. f % UNIVERSIDAD
=

JF ot e Cienct * ﬂ@ NACIONAL

Naturales y Museo , DE LA PLATA

......

Cambios en el apoplasto asociadoé a

« _la senescencia foliar

TESIS DOCTORAL . ) .
Lic. Maria Lucia Borniego

Directores: Dra. Dana Martinez

y Dr. Juan José Guiamet

2018 ” ]

-~







El presente trabajo de tesis para optar al grado
de Doctor en Ciencias Naturales fue realizado
en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE-
CONICET), de la Universidad Nacional de La
Plata, bajo la direccién de la Dra. Dana
Martinez y el Dr. Juan José Guiamet.






Mi reconocimiento,

- A la Facultad de Ciencias Naturales y Museo de la Universidad Nacional de La Plata, por

posibilitarme realizar el doctorado dentro del ambito de la Institucion.

- Al Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE), por brindarme los recursos necesarios para

llevar a cabo mi trabajo de tesis.

- Al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, por la beca otorgada.

Mi agradecimiento,

- A mis directores: Dana y Juan José por brindarme la posibilidad de hacer este proyecto, por
el conocimiento que me transmitieron y el apoyo recibido durante estos cinco anos en los
que trabajamos juntos. Gracias Dana por confiar en miy estar siempre presente y dispuesta

cuando necesité de tus consejos y de tu ayuda.

- A todos los integrantes del INFIVE porque con su aporte y buena onda hicieron posible que
esta haya sido una hermosa y valiosa experiencia. Disfruté mucho de estos anos que

compartimos, me llevo los mejores recuerdos de ustedes.
- A Cacho Saenz (el profe) por contagiarme su entusiasmo por la investigacion.

- A mi hermosa familia que siempre estuvo y estard presente brindindome su amor
incondicional. A Belu, mi otra mitad, por su aguante y paciencia, y por sus excelentes

consejos. Gracias Belu, sin vos nada seria igual.






Indice

INDICE
ABREVIATURAS ... ..ottt tseee et ss s8££ 28842858445 E R824SRt 1
UNIDADES: ...ttt et see st eese s bbb 11
RESUMEN ...ttt b8 bbb 13
ABSTRACT ..ottt ettt b bbb s8££ 15
CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL .....cccccecccvvvrerssssineeseesssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssosesssesssss 17
1 SENESCENCIA FOlIAI.... ... et bbb 19
1.1. Degradacion de proteinas cloroplasticas y proteasas asociadas a la SenesCencia...........ocvveeevrririreriieennenas 21
1.2. Regulacion de la senescencia foliar NALUIAL.............cociicuiiiicieicsce bbb e 22
1.3. Senalizacion. Receptores de membrana asociados a la SENESCENCIA ..........cccvcvericveiiicieiriee e 23
2. Elespacio extracelular 0 @POPIASIO .........coueiiurieiiiirieiieree e 24
21. LaS PArEAES CEIUIAIES ......cuvueeiieiciie ettt 25
2.2. ESPACIO INTEICRIUIAT ..ot 27
2.3. Dinamica del espacio apoplastico. El Fluido ApOPIAStICO (FA) .....cvvevierieiiniieiseneiesesse e 28
OBUETIVO GENERAL.......coutticereiaeesieeesesee s seeseesesesesssessess e sse et es s8££ttt 35
HIPOTESIS GENERAL .....coooeevvveeteeeeeeeseeeseseseesssesssssssessssssssssesssssssssssssssssssssssassessssssssssssssessssssssasssesssssssssssssssssssssassssssssens 35
CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS ........cccoeccvvrrerssssssseeseessssssssssssessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssessssss 37
1. Material vegetal y CONAICIONES dE CUIIVO..........cuiviiriiiicir bbb 39
2. InducCION de 12 SENESCENCIA FONAN ..........ceuieriercirieeircie et 39
3. ParAmetroS fISIOIOGICOS ......ucvviviveiiiesicte ettt ettt bbb bbb bbbt na s 40
3.1. Cuantificacion de Clorofila fOAN.............cveirriee e 40
3.2. Medicion del rendimiento cuantico méaximo del Fotosistema Il (FV/FM) ..o 40
3.3. POLENCIAI NIATCO ...ttt 40
34. Curvas de presién-volumen (curvas PV) y estimacion del volumen de FA de hojas........ccoovverneenncnsnennnnens 44
4. Obtencién y andlisis de fluido apoplastico (FA) d& N0JAS ......c.cuveeuriieiirier e 46
41. Extraccion de fluido de lavado apoplAStICO (FLA) ...t 46
4.2. Estimacion del volumen de fluido apoplastico (Vra) y de aire apoplastico (Vare) de hojas. Técnica del indigo
L7 T 0111 OSSOSO 48
43. Aclaraciones sobre el muestreo de [0S FLA @nalizados.............ouevierniiicininieccn s 49
44. Determinacion de contaminacion simplastica en el Fluido de Lavado Apoplastico (FLA) ........ccvevernenceineeninnne 50
5. Obtencion, cuantificacion y analisis de proteinas Y PEPHAOS.........ccurieuricirriice e 51
5.1. Extraccion de proteinas de extractos fOIArES ........ccviiiiicccicceee e 51
5.2. Cuantificacidn de proteinas ¥ PEPLIAOS ........ccururiiueirceereei ettt 51
5.3. Cuantificacién de proteinas en calles de geles de SDS-PAGE por densitometria ..........ocoevveenecnviersseenninens 53
5.4. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes. Electroforesis en gel de poliacrilamida en
PresenCia 08 SDS (SDS-PAGE). ..ottt s s bbb 54
5.5. Tincién de proteinas en geles de poliacrilamida ............ccueieurriecrnies s 55

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 7



Indice

5.6. INMUNOAELECCION A PrOIEINAS ...cvvcvevriiiisise ettt e s st s bbb en s e sennrenes 56
6.  Andlisis protedmico masivo (shotgun) por espectrometria de masas de muestras de FLA ........cccooevnievnccnnicnns 57
6.1. Preparacion de 18S MUESTIAS .........ceuririrrieie ettt ettt ses e 57
6.2. Analisis de proteinas PO OFDItTAD ........ov.ceevrieriririeerreee ettt ses et es et ea st nnen 58
6.3. ANAIISIS A8 AALOS ..o 59
7. ldentificacion por Orbitrap de proteinas separadas por SDS-PAGE ...........ccccoieiieiniceises e 60
71. Preparacion de las muestras y analisis por Orbitrap ..........ccoccvicrniceice s 60
8. Extraccion y cuantificacion de AmiInOACIAOS tOtAIES............criuerriiriiriciree s 61
8.1. Obtencion de a.a. totales 8 NOJAS ..o 61
8.2. ODbENCION A8 @.3. GBI FA .. ..o 62
8.3. CUANETICACIAN T8 8.8, ... vueereeeerieeiei bbb 62
9. Determinacion del pH apopIASHICO fOlIar............ceviiiieiiicecee et e b bbb 62
9.1. Material Vegetal UIIZAO ... 62
9.2. Determinacion del pH del apoplasto de hojas in vivo por microscopia de fluorescencia ........c..oveeveeereeenirereenn. 63
10. Aislamiento de polisacaridos de la pared CEIUIAT ..o 64
10.1. Obtencion de Residuos Insolubles en AICONO! (RIA) ........vuiiiririiniiniesss s 64
10.2. Estimacion de la cantidad de pared CEIUIAN..........coviiiicccce e 65
1. Extraccion y cuantificacion de almidOn ..ot s 65
12. Cuantificacion de ACIAOS UFONICOS .........c.eureuiererieirrireeesieisese e s sse bbb bbb bbb 66
12.1. Cuantificacion de 4cidos UrdniCoS el RIA ... 66
12.2. Cuantificacion de &cidos UrdniCoS de 10S FLA ...t 66
CAPITULO 3: OBTENCION DE FLUIDO APOPLASTICO (FA) FOLIAR. Caracteristicas de la técnica de infiltracion-

CONEITUGACION. ... bbbttt bRt b bbbt b b et ettt 69
RESUMEN ..ottt ettt e s8££t 71
INTRODUCCION ........ooeceeerereeeeeessssssssssssssssesssseseeeess 11185851 73
1. Latécnica de infiltracion en vacio-centrifugacion para el fraccionamiento subcelular de FA ... 74

2. Latécnica de Indigo Carmin (IC) en combinacion con la infiltracion -centrifugacion permite calcular el factor de
dilucion del FA (Fa), y estimar los volimenes ocupados por @ire Y PO FA ..o 79
3. Consideraciones sobre el material vegetal de partida y las condiciones de muestreo para la obtencion de FLA...... 80
HIPOTESIS ..o vrettsvvevreeeeesssseeseeees s sese s 81
OBUETIVOS ESPECIFICOS ....vvvvvvreesesssesssssssseeeeseseeeeesssssssssssssssssssssssssessessssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssesssssssssssssssssones 81
RESULTADOS ....oooiieiicteisseeisesessssesessssesssessse s essssssessse st ess st s s st s8££t ee s n s 83
1. Puesta a punto de la extraccion de fluido de lavado apoplastico (FLA) de hojas de Arabidopsis .........cccccvveeerrvnrenn. 83
2. Puesta a punto de la técnica del indigo Carmin para estimar el factor de dilucion del FA y los volumenes de aire y de
fIUIAO QPOPIASHICO ...ttt bbbt s e s bbbt bbb R bbbt n e a ettt b b e 87
3. Estimacion del volumen de FA a partir del método del IC y a partir de curvas de presion-volumen (curvas PV) ...... 89
DISCUSION Y CONCLUSIONES............coiorreeeeeeeeresseeeeeeessesseessssssssssssesssssssssssessssssssssssessssssssssssessssssssssssesssssssssssesssssnsssnn 93
1. Puesta a punto de la extraccion de fluido de lavado apoplastico (FLA) de hojas de Arabidopsis ..........ccccvveerrvnrenn. 93

8 | Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego



Indice

2. Puesta a punto del método del indigo Carmin para estimar el factor de dilucién del FA (Fqira) y el volumen de FA .93

3. Estimacion del volumen de FA de hojas. Comparacion entre los métodos IC y curvas P-V .........ccccoceovvicrnerninnnae 94
CAPITULO 4: CARACTERIZACI()N'DE LA SENESCENCIA FOLIAR Y SELECCION DE ESTADIOS ONTOGENICOS PARA
EL ESTUDIO DEL FLUIDO APOPLASTICO. ........coeveiiieieiiiieictssies ettt ettt sb st sb st sttt ensesnsansenans 97

RESUMEN. ...ttt sss sttt s s8££ Rt 99
INTRODUCCION.......cottieireiieereeieresetsesseseesessesessesessesssssesesssse st sse s sssssesessesses s essessseesassssssessssssas s bs s s bessesssbessassnsssnas 101

1. Capacidad fotosintética, niveles de clorofila, proteina, y variaciones de peso fresco como marcadores del grado de

senescencia foliar €N ArabidOPSIS ........ccivieiiiieiie e b bbb tns 101

2. Cambios en las organelas asociados a 1a SENESCENCIA fOlIAr...........coverririeininierere e 101

HIPOTESIS ..ot enss s 103
OBUETIVO ESPECIFICO ....oovveeeeeeeeee e eeessseseseeeeeeesessessssesesss e sssssss e sssssesesssssssesssss s ssesssssaesssssssssssssssasssssesssnes 103
RESULTADOS ..ottt ettt 105

1. Inicio y progreso de la senescencia foliar de Arabidopsis segun variaciones en parametros fotosintéticos y la edad
oL = o1 T v TP 105

2. Extraccion de FA de hojas en los distintos estadios ontogénicos para estudiar cambios en el apoplasto asociados a
[@ SENESCENCIA FONIAI ......vucvoreeceieici ettt 108

3. Cambio en las relaciones hidricas al comienzo de la senescencia foliar de Arabidopsis. Contenido de agua y

potencial hidrico de NOJAS S2 Y S3. . ... e 109
DISCUSION Y CONCLUSIONES ....oooevvveeereeeesveeessseseessessssssssssssssssssssssesssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssseesssssssasssessssnes 113
1. Caracterizacion y seleccion de las hojas para la extracCion de FA ... 113
2. Cambio en las relaciones hidricas al comienzo de la senescencia foliar de Arabidopsis..........c.cocveviceivicveniennns 114

3. Discrepancias entre las medidas de potencial agua obtenidas con la bomba de Scholander y con el psicrémetro .115

CAPITULO 5: CAMBIOS FISIOLOGICOS EN EL APOPLASTO ASOCIADOS A LA SENESCENCIA FOLIAR. .................... 17
RESUMEN.......ootttieeiiesereiensesssesesessssesessse s sese s ss sttt e84 b bbb 119
INTRODUCCION . ...-1111ss111veveeeerereeeeeessssssssssssessseesss 11111555 121

1. Elapoplasto €N 1a reSPUESEA @ BSIIES ..o 121
2. Cambios en el apoplasto de las hojas asociados a la Ontogenia ..........ccevreerrieirncernee s 124
HIPOTESIS .....ovvevvvvveeeeesessssssssssssssesssseseeees s ssss11128s 150 127
OBUETIVO ESPECIFICO 1ovvttstsesevvvveeeesreseeseeesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssss 111155 127
RESULTADOS .....ooiieiieereiisesssteeesessesessss e ssess sttt ss s e85t 129
1. Cambios en el volumen de aire y de fluido apoplastico durante la senescencia foliar (variaciones entre hojas S2 y
3 ) OO OO PO 129
2. Estimacion de la dilucién de FA en muestras de FLA de hojas S2 ¥ S3 ..o 129
3. Andlisis de la pared celular en hojas S2 y S3, y su relacidn con el volumen de FA ... 130
4. Cambios en la concentracion de solutos en el FA durante la SENESCENCIA .........covvrevviereivreriinrinennereseee e, 134
5. Variacidn del pH en el fluido apoplastico entre hojas S2 Y S3.........crrrrc e 135
DISCUSION . ..eeveeessmeeeeeeees s 139
1. Cambios en el volumen de aire y de fluido apoplastico (FA) de la hoja asociados a la senescencia ...........c...c....... 139

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 9



Indice

2. Relacién entre el volumen de FA y la cantidad de pared y pectinas............ccceeeriisciicccnssssss s 139
3. Cambios en la concentracion de solutos en el FA durante 1a SENESCENCIA ......c..cuvveveerieiniinieinenie e 140
4. Cambios en el pH apoplastico asociados a la SENESCENCIA. ..........cueurrrruririerirrier e 141
CAPITULO 6: DINAMICA DEL PROTEOMA EN EL FLUIDO APOPLASTICO DURANTE LA SENESCENCIA FOLIAR. ...... 143
RESUMEN ..ottt ittt sa s8££t 145
INTRODUCCION .......covveeressseesseesessssseessessssssssessess s 147
1. Proteinas apoplasticas asociadas a 1a SENESCENCIA .........ccccueuerririiiriiieeieeeee e 147
2. Mecanismos de secrecion de proteinas en las Plantas. ... 148
HIPOTESIS ..o eeeeseeosees s 153
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... sesssssssssssssss s ss oo esssssssssssssssssssssse 153
RESULTADOS Y DISCUSION ... ssssssssssssss s sssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssessssssssssnnsnsnns 155
1. Perfiles de proteinas foliares y del FA en hojas senescentes (S3) y no senescentes (S2) ......ccvvvvreerrvereeniseenees 155
2. Caracteristicas del proteoma del FA asociado a la senescencia foliar...........cooverrreerneniniiesneeesees s 159
CONGCLUSIONES ......cotveeireieeseiesesssssesse e ssesesessesssessssssess e sssessass st aessesssessess s ses s ees st ae s en s en s ne e n s st st 175
TABLA 6.2. Proteinas identifiCatas ..ottt 177
CAPITULO 7: EL APOPLASTO Y LA REMOVILIZACION DE NITROGENO DURANTE LA SENESCENCIA........................ 197
RESUMEN .......couittieeeiieiee st et ees et es e bbbt 199
INTRODUCCION .......ooomiereeeeveeessesseeseeeeessessessssesssseseesssesssssssessssss s ssssss s sssssss s sssssssssssees s sesssssssas s 201
1. Incorporacién y asimilacion del nitrdgeno en [a planta...........coocerriri s 201
2. Reciclado y removilizacidn de N durante [a SENESCENCIA ..........cveurirerierieireirieee e 202
HIPOTESIS ..o vrttvvvevreeesssssmeessesesssssesss sk 211
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... sssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssseseesesssssssssssssssssse 211
DISENO EXPERIMENTAL ......oooreervveeesseseeesseesssssseessssssssssssessssssss s ssssssssss s sssssssss s 213
1. Senescencia foliar natural e induccion de la senescencia foliar en plantas salvajes S2 y en plantas donde la
autofagia se eNCUENTA DIOGUEATA. ..o 213
2. Contenido de proteinas, p&ptidos ¥ @MINOACIAOS .........covreviurirereeriieireinee et 214
3. ANANISIS ESTATISHICO ......vceeeeceee et 215
RESULTADOS Y DISCUSION ... seessssssssssssssssssssss s sessssssssssssssssssssssseeessssssssnssssnns 217
1. Niveles estables de péptidos y proteinas foliares durante la senescencia natural e inducida por oscuridad en plantas
A€ GENOLPO SAIVAJE ....ceeeuieeeeieeee ettt s b h bbb E bbbt 217
2. Niveles estables de aminoacidos y su particién entre el interior celular y el apoplasto durante la senescencia foliar
natural e inducida por oscuridad en plantas SAIVAJES. ........cccvierriiirie e 222
3. Particion del contenido intracelular y apoplastico de proteinas, péptidos y aminoacidos en plantas mutantes para
AULOTAGIA ..t 224
CONGCLUSIONES ...ttt ettt sttt b st b bbb e st sttt et 229
CAPITULO 8: CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS.............oooovvvovooeeoeeeeessseseeeeeeesssesesessssssssseseseeeesssssssenssnnns 231
BIBLIOGRAFIA..........ooooooooe e es s eeesessssssennnsnnns 241

10 | Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego



Abreviaturas y Unidades

ABREVIATURAS:

a.a.: aminoacidos.

