibicién, de izquierda a derecha se muestra una
plantula representativa del control (-0,03 MPa) y de los
tratamiento correspondientes a -0,4, -0,5, -0,6 y -0,8 MPa.

Por otro lado, al analizar las respuestas de la longitud de raiz y del coleoptile
en cada tiempo en relacion a la concentraciéon de PEG utilizada se observa que la
relaciéon ajusta a un polinomio de primer grado (y=ax+b). El coeficiente de
correlacion de Pearson entre la concentraciéon de PEG y la longitud analizado dia
por dia muestra un valor negativo, aproximado a una correlacién inversa entre las
longitudes de la raiz y del coleoptile respecto de la concentracién de PEG en el

medio de incubacién, indicando una dependencia directa entre ambos parametros

(Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Coeficiente de correlacion de Pearson entre los tratamientos a
un mismo tiempo para raiz y coleoptile.

Tiempo 1 2 3 4
(dias)

Raiz -0,99 -0,95 -0,99 -0,99
Coleoptile -0,99 -0,97 -0,98 -0,99

La elongaciéon de la raiz a -0,6 MPa el dia 3 alcanzé un largo similar al de las
raices creciendo a -0,03 MPa durante el dia 2. Para evaluar si los cambios
observados son debidos a un retraso en el tiempo de crecimiento o existen
diferencias metabdlicas en las plantulas tratadas, se seleccioné este ¥Yw y ambos

tiempos de exposiciéon para continuar los experimentos.
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Para estos tiempos (entre el dia 2 y 3 después de la imbibicién), el calculo de
la velocidad absoluta de elongacién (VAE) en raiz fue de 23 mm d-! para las
plantulas control y decreci¢ 40% (14 mm d-!) para las tratadas con PEG (-0,6 MPa).
En las mismas condiciones de cultivo, la VAE del coleoptile, de 13 mm d-! para las
plantas control, disminuy6é a 5 mm d-! en las tratadas, lo que equivale a una

reduccién del 62% (Figura 5.2).

1.3. Analisis de la biomasa

La biomasa del sistema radicular, determinada como PF, disminuy6
aproximadamente 45% en las plantulas crecidas en -0,6 MPa de Ww respecto de
las controles, tanto el dia 2 como el 3. Al mismo tiempo, el PS se mantuvo con
valores similares en ambas condiciones, control y restricciéon de agua, para ambos
dias. En el coleoptile, por su parte, el PF y el PS decrecieron un 67% y un 43%
respectivamente, en plantulas tratadas al dia 2, disminuyendo atin més para el dia
3 (74% y 56% respectivamente). Bajo condiciones de déficit hidrico hubo un
incremento en la relacion raiz/coleoptile, tanto para PF como PS, comparadas con

las plantulas crecidas en capacidad de campo (control) (Tabla5.2).

Tabla 5.2. Efecto de la restriccién hidrica sobre peso fresco (PF) y peso seco (PS) de la raiz y el
coleoptile. Las plantulas germinaron y crecieron a Ww de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) 0 -0,6 MPa
(22,2% p/v PEG) (T). El PF y el PS se expresan como mg por planta.

Raiz Coleoptile Relacién
raiz/coleoptile
C T C T C T
Dia 2
PF 120+02a  650x0,1b 102+117a 340+01b 1,2 1,9
PS 069+£002a 0,64+x0,01la 1,02+0,04a 058x0,01b 0,7 1,1
Dia 3
PF 236+04a 13,1+03b 271+05a 690+02b 09 1,9
PS 1,73+0,03a 1,65+0,02a 212+0,08a 093+0,02b 0,8 1,8

Los valores representan la media + SEM. Diferentes letras entre columnas, para un mismo tejido,
indican diferencias significativas (p<0,01) de acuerdo al test de Tukey (n=40).

A partir de los valores de biomasa se estim6 la velocidad relativa de
crecimiento (VRC) para la raiz y el coleoptile. La VRC calculada en la raiz, tanto en

base al PF como al PS, no se afect6 en las plantas tratadas respecto de las plantas
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control, mientras que en el coleoptile, la VRC fue significativamente menor en los

tratados con respecto al control. En la Figura 5.3 se muestra la VRC calculada en

base a la biomasa fresca.
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Figura 5.3. Efecto del déficit hidrico
sobre la velocidad relativa de
crecimiento (VRC) calculada en base
al PF. Las plantulas germinaron y
crecieron a Ww de -0,03 MPa (3,4%
p/v PEG) (C) 0-0,6 MPa (22,2% p/v
PEG) (T). Los valores representan la
media + SEM. Se muestran las
diferencias significativas con
respecto al valor control *P< 0,05 de
acuerdo al test de Tukey.

Ademas, con los valores obtenidos de PF y PS se calcul6 el contenido de agua

(CA) para cada caso y cuyos resultados se grafican en la Figura 5.4. Tanto en raiz

como en coleoptile el CA disminuy6 en las plantulas sometidas a déficit hidrico

respecto de los controles.
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Figura 5.4. Efecto del déficit hidrico sobre el contenido de agua en raiz y coleoptile,
expresado en relacién al peso fresco. Las plantulas germinaron y crecieron a WYw de
-0,03 MPa (34% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con respecto

al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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El agua del tejido se puede relativizar también por gramo de biomasa seca
producida (PF-PS/PS), o sea la cantidad de agua que incorporé cada tejido por
gramo de biomasa seca (Tabla 5.3). En este caso se puede apreciar que las
plantulas mantenidas en capacidad de campo fueron capaces de incorporar mucha
mas agua que las sometidas a déficit hidrico para una misma cantidad de masa
seca. Las diferencias observadas fueron del 80 y 83% para los dias 2 y 3
respectivamente en la raiz y de 87 y 84 % para el coleoptile a favor de las

hidratadas.

Tabla 5.3. Efecto del déficit hidrico sobre el contenido de agua en raiz
y coleoptile en funcién del peso seco. Las plantulas germinaron y
crecieron a WYw de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2%
p/v PEG) (T).

Raiz Coleoptile

C T C T
Dia 2 16,4a 9,1b 9,1a 4,8b
Dia 3 12,6a 6,9b 11,8a 6,4b

Los valores representan la media + SEM. Diferentes letras entre
columnas, para un mismo tejido, indican diferencias significativas
(p<0,01) de acuerdo al test de Tukey

1.4. Evaluacion del largo de células en el RAM

En un corte longitudinal del &dpice de la raiz analizado en microscopio 6ptico
no se observaron diferencias morfolégicas en la zona proliferativa del RAM entre
las plantulas crecidas en un Ww similar a la capacidad de campo y el tratamiento
de -0,6 MPa a los 3 dias de imbibiciéon. En la Fotografia 5.2 se muestra el apice

radicular de una planta control.

Fotografia 5.2. Corte longitudinal del apice de la
raiz de trigo de plantas control fotografiado en el
microscopio 6ptico (100X)

4
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El ntmero total y el largo promedio de las células de la corteza registrado
entre el centro quiescente (QC) y el comienzo de la zona de rapida elongacién se
mantuvieron sin cambios en el dpice de la raiz principal de las plantulas tratadas

con 22,2% de PEG respecto de las plantas control (Figura 5.5).

60 -

Longitud promedio de células de la corteza

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Numero de células desde QC

Figura 5.5. Largo de las células de la corteza en diferentes zonas del
meristema de la raiz. Las plantulas germinaron y crecieron a Ww de -0,03
MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). El largo y niimero
de células fue determinado utilizando el programa Image Pro Plus.

1.5. Acumulacion de transcriptos relacionados con proteinas del ciclo celular

Con el objetivo de conocer si el proceso de disminucién en el crecimiento en
raices de plantulas sometidas a estrés hidrico comparadas con plantulas en
condiciones 6ptimas de humedad estuvo asociado a un decrecimiento en la tasa de
division celular, se analiz6 el nivel de expresién de genes diana del sistema CycD-
Rb-E2F en la zona del meristema apical de la raiz.

Cuando se analiz6 el nivel de transcriptos de marcadores relacionados con la
tfase de transicion del ciclo celular G1-S, no se observaron diferencias significativas
en los genes mcm?2, rdr y pcna; entre las plantas crecidas en capacidad de campo (C)
y las crecidas con restricciéon hidrica (T), en la regién apical de la raiz (5mm)

(Figura 5.6).
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Figura 5.6. Efecto del la restriccién hidrica sobre el nivel de transcriptos de algunos
genes blancos de Rb/E2F. Las plantulas germinaron y crecieron a Ww de -0,03 MPa
(34% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). La normalizacién se realizé
asumiendo 100 el valor control. Los valores representan la media + SEM.

1.6. Acumulacion de transcriptos relacionados con proteinas de la pared celular
El analisis del nivel de transcriptos de cinco genes de expansinas (TaEXPAS5,
TaEXPA6, TaEXPAS, TaEXPBS y TaEXPB10) revel6 que la restriccion hidrica
regul6 de manera positiva la expresiéon de estos genes (Figura 5.7). Mientras que el
nivel de transcripto correspondiente a la EXPBS8 tuvo su mayor incremento el dia 2
postimbibicién, la EXPA6 mantuvo elevados niveles en ambos tiempos analizados

en las raices tratadas respecto de las plantas control.
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Figura 5.7. Efecto del la restriccién hidrica sobre el nivel de transcriptos de algunos
genes de expansinas. Las plantulas germinaron y crecieron a WYw de -0,03 MPa
(34% p/v PEG) (C) 0 -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). La normalizacién se realizé
asumiendo 100 el valor control. Los valores representan la media + SEM. Se
muestran las diferencias significativas con respecto al valor control *P< 0,05, **P<
0,01 y **P< 0,001 segtin el Test de Tukey.

2. Efecto de la restriccién hidrica sobre el contenido de proteinas solubles

El contenido de proteinas solubles totales se incrementé significativamente
en las plantulas sometidas a restricciéon hidrica respecto de las plantas controles
cuando este pardmetro se normaliz6 con el peso fresco (Figura 5.8A). Pero, cuando
el nivel de proteinas solubles totales se calculé en funcién del peso seco, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control en ninguno
de los tejidos (Figura 5.8B).

El incremento en la concentracién de proteinas, calculadas respecto del peso
fresco, fue proporcional a la pérdida de agua calculada en las plantulas crecidas
bajo restriccion de agua versus las controles (44% en raiz y 55% en coleoptile),
excepto en el dia 3 en coleoptile, donde el aumento (112%) excedié la pérdida de

agua.
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Figura 5.8. Contenido de proteinas solubles totales, expresadas en funcién de
gramo (A) peso fresco y (B) peso seco. Las plantulas germinaron y crecieron a
Yw de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los
valores representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas
con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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3. Asociacion entre el estrés hidrico y el balance redox.
3.1. Determinacién de las especies activas del oxigeno y la muerte celular

Para evidenciar la formaciéon de EAO en la raiz se realizaron tinciones con
bencidina, para peréxido de hidrégeno y azul de nitrotetrazolio para anién
super6éxido. Ambas coloraciones resultaron sin diferencias entre las raices
provenientes de plantulas sometidas a restriccion hidrica y las de plantas control
(no se muestran las fotografias).

Similar resultado se determiné con el azul de Evans, utilizado para evaluar
viabilidad celular, donde los valores obtenidos para las plantas sometidas a -0,6
MPa no mostraron diferencias significativas con las provenientes del medio de

incubacion control (-0,03 MPa) (no se muestran los datos).

3.2. Evaluacién de la peroxidacion lipidica y del dafio oxidativo a proteinas

Se analiz6 el nivel de las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS)
como una medida de la peroxidacioén lipidica. Como se observa en la Figura 5.9
en las condiciones ensayadas la restriccion hidrica no gener6 un incremento
significativo del dafio oxidativo a lipidos respecto del determinado en las plantas
control. Este resultado estda en concordancia con el obtenido con el azul de Evans,

donde no se detect6é pérdida de la integridad de la membrana.

1400 -
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1200 - aT +
| ] Figura 5.9. Efecto de la restriccion

1000 ~I~ hidrica sobre el dafio oxidativo a
lipidos. Las plantulas germinaron
y crecieron a Ww de -0,03 MPa
600 | _} _I_ (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa
(22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM.
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La restricciéon hidrica no modificé la acumulacién ni el patrén de proteinas
carboniladas analizadas en Western blot, utilizando anticuerpo primario anti-DNP

(no se muestran resultados).

4. Mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante
4.1. Actividad superéxido dismutasa, guayacol y ascorbato peroxidasas

Las plantulas sometidas a restriccion hidrica mostraron, tanto para la raiz
como para el coleoptile, un incremento significativo de la actividad de SOD
absoluta y especifica (Figura 5.10). En raiz el incremento en la actividad especifica
en las plantas sometidas a déficit hidrico alcanzé valores de 58% y 62% para los
dias 2 y 3, respectivamente, sobre el valor control. Por su parte en coleoptile el
incremento para los mismos tiempos fue del 36% y 22%, respectivamente.

Similar a los datos de SOD, la actividad absoluta de la guayacol peroxidasa
(GPX) aument6 tanto en raiz como en coleoptile, en las plantas bajos estrés hidrico
respecto de las control (26% y 37% para dia2y 3 enraizy 76% y 94% para iguales
tiempos en coleoptile). Sin embargo, esta diferencia de actividad no es significativa
cuando el anélisis se realiza sobre la actividad especifica (Figura 5.11).

A nivel de raiz, la actividad absoluta de ascorbato peroxidasa (APX) de las
plantulas sometidas a restricciéon hidrica no mostré diferencias significativas con
los valores obtenidos en las plantas control. Sin embargo, se observ6é una
disminucion significativa en las raices de plantas sometidas a estrés cuando la
actividad se normaliza por el contenido de proteinas, 35% y 62% para los dias 2y 3
respectivamente, en relacion al control (Figura 5.12).

En el coleoptile, tanto la actividad absoluta como la especifica mostraron
reduccién de su valor en las plantas crecidas bajo restriccion hidrica. Para el caso
de la actividad especifica la reduccién alcanzé 46% y 61% para los dias 2 y 3,

respectivamente (Figura 5.12).

100



Capitulo 5. Restriccion hidrica

180 oC
oT

>

160 -

(U g-' PF)

Actividad SOD
S

80 - *

—H

60 A

HH

A

——

HH

2 3

Tiempo (d) 2
Raiz

10 - Dc
aT

——

Actividad SOD
(U mg-! proteina)
[e)}

1 -

Coleoptile

HH

0 T
Tiempo (d) 2

3

2 3

Raiz

Coleoptile

Figura 5.10. Restriccién hidrica y actividad de superéxido dismutasa (SOD)
(A) absoluta y (B) especifica. Las plantulas germinaron y crecieron a Ww de -
0,03 MPa (34% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con
respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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Figura 5.11. Restriccién hidrica y actividad de guayacol peroxidasa (GPX) (A)
absoluta y (B) especifica. Las plantulas germinaron y crecieron a Yw de -0,03
MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con
respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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Figura 5.12. Restriccién hidrica y actividad de ascorbato peroxidasa (APX) (A)
absoluta y (B) especifica. Las plantulas germinaron y crecieron a Yw de -0,03
MPa (34% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con
respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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4.2. Estudio de la enzima catalasa: zimograma, actividad absoluta y especifica

El zimograma de la actividad de CAT mostr6 una banda representativa de la
actividad, la cual se corresponde a una masa molecular aproximada de 240 KDa y
una movilidad electroforética comparable con la de la catalasa de origen de higado
bovino. La banda de actividad fue eliminada cuando el gel fue previamente
incubado con 3-AT. En la Figura 5.13 se muestran fotografias representativas de

los resultados observados.

-

Catalasa - 3-AT - 3-AT
bovina

Raiz Coleoptile

Figura 5.13. Zimograma de la enzima catalasa realizado en
un PAGE nativo segtin lo descripto en Materiales y métodos.
3-AT = aminotriazol.

El déficit hidrico incrementé de manera significativa la actividad absoluta
(133% y 100%) y especifica (56% y 43%) de la CAT en el tejido radicular para los
dias 2 y 3 respectivamente, en las plantas sometidas a restriccién de agua respecto
de las plantas control (Figura 5.14).

En el coleoptile la actividad absoluta de CAT increment6 su valor el dia 2 en
las plantas crecidas bajo restricciéon hidrica (67%) y el dia 3 (24%). Sin embargo el
patréon de respuesta cuando se compara la actividad especifica es diferente,
permaneciendo el valor similar al control el dia 2 (incremento del 10%), pero
decayendo el 44% el 3 dia postimbibicién en las plantas estresadas respecto de las

plantas control (Figura 5.14).
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Figura 5.14. Restriccion hidrica y actividad de catalasa (A) absoluta y (B)
especifica. Las plantulas germinaron y crecieron a Ww de -0,03 MPa (3,4% p/v
PEG) (C) 0 -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores representan la media +
SEM. Se muestran las diferencias significativas con respecto al valor control *P<
0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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4.3. Cuantificacién del nivel de transcriptos de catalasa

En los tejidos de la raiz, la abundancia de transcriptos de catl se mantuvo
constante para control y plantas sometidas a déficit de agua a lo largo del tiempo
(Figura 5.15). Por otro lado, el nivel de transcripto de cat2 se increment6 en este
tejido como consecuencia del déficit hidrico. La respuesta de cat2 es coincidente
con lo observado en la actividad especifica de catalasa (Figuras 5.14B y 5.15B).