ABA: &cido abscisico.

AJ: acido jasménico.

AS: &cido salicilico.

ATPasa: Adenosin-trifosfatasa.
BCA: bicinchoninic acid.

C: carbono.

EROs: especies reactivas del oxigeno.
FA: fluido apoplastico.

FBP: fructosa-1,6-bisfosfatasa.
FLA: fluido de lavado apoplastico.
g: aceleracion de la gravedad
GFP: Green fluorescent protein.

HR: hypersensitive response.

LSU: Subunidad grande de Rubisco (del inglés: Large

Subunit).

MCP: muerte celular programada.
MP: membrana plasmatica.

N: nitrégeno.

P: fésforo.

PF: peso fresco.

Pi: fosforo inorganico.

PS: péptido sefial.

RFP: red fluorescent protein.

ROI: region de interés (del inglés: region of interest).

Rubisco: Ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa.

SAG: genes asociados a la senescencia (del inglés:

Senescence Associated Genes).

SAR: Systemic aquired resistance.

SD: desvio estandar (del inglés: standard deviation).

SDS-PAGE: electroforesis en gel desnaturalizante.

SEM: error estandar de la media (del inglés: standard
error of the mean).

SPAD: colorimetro que permite estimar el contenido
de clorofila en las hojas.

SSU: subunidad pequefia de Rubisco (del inglés:
Small Subunit).

T°: temperatura

TGN: Red trans Golgi (del inglés: trans-Golgi
network).

Vaire: volumen de apre apoplastico.
Vea: volumen de fluido apoplastico.

WT: wild-type.

UNIDADES:

MI: microlitros.
amol: micromoles
g: gramos.

kDa: kilo-Dalton.
Kg: kilogramos.

M: molar.

mg: miligramos.
min: minutos.

ml: mililitros.

mM: milimolar.
mmol: milimoles.
MPa: megapascal.
Nng: nanogramos
nm: nanémetros.
p/v: peso/volumen.
viv: volumen/volumen.
Mg: microgramos.
pm: micrémetros.

MM: micromolar.

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 11






Resumen

RESUMEN

La senescencia constituye la etapa final del desarrollo ontogénico de las hojas, que se
caracteriza por el desmantelamiento altamente organizado de componentes celulares, y la
degradacion masiva de sus macromoléculas (proteinas, ARN, ADN, lipidos).

Este sindrome tiene un impacto positivo para la planta, dado que posibilita la exportaciéon de
nutrientes, principalmente N, de las hojas senescentes y su re-utilizaciéon en otros 6rganos. A
nivel celular, los cloroplastos albergan la mayor parte de las proteinas foliares, y su
desensamblado es central y diagnodstico del progreso de la senescencia. Es por esto que la mayor
parte de los estudios en el tema se han enfocado en los cloroplastos, y los eventos extra-
plastidiales que acompanan estos cambios son menos conocidos. Menos aiin se conoce qué
ocurre fuera de la membrana plasmatica en las células senescentes. El apoplasto representa un
compartimiento “extracelular”, externo, limitado por la membrana plasmatica, que incluye las
paredes celulares, los espacios intercelulares y el fluido apoplastico (FA). La composiciéon
(iones, macromoléculas, etc) de este espacio varia en forma dinamica contribuyendo al
desarrollo de la planta y la adaptacién a las condiciones ambientales. En el apoplasto tiene
lugar la percepcién y las primeras respuestas a varios estreses, que han sido estudiadas y
caracterizadas en detalle tanto para estreses bidticos y abidticos. Dado que el apoplasto es
escenario de procesos fisiol6gicos como la absorcion y el transporte de azticares y aminoacidos,
la comunicacién intercelular, la senalizacién sistémica, etc, es altamente probable que en este
compartimiento tengan lugar cambios funcionales vinculados con la senescencia. En este
trabajo se examinaron cambios en parametros fisiol6gicos del apoplasto como compartimiento,
y variaciones en la composicion del fluido apoplastico a lo largo de la senescencia en
Arabidopsis thaliana, a fin de profundizar el conocimiento sobre la dinamica de este espacio, y
su papel en la degradaciéon y removilizacion de nitrégeno durante la senescencia.

En el capitulo 3 se describen las técnicas utilizadas para la obtencion y analisis de fluido
apoplastico foliar (FA). Este capitulo se enfoca en la optimizacion de las técnicas de
infiltracion-centrifugacion para la extracciéon de FA de hojas senescentes de Arabidopsis, y del
Indigo Carmin para calcular el volumen original de FA y el factor de dilucién del FA aislado,
ambos pardmetros necesarios para estimar la concentracion fisiolégica de los componentes del
FA. Luego, en el capitulo 4 se caracteriza la senescencia foliar como etapa ontogénica y los FAs
obtenidos de hojas senescentes y no senescentes. En este capitulo se describe la seleccion de
hojas representativas de distintas etapas de desarrollo para realizar un andlisis sobre los
cambios asociados a la senescencia en el fluido apoplastico foliar. En el capitulo 5 se presentan

cambios fisiolégicos en el compartimiento extracelular asociados a la senescencia, y en el

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 13



Resumen

capitulo 6 se analizan variaciones en las proteinas y proteoma del fluido apoplastico. En el
capitulo 7 se muestran resultados de experimentos manipulativos de la senescencia foliar, y las
respuestas a nivel de variaciones en el contenido estable de aminoécidos, péptidos y proteinas.
Se analiz6 el rol del apoplasto en la degradacion de proteinas foliares y la removilizacion de
nitrégeno durante la senescencia, natural y acelerada por oscuridad y el papel de la autofagia

en la exportaciéon de aminoacidos al apoplasto.
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Abstract

ABSTRACT

Senescence is a genetically controlled degradation process whereby cellular compounds are
dismantled and the products of macromolecules (proteins, nucleic acids, lipids) breakdown are

redistributed to other parts of the plant.

Leaf senescence represents the last stage of leaf development, that is critical for plants fitness,
which depends on efficient nutrient (mainly nitrogen) relocation from senescing leaves to
developing organs and immature seeds. Chloroplast breakdown is the hallmark of leaf
senescence, and consequently this organelle has been the main focus for most of the studies on
the regulation and execution of senescence. Extraplastidial changes associated with leaf
senescence are less understood, and even less is known about the processes taking place
outside the plasma membrane of senescing cells. The apoplast is a highly dynamic
compartment external to the plasma membrane that includes cell walls, intercellular spaces
and apoplastic fluid (AF). AF is the fluid that moves freely within the intercellular spaces, and it
is composed of secreted proteins, organic acids, sugars, amino acids, ions, and other molecules.
The apoplast is the first compartment where perception and the first responses to several biotic
and abiotic stresses take place, therefore the AF plays a critical role in the plant-environment
interaction as it provides a means for intracellular and intercellular communication. While the
role of the apoplast in stress responses has been well studied so far, little is known about the
events that take place in this space during senescence. The apoplast might be an important
compartment for many senescence-related events, including the orchestration of the highly
organized execution of senescence, since important physiological processes, such as absorption
and transport of amino acids and sugars, intercellular communication and systemic signaling
take place there. This project aimed to shed light on the dynamics of the extracellular space
during leaf development, and the role of this compartment in protein degradation and nitrogen
remobilization during senescence. Changes in physiological parameters of the leaf apoplast, and
variations in the AF composition associated to senescence in Arabidopsis thaliana are

presented:

Chapter 3 describes the optimization of the infiltration-centrifugation and the Indigo Carmin
techniques for the isolation and analysis of leaf apoplastic fluid (AF). Both techniques are
useful for determining apoplastic air volume (V,,) and apoplastic fluid volume (Vg,), which are
necessary to calculate metabolite concentrations in the leaf AF. Then, in chapter 4, based on
the ability to extract AF free of cytosolic contamination, leaves from different developmental

stages were selected to analyze senescence-associated changes in the AF. Chapter 5 and 6 show
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senescence-associated changes in the extracellular environment and in the proteome of the
apoplastic fluid, respectively. Chapter 7 examines the involvent of the leaf apoplast in nutrient
recycling and remobilization during natural and dark induced leaf senescence, and the role of

autophagy in the translocation of amino acids from the cell into the apoplast.
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Capitulo 1 - Introduccion general

INTRODUCCION GENERAL

1. Senescencia foliar

Desde su inicio como primordio la hoja joven es un érgano destino de nutrientes y asimilados,
luego, durante su expansion foliar tiene lugar la transicién de érgano destino a 6rgano fuente
de fotoasimilados, y después de un periodo relativamente variable la contribucién fotosintética
de la hoja disminuye, dando lugar al inicio de la senescencia. A través de la senescencia foliar la
planta recupera nutrientes incorporados durante el crecimiento que, de otro modo, se
perderian cuando la hoja muere (Himelblau y Amasino, 2001). Durante esta etapa las células
de la hoja experimentan, bajo un programa genético, cambios altamente ordenados en su
estructura y metabolismo celular, seguidos por la muerte de la hoja. En funcién de esto la
senescencia foliar comprende tres etapas: (1) iniciacién, (2) degradacién de macromoléculas y
removilizaciéon de productos de degradacién, y (3) una etapa terminal, o muerte celular

programada (MCP) (Figura 1.1) (Noodén et al., 1997).

-Desmantelamiento de
cloroplastos ;
Edad: SUVE N ozono -Degradacién de -Desintegracién del nucleo,
e in e TR ! Limita!ci 16 Tl macromoléculas y clorofila - mitocondrias y membranas
T o -Removilizacion de nutrientes.  plasmatica y vacuolar
Citoquini . .Sequia -Aumento de la expresionde = -Acumulacion de factores
Etllonio ¢ Sombreado genes de defensa  inductores de la muerte ceular
AJ -Ataque de patogenos o
AS “heridas
ABA )
Auxinas ; _
-Reproduccion > Muerte celular

FASE DE INICIACIGN FASE DEGENERATIVA FASE TERMINAL

Figura 1.1. Etapas de la senescencia foliar y sus caracteristicas fisioldgicas. La senescencia es inducida por
sefiales del desarrollo (internas) y/o ambientales (externas). Durante la senescencia se suceden, de manera paulatina y
ordenada, una serie de cambios en la estructura celular, el metabolismo y la expresién génica que hacen posible la
removilizacion de nutrientes, y finalmente conducen a la pérdida de la integridad celular y a la muerte celular.

Durante la etapa de iniciaciéon se produce una reprogramacion del metabolismo, disminuyen
los procesos anabdlicos y se potencia el catabolismo. Esta reprogramacién es modulada por

senales enddégenas y ambientales, integradas a través de mdultiples vias de sefalizacion. Los
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factores enddégenos abarcan la edad, el equilibrio hormonal y metabélico, y procesos de
desarrollo, como la transicién a la fase reproductiva. Los factores ambientales mas relevantes
son limitantes hidricas y de nutrientes, temperaturas extremas, la infeccién por patégenos, y el
sombreado (por otras plantas o autosombreado), entre otros (Lim et al., 2007; Guo y Gan,
2012; Schippers, 2015). La senescencia de la hoja que se desencadena en plantas bajo

condiciones 6ptimas de crecimiento se denomina usualmente “senescencia natural”.

La segunda etapa de la senescencia se evidencia por el “amarillamiento” foliar debido a la
degradacion de clorofila, aunque este es un signo usualmente tardio del desmantelamiento de
los cloroplastos. Metabdlicamente, la asimilacién de carbono es reemplazada por el catabolismo
de macromoléculas (i.e. proteinas, lipidos de membrana, dcidos nucleicos) y el aumento de
expresion y actividad de numerosas hidrolasas (proteasas, nucleasas, lipasas, etc). El aumento
de la actividad catabdlica es responsable de convertir los componentes celulares acumulados
durante la fase de crecimiento de la hoja en moléculas exportables, que proveen de nitr6geno,
fosforo, carbono y minerales a semillas y otros érganos en crecimiento (Havé et al., 2016).
Finalmente, a medida que la etapa de degradacion llega a su finalizacion, las células mueren
(Noodén et al., 1997). Por lo tanto, aunque la senescencia puede verse como un sindrome
perjudicial para la hoja, representa un proceso beneficioso y relevante para la supervivencia y

reproduccién de la planta.

En especies monocarpicas, es decir aquellas que mueren luego de un tinico evento de floracion
(cereales, soja, Arabidopsis), la senescencia foliar y la senescencia de la planta entera
(senescencia reproductiva o monocdarpica) en general ocurren coordinadamente y su inicio esta
determinado por el desarrollo de las estructuras reproductivas, que se convierten en el
“destino” madas importante para las distintas moléculas removilizadas desde los 6rganos
vegetativos (Noodén y Leopold, 1988; Guiboileau et al., 2010). Arabidopsis exhibe dos tipos de
senescencia: senescencia secuencial y monocarpica. Durante la senescencia secuencial, las
hojas mas viejas envejecen y sus nutrientes se trasladan a las hojas mas jovenes y en
crecimiento de la planta. Este tipo de senescencia foliar seria independiente de la monocarpica,
ya que la esterilidad o la remocion de las estructuras reproductivas aumenta la longevidad de la
planta, mientras que la vida util de las hojas individuales permanece inalterada (Noodén y

Penney, 2001).

La senescencia foliar se puede inducir prematuramente por factores externos como la
aplicaciéon de hormonas (i.e. acido abscisico, etileno), la oscuridad, temperaturas extremas y

otros tipos de estrés. De hecho la induccion de la senescencia por oscuridad en hojas
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individuales se utiliza con frecuencia para promover una senescencia rapida y uniforme, dado
que conduce a muchos sintomas tipicos de senescencia, como la degradacién de clorofila, y la
pérdida de lipidos, acidos nucleicos y proteinas (Wittenbach, 1978; Noodén y Leopold, 1988;
Weaver y Amasino, 2001; Law et al., 2018), si bien la expresion de muchos genes inducidos
fuertemente durante la senescencia natural, como varias quinasas y genes de respuesta a
patégenos (PR), no se altera durante la senescencia inducida por oscuridad
(Buchanan-Wollaston et al., 2005). De los tratamientos usualmente utilizados para inducir la
senescencia, el oscurecimiento de hojas es el que muestra un patréon de expresion génica mas

similar con la senescencia natural (Weaver et al., 1998).

1.1. Degradacion de proteinas cloroplasticas y proteasas asociadas a la senescencia

La mayor parte de las proteinas de la hoja se localiza en los cloroplastos, y Rubisco representa
alrededor de la mitad del N removilizado en hojas de plantas C3. Si bien algunas proteasas
cloroplasticas aumentan su expresion durante la senescencia, su funcién se asocia al recambio
de proteinas y homeostasis, y serian otras las proteasas responsables de la degradacion
proteolitica masiva asociada a la senescencia. El desmantelamiento del cloroplasto es, al menos
parcialmente, extraplastidial, y requiere del transporte de sus componentes fuera de la organela
(Ishida et al., 2008; Martinez et al., 2008; Wada et al., 2009; Carrién et al., 2013; Spitzer et al.,
2015). En los ultimos anos se han descripto distintas vias involucradas en la degradacion de
Rubisco y otras proteinas fotosintéticas mayoritarias, estromaticas y tilacoidales (GS1, LHII).
Estas vias involucran pequenas vacuolas asociadas a la senescencia (SAVs) que contienen la
proteasa SAG12 y presentan gran actividad proteolitica (Otegui et al., 2005), y vesiculas de
distinta naturaleza y composicion que movilizan proteinas plastidiales a la vacuola central,
donde se concentra la actividad proteolitica (Chiba et al., 2003; Michaeli et al., 2014; Wang y
Blumwald, 2014). La vacuola central también acumula metabolitos de degradacién de clorofilas
(Matile et al., 1988; Hinder et al., 1996), e incluso cloroplastos enteros (Wada et al., 2009;
Izumi et al., 2017) y representa el reservorio celular donde se acumulan los nutrientes
removilizables. Las proteasas de tipo cisteinicas son el principal grupo mecanistico
caracteristicamente asociado a la senescencia y su localizacién es predominantemente vacuolar
(Martinez et al., 2007a). Sin embargo proteasas de otros grupos mecanisticos y localizaciones
subcelulares se inducen durante la senescencia (Roberts et al., 2012; Martinez y Guiamet,

2014).
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1.2. Regulacion de la senescencia foliar natural

Dado que la senescencia foliar es una respuesta integrada a senales endégenas y condiciones
externas, resulta dificil la diseccién e identificacion de las vias especificas de la senescencia
natural. Como reflejo de esto, numerosos genes implicados en la respuesta a estreses
ambientales son regulados positivamente durante la senescencia natural (Quirino et al., 2000;
Buchanan-Wollaston et al., 2005). A su vez, la expresion de muchos genes asociados a la
senescencia (SAG) se induce en respuesta a tensiones ambientales tales como estrés hidrico u

oscuridad (Weaver et al., 1998).

1.2.1. Regulacién hormonal

Las vias de senalizaciéon hormonales participan en todas las etapas de la senescencia de la hoja,
integrando las senales del desarrollo y las senales ambientales de una manera compleja. Las
hormonas que promueven el crecimiento, como las giberelinas, las auxinas y las citoquininas,
en general retrasan la senescencia, aunque el efecto exacto de las auxinas y las giberelinas es
variable y no estd del todo claro (Schippers et al., 2007). Las citoquininas se conocen desde
hace mucho tiempo como las principales hormonas que retrasan la senescencia (Richmond y
Lang, 1957), y se cree que la caida en los niveles de citoquininas es una sefal clave para el
inicio de la senescencia foliar natural (Nooden et al., 1990; Gan y Amasino, 1995;
Buchanan-Wollaston et al., 2005). Por otro lado, los niveles de acido abscisico (ABA), acido
jasmonico (AJ), acido salicilico (AS) y etileno aumentan durante el desarrollo de la hoja y se ha
demostrado que todas ellas promueven la senescencia foliar (Revisado en Schippers et al.,

2007; Khan et al., 2014; Schippers, 2015).