En el coleoptile, el comportamiento de acumulacion de ARNm para ambos
genes fue diferente a la respuesta detectada en raiz. En este caso, los niveles de
transcriptos de catl se incrementaron significativamente a lo largo del tiempo
(Figura 5.15A), tal como ocurrié con la actividad especifica de catalasa (Figura
5.14B), cuando la plantula crecié en condiciones de capacidad de campo. Pero
cuando fue sometida a restriccion hidrica, este incremento en catl no se verifico.
Al analizar el nivel de transcriptos de cat2, los cambios en coleoptile no fueron

significativos (Figura 5.15B).
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Figura 5.15. Efecto de la restriccién hidrica sobre el nivel de expresién de los genes (A) catl y
(B) cat2 en raiz y coleoptile de plantulas que germinaron y crecieron a Ww de -0,03 MPa
(34% p/v PEG) (C) 0 -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Las RT-PCR fueron realizadas como se
describe en Materiales y métodos. Los valores representan la media £ SEM. Se muestran las
diferencias significativas con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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5. Relacion entre el déficit hidrico y la produccién de ajuste osmético
5.1. Analisis de la osmolalidad

La determinacién de la osmolalidad de una solucién es un parametro de la
concentracion de solutos totales (osmolitos) en la misma. En el caso de utilizar un
disolvente polar como el agua estimard a todos los compuestos idnicos y
moléculas polares solubles. Durante el tratamiento con PEG6000 la osmolalidad
total de los tejidos se incrementd significativamente respecto del valor control
tanto en la raiz como el coleoptile (Figura 5.16). Cuando se determiné la
osmolalidad inicial, no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos indicando que no existi6 un dafio a la membrana plasmatica que

permitiera la salida de osmolitos.
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Figura 5.16. Osmolalidad total en raiz y coleoptile expresados en porcentaje
respecto a osmolalidad de cada control. Las plantulas germinaron y crecieron
a Yw de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) 0 -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los
valores representan la media £ SEM. Se muestran las diferencias significativas
con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.

5.2. Analisis de la conductividad
La determinacioén de la conductividad de una solucién es un parametro de su

contenido i6nico. Como se ve en la Figura 5.17, tanto en raiz como en el coleoptile
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este valor aumenta en las plantulas sometidas a estrés hidrico en relacién a los

respectivos controles.
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Figura 5.17. Conductividad total en raiz y coleoptile expresadas en
porcentaje respecto a conductividad de cada control. Las plantulas
germinaron y crecieron a $w de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6
MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores representan la media + SEM. Se
muestran las diferencias significativas con respecto al valor control *P<
0,05 de acuerdo al test de Tukey.

Cuando se calculé la permeabilidad relativa de la membrana, no se
observaron diferencias significativas al comparar control versus tratado para dias

2y 3, tanto para raiz como para coleoptile (Figura 5.18).
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5.3. Modificaciones en el contenido de prolina e hidratos de carbono solubles

El contenido de prolina, normalizando su concentracién tanto por peso
fresco como por peso seco (Figura 5.19 A y B), se increment6 significativamente
tanto en la raiz como en el coleoptile en los tratamientos con PEG6000 respecto del
valor control.

Al analizar este resultado por gramo de peso fresco, el aumento determinado
el dia 2 en el coleoptile fue del 425% y para 3 dias del 138%. En raiz este aumento
fue del 90% al segundo dia y del 117% para el dia 3 después de la imbibicién
(Figura 5.19 A). Por gramo de peso seco, los valores de incremento en el contenido
de prolina se encontraron para coleoptile en 224% para los 2 dias de tratamiento y
del 46% para el dia 3. En cuanto a la raiz, los aumentos fueron del 39% y 38%,
respectivamente, para 2 y 3 dias (Figura 5.19 B).

Se puede observar que la concentracién de prolina es mayor en la raiz que en
el coleoptile en los tejidos control, sin embargo, el aumento en respuesta al déficit
hidrico fue mayor en el segundo tejido que en el primero.

Cuando se analizaron los carbohidratos solubles, si bien se detectaron
diferencias significativas al comparar por peso fresco de raiz y de coleoptile, no
ocurrié lo mismo cuando la determinacion se hizo por peso seco donde sélo se
observaron diferencias significativas para raiz con 2 dias postimbibiciéon (Figura
5.20). En el analisis por peso fresco, se observaron aumentos del 74% y 82% en
coleoptile de plantas tratadas para 2 y 3 dias respectivamente; y del 115% y 84% en
raices para el mismo periodo (Figura 5.20 A). Cuando se analiz6 por gramo de
peso seco, el incremento para raiz a los 2 dias postimbibicion fue del 57%.

En oposiciéon a lo observado con la prolina, los carbohidratos solubles
presentaron niveles superiores en coleoptile que en raiz, en todos los casos

estudiados.
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Figura 5.19. Efecto de la restriccién hidrica sobre el contenido de prolina expresado en
funcién de gramo (A) peso fresco y (B) peso seco. Las plantulas germinaron y crecieron a
Yw de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) o -0,6 MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores
representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con respecto al valor
control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey.
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Figura 5.20. Efecto de la restriccién hidrica sobre el contenido de hidratos de
carbono expresado en funcién de gramo (A) peso fresco y (B) peso seco. Las
plantulas germinaron y crecieron a $Yw de -0,03 MPa (3,4% p/v PEG) (C) o0 -0,6
MPa (22,2% p/v PEG) (T). Los valores representan la media + SEM. Se muestran
las diferencias significativas con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al
test de Tukey.
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6. Efecto del agregado de poliaminas

Para evaluar un posible efecto protector de las poliaminas durante la
germinacion y el crecimiento, Put y Spm se agregaron al medio de cultivo al inicio
del proceso de imbibicién, en concentraciones crecientes desde 0,001 a 1T mM.
Luego de 3 dias de imbibicién, se determiné la longitud y el peso fresco en raiz y
coleoptile tanto en plantulas sujetas a capacidad de campo como en plantas
expuestas a estrés hidrico -0,6 MPa.

Ambas poliaminas tuvieron un efecto negativo sobre el crecimiento de la raiz
cuando se incluyeron en el medio de cultivo en concentracion de 1 mM, en
condiciones de capacidad de campo, con una disminucién de la longitud del 27%
para Put y del 80% para Spm, y del 23 y 52%, respectivamente, en el peso fresco
(Figura 521 A y C). Cuando se impuso el estrés hidrico, s6lo 1 mM de Spm
produjo una disminucién del crecimiento (90% de la longitud y 84% del PF), que
fue més pronunciada que la observada en condiciones control. La presencia de
poliaminas en concentraciones menores a 1 mM no resulté en una reversion de la
disminucién de la longitud ni del PF ocasionado por la restriccién hidrica (Figura
521 By D).

Similar resultado se observé en coleptile aunque sélo en el tratamiento con 1
mM de Spm (Figura 5.22), no observdndose diferencias significativas entre plantas
control y bajo restriccion hidrica con 1TmM de Put y tampoco con ambas PA en
niveles menores a 1 mM. Los coleoptiles de las plantulas no sometidas al déficit
hidrico disminuyeron un 55% su longitud y un 40% su peso fresco cuando el
medio de cultivo contenia TmM de Spm, mientras que las pldntulas sometidas a
déficit hidrico sufrieron una disminucién del 78% y 80%, respectivamente, en

longitud y peso fresco.
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Figura 5.21. Efecto del agregado de poliaminas sobre la longitud y el peso fresco de la raiz. Las
plantulas germinaron y crecieron a: A y C) Ww de -0,03 MPa (34% p/v PEG) y B y D) -0,6 MPa
(22,2% p/v PEG). A y B se corresponden a la longitud de la raiz, mientras que C y D al peso fresco.
Los valores representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con respecto al
valor control *P< 0,05 y ** p<0,01 de acuerdo al test de Tukey.
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Figura 5.22. Efecto del agregado de poliaminas sobre la longitud y el peso fresco del coleoptile. Las
plantulas germinaron y crecieron a: A y C) Ww de -0,03 MPa (34% p/v PEG) y B y D) -0,6 MPa
(22,2% p/v PEG). A y B se corresponden a la longitud del coleoptile, mientras que C y D con el
peso fresco. Los valores representan la media + SEM. Se muestran las diferencias significativas con
respecto al valor control *P< 0,05 y ** p<0,01 de acuerdo al test de Tukey.
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Para evaluar un posible rol protector del NO durante la germinacién y el
crecimiento en condiciones de estrés hidrico, se agregé6 SNP como donor de NO en
concentraciéon 100 pmol al medio de incubacién sobre semillas o plantulas en
situacion de capacidad de campo o sometidas a un estrés hidrico con un Yw de-
0,6 MPa. El SNP se agreg6 desde el inicio de la imbibicién de las semillas y se
cosecho el material vegetal a los 3 dias de iniciado el ensayo. Se probaron dos
situaciones. En un caso el SNP en la solucién se mantuvo sélo el primer dia
mientras que en el otro el SNP estuvo durante los tres dias (Figura 5.23).