1.2.2. Regulacion metabdlica

Los suministros de carbono y nitrégeno son los dos componentes clave que reflejan el control
del flujo metabdlico en la senescencia foliar. Durante la senescencia natural los niveles
enddégenos de azucar tienden a aumentar, y la alta concentracién de aztcares reduciria la
actividad fotosintética e inducirfa la senescencia de las hojas (Pourtau et al., 2006; Wingler y
Roitsch, 2008). Incluso, el mismo aumento en el contenido de aztcares durante el desarrollo
de la hoja induciria cambios en la expresién génica asociados a la senescencia (Lloyd y
Zakhleniuk, 2004; Pourtau et al., 2006), modulados por ABA, las citoquininas y el etileno
(Rolland et al., 2002; Leén y Sheen, 2003; Yanagisawa et al., 2003). Ademas, se demostré que

la glucosa induce la senescencia foliar temprana cuando se combina con un suministro bajo,
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pero no alto de nitrégeno (Wingler et al., 2004). El contenido total de aminoacidos y nitrégeno
disminuye a lo largo del desarrollo de la hoja (Diaz et al., 2005; Diaz et al., 2008) y la
deficiencia de nitrégeno induce cambios asociados a la senescencia en Arabidopsis (Diaz et al.,
2006). Los cambios en los niveles de aziicar en relacién con el contenido de nitrégeno (balance
C:N) en las hojas durante la transicion de destino a fuente podrian desempenar un papel
importante en la induccién de la senescencia foliar y, por lo tanto, en la removilizaciéon del

nitrégeno de las hojas viejas (Masclaux et al., 2000; Guiboileau et al., 2010).

1.3. Seiializacion. Receptores de membrana asociados a la senescencia

Las proteinas receptoras de la membrana plasmatica con actividad quinasa, receptor-like
kinases (RLK), contienen un dominio extracelular de reconocimiento de ligandos especificos, y
un dominio citoplasmico de traducciéon de la senal por fosforilaciéon (Becraft, 1998). Las RLK
desempenan papeles criticos en la regulaciéon de procesos de desarrollo y en la respuesta a

estrés bidtico y abiético (Gao y Xue, 2012; Wu et al., 2014; Wu et al., 2016a; Ye et al., 2017).

Varias RLK participan en la regulacion de la senescencia foliar (Hajouj et al., 2000; Li et al.,
2006; Lee et al., 2011; Xu et al., 2011). La expresion inducible de GmSARK, que codifica para
una RLK de soja asociada a la senescencia, en Arabidopsis aumenta la expresiéon de genes
asociados a la senescencia (SAG), y acelera la senescencia. En lineas donde GmSARK se
encuentra silenciado la senescencia se retrasa, por lo que SARK tendria un rol clave en el
control de la senescencia foliar (Xu et al., 2011). RPK1 es una RLK involucrada en la
percepcion temprana de ABA durante la germinacién, crecimiento y cierre de estomas en
Arabidopsis, que también desempena un papel promotor de la senescencia mediado por ABA
(Osakabe et al., 2005; Lee et al., 2011). La identidad de los ligandos especificos de estas RLK'y
los mecanismos y la regulacién de secreciéon y estabilidad de los ligandos en el espacio

extracelular se desconocen.

Los cambios extracelulares asociados a la senescencia son muy poco conocidos. Durante la
senescencia aumentaria el trafico de moléculas hacia el espacio extracelular (van der Graaff et
al., 2006), donde ademas tienen lugar importantes procesos fisiologicos, como la absorcién y el
transporte de aminodcidos y azicares, la comunicacién intercelular y la senalizacién sistémica,
por lo que es muy probable que este compartimiento también participe en la regulacién y el

progreso de la senescencia foliar.
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2. El espacio extracelular o apoplasto

Los términos “apoplasto” y “espacio extracelular” se usan a menudo como sinénimos, y en su
significado mas amplio se refieren al compartimento externo a la membrana plasmética de la
planta, que incluye las paredes celulares, el espacio libre entre las células (o espacio
intercelular) y el fluido apoplastico (FA) (Figura 1.2). El apoplasto se suele considerar como un
sistema casi continuo en toda la planta, que se extiende desde las raices hasta las hojas y
solamente se interrumpe en la raiz por las bandas de Caspary (Schreiber et al., 1999) y algunos

autores lo consideran una continuacion del xilema (Canny, 1995).

El apoplasto se conoce desde hace mas tiempo que el simplasto, y atrajo el interés de los
bidlogos durante muchos afnos. El botdnico Ernst Miinch (1930) separé la planta en dos
compartimentos principales: el apoplasto "muerto" y el simplasto "vivo". Miinch consideraba
que la tnica funcién de este nuevo compartimiento externo era el transporte de agua y de
solutos. Este concepto es muy distinto del entendimiento actual. En general, el apoplasto se
puede considerar como un espacio fuera de la membrana plasmaética en el que el agua, los
nutrientes, los solutos y las senales se intercambian entre las células de las plantas y entre las

células de las plantas y los organismos invasores (Floerl et al., 2012).
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Figura 1.2. Representacion esquematica del espacio extracelular de una angiosperma. Componentes
principales: membrana plasmatica (celeste); hemicelulosas (verde); microfibrillas de celulosa (gris); lamela media y
capa de pectina (beige); pectinas (rojo); proteinas solubles y de membrana (violeta). Tomado de Guerra-Guimaraes,
(2016).

2.1. Las paredes celulares

El principal componente estructural del apoplasto es la pared celular, que se ensambla y
modifica mediante enzimas y metabolitos secretados al apoplasto. Estd compuesta de dos redes
estructuralmente independientes pero que interactGan: los polisacdridos y las proteinas
estructurales (Cosgrove, 1997; Cosgrove, 2005). Los principales polisacaridos estructurales de
la pared celular son la celulosa, las hemicelulosas, las pectinas y la lignina (que proporciona
rigidez y resistencia a la pared secundaria). El componente mas abundante de la pared es el
agua, que constituye aproximadamente dos tercios de la masa de la pared en los tejidos en
crecimiento. Debido a la gran cantidad de agua que contienen las paredes celulares, se ha

sugerido que la matriz tiene las propiedades de un hidrogel relativamente denso (Cosgrove,
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1997). En general, la pared de las células vegetales en crecimiento estd compuesta de
aproximadamente 30% de celulosa, 30% de hemicelulosa y 35% de pectina, con alrededor de
5% de proteinas estructurales por peso seco de pared (Cosgrove, 1997), aunque la relacion y la
composicion exacta de los diversos componentes varian segtin la especie, el tipo de tejido y la
etapa del desarrollo (Selvendran y O'Neill, 1987; Lynch y Staehelin, 1995; Brett y Waldron,
1996; Carpita et al., 1996) y ademas estan influenciadas por el ambiente (Keller, 1993; Brisson
et al., 1994). Se ha propuesto que la pared celular puede funcionar como una reserva de
carbono organico que, durante las tltimas etapas de la senescencia, podria ser removilizado en
forma de aztcares solubles gracias a la acciéon de numerosas enzimas hidroliticas (Mohapatra et

al., 2010).

La celulosa es un homopolisacarido neutro formado por polimeros lineales de B-D glucosa (8-D
glucanos) que se unen entre si por puentes de hidrégeno formando microfibrillas de celulosa.

Las microfibrillas de celulosa se sintetizan en la membrana plasmatica (Cosgrove, 2005).

Las hemicelulosas son heteropolisaciridos neutros a levemente acidos, y en las paredes
celulares estdn estrechamente unidos a la celulosa. En la pared primaria de dicotiledéneas la
hemicelulosa més abundante es el xiloglucano, un polimero ramificado que consiste en una
cadena principal de residuos de B-D glucosa a la cual se incorporan cadenas laterales que

contienen xilosa, galactosa y, a menudo, una fucosa terminal (Cosgrove, 1997; Fry, 2004).

Las pectinas son heteropolisacaridos muy ramificados y complejos, formados por azicares
acidos como el 4cido glucuroémico y el acido galacturénico. Son los polisacaridos mas solubles de
la pared celular y forman un gel en el que estd incrustada la red de celulosa-hemicelulosa.
Ademas de proporcionar superficies cargadas que regulan el pH y el balance i6nico de la pared
celular (Cosgrove, 1997), las pectinas son los objetivos principales de los patégenos invasores y
sus productos de degradaciéon funcionan como “elicitores” potentes de las respuestas de
defensa de las plantas (Ferrari et al., 2013). Tanto las pectinas como las hemicelulosas se
sintetizan en el aparato de Golgi y llegan a la pared celular empaquetadas en el interior de

pequenas vesiculas que se fusionan con la membrana plasmética (Cosgrove, 2005).

Las proteinas estructurales de la pared se clasifican de acuerdo con su composicién de
aminodcidos predominante, por ejemplo, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGP o
extensinas), proteinas ricas en glicina (GRP), proteinas ricas en prolina (PRP), etc. Muchas de
estas proteinas estan altamente glicosiladas y su abundancia varia segiin el tipo de célula, el

desarrollo y factores ambientales (Showalter, 1993). Las proteinas estructurales estan
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fuertemente unidas a la pared por enlaces covalentes y representan sé6lo una pequena fraccion

de las proteinas extracelulares totales detectadas hasta ahora (Jamet et al., 2006).
2.1.1. Organizacion y estructura de la pared celular

En la pared celular, los polisacaridos y las glicoproteina estructurales se entrecruzan para
formar un "entramado” que se mantiene unido en un entorno acuoso (Fry, 1986; liyama et al.,
1994). La pared celular se organizan en tres capas que difieren en sus propiedades fisicas y
quimicas: la laminilla media, la pared celular primaria y la pared celular secundaria. La
primera capa en depositarse es la laminilla media y basicamente consiste en pectinas con
diferentes grados de metilaciéon que se depositan como “placa celular” durante la division
celular. La siguiente capa en formarse es la pared primaria y se deposita entre la laminilla
media y la membrana plasmatica. La pared primaria consiste en una red cristalina de
microfibrillas de celulosa inserta en una matriz de pectinas y hemicelulosas con proteinas
estructurales intercaladas. La pared primaria rige la velocidad y la direccion de la expansion
celular y, por lo tanto, el tamano y la forma final de la célula (Fry, 2004; Cosgrove, 2005). Las
células que requieren una gran resistencia mecanica y refuerzo estructural, como las células
conductoras del xilema, una vez que dejan de expandirse depositan una pared celular
secundaria entre la pared primaria y la membrana plasmatica. La pared secundaria consiste en
microfibrillas de celulosa con un contenido de hemicelulosas y proteinas considerablemente
menor que la pared celular primaria. Ademas, la inclusién de lignina hace que la pared celular
secundaria sea menos flexible y menos permeable al agua que la pared celular primaria (Bretty

Waldron, 1996).

2.2. Espacio intercelular

La red de celulosa / hemicelulosa de las paredes celulares primarias y secundarias contiene
espacios interfibrilares e intermicelares que confieren porosidad a la matriz extracelular y
conforman el “espacio intercelular” del apoplasto, es decir, el espacio tridimensional en el que
las moléculas pueden difundir. La porosidad de la pared celular puede cambiar con la
ontogenia (O’Driscoll et al., 1993; Titel et al., 1997) y durante la diferenciaciéon celular (Lynch
y Staehelin, 1995). En general el tamano de los poros ronda los 3,5 y 5 nm (Carpita et al.,
1979), y mientras que el agua y pequenas moléculas se pueden mover libremente, se considera
que el movimiento de las particulas con un didmetro superior a 4 nm esta restringido (Lodish

et al., 2000). A grandes rasgos, las proteinas tan pequenas como 20 kDa son demasiado grandes
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para moverse libremente dentro de la red. Ademas, como las paredes celulares normalmente
tienen cargas negativas debido al predominio de grupos carboxilo libres de los &cidos
galacturénicos de las pectinas, el movimiento de los iones en las paredes celulares se
caracteriza por interacciones electrostaticas, que conducen a una acumulaciéon de cationes

(Marschner et al., 1986).

2.3. Dinamica del espacio apoplastico. El Fluido Apoplastico (FA)

El liquido que se encuentra dentro del espacio intercelular normalmente se llama fluido
apoplastico (FA) o fluido extracelular (FE). Estd compuesto de sustancias de diferente
naturaleza, como solutos (iones, acidos organicos, azlcares y aminoacidos), proteinas y
glicoproteinas con una variedad de funciones, por ejemplo, proteasas, inhibidores de proteasas,
hidrolasas, oxidorreductasas y otras enzimas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos
y lipidos, y con la senalizacion (Lohaus et al., 1995; Sattelmacher y Horst, 2007; Guerra-
Guimaraes et al., 2016). El volumen de FA foliar en general representa el 4-11% del peso fresco
total de la hoja (Sattelmacher y Horst, 2007). El FA proporciona un medio para las
comunicaciones intercelulares y desempena un papel fundamental en la interaccion de la
planta con su ambiente, ademas muchas moléculas apoplésticas se transportan al citosol donde

participan en la comunicacién intracelular.

2.3.1. Vias de senalizacion

Numerosas vias de senalizacién involucran cambios que ocurren en el apoplasto. La
acumulaciéon de H,0O, en el apoplasto de las hojas de maiz inducida por ABA promueve el
transporte de H,O, al citosol, donde directamente desencadenaria eventos de transduccién de
senales que resultan en la regulacion positiva de la actividad de enzimas antioxidantes
cloroplésticas y citosélicas (Hu et al., 2005). El H,0, producido en el apoplasto en respuesta a
la infeccién con patégenos es relocalizado al citosol a través de la acuaporina AtPIP1;4, donde
participa en una ruta de transduccion de senales que desencadena respuestas de defensa (Tian

et al., 2016).

El aumento en los niveles de auxinas promueve la expresion de genes SAUR (SMALL AUXIN
UP-RNA) quienes promueven la fosforilacién del dominio C terminal intracelular de las bombas
de protones de la membrana plasmatica (MP H*-ATPasas) y de esta manera activan el flujo de

H* del citosol al apoplasto (Takahashi et al., 2012; Spartz et al., 2014). La consecuente
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reduccion del pH extracelular estimula la expansién celular mediada por auxinas al 1) activar
enzimas apoplasticas sensibles al pH que inician el aflojamiento de la pared celular, y 2)
permitir el transporte de solutos y agua del apoplasto al citosol para mantener la presion de
turgencia que impulsa la expansiéon celular (Hager, 2003). El ABA inhibe la expansién celular
promoviendo la desfosforilaciéon del dominio C terminal de las MP H*-ATPasas, y por ende, la
inactivacion del transporte de H* al apoplasto (Hayashi et al., 2014). En Arabidopsis, la unién
del péptido de senalizacién extracelular RALF (rapid alkalinization factor) con su receptor de
membrana FERONIA (una RLK) alcaliniza el apoplasto y reprime la expansién celular
mediante la inactivacion del flujo de protones por parte de las MP H*-ATPasas durante el

desarrollo de las raices (Haruta et al., 2014).

La proteina RLK asociada a la pared celular Snn1 (susceptibility/ sensitivity proteinl) de trigo
interacciona con la proteina efectora Tox1 secretada al apoplasto de la hoja por el hongo
necroétrofo Parastagonospora modorum, y transduce senales de defensa que desencadenan
necrosis tisular y consecuentemente proporciona nutrientes para el crecimiento y la

reproduccion del patégeno (Shi et al., 2016).

Por otra parte, los péptidos de senalizacion de la familia CLE son secretados al apoplasto, y a
través de interacciones con sus receptores de membrana LRR-RLK (LEUCINE-RICH REPEAT
RECEPTOR-LIKE KINASESs) participan en la comunicaciéon célula-célula y controlan diversos
procesos fisiol6gicos y del desarrollo de las plantas como el desarrollo del embrién y
endosperma, la regulacion de la proliferacion y diferenciacién de las células meristematicas, y
el desarrollo vascular (Matsuzaki et al., 2010; Fiume y Fletcher, 2012; Kondo et al., 2014;
Shinohara y Matsubayashi, 2015). En Arabidopsis, la infeccién por ciertos patégenos promueve
la expresion de varios genes PROPEP, precursores de los péptidos de senalizacion AtPeps
(Plant elicitor peptides). Los péptidos AtPeps se liberarian al apoplasto donde la interaccion
con sus receptores de membrana PEPR (PEP-RECEPTOR) amplificaria vias de senalizaciéon
intracelulares de defensa mediadas por AJ/etileno y AS (Huffaker y Ryan, 2007).
Recientemente se ha sugerido que el sistema Pep-PEPR intervendria en la removilizacion de
nutrientes durante la senescencia inducida por oscuridad, regulando la degradacién de clorofila

y la autofagia (Gully et al., 2015).

El estrés por salinidad promueve la exportacion de espermidina al apoplasto, donde su
catabolismo induce respuestas de tolerancia o muerte celular programada (MCP) en tabaco

(Moschou et al., 2008). Estos breves ejemplos demuestran que la permanente conexién entre
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el interior celular y el apoplasto es crucial en la regulacion fisiol6gica y metabdlica durante el

desarrollo de la planta y en las respuestas a distintos tipos de estrés.

2.3.2. Proteinas del FA

La complejidad del FA y su importancia en el metabolismo se refleja en la gran cantidad y
variedad de proteinas encontradas en esta fraccién celular (Agrawal et al., 2010; Guerra-
Guimaraes et al.,, 2016). Algunas proteinas apoplasticas participarian en la organizacion y
biogénesis de la pared celular, por ejemplo endoglucanasas, a y B-glucosidasas, B-xilosidasas, f3-
galactosidasas, poligalacturonasas, pectin metil esterasas y xiloglucan-endotransglicosilasas,
este grupo de proteinas representa un 18-29% del total de proteinas del FA, lo que implica que
la pared celular experimenta cambios apreciables durante el crecimiento y desarrollo de la

planta (Guerra-Guimaraes et al., 2016).