El agregado de SNP durante 1 o 3 dias no tuvo efecto sobre los parametros
medidos, longitud y peso fresco de la raiz, tanto en la condicién de capacidad de
campo como la de déficit hidrico (Figuras 5.23 A y B). En el caso del coleoptile, se
determiné un leve incremento en el peso fresco, tanto de plantulas crecidas a
capacidad de campo (11%) como en plantulas sometidas a estrés hidrico (8%),
pero so6lo resulté estadisticamente significativo cuando las plantulas se
mantuvieron durante 3 dias con SNP en condiciones de capacidad de campo

(Figuras 5.23 Cy D)
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Figura 5.23. Peso fresco de raices de plantulas en capacidad de campo (A) o sometidas a estrés
hidrico (B), con agregado de 100 umol de SNP al inicio de imbibicién, durante uno o tres dias y
plantulas sin SNP, y (C) coleoptiles de plantulas sometidas a los mismos tratamientos en capacidad
de campo y (D) bajo déficit hidrico. Sélo se observaron diferencias significativas *p<0,05 respecto
del control en coleoptile de plantulas en capacidad de campo con 3 dias de SNP, y no se
observaron diferencias significativas en plantulas sometidas a estrés hidrico, con o sin SNP, tanto

para raiz como para coleoptile
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7. Analisis de variedades de trigo especie aestivum
7.1. Longitud y biomasa del coleoptile y la raiz

Para verificar si el comportamiento observado en plantulas de trigo de la
variedad Buck 75 aniversario también ocurria en otros cultivares de trigo especie
aestivum cultivadas en la Region Pampeana de nuestro pais, se evaluaron
pardmetros de crecimiento del coleoptile y la raiz luego de tres dias post
imbibicién, en una concentracién de PEG que semeja el potencial de capacidad de
campo y bajo déficit hidrico moderado correspondiente a -0,6 MPa.

La restricciéon hidrica disminuy6 significativamente el crecimiento de las
plantulas de trigo medido como elongacion de la raiz y del coleoptile, tanto como
el peso fresco en ambos tejidos. Estos valores abarcan rangos entre 14% - 24%
(representando cada valor a la variedad Buck 75 aniversario y MT 204) de
disminucién del largo de la raiz, y para el coleptile de 57% - 64% (para
BioINTA2004 y BioINTA105, respectivamente). Para el peso fresco de la raiz la
disminucion abarc6 de 38% a 50% (para Buck 75 aniversario y BioINTA105) y para
el coleoptile 74% - 80% (para MT 204 - ProINTA Elite) de las plantulas tratadas
respecto de las control (Figura 5.24). De los datos surge que el crecimiento del
coleoptile fue mdés afectado por el déficit hidrico que la raiz en todas las

variedades evaluadas.
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Figura 5.24. Efecto de la restriccién hidrica sobre (A) y (B) la longitud y el peso fresco de la raiz y
(©) y (D) la longitud y peso fresco del coleoptile, respectivamente, de variedades de trigo luego de
la imbibicion durante tres dias en condiciones de capacidad de campo (C) y Ww de -0,6MPa (T).
Los valores representan la media £ SEM. Se muestran las diferencias significativas con respecto al

valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey (n=40) al comparar cada control con su tratado

En una aproximacién para establecer una clasificaciéon de las variedades

respecto de su tolerancia a la restriccion hidrica en el periodo analizado, se calcul6é

el indice de tolerancia a partir de la férmula [PF(T)/PF(C)]*100, o sea la relacién

entre el peso fresco de coleoptile o de la raiz determinado en la situaciéon de

119



Capitulo 5. Restriccion hidrica

restriccion hidrica respecto del peso fresco obtenido en las plantulas control
(Figura 5.25 A y B). Este indice no sélo incluye la capacidad de produccién de
biomasa, sino la de acumular agua. Aquellas variedades cuyo indice sea menor

indicarian mayor sensibilidad (o sea menor tolerancia) a la falta de agua.
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Figura 5.25. Indice de tolerancia a la restriccién hidrica de diferentes variedades de trigo (A) raiz y
(B) coleoptile, calculado como se detalla en el texto.

Esta claro que este indice no es significativo en clasificar la tolerancia del
trigo, solo es un estimado de las posibles diferencias entre las variedades
comparadas. La variedad MT 204 fue la que demostré6 mayor tolerancia a la
restricciéon hidrica cuando se analizé a nivel de coleoptile, seguida en orden
decreciente por Biolnta 2004, cv 9052, Buck 75 Aniversario, Biolnta 105 y Prolnta
Elite. A nivel de raiz, la menor sensibilidad la mostré Buck 75 Aniversario, el resto

de las variedades tuvieron un indice similar.

7.2. Actividad especifica de catalasa

Cuando se compara la respuesta de la actividad especifica de catalasa en la
raiz se observé que tres variedades (Biolnta 105, MT 204, 9052) respondieron de
forma similar a Buck 75 Aniversario, incrementandose significativamente en las

plantulas crecidas bajo restriccién hidrica respecto de las raices de los controles de
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cada variedad. Mientras que en las otras dos variedades (Prolnta Elite y Biolnta
2004) no se observaron diferencias significativas (Figura 5.26 A).

En coleoptile, la restriccion hidrica disminuy6 la actividad especifica en
cuatro variedades, como lo observado en Buck 75 aniversario, respecto de las
plantulas control. Mientras que la actividad especifica en Pro Inta Elite no mostré
modificaciones en las condiciones ensayadas (Figura 5.26 B).

Los valores observados oscilaron entre un incremento del 9% (ProINTA Elite)
hasta 124%(MT 204) en raiz bajo déficit hidrico. Para coleoptile en cambio las
plantulas bajo déficit hidrico disminuyeron su actividad especifica entre un

0,04% (Prolnta Elite) hasta un 46% (MT 204).
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Figura 5.26 Actividad especifica de catalasa en (A) raiz y (B) coleoptile de plantulas de variedades
de trigo luego de la imbibicién durante tres dias en condiciones de capacidad de campo (C) y an
WYw de -0,6MPa (T). Los valores representan la media + SEM. Se muestran las diferencias
significativas con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de Tukey (n=40) al comparar
cada control con su tratado
7.3. Contenido de prolina

En todas las variedades la prolina aument6 en respuesta a la restriccion
hidrica, tanto en el coleoptile (Figura 5.27) como en la raiz cuando se la expres6
por peso fresco. Los incrementos observados en el contenido de prolina por peso
fresco oscilaron entre 61% (9052) y 164%(BioINTA 105) para la raiz. Para el
coleoptile los incrementos tuvieron un rango entre 40% (9052) y 462% (BioINTA

2004).
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Por el contrario, cuando se la analiz6 en base al peso seco, los resultados no
fueron exactamente iguales (Figura 5.28). Para el caso de la variedad “9052” se
observ6 una disminucion en el contenido de prolina (20%) en los coleoptiles de
plantulas sometidas a déficit hidrico, aunque no resulté ser estadisticamente
significativo. El méaximo incremento en coleoptile se verific6 en el cultivar
BioINTA 2004 con 330%.

En las raices, en todos los casos, se observo un incremento significativo de los
niveles de prolina expresado por peso seco cuando se sometié a las plantulas a

déficit hidrico que oscil6 entre 18% (MT 204) y 97% (ProINTA Elite)
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Figura 5.27. Contenido de prolina normalizado por el peso fresco (A) raiz y (B) coleoptile de
plantulas de variedades de trigo luego de la imbibicién durante tres dias en condiciones de
capacidad de campo (C) y Pw de -0,6MPa (T). Los valores representan la media + SEM. Se
muestran las diferencias significativas con respecto al valor control *PP< 0,05 de acuerdo al test de
Tukey (n=40) al comparar cada control con su tratado
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Figura 5.28 Contenido de prolina normalizado por el peso seco (A) raiz y (B) coleoptile de
plantulas de variedades de trigo luego de la imbibicion durante tres dias en condiciones de
capacidad de campo (C) y Ww de -0,6MPa (T). Los valores representan la media + SEM. Se
muestran las diferencias significativas con respecto al valor control *P< 0,05 de acuerdo al test de
Tukey (n=40) al comparar cada control con su tratado
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Discusion
8. Restriccion hidrica
8.1. El crecimiento

Para llevar a cabo de manera experimental los ensayos de restricciéon hidrica
se utiliz6 el agregado de polietilenglicol de 6000 kDa (PEG6000) de masa
promedio al medio de incubacion liquido. El PEG es un poliéter hidrofilico,
soluble en agua, ampliamente utilizado para estimular el estrés por sequia en
plantas, ya que por un lado es capaz de reducir del WYw de una solucién acuosa y
por otro no puede penetrar los poros de la pared por su gran tamarfio y elevado
peso molecular (Oertly 1985). Las ventajas de utilizar en el laboratorio este
polimero son: 1) el estrés se lleva a cabo rdpidamente, 2) es cuantificable y 3) es
facilmente reproducible para diferentes especies. Ademas, crea condiciones de
crecimiento homogéneo necesarias para investigar patrones basicos de respuesta
en las plantas en escalas de tiempo relativamente corto (Reynolds-Henne y col.
2010). Otros solutos de bajo peso molecular, como el manitol, pueden bajar el Yw
pero también puede penetrar los poros de la pared celular y causar plasmdlisis,
ademas de producir efectos téxicos que pueden afectar los resultados ocasionados
por el déficit hidrico (Verslues y col. 2006).

El desarrollo experimental planteado en este trabajo difiere
considerablemente de los experimentos de campo, donde el agua se extrae de
forma continua por las plantas y se pierde en la atmoésfera por la transpiraciéon
(Cabuslay y col. 2002). Por lo tanto, en experimentos de campo donde se impone el
estrés mediante el retiro del agua de riego durante algin tiempo se lleva a cabo
una progresion de déficit de agua de leve a grave. En este trabajo, las plantulas
fueron sometidas desde su germinacion a una restriccién hidrica constante.