El grupo de proteinas mas abundante del FA es el de respuesta a estrés, que representa un 23-
33% del total de proteinas del FA (Guerra-Guimaraes et al., 2016). Algunas de estas proteinas
pueden actuar sobre la pared de posibles patégenos bacterianos y fingicos y limitar su
propagacion, por ejemplo quitinasas (PR3, PR 4, PR 8, PR11) y $-1,3-glucanasas (PR2) (Mauch
et al., 1988; Zhu et al., 1994). Otras proteinas con actividad antifingica y bien representadas
en el FA de dicotiledoneas son las proteinas similares a la taumatina (PR5), estas proteinas
pueden afectar a los hongos, ya sea danando sus membranas o hidrolizando B-1,3-glucanos de
las paredes celulares (Roberts y Selitrennikoff, 1990; Grenier et al., 1999). Las proteinas
germin-like protein (GLP) son una familia grande y heterogénea de proteinas que se expresan
fuertemente en respuesta a estreses biéticos y abidticos (Godfrey et al., 2007; Dunwell et al.,
2008; Rietz et al., 2012; Guerra-Guimaraes et al., 2015). Muchas GLP se localizan en el
apoplasto y, mediante su actividad oxalato oxidasa (OxO) o super6xido dismutasa (SOD)
(Dunwell et al., 2008), pueden generar H,O, y desempenar un doble papel en las respuestas de
defensa, por un lado creando una atmoésfera toxica para los patégenos y por otro lado
funcionando en la senalizacion (van Loon et al., 2006) que conduce por ejemplo al
fortalecimiento de la pared celular confiriendo tolerancia al ataque por patégenos (Banerjee et

al., 2010; Rietz et al., 2012).

Alrededor de un 8% de las proteinas del FA participan en el metabolismo de EROs (especies
reactivas del oxigeno) (Guerra-Guimaraes et al., 2016), y posiblemente formen parte de rutas

de senalizacion redox (Foyer y Noctor, 2013). Dentro de este grupo se encuentran las
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peroxidasas, que estdn implicadas en la lignificacién, suberizacién, catabolismo de auxinas,
cicatrizacién de heridas y defensa contra patégenos (Cosio y Dunand, 2008). El metabolismo
de EROs, junto con el equilibrio de auxinas, controla la remodelacion de la pared celular

durante el desarrollo y las respuestas a estrés (Tognetti et al., 2012).

En el FA también se encuentran proteasas de diversas clases, principalmente cisteinicas,
serinicas, asparticas y metaloproteasas. En términos generales, las proteasas apoplasticas
podrian participar en la eliminacion de péptidos senal (PS) de proteinas secretadas; en la
eliminacién de propéptidos de proteinas que se sintetizan como precursores inactivos; en la
liberaciéon de péptidos bioactivos; o en la liberacién de proteinas de la superficie celular

(Rawlings, 2013; Zimmermann et al., 2016; Ziemann et al., 2018).

Otras proteinas del FA pueden modificar otros sustratos en el apoplasto, por ejemplo,

invertasas, fosfatasas, lipasas y diversas deshidrogenasas (Guerra-Guimaries et al., 2016).

Las proteinas del FA pueden ser de dos tipos teniendo en cuenta sus interacciones: (1)
proteinas con poca o ninguna interaccién con los componentes de la pared, libremente solubles
en el apoplasto y que pueden extraerse con buffers de baja fuerza idénica; y (2) proteinas
débilmente unidas a la matriz de la pared a través de enlaces de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas, i6nicas o de Van der Waals y que pueden extraerse mediante sales (Boudart et al.,

2005).

2.3.3. Cambios en el proteoma del FA en respuesta estrés bidtico y abiético

Estudios proteémicos del FA de plantas sometidas a distintas situaciones de estés permitieron
la diseccién de vias de sefnalizacion y respuesta que tienen lugar el apoplasto. Mediante la
implementacion de electroforesis en dos dimensiones y proteémica cuantitativa libre de marcas
(label-free ESI-LC-MSMS) se han analizado modificaciones del secretoma bajo distintas
tensiones ambientales, como estrés salino, sequia y respuesta frente a varios patégenos. (Oh et
al., 2005; Cheng et al., 2009; Floerl et al., 2012; Ali et al., 2014; Bengtsson et al., 2014; Guerra-
Guimaraes et al., 2015). Por ejemplo, 20 de 150 proteinas detectadas en el FA de hojas de
tabaco mostraron variacion en sus niveles estables bajo estrés salino (Dani et al., 2005),
mientras que solo se detecté variacion en 7 de 220 proteinas identificadas en el FA de hojas de
Arabidopsis en respuesta a Verticillium longisporum (Floerl et al., 2012). Los resultados de
estos andlisis indican que gran parte de las proteinas que se acumulan en el apoplasto en

respuesta a estimulos bidticos son las mismas que se acumulan frente a estreses abioticos, e
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intervienen principalmente en la degradacion de macromoléculas y en la modificacion y el
metabolismo de la pared celular, como por ejemplo proteasas, quitinasas, ribonucleasas,
glucosidasas, galactosidasas y peroxidasas (Dietz, 1997; Dani et al., 2005; Kong et al., 2005;
Floerl et al., 2008; Zhang et al., 2009). Gran parte de las enzimas secretadas en respuesta a
estrés también se encuentran, aunque en niveles menores, en los secretomas de plantas no
estresadas (Ramanjulu et al., 1999; Dani et al., 2005; Floerl et al., 2012; Ali et al., 2014;
Guerra-Guimaraes et al., 2016). Estos resultados sugieren que las enzimas apoplasticas
participarian tanto en respuestas a estrés/defensa como en programas del desarrollo, o bien son
parte de mecanismos de defensa constitutivos que se activan tras la percepciéon de una

determinada sefnal.
2.3.4. Rol de proteinas apoplasticas en respuesta a estrés y durante el desarrollo

Las proteasas cisteinicas tipo papaina (PLCP) apoplasticas participan en la activaciéon de
diversas respuestas de defensa (Misas-Villamil et al., 2016). Recientemente se demostré que
varias PLCP apoplasticas inducidas por 4cido salicilico (AS) intervienen en la maduracién del
péptido apoplastico Zipl, que actiia como senal en un ciclo de retroalimentacion positiva que
induce respuestas de defensa asociadas a AS, como la expresion de genes PR y la activacién de

PLCP, en maiz (Ziemann et al., 2018).

La cistatina CC9 de maiz se localiza en el apoplasto y la expresién de cc9 es inducida durante la
infeccion con el hongo patégeno Ustilago maydis (van der Linde et al., 2012). La
sobreexpresion de cc9 previene las respuestas de defensas frente a la infeccion con U. maydis
al inhibir la actividad de PLCPs apoplasticas inducidas por acido salicilico (AS) (van der Linde
et al., 2012). El silenciamiento de cc9 resulta en la expresion de muchos genes de defensa y en
la respuesta hipersensible a U. maydis y la consecuente reduccion de la colonizaciéon fingica

(van der Linde et al., 2012).

Las subtilisinas Phytaspases son secretadas constitutivamente al apoplasto en sus formas
activas, y en respuesta a estrés bidtico o abidtico son reimportadas al interior celular donde

intervienen en las respuestas relacionadas con la MCP en tabaco (Chichkova et al., 2010).

En las hojas jovenes de Arabidopsis, la fosfolipasa PLA,a se localiza en el aparato de golgi, pero
es translocada gradualmente al apoplasto a medida que las hojas maduran y en respuesta a la
infeccién por Pseudomonas syringae donde presumiblemente interviene en las respuestas de

defensa (Junget al., 2012).
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Durante la germinacién de las semillas de girasol, la proteina de transferencia de lipidos
HaAP10 apoplastica se relocaliza al interior celular donde interviene en la transferencia de

lipidos a los glioxisomas (Pagnussat et al., 2012).

El gen SDD1 (Stomatal Density and Distribution), que codifica para la subtilisina SDD1, se
expresa fuertemente en células meristemoides de la epidermis. La proteina SDD1 es secretada
al espacio extracelular donde participa junto a la RLK TMM en la regulacién de la formacion y

distribucién de los estomas (von Groll et al., 2002).

Las enzimas ATP difosfohidrolasas APY1, 2 y 3 de papa se localizan en el apoplasto de las hojas
(Riewe et al., 2008). El silenciamiento de estas enzimas conduce a retrasos en el crecimiento y
alteraciones en el desarrollo de los tubérculos, posiblemente a través de una perturbacion en la
transduccion de senales que derivan del ATP extracelular (Riewe et al., 2008). En Arabidopsis,
APY1 y APY2 son cruciales para el desarrollo normal de la planta y serian secretadas al
apoplasto (Wolf et al., 2007). Plantas de Arabidopsis knock-out para APY1 y APY2 presentan
varias anormalidades en el desarrollo, como por ejemplo defectos en la germinaciéon de los
granos de polen (Steinebrunner et al., 2003), pérdida del funcionamiento de los meristemas

apicales de la raiz y el tallo, e inhibicién de la germinacién de las semillas (Wolf et al., 2007).

Estos son algunos ejemplos que demuestran que las proteinas apoplasticas participan
activamente durante las respuestas de defensa de la planta a distintas tensiones ambientales y
durante distintas etapas del desarrollo de la planta. Las proteinas extracelulares podrian
desempenar diversas funciones a lo largo de las distintas fases de la senescencia, por ejemplo
en la senalizacién, i.e., regulando las relaciones fuente-sumidero, en el trafico extracelular de
compuestos nitrogenados, en la muerte celular, e incluso ser blanco de protedlisis vinculada a

la removilizacién de N.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral fue profundizar el conocimiento sobre
la dindmica del apoplasto, y el papel de este compartimiento en la degradacién y removilizacién

de nitrégeno durante la senescencia en Arabidopsis thaliana.

HIPOTESIS GENERAL

Durante la senescencia el apoplasto experimenta cambios fisiolégicos y en la composicion de
proteinas y metabolitos, reflejando su participacion en la regulacion de la etapa final del

desarrollo de la hoja y en los procesos degradativos asociados a la removilizaciéon de N.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal y condiciones de cultivo

En esta tesis se trabajé con plantas de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana Heynh ecotipo

Columbia), genotipo salvaje “wt”, y con las siguientes lineas transgénicas:

- Apo-pHusion: Linea con expresion estable de la proteina quimérica apo-mRFP1-EGFP (Red
Fluorescent Protein- Green Fluorescent Protein) direccionada al apoplasto, donde funciona

como sensor de pH (Gjetting et al., 2012).

- P3: Linea que expresa el CBM (Carbohydrate Binding Module) de la Expansina 2 de frutilla
(CBMFaEXP2) direccionado a pared celular, caracterizada previamente por los altos

contenidos de pectinas y de residuo insoluble en alcohol (RIA) (Nardi et al., 2015).

- atg5-1: Mutante knock out por insercién aleatoria de T-ADN en el gen de autofagia
AUTOPHAGYC 5, de la coleccion SAIL (Sessions et al., 2002), caracterizada previamente por

su fenotipo asociado a la senescencia acelerada (Thompson y Vierstra, 2005).

Previo a la siembra las semillas se estratificaron embebidas en agua destilada (dH,O) durante
2-3 dias a 4 °C en oscuridad; luego se germinaron en macetas de telgopor de 550 ml con
mezcla de tierra negra autoclavada y vermiculita en una proporciéon 2:1. Cada 30 dias se
fertilizé con Nitrofoska® 1 g/, 30 ml por maceta.

Las plantas se crecieron en cadmara de cultivo bajo un fotoperiodo de 10 hs de luz y 14 hs de

oscuridad, a 24 °C y una irradiancia de 150-200 umol de fotones m2s™".

2. Induccion de la senescencia foliar

Se acelerd la senescencia de hojas adheridas a la planta y de hojas escindidas, exponiéndolas en
ambos casos a distintos periodos de oscuridad, hasta que el nivel de clorofila cayé un 35-40%, y

por lo tanto el valor final de clorofila representé un 60-65% del inicial.

Para inducir la senescencia de hojas unidas a la planta, se taparon 4-5 hojas por planta,
envolviendo cada ldmina en papel aluminio durante 3-7 dias, dependiendo del genotipo y
estado ontogenético de la planta. El resto de la planta que no fue tapado continué bajo el
mismo régimen de luz-oscuridad. Para inducir la senescencia de hojas separadas de la planta,
estas se cortaron hacia la mitad del periodo de luz, se colocaron en recipientes con papel de

filtro humedecido con dH,0, y se mantuvieron en oscuridad durante 3-7 dias.
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3. Parametros fisioldgicos

3.1. Cuantificacion de clorofila foliar

Para la estimacién instantdnea y no destructiva del contenido de clorofila se empleé el medidor
SPAD 502 (Konica-Minolta®). Este dispositivo determina un indice SPAD o indice relativo de
clorofila que, normalmente, esta estrechamente correlacionado con el contenido de clorofila de

la hoja (Ling et al., 2011).
3.2. Medicion del rendimiento cuantico maximo del Fotosistema Il (Fv/Fm)

Este indice indica la probabilidad de que la energia absorbida de un fotén sea usada para la
fotosintesis (Indicador de la eficiencia fotosintética), mostrando una alta correlacién con el
porcentaje de centros funcionales del fotosistema II (PSII), por lo que su disminucién es
considerada un indicador de pérdida de funcion a nivel del aparato fotosintético (Lichtenthaler
y Miehé, 1997; Maxwell y Johnson, 2000). El rendimiento cuantico maximo del PSII puede
tomar valores entre 0 y 0,85. En Arabidopsis, las hojas “sanas” que no estan sufriendo ningtin
tipo de estrés poseen valores de F,/F,, de alrededor de 0,83; mientras que en hojas senescentes

se registran valores por debajo de 0,8 (Wingler et al., 2004; Pourtau et al., 2006).

Para estimar F/F,, se emple6 un fluorimetro de pulso modulado (modelo FMS 2, Hansatech®)
Las mediciones se realizaron en la cdmara de cultivo. Previo a efectuar las mediciones de F/F,,

las hojas se aclimataron a la oscuridad por al menos 30 minutos.
3.3. Potencial hidrico

El potencial hidrico o potencial agua (¥,,,,) hace referencia a la energia potencial del agua, o

agua
sea, la energia libre que poseen las moléculas de agua para realizar trabajo. Es un concepto
generalmente utilizado en fisiologia vegetal que permite explicar la circulacién del agua en las
plantas. El ¥, de un tejido vegetal de una planta herbdcea estd determinado principalmente
por el potencial de presién o de turgencia (¥,, aumento de la capacidad de realizar trabajo por
la presién que ejerce el agua sobre una superficie, se genera por la resistencia que opone la
pared celular al incremento de volumen celular) y el potencial soluto u osmético (¥,

disminucién de la capacidad de realizar trabajo debido a la presencia de solutos) (Taiz y Zeiger,

2002).

Se examin6 el potencial agua (W¥,,,,) de hojas enteras, discos de hojas, macerados de hojas y de

fluido apoplastico (FA) utilizando las siguientes aproximaciones:
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3.3.1. Calculo del potencial agua (W.q.) de hojas enteras

Para medir el potencial hidrico de hojas enteras se utiliz6 una cdmara de presién o bomba de
Scholander (Figura 2.1 A) y se procedi6 como en Turner (1981). La bomba de Scholander
permite medir de manera sencilla el potencial hidrico de un tejido. Consiste en una cadmara
cilindrica de metal, construida de manera tal que soporta altas presiones. Para medir el
potencial hidrico, la hoja se coloca dentro de caimara con el peciolo saliendo hacia el exterior a
través de un pequeno orificio en la tapa (Figura 2.1 B). Al cortar el peciolo, la columna de agua
dentro del xilema queda retraida manteniendo la tensién o fuerza con la que el agua se
encontraba retenida dentro de la planta. Se inyecta lentamente aire comprimido o nitrégeno
gaseoso en la cdmara hasta que se visualiza la salida de agua en los vasos de xilema expuestos
(Figura 2.1 B). La presion dentro de la cdmara a la que el menisco de agua llega a la superficie
de corte se denomina presion de equilibrio y tiene la misma magnitud pero signo contrario al
W, del tejido colocado dentro de la cdmara (Scholander et al., 1965; Salisbury y Ross, 1994;
Taiz y Zeiger, 2002).
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A)

B)

tapon de
goma

tapa

manometro
"

cilindro de N,

camara

Figura 2.1. Bomba de Scholander.

A) Partes de la bomba Scholander: 1. valvula de entrada/salida de gas (N2); 2. valvula graduada que permite el ingreso
de gas a la camara en forma muy controlada; 3. tubo de acero con una tapa del mismo material, que en su parte central
posee un orificio rodeado con un sello de goma, donde se coloca la muestra; 4. conexion para la manguera que trae el
gas; 5. mandmetro donde se puede observar la presién a la cual se produce el desplazamiento de agua dentro de la
hoja.

B) Funcionamiento de la bomba—> (i) Al cortar el peciolo el agua retrocede dentro de la hoja, lejos de la superficie
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cortada, en respuesta a la tension en el xilema. (ii) La camara esta presurizada, llevando el agua del xilema a la
superficie de corte.

3.3.2. Calculo del potencial agua (W.q..) de macerados y discos de hojas

Para obtener los macerados de hojas se introdujo la hoja entera en el interior de una jeringa de
1ml en cuyo extremo inferior se colocé previamente lana de vidrio. Luego se procedié a hacer
presion con el émbolo. El macerado celular se recogié en tubos de centrifuga de 1,5 ml (Figura

2.2). El potencial hidrico (¥,,,,) de los macerados celulares es igual al potencial soluto (¥) de

agua

los mismos.

hoja
enroscada

lana de i Ry

vidrio

macerado de hoja

Figura 2.2. Obtencion de macerados de hojas para calcular el potencial
hidrico mediante la utilizacion de un psicrémetro de punto de rocio.