Dentro de los signos comunes establecidos en plantas sometidas a déficit
hidrico se encuentran inicialmente una reduccién en la tasa de germinacién y
luego un menor crecimiento de la plantula (Soltani y col. 2006, Seki y col. 2007). Se
ha estimado que para el caso del trigo es necesario incorporar una cantidad de

humedad equivalente entre 35 y 45% del peso seco del grano para llevar a cabo la
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germinacion (Burck y Delouche 1959) entendiendo este proceso como una serie de
eventos metabdlicos y morfogenéticos que culminan con la emergencia de la
radicula por fuera de las envolturas seminales, y que se producen cuando una
semilla viable en estado de quiescencia se embebe con agua (Matilla 2003). En las
condiciones ensayadas en este trabajo, hasta un potencial agua equivalente a
-0,6 MPa en el medio de incubacién no se modificé el indicé de germinacién del
trigo, mientras que Ww menores lo disminuyeron hasta un valor de potencial agua
de -1,8 MPa, donde le proceso de germinacion se inhibi6 totalmente. Sin embargo,
aun con valores de WYw donde la germinacion ocurre en igual nivel que en
capacidad de campo, el crecimiento de la plantula fue afectado de una manera
directamente proporcional al potencial agua utilizado. Con estos datos y en un
intento de avanzar en el conocimiento para comprender los mecanismos
involucrados en esta limitacion, se seleccion6 -0,6 MPa como Ww de trabajo, ya
que en esta condiciéon no se modifica el proceso de germinacién pero si se
observan efectos sobre el crecimiento, y los dias 2 y 3 postimbibiciéon como
tiempos de estudio, ya que aseguran que la plantula se encuentra en una etapa de
crecimiento quimioheterotréfico, independizando la respuesta obtenida del
fenémeno fotosintético.

La restriccion hidrica disminuyé la elongaciéon del coleoptile en mayor
proporcion que la raiz. Si bien la emergencia del coleoptile en la superficie del
suelo es vital en wuna planta para transformar su metabolismo de
quimioheterétrofo a fotoautétrofo, en condiciones de bajo contenido de agua en el
suelo es esencial para la sobrevivencia de la planta mantener el crecimiento de la
raiz, ya que la elongacién de la raiz le permite a la planta poder acceder a capas
mas profundas del perfil del suelo, donde el contenido de agua es usualmente
mayor. El incremento en la relacién raiz/vastago ha sido asociado a una reduccion
en el consumo de agua y a un aumento en la absorciéon (Erice y col. 2010),
promoviendo de esta manera la resistencia de la planta a la sequia (Bajji y col.
2000).

Los datos obtenidos en las condiciones experimentales ensayadas reflejan

que la disminucion de la elongacién no seria causada por una menor producciéon
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de biomasa en la raiz de las plantas sometidas a déficit hidrico, sino que estaria
dada fundamentalmente por una disminucién en el contenido de agua. Por el
contrario, en el coleoptile hubo una menor producciéon de biomasa, como lo
demuestra los menores valores registrados al determinar el peso fresco y seco por
individuo en las plantas crecidas en restriccion hidrica. Estos resultados son
coincidentes con la respuesta observada en arroz, donde el alargamiento de las
hojas fue mas afectado que la acumulacién de la materia seca luego del estrés
hidrico (Cabuslay y col. 2002). Por otro lado, Soltani y col. (2006) analizaron los
efectos de la sequia sobre ambos componentes del crecimiento heterotréfico de las
plantulas de trigo (peso de las reservas a movilizar de las semillas y eficiencia de
la conversién en la utilizacion de las reservas de la semilla) y concluyeron que el
componente sensible era el primero.

El estrés hidrico se tradujo en un aumento del contenido de proteinas
solubles sobre la base del peso fresco de raiz y coleoptile en ambos tiempos
estudiados. Sin embargo, teniendo en cuenta la magnitud de la pérdida de agua en
cada caso este incremento reflejaria una concentraciéon de proteinas debida a la

pérdida de agua y no a un incremento real de las mismas.

8.2. La proliferacion y la expansion celular

El 4pice de las raices de plantas crecidas bajo restriccion de agua mostré
similitud en el tamafio de la zona de proliferaciéon y de transicion con las plantas
control, lo cual fue coincidente con el nivel similar de la expresién de genes
responsables de la transicion G1-S del ciclo celular. Si bien se ha reportado que el
déficit hidrico puede afectar a casi todos los componentes del ciclo celular, los
trabajos en su mayoria se refieren a la respuesta observada en hojas. Entre ellos se
encuentran estudios que abarcan desde disminucién en la expresiéon de ciclinas
durante el estrés salino en hojas de Arabidopsis (Burssens y col. 2000), regulacion
negativa de los represores APC/C, incrementando la degradacion proteolitica de
ciclinas, durante un moderado estrés osmoético en hojas de Arabidopsis (Claeys y
col. 2012), induccién de la proteina inhibitoria tipo-SIM por sequia en hojas de

arroz (Peres y col. 2007). Cabe destacar que gran parte de estas respuestas de
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control de la proliferacion se han adjudicado a la funcién de las proteinas
DELLAs, importantes reguladores negativos de la sefializaciéon por giberelinas
(Claeys y col. 2014). Ademés, se ha reportado que en hojas de trigo (Schuppler y
col. 1998) y Arabidopsis (Skirycz y col. 2011) el estrés osmético y en maiz (Granier
y col. 2000) el estrés hidrico, indujo acortamiento de los meristemas, prolongando
la duracion del ciclo celular como consecuencia de una reducida actividad de
CDK. En raiz, la informacién sobre el efecto del déficit hidrico a nivel del ciclo
celular es escasa y en muchos casos se relacionan con el estrés salino, donde a la
restriccion hidrica se le suma el efecto del cation Na*. Como ejemplo de este tipo
de estudios, West y col. (2004) reportan modulacion del ciclo celular en respuesta
al estrés salino, que ocasioné un acortamiento del meristema en Arabidopsis. Los
resultados encontrados en este trabajo y los reportados por la bibliografia indican
que el efecto del déficit hidrico sobre la proliferacion celular es diferente en raiz y
en hoja, limitando el crecimiento aéreo y de esta forma disminuyendo la superficie
de evaporacién, y redirigiendo su crecimiento hacia la raiz para evadir o evitar la
zona de bajo Ww e incrementar las posibilidades de supervivencia.

En base a que la proliferacion no se afecté durante el déficit hidrico en el
modelo desarrollado, la expansién celular es el otro proceso a evaluar que conduce
el crecimiento de la planta (Woolhouse, 1983). La fuerza que promueve la
expansion celular es la presion de turgencia, generada dentro de la célula como
resultado del ingreso de agua principalmente hacia la vacuola. Esta presion de
turgencia es ejercida contra la resistencia que opone la pared celular. La expansién
celular representa el delicado y controlado balance entre la resistencia y el
aflojamiento de la pared celular. Dependiendo de la extensibilidad de la pared, la
expansion celular se logra cuando la presiéon de turgencia supera la resistencia
ejercida por la pared (Lockhart 1965, Cosgrove 1993). Como se ha descripto en el
Capitulo 1, la extensibilidad de la pared celular es ejercida de un modo controlado
a través de las expansinas (Cosgrove 2005). Los cinco genes de expansinas
expresados en raiz se indujeron por el déficit hidrico cuando se los comparé con
respecto a las plantulas control en la regioén apical y subapical. De esta forma, en

trigo tanto como lo observado en Glycine max L. (soja) (Wu y col. 2005) y en maiz
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(Wu y col. 2001), el aumento de los transcriptos en la regién apical se asociaria a
un aumento de la elasticidad de la pared celular que contribuiria a mantener el
crecimiento en condiciones de reduccién de presion de turgencia (Claeys y Inzé,
2013). Se ha relacionado a la intervencion del acido abscisico (ABA) y el acido 3-
indol acético (AIA) (Zhao y col. 2012) como intermediarios en la induccién de la
transcripcion de los genes de expansinas en trigo. Las giberelinas también son
conocidas por participar en la relajacion de la pared celular a través de la
induccion de la expresion de genes de expansinas y xiloglucan
endotrasglucosilasa/endohidrolasa (XET), teniendo las proteinas DELLA a este
nivel una actividad represiva de la expresion, en algunos casos por unién a los
factores de transcripcion (Claeys y col. 2014).

Como se discutié previamente en el caso de la respuesta a metales, si bien
s0lo se ha caracterizado una pequena proporcion de la superfamilia de las
expansinas en el reino vegetal, las funciones individuales de muchos de los genes
permanecen sin dilucidar. No obstante, en estos tltimos afios se ha correlacionado
a las expansinas con variaciones en la dindmica del crecimiento durante el estrés
abiotico (Sabirzhanova y col. 2005, Muller y col. 2007, Xu y col. 2007, Kwon y col.
2008, Harb y col. 2010 Guo y col. 2011, Li y col. 2011, Sasidharan y col. 2011, Zhao
y col. 2012, Yan y col. 2014). En relacién al estrés por déficit de agua, un aporte de
Dai y col (2012) agrupa a las expansinas entre los genes de respuesta a la
deshidratacién (dehydration-responsive genes), registrando en flores de Rosa hybrida
(rosa) el gen RhEXT4, cuya expresiéon en Arabidopsis confiere tolerancia a la
sequia, y el silenciamiento de su expresién en los pétalos de rosas disminuy6 la
recuperacion de los pétalos durante la rehidratacion (Lii y col. 2013). Esto confirma
los resultados encontrados en Arabidopsis y en girasol donde la detencién de la
expansion de la hoja en plantas sometidas a déficit hidrico es un proceso que
puede ser revertido por el aumento de la disponibilidad de agua. Este atributo de
las células permite que la expansién de la hoja aumente cuando la planta atraviesa
ciclos de secado/rehidratacién, donde las células vuelven a expandirse sugiriendo

que sus paredes ain mantienen su estado de extensibilidad (Lechner y col. 2008).
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Los resultados aportados por este trabajo, sumado a la bibliografia existente,
muestran que la contribucién de la proliferaciéon y la expansiéon celular a la
inhibiciéon del crecimiento inducida por el déficit hidrico es también dependiente

del tejido, de la especie y del estadio de desarrollo analizado.

8.3. El balance redox

Varias investigaciones en plantas de trigo han relacionado cambios en el
sistema antioxidante con la prevenciéon del dafio oxidativo durante el déficit
hidrico (Khanna-Chopra y Selote 2007, Jubany-Mari y col. 2010, Hameed y col.
2011). En un intento de saber si la restriccion del crecimiento observada podia ser
asociada al estrés oxidativo, se investig6 el dafio oxidativo a lipidos y proteinas.
Tanto los niveles de TBARS como la carbonilacién de proteinas en las raices de las
plantulas sometidas a estrés hidrico fueron comparables a las raices control. Por lo
tanto, es posible asumir que las células fueron capaces de mantener su balance
redox y continuar creciendo a un potencial agua de -0,6 MPa. Respaldando esta
idea, no se detect6 incremento de las EAO en las raices de las plantulas tratadas
respecto del control.

Las actividades especificas de SOD y CAT aumentaron en la raiz debido a la
restriccion hidrica impuesta. En coincidencia con el incremento de la actividad de
CAT, que fue la tinica peroxidasa que aumentoé su nivel significativamente en las
condiciones ensayadas, se detecté en el tejido radical una acumulacién del
transcripto cat2, pero no de catl. Por el contrario, en el coleoptile el incremento de
actividad se relaciona con una acumulacién del producto de catl. Un incremento
en la actividad de CAT contribuiria a prevenir el dafio oxidativo a través de la
reduccion de los niveles de H20O2, como ha sido ampliamente demostrado durante
el estrés abidtico en plantas (Contento y Bassham 2010). Achard y col. (2008)
postularon que la acumulacién de proteinas DELLA durante el estrés osmotico
aumentaria la expresion de genes correspondientes a enzimas antioxidantes como
las Cu/Zn superoxido dismutasas (Cu/Zn-SOD) y catalasa, reduciendo asi el

nivel de EAO durante el estrés.
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En cuanto a la actividad de CAT, los resultados obtenidos se condicen con lo
reportado por Zhang y Kirkham (1994), quienes encontraron que la mayoria de las
especies de Triticum expuestas a la sequia (de siete afios estudiados) mostraron un
aumento o mantenimiento de la actividad de CAT (y también SOD) en la fase
temprana de la sequia.

La deteccién de una sola banda proteica de CAT en geles PAGE podria
deberse a la presencia de isoformas muy similares en masa molecular y movilidad
electroforética. Aunque Garcia y col. (2000) purificaron dos isoformas de catalasa
de trigo, ambas tenian similares propiedades y aparecian como una tnica banda
en PAGE y eran inhibidas especificamente por el inhibidor 3-amino-1,2,4 triazole
(3-AT). Por su parte, Song y col. (2007) s6lo detectaron una isoenzima en raices y
hojas en plantulas de trigo tratadas con el herbicida fenilurea clorotoluron
(inhibidor del transporte de electrones en la fotosintesis). Una tnica isoforma de
CAT también se observé durante la senescencia en trigo (Srivalli y Khanna-
Chopra 2001), tanto como en hojas saludables en esta especie (Kwon y Anderson
2001).

Tanto para monocotiledéneas como dicotiledéneas se ha demostrado no sélo
cambios temporales sino también espaciales en el patrén de expresion de genes de
catalasa durante su desarrollo normal (Willekens 1994, Frugoli y col. 1996, Esaka y
col. 1997, Srivalli y Khanna-Chopra 2001, Bagnoli y col. 2004, Santos y col. 2006,
Zimmermann y col. 2006). Por otro lado también es conocido que tanto el estrés
bidtico como abiético pueden modificar el perfil de expresion de esta familia de
genes (Boldt y Scandalios 1997, Guan y Scandalios 2000, Mhamdi y col. 2010). Por
ejemplo, en hojas de plantas de trigo de cinco semanas sometidas a 6 dias de
sequia moderada y severa, junto con cambios en los patrones de expresion de catl
y cat2, se detectd una disminucién de la acumulacion de ambos transcriptos (Luna
y col. 2005). En el andlisis de promotores del gen de la catalasa de maiz se han
identificado diferentes secuencias de ADN que responden a fitohormonas como
acido abscisico, jasmonico, salicilico y auxinas (Guan y Scandalios 2002, Mylona y
col. 2007) y regiones regulatorias responsables de ritmo circadiano (Iwamoto y col.

2000, Kwon y Anderson 2001)
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Si bien numerosas investigaciones reportan induccion de la actividad de APX
en trigo por déficit hidrico (Chakraborty y Pradhan 2012, Secenji y col. 2010) y en
genotipos tolerantes a la falta de agua (Sairam y col. 1998), en las condiciones
ensayadas, la actividad de APX se redujo en las plantas crecidas en restricciéon
hidrica. Una posible explicacion a este resultado es la caracteristica metabdlica
respecto a la obtencion de energia y poder reductor de la plantula en el periodo
analizado en este trabajo de Tesis. En estas condiciones no se ha establecido atin en
la planta el metabolismo fototroéfico, por lo tanto el poder reductor para sostener la
totalidad del metabolismo proviene de las reservas acumuladas en la semilla. Es
importante destacar que tanto para la sintesis del &cido ascérbico como para el
reciclado de los intermediarios oxidados (monodehidroascrobato 'y
dehidroascorbato) es necesaria gran cantidad de poder reductor. Ademads, las
isoenzimas de APX son labiles en ausencia de acido ascérbico (Asada 1992). Esta
restriccion en la obtencion de poder reductor podria ser entonces el principal
factor responsable de la falta de respuesta a nivel de APX. De esta forma, se puede
decir que durante el estadio de crecimiento analizado, se favoreci6 la actividad del
par SOD-CAT para mantener bajos los niveles de HxO, en lugar de SOD-APX
establecido en otros modelos.

Mantener el equilibrio redox celular es determinante, no solo en relacién a su
efecto sobre el ciclo celular (Sarsour y col. 2009), sino también para promover
ajustes en la pared celular que involucran a las EAO (Gapper y Dolan 2006), sobre

todo en condiciones de estrés hidrico (Noctor y col. 2014):

8.4. El ajuste osmético

La acumulacién de solutos compatibles se considera un indicador importante
de la tolerancia fisiol6gica a diferentes estreses, como la sequia o la salinidad (Liu
y col. 2011). En este sentido, se ha verificado en las raices un aumento de la
conductividad total, del contenido de prolina y carbohidratos solubles en
respuesta a la restriccion de agua, lo que representa un aumento de los osmolitos

compatibles.
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La acumulacién de iones y compuestos de bajo peso molecular aumenta el
potencial osmotico y de esta manera facilita el ingreso de agua a la célula (Parida y
Das 2005, Ashraf y Foolad 2007). Ademads, los solutos compatibles organicos
también poseen la habilidad de ejercer un efecto protector de tipo antioxidante
contra el dafio a las membranas (Ashraf y Foolad 2007, Contento y Bassham 2010).
De esta forma contribuyen a la protecciéon de las células contra los efectos del
incremento en el nivel de las EAO y cooperan con el sistema de defensa
antioxidante en el mantenimiento de la capacidad redox a bajo nivel de potencial
agua (Bartels y Sunkar 2005, Miller y col. 2010, Sharma y col. 2011), permitiendo a
la planta sustanciar su crecimiento aun bajo condiciones ambientales adversas.