Para medir el potencial hidrico de macerados y discos de hojas se utiliz6 un psicrémetro de
punto de rocio Wescor, modelo C-52. El psicrémetro estima el potencial hidrico total de tejidos
vegetales o soluciones midiendo el punto de rocio de la atmoésfera en equilibrio con la muestra
a determinar. Consiste en una cdmara sellada donde se sitia la muestra vegetal (o una solucién
de referencia), con un termopar conectado exteriormente a una fuente y un registrador de
voltaje. Por medio de la induccién de un pequeno voltaje, la temperatura del termopar se

reduce hasta el punto de rocio, de tal manera que el vapor de agua de la atmésfera de la
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camara del aparato se condensa en la unién metdlica o termopar (efecto Peltier). El
enfriamiento se detiene (cortando el paso de corriente eléctrica) y la temperatura de la union
metdlica es medida con un microvoltimetro mientras el agua de la gota formada sobre la unién
se va evaporando. La temperatura de la unién depende de la velocidad de evaporaciéon (a mayor
evaporacion mayor descenso de temperatura de la unién metélica), la cual a su vez depende de
la humedad relativa del ambiente, que esta directamente relacionada con el potencial hidrico

del tejido.

Las lecturas registradas por los psicrometros son microvolts (uV). Para convertir las lecturas a
valores de potencial hidrico se genera una curva de calibracion con la respuesta del
psicrémetro a diferentes concentraciones de distintas soluciones de potencial hidrico conocido.
Se utilizaron disoluciones de cloruro de sodio a diferentes concentraciones para construir la

curva de calibracion.
3.3.3. Calculo del potencial soluto (W;) del fluido apoplastico (FA)

Los osmoémetros de presion de vapor miden el descenso de presion de vapor que experimenta
una solucion respecto al solvente puesto a la misma temperatura. Esto se basa en el principio
de que el vapor presente en la fase gaseosa de un solvente sobre una solucién disminuye en
proporciéon inversa a la osmolalidad de la solucién. La osmolalidad es una medida de las

concentraciones efectivas de solutos que causan la presion osmética.

Se utiliz6 un microosmémetro de presién de vapor (VAPRO® modelo 5520) de acuerdo a las
instrucciones del manual de usuario. Se utilizaron 10 ul de FLA (Fluido de Lavado Apoplastico)
por cada medida, luego los valores de W, medidos de cada muestra se corrigieron por sus
factores de dilucion (Fy;) correspondientes (ver a continuacién, punto 4.1) para obtener los

valores reales de W, de cada FA.

3.4. Curvas de presion-volumen (curvas PV) y estimacion del volumen de FA de hojas
3.4.1. Obtencion de curvas PV

Las curvas de presion volumen (curvas PV) representan la relacién entre el contenido de agua
y el potencial hidrico de un tejido. Se utilizaron plantas de Arabidopsis en hidratacién maxima.
Para esto las macetas se llevaron a capacidad de campo, y las plantas se cubrieron con una
bolsa plastica durante una noche, a fin de reducir la pérdida de agua por evapo-transpiracion.

El potencial agua se midi6 con una bomba de Scholander. Para la confeccién de las curvas PV
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se utiliz6 el método de transpiracion libre (TL) (Tyree y Hammel, 1972) y se sigui6 el
procedimiento descripto en Fernandez y Gyenge (2010) que consiste en pesar repetidamente la
hoja e ir midiendo la presion de equilibrio de la misma hoja a medida que disminuye su
contenido relativo de agua (CRA). En el método de TL, la hoja se deja deshidratar libremente
fuera de la cdmara. Para evitar la deshidratacion rdpida entre mediciones, las hojas se
colocaron en bolsas abiertas. Las curvas PV y la estimacién de los parametros asociados se

generaron con el programa PV Curve Fitting 5.6.

El CRA es una medida del contenido de agua que posee un tejido respecto al total de agua que
éste puede almacenar, permite conocer el estado hidrico de la planta. Se relaciona con el
potencial hidrico porque éste y sus componentes son funcion del volumen de agua simplastica
(Acevedo y Fereres, 1993; Gonzalez y Gonzalez-Vilar, 2001).Se estim6 utilizando la siguiente

ecuacion:
CRA = (PF -PS) / (PT - PS)
Donde: PF=peso fresco, PS=peso seco, PT=peso a turgencia maxima.
3.4.2. Estimacion del volumen de fluido apoplastico (FA) a partir de las curvas PV

Al extrapolar la recta que relaciona -1/¥,,,, (o 1/presiéon de balance) y el contenido de agua (en

este caso el volumen de agua removido), hasta donde -1/¥,,, = 0, esto es a presiones de

gua
compensacion muy altas o W,,,, muy bajos, ese punto separa la fraccion de agua simplastica de
la apoplastica. Este método asume que durante la presurizaciéon, el volumen de agua

apoplastica no cambia (Tyree, 1976; Turner, 1988). (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Curva PV que muestra las relaciones entre la inversa de la
movida de hojas de
trigo. Vs=volumen de agua simplastica, Vt= volumen total de agua en la
hoja, o '=inversa de la presion osmética a turgencia maxima, Ty
'zinversa de la presion osmética a turgencia cero. Tomado de Turner

presion de balance y el volumen acumulado de agua re

(1988).

4. Obtencion y analisis de fluido apoplastico (FA) de hojas

4.1. Extraccion de fluido de lavado apoplastico (FLA)

La extraccion de FA de hojas se realiz6 empleando la técnica de infiltracién en vacio seguida de
centrifugacion en frio segiin (Lohaus et al., 2001), Brevemente, mediante esta técnica las hojas

se infiltran con una solucién de infiltracion (Scln), que puede ser agua bidestilada (ddH,O) o

un determinado buffer, y luego se someten

permite extraer Fluido de lavado Apoplastico (FLA), que es el FA mas la Scln.
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Para esto las hojas se cortaron de la planta a la mitad del peciolo e inmediatamente se lavaron
con ddH,0O. Para la infiltracién se colocaron de a 4-6 hojas en una jeringa de plastico de 60 mly
se cubrieron con ScIn (en este trabajo ddH,O fria, salvo los casos especificados) hasta la marca
de 40 ml. Luego se colocé un tapén en el orificio donde se insertaria la aguja y se aplico vacio
tirando del émbolo hasta la marca de 60 ml durante 30 segundos, luego se retiré gradualmente
el vaci6 soltando muy suavemente el émbolo. Los pulsos de vacio se repitieron 5 veces a fin de
asegurar la infiltracion total de las hojas (hecho que puede visualizarse claramente).
Posteriormente, las superficies de las hojas infiltradas se secaron muy bien con papel “tissue” y
se colocaron, nuevamente en grupos de 3-4 hojas, en el interior de tubos de centrifuga de 50
ml, con los peciolos hacia arriba, y adheridos a la boca del tubo con una cinta adhesiva. Para el
analisis de metabolitos y proteinas, en cada tubo se agregé 5 ul de 300 mM de PMSF (inhibidor
de proteasas serinicas), para realizar medidas de potencial soluto, no se agregé6 PMSF. Luego se
centrifugaron a 4 °C a 500-600 xg durante 40 min. El FLA se colect6é del fondo de cada tubo y
se traspas6 a tubos de 1,5 ml para su almacenamiento a -80 °C hasta ser analizados (Figura

2.4).

Tirar del émbolo
durante 30"

{5 veces}

consenvar &
-80°C

Secada superficial
papel tissue

Figura 2.4. Esquema de la extraccién de FLA de hojas de Arabidopsis.
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Para cada alicuota de FLA obtenida se determiné el grado de contaminacién de la fraccion FA
con componentes intracelulares (ver las técnicas utilizadas mas adelante), y Ginicamente se
trabaj6 con los FLA donde se detecté hasta un 0,2% méaximo de contaminacién respecto a los
extractos de hoja correspondientes. Para Arabidopsis y otras especies generalmente se acepta
hasta un 2-3% de contaminacion de FLA por componentes intracelulares (Husted y

Schjoerring, 1995; Seling et al., 2000; Oh et al., 2005; Agrawal et al., 2010).

La concentracion de metabolitos y proteinas del FA se calculé como se describe en (Husted y
Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001), multiplicando la concentracién medida en el FLA por

el factor de dilucion del FA:

Faira = (Vare + Via) / Via

Donde V. es el espacio apoplastico acupado por aire y Vi, es el volumen de fluido apoplastico.

4.2. Estimacion del volumen de fluido apoplastico (Vea) y de aire apoplastico (Var) de

hojas. Técnica del indigo Carmin

La estimacién del Vg, se realizé mediante la técnica del Indigo Carmin, IC (indigo-5,5
disulfonic acid, disodium Salt). Esta técnica se basa en utilizar una solucién de Infiltracién
(ScIn) que contiene una concentracion determinada del colorante IC para infiltrar las hojas y
extraer FLLA. Conociendo la concentraciéon de IC en la Scln (concentraciéon inicial) y en el FLA
(concentracién final), se determina la dilucién de IC y, por ende, la cantidad de Vi, en el FLA
extraido. Se sigui6 el protocolo descripto en Husted y Schjoerring (1995) y Lohaus et al. (2001)

con algunas modificaciones.

Las hojas se cortaron de la planta a mitad del peciolo, se pesaron y se infiltraron en vacio con
una Scln que contiene IC (50 uM) disuelto en buffer fosfato de sodio 10 mM pH 6,2 enfriado a
4°C. La infiltracion se realizé utilizando una jeringa como se describié previamente. Una vez
que las hojas se infiltraron, se sec6 bien su superficie con papel tissue para remover el
excedente de Scln e inmediatamente se volvieron a pesar. El volumen de aire (V,,.) se calculd
a partir del incremento del peso de las hojas después de infiltrarlas, corregido por la densidad
de la solucién de indigo carmin. Asumiendo que luego de infiltrar las hojas no se produce flujo
de agua entre el interior y exterior de las células, el volumen de aire es igual al volumen de
solucion infiltrada (Lohaus et al., 2001). Como control, también se determiné el V. infiltrando
las hojas con H,O bidestilada. Inmediatamente luego de volver a pesarlas, se procedié a extraer

FLA como se describié anteriormente, colocando las hojas infiltradas en tubos de de 50 ml y
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centrifugando a 4°C a 500-600 xg durante 40 minutos (Figura 2.5). La extracciéon de FLA se
realiz6 inmediatamente o dentro de los 25 minutos luego de la infiltracién, secado y pesado de
las hojas. Se ha demostrado que el IC no difunde ni es transportado a través de la membrana
plasmatica de células del meséfilo de hojas infiltradas en frio durante un tiempo de incubacién
relativamente corto, y que la cantidad de IC que se adsorbe a las paredes celulares es
despreciable (Husted y Schjoerring, 1995). La concentracién de IC de la Scln y en los FLA
recuperados se determiné espectrofotométricamente midiendo Abs 610 nm. El volumen de FA

(Vi) se determind utilizando la siguiente ecuacion:

Vea = (Vaze X Abs 610nm ScIn IC / Abs 610 nm FLA) — V.

Tirar del émbolo
durante 30"

(5 veces)

S
A

softar ‘
suavemen

solucién
indigo carmin

Absarhancia

Secado superficial

papel lissue A st am

indigo carmin
extratdo

Figura 2.5. Esquema del ensayo de indigo carmin para calcular el Vea.

4.3. Aclaraciones sobre el muestreo de los FLA analizados

Debido a la poca cantidad de FLA que se obtiene de una hoja de Arabidopsis, se necesitan
varias hojas para lograr cantidades de FLA suficientes para realizar los distintos experimentos y
por lo tanto seria practicamente imposible realizar las comparaciones siguiendo la senescencia
en una misma hoja. En esta tesis cada FLA analizado se obtuvo de un conjunto de hojas

pertenecientes al mismo estadio de desarrollo y provenientes de una misma planta, con lo cual,

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 49



Capitulo 2 — Materiales y Métodos

cada réplica biolégica analizada esta formada por el FLLA de un conjunto de hojas equivalentes
pertenecientes a una misma planta. Adicionalmente, trabajar con un pool de hojas tiene la
ventaja de que las diferencias observadas son independientes del tipo de hoja utilizada y mas

representativas de lo que estd ocurriendo a nivel de la roseta.

4.4. Determinacion de contaminacion simplastica en el Fluido de Lavado Apoplastico (FLA)

Se examino la presencia de componentes de la fraccion simplastica en los FLA obtenidos. Para
esto se determinaron: 1- perfil de proteinas, 2- presencia, por inmunodeteccion, de la proteina
citosolica Fructosa-1,6-bifosfatasa (FBP, EC: 3.1.3.11), y 3- presencia, por ensayo de actividad,
enzimitica de la enzima citosélica Glucosa-6-P-deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49). Los
métodos de extraccién, cuantificacion y andlisis de proteinas se describen en el punto 5 de este

capitulo.

4.4.1. Perfil de proteinas

Se examiné comparativamente el perfil de proteinas solubles de la fracciéon FLA y de extractos
totales del mismo grupo de hojas. Se utilizaron area (superficie foliar) y proteinas totales como

parametros de comparacion.

4.4.2. Inmunodeteccion de la proteina citosdlica Fructosa-1,6-bifosfatasa (FBP, EC3.1.3.11)

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBP) cataliza la descomposicion de la fructosa-1,6-bifosfato
(F1,6BP) en fructosa-6-fosfato (F6P) y Pi (Zimmermann et al., 1976). Se han descripto tres
isoformas de FBP en plantas, dos cloroplasticas (cFBP1 y cFBP2) y una isoforma citosélica

(cyFBP) (Cséke y Buchanan, 1986; Serrato et al., 2009).

La deteccion de FBP en los FLA y extractos de hojas se realizé mediante dot blot y western blot,
como se describe en el punto 5.6 de este capitulo. Como anticuerpo primario se utiliz6 una
dilucion 1:5000 de un anticuerpo comercial especifico para FBP. Como anticuerpo secundario
se utiliz6 una dilucién 1:10000 de un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a HRP

(Goat Anti Rabbit IgG Antibody, Sigma-Aldrich®).
4.4.3. Ensayo de actividad enzimatica Glucosa-6-P-deshidrogenasa (G6PDH, EC 1.1.1.49)

La actividad enzimatica del marcador citosélico GGPDH se cuantificé siguiendo el protocolo
descripto en Ranieri et al. (1996) con algunas modificaciones segtin resultados publicados en
Wakao y Benning (2005). El medio de incubacién para determinar la actividad enzimatica

G6PDH consisti6 en 100mM Tris-HCI pH 8; 6,7 mM MgCl,, 12 mM glucosa-6-P; 0,4 mM
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NADP* mas la adicién de 50 ul de FLA o 10 ul de extracto de proteinas totales de hojas cada
100 wl finales de mezcla de reaccion (Los FLA se obtuvieron como se describié previmente, en
el punto 4.1 de esta seccién, y la extraccion de proteinas foliares totales se explica a
continuacion, en el punto 5.1.2). Como control negativo se utilizé el medio de incubacion sin
agregado de sustrato (glucosa-6-P). Se midi6 la Abs a 340 nm durante 6 min a 25 °C en un
espectrofotometro. La actividad G6PDH se expres6 como wmol de NADP* reducido x g' de

peso fresco de hojas x min o bien como umol de NADP* reducido x mg" proteina x min™.

5. Obtencidn, cuantificacion y analisis de proteinas y péptidos

Se emplearon diversos protocolos, de acuerdo a los requerimientos de los distintos

experimentos realizados
5.1. Extraccion de proteinas de extractos foliares

5.1.1. Extraccion de proteinas para ensayos de cuantificacion de proteinas totales y SDS-PAGE

Inmediatamente después de colectar las hojas, se cortaron 10 discos de 1 cm de diametro con
un sacabocado, se pesaron y se molieron en mortero con N, liquido y arena de cuarzo y se
homogeneizaron en 400 wul de buffer de extraccion (50 mM Tris-HCI pH 8, 1%
Polivinilpirrolidona (PVPP) insoluble, 2 mM EDTA, 10 mM PMSF). Todo el proceso de
homogeneizacién se realizé a 4°C. Luego, el homogenato se centrifugé a 15000 x g a 4 °C

durante 15 minutos. Se reservo el sobrenadante a -80 °C para su analisis.

5.1.2. Extraccion de proteinas para medir actividad enzimatica

Inmediatamente después de colectar las hojas, se molieron 200 mg en mortero con N, liquido y
arena de cuarzo y se homogeneizaron en 800 ul de buffer de extracciéon (100 mM Tris-HCI pH
8, 4 mM PMSF). Todo el proceso de homogeneizacion se realizé a 4°C. Luego, el homogenato
se centrifugé a 15000 x g a 4 °C durante 15 minutos. Al sobrenadante se le midi6

inmediatamente su actividad enzimatica.

5.2. Cuantificacion de proteinas y péptidos
5.2.1. Método de Bradford

El método de Bradford (1976) involucra la unién del colorante hidrofébico Coomassie brilliant

blue G-250 a las proteinas y/o péptidos (interacciona con aminoacidos basicos, principalmente
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arginina, y aromaticos), provocando un cambio en el maximo de absorcién de 465 a 595 nm 'y
se monitorea midiendo la absorbancia a 595 nm. Las diluciones acuosas de este colorante en
presencia de acido Fosférico tienen un color pardo y al encontrarse en el entorno hidrofébico
del interior de una proteina, origina un color azul cuya intensidad es proporcional a la

concentracién de proteinas y péptidos y se puede medir facilmente.

Cada muestra de extracto crudo de hoja, de FLLA, y de blanco (el blanco es buffer sin muestra)
se mezclé con el reactivo de Bradford (0,01% p/v Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7% v/v
Etanol; 8.5% v/v acido Ortofosférico) en una proporcion 45:5 de reactivo:muestra. La reaccion
se desarrollé a temperatura ambiente y a los 10 min se determind el contenido de proteina por
Abs a 595 nm. Para realizar la curva de calibraciéon se empleé Albtiimina de Suero Bovino (BSA)
como estandar. La concentracion de péptidos y proteinas del FA se calcul6 multiplicando la

concentraciéon medida en el FLA por el factor de dilucién del FA (Fg ).