En cuanto al rol de la prolina durante el estrés hidrico en trigo, Vendruscolo
y col. (2007) propusieron que la tolerancia exhibida en plantas transgénicas que
acumulaban altos niveles de prolina no serfa solo una consecuencia del ajuste
osmotico generado sino de mecanismos protectores contra el dafio oxidativo. En
este sentido el incremento en el contenido de prolina se ha asociado con la
induccion de la expresién de genes antioxidantes durante el estrés salino (Banu y
col. 2009) y con una actividad de proteccion de membranas celulares, proteinas y
del ADN (Matysik y col. 2002). La salida de electrolitos tanto de las raices de las
plantas de trigo control como de las sometidas a déficit hidrico fue similar, lo que
sugiere que la integridad de la membrana plasmatica no fue afectada por esta
restriccion hidrica. Este resultado esta de acuerdo a lo reportado por Banu y col.
(2009) en células de tabaco, donde la prolina protegié a las membranas de un
aumento en su permeabilidad inducida por el cloruro de sodio. Ademas, dentro
de las funciones de este metabolito, Sharma y col. (2011) proponen que la prolina
sintetizada a nivel foliar y transportada a la raiz durante el estrés hidrico podria
actuar como fuente de energia para el crecimiento radicular.

Los aztcares solubles también han sido implicados en la tolerancia al estrés
hidrico en plantas. Como la prolina, no solamente contribuyen a la regulacién del
ajuste osmotico sino que también estdn involucrados en el metabolismo y
proteccion tanto de las vias de producciéon como las de destruccién de las EAO

(Couée y col. 2006, Seki y col. 2007). Varios estudios han asociado la presencia de
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ciertos azucares solubles con la adquisicion de tolerancia al estrés (Farrant 2007,
Pinheiro y Chaves 2011). Zhang y col. (2012) demostraron que las plantas
transgénicas de Arabidopsis TaMYB30-B acumulaban grandes cantidades de
prolina libre y aztcares solubles respecto de las plantas no transformadas cuando
eran sometidas a estrés hidrico, lo cual sugiere que la prolina y aztcares solubles
son factores claves que contribuyen a la tolerancia al estrés hidrico de las plantas

TaMYB3-B.

8.5. Efecto del agregado exdgeno de poliaminas y nitroprusiato de sodio

Como se manifesté6 previamente, frecuentemente se han relacionado
cambios en el sistema antioxidante durante el déficit hidrico con la prevencion del
dafio oxidativo. Las poliaminas y el NO han sido postulados como moléculas con
un potencial rol protector contra el dafio oxidativo generado por diversos tipos de
estrés abiético (Groppa y Benavides 2008, Mata, Lamattina 2001). Se ha postulado
que las PA actuarian detoxificando EAO, manteniendo la integridad de las
membranas y estabilizando enzimas y proteinas (Groppa y Benavides 2008). En
trabajos realizados en nuestro laboratorio hemos demostrado que la Spm fue
capaz de proteger plantas de girasol y trigo sometidas a estrés por Cd o Cu,
evitando el aumento de las EAO y revirtiendo parcialmente el dafio oxidativo
causado por los metales (Groppa y col. 2001, 2003), mientras que el NO, aplicado
como SNP en forma previa a la aplicacién del estrés, fue capaz de modificar la
actividad de las enzimas antioxidantes y evitar la peroxidacién lipidica y la
clorosis en plantas de girasol tratadas con 500 pM de Cl>Cd (Laspina y col. 2005).
Si bien no se observé dafio oxidativo en las plantulas crecidas bajo déficit hidrico,
hubo una variacién de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y APX
y una alteracién del crecimiento causada por la restriccién de agua, motivo por el
cual se decidi6 estudiar el posible efecto protector contra el déficit hidrico ejercido
por estos compuestos en plantulas de trigo. Si bien numerosos trabajos han
reportado una alteraciéon en los niveles endégenos de poliaminas y/o NO en
plantas sometidas a sequia moderada o intensa (Zhou y Yu 2010, Fan y col. 2013),

el objetivo en este trabajo de Tesis fue evaluar el rol de las poliaminas y el NO
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agregados en forma exdgena al medio de cultivo, estudiando particularmente su
efecto sobre los parametros de crecimiento. En este caso, el agregado exégeno de
Spm y Put no result6 efectivo en la reversion de la disminucién del crecimiento en
las plantas de trigo bajo estrés hidrico comparadas con el control sin PA,
observandose la misma respuesta en el caso del agregado de SNP como donor de
NO. Fan y col. (2013) demostraron que el agregado exégeno de 100 pM SNP como
donor de NO, mejoré significativamente el crecimiento de plantas de pepino
crecidas bajo estrés salino. Los autores postularon que el NO alivié el dafio
causado por el estrés salino regulando el contenido y las proporciones de las tres
principales poliaminas, generando una disminucién de Put y Spd y un aumento
de Spm. Por su parte, Arasimowicz-Jelonek y col. (2009) observaron que la
administraciéon de NO previamente a la aplicacion de estrés por sequia no afectaba
los niveles enddégenos de PA pero se correlacionaba positivamente con la
reducciéon de la peroxidacion lipidica y la permeabilidad de las membranas
generado por el déficit hidrico

Asimismo, se ha sugerido que el ajuste osmoético y la alteracion del
contenido de poliaminas, especialmente Spd y Spm, juegan un rol importante en la
adaptacion de las plantas al estrés hidrico (Zhou y Yu 2010, Alcdzar y col. 2006;
Yamaguchi y col. 2007, Kubis 2008, Tang y Newton 2005) observaron que el
agregado de poliaminas exdgenas incrementaban la longitud de la raices
regeneradas de plantulas crecidas en medio de enraizamiento al incrementar las
divisiones celulares en Pinus virginiana, cuando dicho medio se suplementaba con
concentraciones de poliaminas de 0,00lmmol, pero disminuia cuando se les
aplicaba entre 0,01 y 1 mmol. Las poliaminas también provocaron un incremento
en el desarrollo de raices laterales lo que podria ser considerado una potencial
respuesta adaptativa al déficit hidrico.

La existencia de una variedad de respuestas especificas relacionadas con la
especie vegetal y atn con variedades de una misma especie sugiere una gran
plasticidad genética en el control del crecimiento en respuesta al la limitacién de
agua, lo cual depende también del momento del desarrollo y la severidad del

estrés (Baerenfaller y col. 2012). En este trabajo de Tesis, a pesar de no haber
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podido evidenciar un rol protector de las poliaminas o del NO en el modelo
experimental descripto, se propone continuar con el estudio de la participacién de
estas moléculas nitrogenadas en la respuesta de las plantas al estrés abiético, dado
el conocimiento que existe respecto a los diversos caminos en las que estan

involucradas durante la sefializacién de la respuesta al estrés.

8.6. Respuesta a la restriccion hidrica de diferentes variedades trigo aestivum

El déficit de agua disminuy6 el crecimiento de todas las variedades
analizadas, donde Buck 75 Aniversario mostr6 un indice de
tolerancia/sensibilidad intermedio cuando se analiz6 la respuesta del cotiledén y
uno mayor respecto de la raiz. Cabe volver a aclarar que este indice es un
estimado de la respuesta entre las variedades analizadas, pero que no tiene
relevancia para clasificarlas a nivel de especie. En lineas generales, la variedad
MT204 seria la primera de las 6 variedades estudiadas en emerger a la superficie
para iniciar su metabolismo fotoautotréfico, mientras que Buck 75 Aniversario
seria la que posee mayor capacidad para extender su exploracién a un mayor
volumen de suelo en bisqueda de humedad bajo condiciones de restriccién
hidrica.

Con respecto a la actividad de CAT, tal como fue observado por Zhang y
Kirkham (1994) en 9 genotipos de trigo diploide, tetraploide y hexaploide
sometidos a distintos niveles de estrés hidrico, la actividad de catalasa en la raiz se
increment6 o se mantuvo durante los primeros dias del estrés. Esto refuerza la
importancia de esta enzima en el control de los niveles de H2O, durante el estrés
hidrico.

A nivel de prolina, si bien Hong-Bo y col. (2006) sefialan una dependencia
entre los niveles de este metabolito y la tolerancia a la sequia de diferentes
cultivares de trigo, en el estadio de desarrollo y las variedades ensayadas en este
trabajo de Tesis no se pudo establecer una correlaciéon entre la concentracién
alcanzada de este osmolito y el crecimiento de la raiz o el coleoptile durante el

déficit hidrico.
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En este trabajo de Tesis se profundizé el estudio sobre aspectos relacionados
con los mecanismos reguladores del crecimiento (proliferacion y expansion
celular) durante la fase post-germinativa de plantas de trigo sometidas a
tratamientos con metales, cadmio y cobre, y a restriccion hidrica, haciendo

hincapié en sus efectos sobre la homeostasis redox y el ajuste osmético celular.

Sobre la base de los resultados obtenidos se puede concluir que:

& Aunque los factores de estrés abiético suelen agruparse y compartir
ciertos componentes fundamentales en los mecanismos de respuesta, las
condiciones ambientales adversas afectaron a los procesos involucrados en el
crecimiento radicular de manera diferencial,

-los metales afectaron el equilibrio redox, lo cual tuvo consecuencias
directas sobre componentes del ciclo celular, bloqueando su progresion y
restringiendo el proceso de proliferacién celular

-durante el déficit hidrico se mantuvo el balance redox celular, el cual
seria necesario para mantener los niveles de proliferaciéon celular en el RAM. Bajo
esta condicion de restriccion del potencial agua, el crecimiento se afect6 a través de

alteraciones en los mecanismos de expansion celular.

& La carbonilaciéon de proteinas consideradas claves para el ciclo celular
(como la ciclina D y la CDKA) podria formar parte de un mecanismo mediador
del arresto del crecimiento durante el estrés oxidativo, bloqueando el ciclo celular
en el momento en que podrian ocurrir errores en la replicaciéon o ruptura del ADN
(transicion G1/S), y de esta forma la célula podria reparar el dafio previniendo la
propagaciéon de errores. La oxidaciéon de proteinas no seria una consecuencia
general del estrés, sino que surge la idea de modificaciones postraduccionales

oxidativas intermediarias en el reconocimiento y la sefializacién durante el estrés.
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= El efecto observado sobre la oxidacién/ubicuitinacion se las proteinas del
ciclo celular, sugiere la posibilidad de un mecanismo general de interaccién de
modificaciones postraduccionales (MPT) oxidativas con otras MPT, como la

ubicuitinacién, alterando en este caso la via de degradacién de las proteinas.

& La zona de transicion del RAM fue afectada por los tratamientos que
alteraron la homeostasis redox celular, indicando la importancia del balance redox

para que pueda llevarse adelante el ciclo celular.

= El ajuste osmoético y el mantenimiento del equilibrio redox en la raiz
pueden ser los puntos claves para superar el déficit hidrico moderado y continuar

creciendo, aunque a baja velocidad, durante el crecimiento temprano del trigo.

& Las células de la raiz de las plantulas crecidas en restriccion hidrica
podrian ajustar su balance redox, al menos en parte, mediante la induccién y/o
activacion de la SOD y la CAT. Ademas de su conocido efecto osmético, la
acumulacién de osmolitos compatibles podria estar implicada también en el ajuste
redox celular. Si bien este equilibrio resulté en ausencia de dafio oxidativo y
alteracion de la membrana celular, no fue suficiente para evitar una disminuciéon
en la elongacion de la raiz. En condiciones de campo, este descenso supone un
serio obstaculo para que las plantulas de trigo expandan sus raices y accedan al

agua en el suelo en una etapa fenolégica en que el suministro de agua es crucial.

& Debido a que se detecté un incremento en la expresién de genes de
expansinas, se plantea la idea de que los cambios en la plasticidad de la pared
celular serfan de particular relevancia en este estadio del desarrollo del trigo,
facilitando la expansion celular y permitiendo una pronta recuperaciéon de la

turgencia normal de las células existentes en caso de rehidratacion.
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= Los efectos observados durante el déficit hidrico no se deben a un simple
retraso en el tiempo de crecimiento (dia 2 y 3 de desarrollo) sino a cambios

metabdlicos sufridos a nivel celular.

& A pesar de encontrarse la plantula durante este estudio en crecimiento
quimioheterétrofico, no es posible extrapolar la respuesta metabdlica frente al
déficit hidrico de un tejido al otro, como se demuestra con la diferente expresion

de los genes cat en coleoptile y raiz.

Una fina red de regulacion, mediada por la interaccion entre las hormonas y el estado
redox de las células, reqularia el equilibrio espacio-temporal del niimero de células en
division o expansion, asi como la tasa de ambos procesos no solo durante el crecimiento

normal sino en respuesta a las condiciones adversas

Proliferacion celular || Expansién celular

TURGENCIA
APC/C <---- DELLAs DELLAs Lignina

:

Extensibilidad
pared celular

T

XETs

CDK
CICLINAS

KRPs/SIMs

Aclimatacion
| EXPANSINAS

Ajuste osmotico
Déficit Prolina/ Hde C

hidrico {

Balance redox

Tolerancia al estrés

Esquema modelo representativo de las conclusiones. Las lineas gruesas se corresponden a datos
obtenidos en este trabajo que se suman a otros previamente obtenidos por diferentes autores tal
como se describié en el Capitulo 1 y en las discusiones de los Capitulos 4 y 5. Xiloglucan
endotransglucosilasas/endohydrolasa (XETSs)
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Conclusiones

Perspectivas

Conocer el comportamiento de los procesos bioquimicos relacionados con el
crecimiento durante estrés el abidtico en plantas es de fundamental interés para
mejorar nuestra comprension de los complejos mecanismos celulares que se
desencadenan para hacer frente y sobrevivir a condiciones ambientales adversas.
Esto permite por un lado aumentar el conocimiento que conlleva al desarrollo de
nuevas estrategias moleculares que podrian ser eventualmente aplicadas en
cultivos agronémicos, mejorando de esta forma su tolerancia a diferentes factores
de estrés abidtico que afectarian su crecimiento y productividad.

De manera particular se ha sumado informaciéon donde se relaciona al
dominio de transicion del RAM como una zona oscilatoria donde, ya sea para
entrar o salir de sus limites, las células estdn bajo un estricto control de factores
enddgenos o exdgenos, conectando sin dudas el desarrollo de la raiz con el medio
ambiente. Por otro lado, se destacan los fendémenos asociados a la pared celular
como conductores/ mediadores de la respuesta celular al estrés, probablemente no
s6lo relacionados con la inhibicién del crecimiento, sino con la preparacion para la

recuperacion.
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Resumen

Uno de los principales efectos del estrés abiético en plantas es la inhibicion
del crecimiento, afectando en muchos casos la productividad y/o supervivencia
de los cultivos. El objetivo del presente trabajo fue contribuir a la comprensiéon
acerca de cudles son los mecanismos involucrados en la modificacion de la
proliferacién y la expansion celular, en términos de cambios metabdlicos y ajustes
bioquimicos que realizan las plantas de trigo sujetas a condiciones ambientales
desfavorables. Se utilizé a la variedad Buck 75 Aniversario, estableciéndose la
etapa postgerminativa como tiempo de estudio, donde la planta se encuentra en
metabolismo quimoheterotréfico. La semillas se colocaron en soluciones que
contenian metales (cadmio, un metal redox inactivo, cobre, un metal redox activo),
metilviolégeno (MV, herbicida caracterizado como generador de anién
super6xido), peréxido de hidrégeno (una especie activa del oxigeno) y
polietilienglicol (agente reductor del potencial agua, Ww) en diferentes
concentraciones. Los ensayos abarcaron como tiempo maximo el cuarto dia
postimbibicion.

Los tratamientos con metales, MV y H>O: disminuyeron la elongacion de la
raiz apresurando el desplazamiento de las células encontradas en la zona de
divisién celular a la zona de elongacién/diferenciacién, lo que resulté en un
meristema acortado. Los metales afectaron el equilibrio redox lo cual tuvo
consecuencias directas sobre componentes del ciclo celular, bloqueando su
progresion y restringiendo el proceso de proliferaciéon celular. En todos los
tratamientos se registr6 aumento de especies activas del oxigeno (EAO) en el &pice
radicular y aumento de las proteinas oxidadas. Si bien no se modificaron los
niveles de proteina ciclina D y CDKA, se incrementaron sus niveles de
carbonilacién, conjuntamente con una disminucién de la conjugaciéon con
ubicuitina. Los tratamientos generaron menor acumulacién de transcriptos de
genes relacionados con la via Rb/E2F, indicando bloqueo de la transicion G1-S del
ciclo celular y acumulacién de transcriptos de expansinas de expresion radicular.

El PEG disminuy6 la elongaciéon de la raices y del coleoptile de manera

dependiente a su concentraciéon en el medio, sin modificaciéon del RAM. En los
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analisis realizados el dia 2 y 3 postimbibiciéon en WYw -0,03 MPa (control) y -0,6
MPa, la restriccién hidrica aument6 en la relacién raiz/coleptile, disminuy6 el
contenido de agua en los tejidos, increment6 la expresion radicular de genes de
expansinas, aumenté de la actividad especifica del par superéxido
dismutasa/catalasa, aument6 pardmetros relacionados con la produccion de ajuste
osmotico y no se detecté produccion de estrés oxidativo. La comparacién de la
variedad Buck 75 Aniversario (largo de raiz y coleoptile, peso fresco y seco,
actividad de catalasa, contenido de prolina) con otras seis variedades respaldo6 los
datos obtenidos.

De los resultados obtenidos se pudo concluir que, aunque los factores de
estrés abidtico suelen agruparse y compartir ciertos componentes fundamentales
en los mecanismos de respuesta, las condiciones ambientales adversas afectaron a
los procesos de proliferaciéon/expansion involucrados en el crecimiento radicular
de manera diferencial. La carbonilacién de proteinas consideradas claves para el
ciclo celular podria formar parte de un mecanismo mediador del arresto del
crecimiento durante el estrés oxidativo, bloqueando el ciclo celular en el momento
que podrian ocurrir errores en la replicacion o ruptura del ADN (transicion
G1/S), y de esta forma la célula podria reparar el dafio previniendo la
propagacion de errores. Durante el déficit hidrico, el crecimiento se afect6 a través
de alteraciones la expansion celular. El ajuste osmético y el mantenimiento del
equilibrio redox en la raiz pueden ser los puntos clave para superar el déficit
hidrico moderado y continuar creciendo, aunque a baja velocidad, durante el

crecimiento temprano del trigo.
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