5.2.2. Método del acido bicinconinico (BCA)

Se utilizé el kit Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) y se siguieron las
indicaciones descriptas en el manual del fabricante. El ensayo de BCA de Pierce estd basado en
la reducciéon de Cu*™ a Cu™ por proteinas en un medio alcalino (reaccién de Biuret) y la
subsecuente deteccion colorimétrica, sensible y especifica, del Cu™ usando 4cido bicinconinico
(BCA) (Smith et al., 1985). EI BCA es un compuesto capaz de formar un complejo pirpura
intenso con iones Cu*' en medio alcalino. La cantidad de Cu** reducido es proporcional a la
concentraciéon de proteinas y péptidos y puede ser determinada espectrofotométricamente por
un cambio en el color de la solucién a ptarpura, el cual absorbe a 562 nm. Comparado con otros
métodos, el ensayo de BCA es uno de los mas sensibles (limite de deteccién 5 ug/mL) y ademas

responde mas uniformemente a diferentes proteinas (menor variabilidad) que el método de
Bradford.

Se preparé el reactivo de trabajo BCA mezclando 50 partes de “reactivo A” con 1 parte de

“reactivo B” (Pierce BCA catdlogo No. 23225).

Cada estandar, cada muestra de extracto crudo de hoja obtenido y de FLA extraido y cada
blanco se mezclé con el reactivo de trabajo BCA en proporciones 8:1 de reactivo:muestra y se
incub6 a 37 °C durante 30 minutos con agitacién. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se
midi6 la absorbancia a 562 nm usando un espectrofotémetro y/o un lector de placa

CLARIOStar® (BMG Labtech). Para realizar la curva de calibracion se emple6 BSA como
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estandar. La concentracion de péptidos y proteinas del FA se calculé multiplicando la

concentracion medida en el FLA por el factor de dilucién del FA (F g pa).
5.3. Cuantificacion de proteinas en calles de geles de SDS-PAGE por densitometria

La concentracion relativa de proteinas en las distintas calles de un mismo gel de SDS-PAGE se
determiné utilizando el software “Image] 1.6” (National Institutes of Health, USA). La
cuantificacién de proteinas en cada calle del gel se realizé sobre una imagen en formato .jpg del
gel de interés tenido previamente con una solucién de Coomassie Brillant Blue R-250,
utilizando la aplicaciéon “Analyze—Gels”. Para cada calle, se calculé el promedio de la
intensidad de pixeles totales de tres areas rectangulares iguales, cada area incluyé todo el largo
de la calle y aproximadamente 1/5 del ancho. Para calcular la intensidad de pixeles del blanco
se procedi6 de la misma manera que para las calles de interés, sin embargo en este caso las
areas incluyeron sectores del gel libres de proteina. La cantidad de proteinas de cada calle se
expresé como la intensidad de pixeles promedio de las tres areas de la calle menos la intensidad

de pixeles promedio de las tres areas del blanco (Figura 2.6).

Figura 2.6. Cuantificacion de proteinas en calles de geles de SDS-PAGE por
densitometria. Las areas 4, 5y 6 (en rojo) corresponden a la calle de interés. Las
areas 1, 2 y 3 (en negro) corresponden al blanco. Se midi¢ la intensidad de
pixeles totales de cada area y se promediaron por un lado las areas
correspondientes al blanco (1, 2 'y 3) y por otro lado, las areas correspondientes a
la calle de interés (4, 5y 6). La cantidad de proteinas de la calle se expresé como
la intensidad de pixeles promedio de las &reas 4, 5y 6 restada por la intensidad
1112 451671 |3 de pixeles promedio de las &reas 1,2y 3
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5.4. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes. Electroforesis en gel de

poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

La técnica de electroforesis permite la separacién de proteinas seglin su relacién carga/masa, o
solamente seglin su masa si se incorpora el detergente aniénico SDS (dodecil-sulfato de sodio),
cuando se mueven a través de un gel poroso por la aplicacion de un campo eléctrico. Esta
técnica tiene gran utilidad ya que a través de la movilidad electroforética relativa se puede
determinar el peso molecular de las proteinas. En la practica se utilizan patrones de peso
molecular (PM o MW) conocido y comparando las distancias recorridas se puede calcular el

peso molecular.

El andlisis electroforético de las muestras proteicas se efectué utilizando el equipo Mini-
PROTEAN® III (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emplearon geles de
poliacrilamida, una matriz polimerizada de acrilamida y N,N’-metilen-(bis-acrilamida), en una
relacion de 30% p/v de acrilamida y 1% p/v de bis-acrilamida. Para la preparacion del gel se
sigui6 el método descripto por Laemmli (1970) que consiste en dos geles consecutivos con
distinta porosidad y pH: el superior es un gel de apilamiento de proteinas de poliacrilamida 4%
p/v y pH 6,8; seguido por un gel separador de proteinas de poliacrilamida 12% y pH 8,8. Se

agrego el detergente aniénico SDS 1% p/v a los geles y al buffer de corrida.

5.4.1. Preparacion de los FLA
Previo a su siembra en el gel de poliacrilamida, los FLLA fueron concentrados. Para esto se
utilizaron dos métodos:

5.4.1.1. Precipitacion con acetona fria

Se sigui6 el protocolo descripto en Jiang et al. (2004) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 5 volimenes de acetona a -20 °C por cada volumen de muestra en tubos de
centrifuga, esto se realiz6 en una camara fria (4 °C). Se dejéo O.N. a -20°C y se centrifugé a 4°C
a 11000 RPM durante 15 min. Luego se descarté la acetona y se dejaron los tubos boca abajo
aproximadamente 30 min para eliminar restos de acetona. Los pellet se resuspendieron en SB

1X.

5.4.1.2. Liofilizacion

Las muestras se congelaron a -80 °C en tubos eppendorf de 1,5 ml y se liofilizaron durante 5 o

24 hs dependiendo del liofilizador utilizado. Para algunas muestras se empleé el liofilizador

54 | Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego



Capitulo 2 — Materiales y Métodos

Rificor® modelo 1-T4, y para otras, el liofilizador Scientz® modelo 10 N. Los liofilizados se

resuspendieron en SB 1X.

La concentracion de proteinas y péptidos se determiné con el kit de Pierce®, BCA Protein

Assay Kit.
5.4.2. Siembra de muestras en el gel SDS PAGE:

Las muestras de extractos de proteinas foliares se diluyeron con “sample” buffer (SB) 4X (250
mM Tris-HCI pH 6,8; 8% p/v SDS; 40% v/v glicerol; 20% v/v B-mercaptoetanol; 0,004% p/v azul
de bromofenol) en proporciéon 3:1 de muestra: SB 4X, y se centrifugaron a 15000 xg durante 3
min en frio. Las muestras de FLA previamente liofilizadas o precipitadas se resuspendieron en
SB 1Xy se centrifugaron a 15000 xg durante 3 min en frio. Los sobrenadantes se sembraron en
las calles del gel y se sometieron a electroforesis a 12-13 mAmp (dependiendo del grosor del

gel) de corriente constante y voltaje variable durante toda la corrida.

5.5. Tincion de proteinas en geles de poliacrilamida
5.5.1. Coomassie Brilliant Blue (CBB)

Una vez finalizadas las corridas electroforéticas, los geles se transfirieron a recipientes con
solucién de tincién formada por 0,1% p/v Coomassie Brillant Blue R-250 (Sigma®), 50% v/v de
Metanol, 10 % v/v de acido Acético glacial. Los geles se mantuvieron en la solucién de tinciéon
durante toda la noche en agitacion a temperatura ambiente. Los geles se destifieron con una

solucion de 20% v/v de Metanol y 7% v/v de 4cido Acético glacial.

5.5.2. Coomassie Blue Coloidal

Este método de tincién se utilizo para los geles de los cuales se extrajeron bandas de proteinas
para analizar por espectrometria de masas (MALDI-TOF). La tincion Coomassie Blue Coloidal
es mas sensible que la CBB (limite de detecciéon ~10 ng y ~100 ng respectivamente) y mas
reproducible (la tincién coloidal no penetra en el gel, por lo tanto no requiere destefiido)

(Weiss et al., 2009).

Una vez finalizada la electroforesis, se fijaron las proteinas dejando el gel en la solucién fijadora
(30% v/v Etanol; 2% acido Fosférico) toda la noche. Luego se lavé tres veces durante 30 min
con H,0 bidestilada. Se agregé la solucién de tinciéon (18% v/v Metanol; 17 % p/v (NH,),SOy;

2% v/v acido Fosférico) y se dejé en agitacion durante una hora. Luego se agregé 0.5 g/L
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Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma®) en polvo al gel en la solucién de tincién y se agito
suavemente por 1-2 dias. Finalmente se lavé el gel con H,O bidestilada y se procedié a extraer

las bandas inmediatamente.

5.6. Inmunodeteccion de proteinas

5.6.1. Analisis de proteinas por Western blot

El western blot es una técnica analitica utilizada para inmunodetectar proteinas especificas en
una muestra determinada. Mediante una electroforesis en gel se separan las proteinas y luego
son electro-transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa. Los antigenos que se han

transferido a la membrana son detectados por anticuerpos especificos.

Para la transferencia de las proteinas separadas mediante SDS-PAGE a la membrana de
nitrocelulosa de 0,2 um de Bio-Rad® se utiliz6 el sistema Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell de Bio-Rad® (Bio-Rad Laboratorios) y se procedi6 de acuerdo a las
especificaciones del fabricante descritas en el manual de instrucciones. La transferencia se
llev6 a cabo a 150 mAmp durante 90 minutos en buffer de transferencia frio (48 mM TRIS; 39
mM Glicina; 0,04% p/v SDS y 20% v/v Metanol). Una vez finalizada la transferencia, se tifieron
las proteinas con Rojo Ponceau (0,1% p/v de Rojo Ponceau Sy 5% p/v de acido acético) durante
15 min en agitacion, seguido de lavado con agua bidestilada. El bloqueo de la membrana se
realizé con 10% p/v de leche descremada en PBS-T (8 mM Na,HPO,; 1,5 mM NaH,PO,; 1,45
M NaCl, 0,05% v/v Tween-20) durante 1 hora en agitaciéon a temperatura ambiente. Se realiz6
un lavado en PBS-T durante unos segundos. Se incub6 la membrana durante toda la noche en
frio (4 °C) con la dilucién adecuada del anticuerpo primario en PBS-T con 1,5% p/v de leche
descremada. Se realizaron 5 lavados con PBS-T durante 5 minutos en agitaciéon. Se incub6 la
membrana durante 2 horas a temperatura ambiente con la dilucién del anticuerpo secundario
en PBS-T con 1,5% p/v de leche descremada. Se realizaron 5 lavados con PBS-T durante 5
minutos en agitacion. Para el revelado de la membrana se utiliz6 una solucién de
quimioluminiscencia preparada en el momento, formada por partes iguales de soluciéon A (100
mM Tris-HCI pH 8,5; H,0, 0,06%) y solucién B (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 2,5 mM Luminol;
0,4 mM 4cido p-cumadrico), se incub6 la membrana por unos segundos, se retiraron los restos

del sustrato y se expuso a una placa radiografica durante el tiempo necesario y luego se reveld.
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5.6.2. Dot blot

Se sembraron 5-10 ul de cada muestra y controles en una membrana de nitrocelulosa de 0,2
wm de Bio-Rad®. Se bloqueé la membrana con 10% p/v de leche descremada en PBS-T. Los
lavados de la membrana, incubacién con anticuerpos y revelado se llevaron a cabo de la misma

manera que para el western blot.

6. Analisis protedmico masivo (shotgun) por espectrometria de masas de muestras
de FLA

6.1. Preparacion de las muestras

Se liofilizaron cantidades iguales de proteinas de FLLA de los estadios de hojas a comparar,
como se describi6 previamente (punto 5.4.1.2 de este capitulo) y se resuspendieron en
cantidades iguales de una soluciéon de urea 8M hasta lograr una concentraciéon de proteinas
final de 0,85 mg/ml para cada una de las muestras. Se enviaron alicuotas de las réplicas
biolégicas al servicio de espectrometria de masas del CEQUIBIEM (Centro de Estudios
Quimicos y Biolégicos por Espectrometria de Masa) de la UBA para su anilisis (se reservaron

alicuotas de cada réplica para otros ensayos).

La concentracién de proteinas totales se determiné antes de liofilizar y luego de resuspender
las muestras en urea 8M. La cuantificacion de proteinas totales se realiz6 con el kit Pierce®
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) como en el punto 5.2.2 de este capitulo, segin la
recomendacion del servicio de espectrometria de masas. Para las muestras en urea 8 M, se

tomaron alicuotas y se cuantificaron diluciones compatibles con el método del BCA.

La reduccion, alquilacion y digestion triptica de las muestras fueron realizadas en el
CEQUIBIEM. Para la reduccién y alquilacién, se tomé una alicuota de muestra que contenia
0,4 ug/ul de proteina en HCO,NH, 50 mM. Se adicioné 1 ul de DTT 1M en HCO;NH, 50 mM y
se incub6 45 min a 56-60 °C. Se adicionaron 2 ul de Iodoacetamida 550 mM en HCO,NH, 50
mM y se incubé 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. Se adicion6 0,5 ul de DTT 1 M
en HCO;NH, 50 mM y se Incubé 10 min a 56-60 °C. Se lavé con HCO;NH, 25mM vy
acetonitrilo (ACN) 50% v/v. Finalmente se agregaron 100 ul de ACN, se descarté y se dejé secar
al aire. Para realizar la digestién triptica en solucién, se agregé aproximadamente 1,5 ul de
tripsina 100 ng/ul en 4cido acético 10 mM (relacién Tripsina/proteina 1/100 aproximadamente)

y se dejé incubando toda la noche a 37°C. Al siguiente dia se extrajeron los péptidos agregando
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acido trifluoroacético (TFA) hasta pH =< 4. Se realizé una limpieza con Zip-Tip C18 para

extraer las sales.

6.2. Analisis de proteinas por Orbitrap

Los péptidos tripticos de cada muestra se analizaron por LC-MSMS mediante un nanoHPLC-
ESI-Orbitrap, modelo Q-Exactive, marca Thermo Scientific (Figura 2.7). Este equipo estd
conformado por un cromatégrafo nanoHPLC (apto para separar mezclas de péptidos tripticos
con un alto grado de resolucién utilizando una columna de fase reversa) acoplado a un
espectrometro de masa que cuenta con un analizador Orbitrap, lo que permite en primer lugar
una separacion de los péptidos obtenidos por digestion triptica de la muestra y una posterior
identificacion de los mismos. La ionizacién de las muestras se realiza por electrospray (ESI).
Los iones son separados segin su m/z en el analizador Orbitrap de alta resoluciéon. En este tipo
de analizador, los iones giran alrededor de un electrodo central y también se mueven hacia los
lados del eje horizontal del electrodo, describiendo orbitas que son dependientes de la relacion
m/z. El equipo cuenta con una celda de colision HCD (High Collision Dissociation), que
permite realizar espectros MSMS de iones peptidicos seleccionados. Los iones peptidicos
elegidos para realizarles MSMS son seleccionados en un analizador cuadrupolo en el cudl se
determina qué m/z es transmitida, esto se logra aplicando un voltaje de radiofrecuencia que
permita a un determinado i6n atravesar el analizador. Ese i6n seleccionado luego pasa a la
celda de colision HCD y sus productos de fragmentacién pasan al analizador orbitrap (previa

retencion en la C-Trap).

Se utiliz6 un método que realiza la mayor cantidad de ciclos de mediciéon por unidad de
tiempo. En cada ciclo el equipo hace un Full MS y luego hace MSMS a los 12 015 picos de
mejor relacién senal:ruido en ese ciclo, con un rango de exclusiéon dindmico para evitar que un

mismo pico sea fragmentado mas de una vez en el mismo pico de elucién del cromatograma.
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C-Trap:

Es una trampa idnica que permite

retener simultaneamente iones de un  Analizador de masas

amplio rango m/z antes de que cuadrupolo:

pasen al analizador permite seleccionar un i6n con
una m/z determinada

Celda de colision
HCD

IIJ
I —
|
S-lens: capturan y ==
enfocan los iones dentro _|[ e |
del espectrémetro de
masas.

Analizador de
masas Orbitrap

%ﬁ

lonizador ESI

Figura 2.7. Esquema de las principales partes del espectrometro de masas Orbitrap Q-Exactive, Thermo Scientific.

6.3. Analisis de datos

Los espectros obtenidos se analizaron con el programa Proteome Discoverer utilizando la base
de datos correspondiente a Arabidopsis thaliana. Proteome Discoverer es un motor de
biisqueda en el cual el usuario debe seleccionar la base de datos y ciertas caracteristicas que se
vinculan con la forma en que fue tratada la muestra. En base a esta informacién y a los datos
crudos obtenidos del espectrometro de masa, el programa desarrolla un informe donde indica

qué proteinas fueron identificadas y los péptidos que utiliz6 para esta identificacion.

El método de cuantificacion relativa utilizado es label-free-quantification. Este método se basa
en la asunciéon de que, bajo condiciones controladas y con suficientes replicados técnicos,
péptidos idénticos se pueden comparar directamente, a lo largo de diferentes experimentos de
L.C -MS/MS. Esto es posible gracias al poder de resolucion del analizador Orbitrap para separar

iones de m/z muy similar.
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La cuantificacion se realiza con el calculo de areas para cada proteina. El cdlculo de estas areas

se realiza segiin los algoritmos usados por el programa Proteome Discoverer.

Finalizada la btsqueda con el Proteome Discoverer, los datos se exportan a una planilla de
Excel para proceder con la normalizacién manual de las 4reas de cada proteina identificada y
luego procesar con el Perseus, un software que permite realizar un trabajo estadistico mas

profundo sobre los datos obtenidos con Proteome Discoverer.

6.3.1. Criterios de busqueda

Base de datos (origen): “Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) (Strain: cv. Columbia)

(UNIPROT: Proteome ID UP000006548)”

Enzima: Tripsina

Miscleavage: 2

Tolerancia de masa para precursor: 5 ppm
Tolerancia de masa para fragmento: 0,02 Da
Modificaciones Dindmicas: Oxidacién (M)
Modificaciones estaticas: Carbamidametilacién (C)

Nivel de confianza de los péptidos: Alta

7. ldentificacion por Orbitrap de proteinas separadas por SDS-PAGE

Las bandas mayoritarias detectadas en geles SDS-PAGE de proteinas FLA fueron extraidas de

los geles y tratadas para su identificacion por espectrometria de masas:

7.1. Preparacion de las muestras y analisis por Orbitrap

Se corrieron alicuotas de FLLA de hojas resuspendidas en urea 8 M con 0,85 mg/ml proteina en
geles SDS-PAGE como se describié previamente. Una vez finalizada la electroforesis, los geles
se tineron con Coomassie Blue Coloidal. Una vez que las bandas se hicieron visibles se procedié
a su diseccion del gel. Este procedimiento se llevd a cabo en una cidmara de flujo laminar
tomando todas las precauciones necesarias para evitar la contaminaciéon de las muestras con
queratina (uso de guantes, barbijo, cofia, hojas de bisturi nuevas y estériles). Las bandas se
cortaron con bisturi delineando especificamente el area ocupada por la banda mas abundante,

y un area equivalente a esta en el caso de las bandas menos abundantes. Ademads se disecté un
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trozo de gel de la misma superficie, pero sin muestra, como control. Los trozos de gel se

enviaron al CEQUIBIEM para su posterior analisis por espectrometria de masas.

En el servicio de espectrometria los trozos de gel se lavaron con H,O miliQ y con HCO;NH,
mas el agregado de ACN. Posteriormente fueron reducidas con DTT 20 mM en HCO;NH, 50
mM durante 45 minutos a 56 °C y alquiladas con lodoacetamida 20 mM en HCO,;NH, 50 mM
durante 45 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Luego se lavaron con HCO,;NH,
mas el agregado de ACN. Se realizé la digestion triptica en gel durante toda la noche: se
adicion6 a cada taquito de gel tripsina 10ng/ul en acido acético 10 mM vy se dej6 hidratando 10
min, 4 °C (en hielo); se agregaron 10 ul de bicarbonato de amonio 25 mM vy se dejé incubando
toda la noche a 37°C. Se realiz6 la extraccién de los péptidos con ACN 50%/TFA 0,5%. A los
digeridos con tripsina se les realiz6 una limpieza con Zip-Tip C18 para extraer las sales. Las
muestras fueron lioifilizadas por Speed Vac y vueltas a resuspender con 10 ul de Acido Férmico

0,1%.

El Analisis de proteinas por Orbitrap se realizé de la misma manera que en el punto 6.2 de este

capitulo.
7.1.1. Analisis de Datos

A fin de identificar las proteinas presentes en las muestras, los espectros obtenidos se
analizaron con el programa Proteome Discoverer, y se utilizé la base de datos de Arabidopsis
thaliana (los criterios de buisqueda se explicaron previamente en el punto 6.3.1). Se realiz6 una
aproximacion cuantitativa en base al ntimero total de secuencias de péptidos identificados de

cada proteina identificada (#PSM, Peptide Spectrum Matches).

8. Extraccion y cuantificacion de Aminoacidos totales
Para la medicion del contenido de aminoacidos (a.a.) se utiliz6 una adaptacién de la técnica de
Rosen (1957).

8.1. Obtencion de a.a. totales de hojas

Las hojas de Arabidopsis fueron homogenizadas en mortero, y los aminoacidos se obtuvieron
por sucesivas extracciones con alcohol etilico a 4 °C (en hielo) (Rosen, 1957). Dos discos de
hoja de 1 cm de diametro se homogeneizaron en frio, en N liquido con etanol 80% v/v. El

homogenato se recuperd en un tubo de centrifuga de 1,5 ml y se centrifugé durante 10 min a
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9000 xg a 4 °C, se reservo el sobrenadante y el pellet se homogeneizé con etanol 60% v/v, se
centrifugé 10 min a 9000 xg a 4 °C y este sobrenadante se anadié al sobrenadante anterior. Por
dltimo, el pellet se homogeneizé con agua bidestilada, se centrifugé 10 min a 9000 xg a 4 °C y

el sobrenadante obtenido se agregé a los sobrenadantes obtenidos previamente.

8.2. Obtencion de a.a. del FA

Se extrajeron los a.a solubles en el FA mediante la técnica de infiltraciéon-centrifugacién, como
se describi6 previamente, utilizando ddH,O como solucién de infiltraciéon. Los FLA asi

obtenidos se utilizaron para cuantificar a.a.

8.3. Cuantificacion de a.a.

Se utilizé la técnica de Ninhidrina (Rosen, 1957). La ninhidrina, que originalmente es
amarilla, reacciona con los alfa-aminoacidos y se vuelve purpura (color detectado). La
ninhidrina reacciona con los grupos o-amino libres (NH2-C-COOH), esto incluye o-
aminodcidos, imino 4cidos, amino alcoholes, amidas primarias. En una mezcla biolégica,
Unicamente la urea puede existir en concentraciones suficientemente altas como para
interferir con el andlisis de los a-aminoacidos; proteinas y péptidos no reaccionan (Rosen,

1957).

La mezcla de reaccién colorimétrica consisti6 en voliimenes iguales de muestra (o estandar),
solucién de ninhidrina (4% de ninhidrina en Dimetilsulféxido) y soluciéon de reacciéon (4 M
Buffer AcOH/NaAc pH 5,3 y 0,0002 M KCN), colocados en tubos de centrifuga de 2 ml.
Inmediatamente después se calentaron los tubos a 100 °C durante 15 min, la reacciéon fue
detenida con alcohol isopropilico 50% en ddH,O. Se midié la absorbancia de las muestras y el
estindar mediante espectrofotometria a 570 nm. Para la curva de calibracién se us6 4cido
glutdimico como estindar. Las concentraciones de a.a. del FA se calcularon multiplicando la

concentracion en el FLA por el Fg, ;4 correspondiente.

9. Determinacion del pH apoplastico foliar

9.1. Material vegetal utilizado

Se utilizaron plantas de Arabidopsis Apo-pHusion que expresan en el apoplasto el sensor de pH
apo-mRFP1-EGFP (Gjetting et al., 2012). EGFP es muy sensible a cambios en el pH, la mayor
senal de EGFP se da a pH 7-8 y a medida que disminuye el pH la fluorescencia de EGFP se va
debilitando, hasta apagarse totalmente a pH < 5 (pKa = 6,15). Por el contrario, mRFP1 es
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practicamente insensible a cambios en el pH dentro del rango de pH fisiolégico (pKa = 4,5).
Con valores de pKa de los dos fluordforos en el intervalo acido, este sensor es adecuado para

mediciones de pH en el apoplasto de tejidos vegetales (Gjetting et al., 2012).

9.2. Determinacion del pH del apoplasto de hojas in vivo por microscopia de fluorescencia

El pH se calculé por la relacién de fluorescencia entre EGFP y mRFP1 en el apoplasto de la
epidermis de hojas registrada in vivo con un microscopio confocal (los detalles del microscopio,
y seteos utilizados se describen a continuacién). Luego de la captura de imégenes, con el
software Image] se calcul6 para cada regién de interés (ROI) la relacién de intensidades de
pixeles promedio EGFP/mRFP1. Para calcular el pH de cada ROI se extrapol6 el valor de la
relacion de intensidades EGFP/mRFP1 del ROI sobre la grafica de una curva de calibracion del

SEensor.
9.2.1. Calibracion in vitro del sensor

La curva se gener6 utilizando FLA extraido de plantas apo-mRFP1-EGFP (la extraccién de FLA
de hojas de Arabidopsis se describié en el punto 4.1). El FLA se incub6 con buffers de distintos
pH (ver Tabla 2.1 con la composicién de los buffers) y se analizé6 por microscopia confocal.
Luego de la captura de imagenes, con el software Image] se calcul6 la relaciéon de la intensidad
de la senal de fluorescencia EGFP/mRFP1 para cada valor de pH, y con el software GraphPad
Prism se realiz6 un ajuste no lineal de la relacion EGFP/mRFP1 vs pH y se generé una curva de

calibracion sigmoide.

pH Buffer

5,0 MES 300 mM
5,5 MES 300 mM
57 MES 300 mM
6,0 MES 300 mM
6,3 MES 300 mM
6,5 MES 300 mM
7,0 Tris HCI 300 mM
7,5 Tris HCI 300 mM
8,0 Tris HCI 300 mM

Tabla 2.1. Buffers utilizados para construir la
curva de calibracion del sensor de pH.
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9.2.2. Analisis de Imagenes. Relacion de fluorescencia EGFP/mRFP1

Con el software Image], se generaron imagenes de relacién de fluorescencia EGFP/mRFP1
mediante la superposicion de iméagenes confocales correspondientes a los canales EGFP y
mRFP. Para la presentacién visual de las imagenes de relacion, a partir de la calibracién in
vitro del sensor se disend y ajusté una tabla de pseudo color que abarcé el rango dinidmico del

Sensor.

9.2.3. Microscopia de fluorescencia

Para la inspeccién de localizacion, intensidad, etc de los fluoréforos analizados (linea Apo-
pHusion), el material vegetal se observé en un microscopio de epifluorescencia Olympus® BX-
51, y en el microscopio confocal Leica® TCS SP5 II. El microscopio Olympus® BX-51 posee dos
cubos de fluorescencia: con maximos de excitacién/emisiéon de 545/580 y 470/525 nm. Este
microscopio dispone de una camara digital Olympus® A330 adaptada para la captura de

imagenes.

En el caso del microscopio confocal, Se wutilizaron las siguientes condiciones de
excitacién/emisiéon: fluorescencia de la clorofila 633/670-730 nm, EGFP 488/524-550 nm,
mRPF1 543/566-634 nm. Las iméagenes fueron adquiridas con el software LLAS AF versién 2.2.1

y se procesaron con el software Image].

10.Aislamiento de polisacaridos de la pared celular

10.1. Obtencion de Residuos Insolubles en Alcohol (RIA)

Los polisacaridos de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas) se obtuvieron como

Residuos Insolubles en Alcohol, (RIA) segiin Nardi et al. (2015) con algunas modificaciones.

Se homogeneizé un gramo (peso fresco) de hojas de la roseta en mortero con N, liquido. El
polvo resultante se mezclé con 4 ml de EtOH 100% y luego se incub6 en bano a 80°C durante
30 minutos. Una vez que el homogenato se enfrié a T° amb, se le agregé 4 ml de EtOH 100 % y
se colocé en tubo de polipropileno de 15 ml previamente pesado. Se centrifugé a 10000 xg
durante 5 min a T° amb y se descart6 el sobrenadante. Se agregd 8 ml de EtOH 100% al
precipitado del tubo y se volvi a centrifugar, este proceso de lavado del precipitado se repitié
hasta que el precipitado se torné color blanco-grisiceo (aproximadamente 8 lavados). Luego, el
tubo conteniendo el precipitado se coloco en estufa a 30 °C por varios dias, hasta la evaporacion

completa del alcohol remanente en el RIA.
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10.2. Estimacion de la cantidad de pared celular

Para estimar la cantidad de pared celular, se resté a cada RIA su contenido de almidén (ver a

continuacion).

11.Extraccion y cuantificacion de almidon

11.1.1.Extraccion de almiddn del RIA

Para determinar el contenido de almidén de los RIA, en primera instancia se extrajo el almidén
del RIA segiin Carpita and Kanabus (1987) con algunas modificaciones. Se agregé DMSO 90 %
v/v al RIA obtenido, en una proporcién de 20 ml DMSO 90% v/v cada 100 mg de RIA y se dej6
48 hs a T° ambiente para disolver el almidén. Se centrifugé a 9000 xg durante 5 minutos y se
guardo el sobrenadante diluido 1/2 con ddH,O para cuantificar almidén (punto 11.1.3 de esta

seccion), y el pellet para extraer pectinas (punto 12.1.1 de este capitulo).

11.1.2.Extraccion de almidon de discos de hojas

Se molieron en mortero 2 discos de hoja de 1 cm de didmetro y se homogeneizaron en 1,5 ml
de acetona fria (4 °C) con una pizca de arena de cuarzo. Todo el proceso de homogeneizacion
se realiz6 a 4 °C. Luego, el homogenato se centrifugé a 10000 rpm y 4 °C durante 5 min. Se
descart6 el sobrenadante y se re-suspendio el pellet con 1,5 ml de etanol 80%. Se centrifugé a
11000 rpm y 4 °C durante 10 min. Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1,5
ml de HCI 1,1%. Se coloc6 en bano de agua a 100 °C durante 30 min. Se centrifugé a 11000

rpmy 4 °C y se reservo el sobrenadante diluido 1/3 con ddH,O (extracto para medir almidén).

11.1.3.Cuantificacion de almiddn

Se sigui6 el protocolo descripto en Perini et al. (2017) con algunas modificaciones. Se mezcl6
0,1 ml del extracto de almidén obtenido previamente (puntos 11.1.1y 11.1.2), o patrén para la
curva de calibraciéon, con 1 ml de antrona al 0,05% p/v en H,SO, al 66% v/v. La mezcla se
incub6 a 100 °C durante 10 minutos, se enfrié en un bano de agua a temperatura ambiente y el
contenido de almidén se midié espectrofotométricamente a 620 nm, usando cantidades

variables de glucosa 10 mM como patrones.
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12.Cuantificacion de acidos urdnicos

12.1. Cuantificacion de acidos uronicos del RIA
12.1.1.Extraccion de pectinas totales

Se siguio el protocolo descripto en Rosli et al. (2004) con algunas modificaciones. Brevemente,
100 mg de RIA (al cual previamente se le extrajo el almidén) se mezclaron con 50 ml de HCI
0,01 M. Esta mezcla se colocé a bano Maria durante 2 hs. Luego se dejé enfriar a T° ambiente y

se filtr6. Se reservo la solucion filtrada para proceder a la cuantificacién de pectinas.
12.1.2.Hidrdlisis de pectinas

Previamente al ensayo colorimétrico, las pectinas presentes en las muestras se deben hidrolizar
a sus acidos urénicos constituyentes. Para ello, se mezclaron 100 ul del filtrado de pectinas
obtenido en el punto anterior con 600 ul de tetraborato de Na 0,0125 M en H,SO, concentrado.

Se incub6 a bafio Maria durante 20 minutos y luego se dejé enfriar.

12.1.3.Ensayo colorimétrico

Se utilizé el método colorimétrico del fenil-fenol (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973). Se
mezclaron 200 ul de hidrolizado con 140 ul de buffer HAc/Ac 50 mM pH 5,5 y 1480 ul de
H,SO, / tetraborato de Na 0,0125 M, se incub6 a bano Maria durante 15 min y se dejé enfriar
en bano de agua hielo. Luego, se mezclaron enérgicamente 800 ul de la mezcla de reacciéon con
13 ul de fenilfenol (solucién de fenilfenol 0,15% en NaOH 0,5%) utilizando un vortex.
Adicionalmente para el blanco se mezclaron 800 ul de la mezcla de reaccion con 13 ul de buffer
HAc/Ac. El color se termina de producir luego de diez minutos y permanece estable por una
hora. Durante ese periodo de tiempo se procedié a medir la absorbancia a 520 nm. Para

construir la curva estandar se utilizé acido galacturénico (Gal) como patrén.
12.2. Cuantificacion de acidos uronicos de los FLA

Se utiliz6 el método colorimétrico del fenil-fenol (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973)
adaptado por Filisetti-Cozzi and Carpita (1991) para muestras con baja proporcién acidos

urénicos/azicares neutros.
12.2.1.Hidrdlisis de las muestras de FLA

Previamente al ensayo colorimétrico las pectinas presentes en las muestras se hidrolizaron a
sus acidos urdnicos constituyentes. Para ello, se mezclaron 100 ul de FLA con 337,5 ul de

tetraborato de Na 0,0125 M en H,SO, concentrado mas el agregado de 44 ul de una solucién de
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acido sulfamico 4M/sulfamato de potasio pH 1,6. Se incubé a bano Maria durante 20 minutos y
luego se dejé enfriar. La solucién de 4cido sulfamico 4 M/sulfamato de potasio se agregd para
prevenir que los hidrolizados se vuelvan color marrén a causa de la reaccién de carbohidratos
no uroénicos presentes en la muestra con acido sulftrico y calor, lo que interferiria en la

reaccion colorimétrica posterior.
12.2.2.Ensayo colorimétrico

Se mezclaron 160 ul de hidrolizado con 20 ul de buffer HAc/Ac 50 mM pH 5,5y 80 ul de H,SO,
/ tetraborato de Na 0,0125 M. Se incub6 a bafio Maria durante 15 min y se dej6 enfriar en bano
de agua hielo. Se mezclaron enérgicamente 100 ul de la mezcla de reacciéon con 1,5 ul de
fenilfenol (solucién de fenilfenol 0,15 % en NaOH 0,5%) utilizando un vortex. Adicionalmente
para el blanco se mezclaron 100 ul de la mezcla de reaccién con 1,5 ul de buffer HAc/Ac.
Dentro de la hora siguiente se procedié a medir la absorbancia a 520 nm. Para construir la

curva estandar se utilizé dcido galacturénico (Gal) como patrén.
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RESUMEN

En esta tesis se analizan variaciones en la fisiologia y composicién del fluido apoplastico (FA)
de hojas de Arabidopsis de distinto grado de senescencia. Para un estudio integral del FA es
necesario su aislamiento a partir del 6rgano en estudio. Uno de los principales desafios de las
técnicas que implican la extraccion de FA es la obtencion de un fluido libre de componentes
intracelulares y que sea representativo del FA nativo, es decir, que no sufra modificaciones
como artefacto de la metodologia implementada para su extraccién. La técnica mejor
establecida para extraer el FA de las hojas es la de infiltracién-centrifugacion. Esta técnica ha
resultado 1til en distintos 6rganos y especies de plantas, pero ha sido poco implementada en
hojas de Arabidopsis, donde se ha utilizado sobre hojas jévenes, de plantas de corta edad. Por
tal motivo este capitulo se enfocé en la optimizacién de la técnica de infiltracién-centrifugacion
para la extraccion de FA de hojas senescentes de Arabidopsis. Adicionalmente, y en
combinacién con la obtencién de FA, se optimizé la técnica del Indigo Carmin. Esta técnica
permite calcular el volumen original de FA, y a través de este valor el factor de dilucién del FA

aislado y la concentracion fisiolégica de sus componentes.
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INTRODUCCION

La composicion del apoplasto, particularmente la de su matriz fluida, o fluido apoplastico (FA)
varia rapidamente frente a condiciones ambientales cambiantes, y distintos escenarios de estrés
(Lopez-Millan et al., 2000; Lohaus et al., 2001; Dani et al., 2005; Floerl et al., 2012; Trentin et
al., 2015). En lineas generales, el abanico de variaciones en el ambiente apoplastico incluye
cambios en el pH, en la composicion de proteinas y en los niveles de acido abscisico (ABA) y de
especies activas del oxigeno (EROs), entre otras (Dani et al., 2005; Bindschedler et al., 2006;
Floerl et al., 2012; Ali et al., 2014; Guerra-Guimaraes et al., 2015; Geilfus, 2017). Como
ejemplos puntuales, se ha observado que la infecciéon por Pseudomonas syringae genera
aumentos en la conductividad eléctrica, y la acumulaciéon de citrato, y-aminobutirato (GABA),
iones (K+, Ca®*", Fe***, Mg®"), sacarosa y varios aminoacidos en el apoplasto de plantas de
poroto (O'Leary et al., 2016). También se han registrado variaciones en la concentraciéon
apoplastica de acidos organicos en respuesta a la deficiencia de hierro en hojas de remolacha
(Lopez-Millan et al., 2000). Estudiar los cambios moleculares y fisioldgicos que ocurren en el
fluido apoplastico es desafiante ya que es un compartimento espacialmente estructurado y a la
vez dinamico en el que los metabolitos y/o iones pueden ser volatiles, transitorios o incluso

estar asociados con la pared celular y la membrana plasmética (O'Leary et al., 2014).

Algunas técnicas no invasivas permiten examinar el apoplasto in vivo, por ejemplo, mediante la
utilizaciéon de lineas transgénicas que expresan biosensores en el apoplasto, o mediante la
infiltracion de sondas indicadoras especificas. Algunas de estas sondas permitieron estudiar
fluctuaciones en el pH y en la concentracion de Ca* extracelular en respuesta al estrés hidrico
y salino y a la deficiencia de Boro (Mtuihling et al., 1998; Gao et al., 2004; Geilfus y Muhling,
2011). Por otra parte, es posible concentrar componentes extracelulares sin la necesidad de
realizar un fraccionamiento subcelular. La glicosilaciéon del extremo N terminal es una
modificacién postraduccional comtn de las proteinas vegetales que se exportan a través de la
via secretoria (Scheiffele y Fillekrug, 2000; Faye et al., 2005). Mediante cromatografia de
afinidad, utilizando lectinas tipo Concavalina como ligando se han aislado e identificado
proteomas enriquecidos en glicoproteinas apoplasticas de tallos de Arabidopsis (Minic et al.,

2007) y de fruto de tomate (Catala et al., 2011).

Estudios mas integrales del apoplasto requieren un fraccionamiento subcelular para el
aislamiento de FA del tejido. Se han desarrollado varios métodos para extraer fluidos
apopldasticos y xilemadticos: la aplicaciéon de presion con una bomba de Scholander (Hartung et

al., 1988), el método de perfusion al vacio (Bernstein, 1971), el método de elucién (Long y
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Widders, 1990), y el método de infiltracion-centrifugacion (Klement, 1965; Terry y Bonner,
1980; Pfanz, 1991; Speer y Kaiser, 1991; Lohaus et al., 1995). Este ultimo, debido a su
eficiencia y simplicidad es el mejor establecido para extraer fluido apoplastico de hojas, y fue el

elegido para el desarrollo de este trabajo.

1. La técnica de infiltracion en vacio-centrifugacion para el fraccionamiento

subcelular de FA

Esta técnica esencialmente implica dos pasos: 1-Infiltracién: sustituciéon del espacio
apoplastico ocupado por aire por una Solucién de Infiltracién (Scln) acuosa, que ingresa a la
hoja desplazando el aire y mezclandose con el liquido apoplasico nativo (fluido apoplastico, FA),
seguido de 2- centrifugacion: recuperaciéon de la mezcla de Soluciéon de infiltracion-fluido
apoplastico mediante centrifugacién suave (alrededor de 500-1000 xg) de las hojas (Lohaus et
al., 2001). Como el liquido recuperado es FA que se ha diluido y solo contiene una fracciéon de
la totalidad de compuestos presentes en la pared celular, se conoce comiinmente como fluido
de lavado apoplastico (FLA), o fluido de lavado extracelular (FLE) (O'Leary et al., 2014). Se ha
propuesto que durante la centrifugacion, la solucion se extrae preferentemente del espacio que
rodea las células vivas, y por el contrario, el agua en el xilema (o fluido xilematco) debe ser
menos extraible debido a las fuerzas capilares (Meinzer y Moore, 1988). El FLA recuperado
mediante esta metodologia puede ser sometido a un amplio rango de técnicas analiticas y
bioquimicas (por ejemplo, electroforesis de proteinas, medicién de actividad enzimatica,
resonancia magnética nuclear, cromatografia y espectrometria de masas). Ademds, en
combinacion con la técnica de “Indigo Carmin” (ver mas adelante), se puede determinar el
factor de dilucion del FLA obtenido, y estimar otras variables del espacio apoplastico, como la

cantidad relativa de espacio ocupado por aire o fluido.
1.1. Caracteristicas y variantes de la técnica

1.1.1. Infiltracion de las hojas a través de los estomas, por cambios de presion

Al infiltrar la hoja, el aire de los espacios intercelulares es desplazado por la solucién de
infiltracion (Scln) mediante presion, por repeticiones de pulsos de despresurizacion y
presurizacion. Las hojas a infiltrar se introducen dentro de la solucién de infiltracién y luego se
procede a aplicar vacio. A medida que se ejerce vacio (~ -0,20 Atm) sobre las hojas, el “aire
apoplastico” es forzado a salir del apoplasto. Seguidamente, a medida que el vacio se va

liberando progresivamente hasta volver a presion atmosférica (1 Atm), la ScIn es forzada a
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entrar al apoplasto (Lohaus et al., 2001; Stavrinidou et al., 2015). Para generar de vacio se
utiliza una bomba de vacio convencional, o bien una jeringa en el caso de hojas pequenas

(Figura 3.1).

Infiltracion

Figura 3.1. Esquema del proceso de Infiltracién en vacio utilizando una jeringa. (A) Hoja inmersa en Scln en el interior de
una jeringa de 60 ml en la que se ha eliminado el aire. Al tirar del émbolo de la jeringa, se crea una presion negativa, lo que
fuerza a que el gas dentro del mesdfilo esponjoso sea expulsado. (B) Cuando la jeringa vuelve a la presién atmosférica, la
solucion se impulsa hacia el interior a través de los estomas, llenando el mesdfilo esponjoso entre las venas. Tomada de
(Stavrinidou et al., 2015), con modificaciones.

Lohaus y colaboradores (2001) observaron una relacién inversa entre la conductancia
estomatica y el nimero de pasos de infiltracién necesarios para alcanzar el peso constante de la
hoja infiltrada (“infiltrabilidad”), y a su vez encontraron pocas diferencias entre la
infiltrabilidad de hojas enteras y segmentos foliares. Con estos resultados, concluyeron que la
Scln entra a las hojas a través de los estomas y no por heridas inducidas por cortes (Lohaus et
al., 2001). Adicionalmente, se observé que en hojas de arroz infiltradas bajo distintas
intensidades y calidades de luz (lo que resulta en distintas conductancias estomaticas), existe
una correlacion positiva entre el tiempo de infiltracién necesario y el grado de cierre estomatico
(Nouchi et al.,, 2012). La misma correlacion entre el volumen de Scln infiltrada y la
conductancia estomdtica se observé en hojas de “madrono” Arbutus unedo (Beyschlag y Pfanz,

1990).

1.1.2. Composicidn de la solucidn de infiltracion y tiempos de incubacion

La dilucién del apoplasto durante la infiltracion puede provocar una respuesta en la hoja.
Frente a una disminucién en la concentracién de ciertos componentes del fluido apoplasico, las
células podrian responder secretando metabolitos adicionales, lo que distorsionaria la

interpretacion de las concentraciones de metabolitos (Lohaus et al., 2001). La composicién del
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FLA extraido no seria afectada por la fuerza iénica de la solucién de infiltraciéon (a diferencias
i6nicas moderadas) (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001); tampoco por el tiempo
de incubacién es decir, el tiempo transcurrido entre el inicio de la infiltracion y la
centrifugacion, si los tiempos de incubacién no superan los 30 minutos. Esta observacion
sugiere que la homeostasis de solutos apoplasticos se mantendria de manera eficiente, y
cualquier artefacto resultante de la diluciéon del FA seria minimo (O'Leary et al., 2014). Por
otra parte, el pH y la composicién de la ScIn puede afectar la composicién del FLA (Lohaus et
al., 2001), por ejemplo, la adicion de sales a la Scln, mejora la extraccién de proteinas
asociadas a la pared celular (Figura 3.2) (Boudart et al., 2005). El agua destilada como Scln es
una de las alternativas mas implementadas para el estudio de moléculas solubles en el FA

(Lohaus et al., 2001; Rico y Preston, 2008; Baker et al., 2012; O'Leary et al., 2016).
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Figura 3.2. Proteinas apoplasticas de la roseta de Arabidopsis, distribuidas dentro
de seis clases funcionales, y solubilizadas por diversas ScIn. Se muestra el nimero
total de proteinas de cada clase funcional extraidas por cada solucién extractante: 0,3 M
manitol, 50 mM CDTA (&cido 1,2-ciclohexanodiaminotetraacético), 2 M LiCl, 1 M NaCl,
0,2 M CaClz. Clases funcionales: modificacidn de la pared celular (modif. PC), defensa,
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interacciones con polisacaridos o proteinas (interaccion), proteasas, otras funciones
(otras), funcion desconocida (desconocida). Adaptada de Boudart et al. (2005).

1.1.3. Marcadores de contaminacién/pureza del FLA

Las principales causas de contaminacién de los FLA con proteinas y metabolitos citoplasmicos
son la lisis celular y la muerte celular. Durante la extraccién de FLA puede ocurrir dafio en la
integridad de las células tanto en la etapa de infiltracion, si los cambios de presién son
demasiado rapidos, y durante la etapa de centrifugacion si la fuerza centrifuga es demasiado
alta (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001; Boudart et al., 2005; O'Leary et al.,
2014). De hecho, existe una fuerte correlacion entre la fuerza centrifuga aplicada durante la
extraccion de los FLA y el nivel de contaminacién de los mismos con componentes citosdlicos o
vacuolares a causa de danos celulares (Terry y Bonner, 1980; Lohaus et al., 2001). Por lo tanto,
es necesario evaluar si los FLA obtenidos estan libres de contaminacién con componentes
citosolicos solubles; e idealmente se recomiendan multiples ensayos independientes. En
general se utilizan dos tipos de andlisis bioquimicos sobre proteinas para evaluar la presencia de
marcadores de contaminacion citopldsmica: (i) ensayo enzimético e (ii) inmunodetecciéon de
proteinas marcadoras. La seleccién de las enzimas u otras proteinas marcadoras se basa en la
suposiciéon de que estas proteinas normalmente no se encuentran en el apoplasto, y en
consecuencia, solamente se recuperan en el FLA si las condiciones implementadas condujeron

a la ruptura de la membrana plasmatica.

Una de las enzimas citosdlicas mas utilizadas para determinar la pureza del FLA es la Malato
Deshidrogenasa (MDH) (Boudart et al., 2005), sin embargo se ha evidenciado actividad MDH
soluble en el apoplasto de algunas especies de plantas (Madder y Schloss, 1979; Li et al., 1989).
Alternativamente, se ha utilizado como marcador celular la enzima Hexosa Fosfato Isomerasa
(HPI), también citosélica (Dannel et al., 1995). Una desventaja de utilizar MDH y HPI como
marcadores celulares es su gran tamano, de aproximadamente 70 y 120 kDa respectivamente,
ya que estas enzimas podrian quedar retenidas en la célula rota o muerta, mientras otros

metabolitos de menor tamano, o mayor tasa de difusion podrian estar presentes en el FLA.

Otras enzimas marcadoras citoplasmaticas usadas para la evaluaciéon de la pureza del FLA son
la enzima vacuolar a-Manosidasa (Delannoy et al., 2008), y las citosélicas PEP carboxilasa

(Tran y Plaxton, 2008), Aldolasa (Tran y Plaxton, 2008), y Glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa
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(G6PDH) (Oh et al., 2005; Casasoli et al., 2008; Cheng et al., 2009; Kim et al., 2009; Nouchi et
al., 2012).

Los metabolitos que se cree que son predominantemente citopldsmicos, como hexosa-6-

fosfatos, también se utilizan para evaluar contaminacién de FLA (O'Leary et al., 2014).

La GEPDH participa en la via de las pentosas fosfato deshidrogenando la glucosa-6-fosfato a 6-
fosfogluconolactona. Se han descripto dos localizaciones subcelulares para la GGPDH: citosélica
y plastidica (Schnarrenberger et al., 1973). La actividad de la enzima GEPDH fue la elegida en
este trabajo, ya que es una actividad sencilla de cuantificar, y es una enzima marcadora de
citosol utilizada habitualmente (Casasoli et al., 2008; Cheng et al., 2009; Kim et al., 2009;
Nouchi et al., 2012)

En cuanto a la inmunodeteccion (Dot Blot y Western Blot), las proteinas marcadoras
intracelulares mas utilizadas son la Ribulosa-1,5-Bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Delannoy et
al., 2008), Hexoquinasa (Cheng et al., 2009), Actina (Cho et al., 2009), HSP 70 (Cho et al.,
2009), entre otras. En este trabajo se realizaron ensayos de inmunodeteccion de la enzima
fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBP). La enzima FBP se localiza el citosol donde participa en la
sintesis de sacarosa a partir de triosas fosfato, y en el estroma de los cloroplastos donde
participa en la regeneracion de ribulosa -1,5-bifosfato a partir de triosas fosfato durante el ciclo
de Calvin (Harbron et al., 1981; Cséke y Buchanan, 1986; Strand et al., 2000; Taiz y Zeiger,
2002; Sahrawy et al., 2004).

Por ultimo, aunque no tan especifica, la comparacion de los perfiles de proteinas de FLA y de
proteinas foliares totales acompana al andlisis de pureza de la fraccion subcelular, y es de

utilidad para evidenciar proteinas enriquecidas en el FLA (O'Leary et al., 2014).

1.1.4. Optimizacion del método de infiltracion-centrifugacion

Para evitar la contaminacion citoplasmica del FLA debido a la lisis celular parcial que se
produciria si el estrés mecanico que encuentran las células es severo durante las etapas de
infiltracién y/o centrifugacion, se debe optimizar la velocidad de centrifugaciéon empiricamente
para cada tipo de hoja evaluando el volumen recuperado y la contaminacién de los FLA en un
rango de velocidades de centrifugaciéon (O'Leary et al., 2014). Se ha observado que la actividad
de enzimas marcadoras, como MDH, G6PDH vy glucosa-fosfato isomerasa, permanece bajas
hasta que se sobrepasa una fuerza centrifuga umbral, por encima de la cual estas actividades
aumentan rapidamente, presumiblemente debido a fugas citoplasmicas (Husted y Schjoerring,

1995; Lohaus et al., 2001; Boudart et al., 2005; Nouchi et al., 2012).
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Por dltimo, dado que el FLA contiene proteasas y otras hidrolasas (Boudart et al., 2005), es
recomendable utilizar inhibidores de proteasas desde el momento de la infiltracion-

centrifugacion, o después de extraido el FLA.

1.1.5. Limitaciones de la técnica

Un inconveniente potencial es que la eluciéon del FLA por centrifugacion no capture todas las
moléculas presentes en el apoplasto. Esto puede deberse a varias razones, por ejemplo, algunos
compuestos, pueden estar estrechamente asociados con la pared celular cargada negativamente
y por ende no eluir en el FLA (Boudart et al., 2005), o bien ser demasiado grandes como para
que se extraigan eficientemente del apoplasto a las velocidades de centrifugacién utilizadas

(Lohaus et al., 2001).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son una clase importante de compuestos producidos
en el apoplasto, pero debido a su corta vida media no estin bien representados en el FLA

(O'Leary et al., 2014).

A pesar de sus limitaciones, la técnica de infiltracion-centrifugacion sigue siendo una técnica
sencilla y sélida en el estudio de proteinas apoplasticas, metabolitos primarios y secundarios e

iones inorganicos.

2. Latécnica de Indigo Carmin (IC) en combinacion con la infiltracion -centrifugacion
permite calcular el factor de dilucion del FA (Fa), y estimar los volimenes

ocupados por aire y por FA

El proceso de infiltracién diluye el FA y por lo tanto se necesita un factor de diluciéon para
estimar las concentraciones reales (pre-extraccion) de fluido apoplastico a partir del FLA. El
célculo de la dilucién del FA supone que el liquido de infiltraciéon no se adsorbe a las paredes
celulares y tampoco es absorbido o diluido apreciablemente por las células de la hoja durante el
proceso de recuperacion del FLA. Esta suposicion fue verificada previamente por Lohaus y col.

(2001).

El Indigo Carmin (IC) es el colorante mdas utilizado y mas ampliamente probado para los
calculos de dilucion (Fy) del FA (Husted y Schjoerring, 1995; O'Leary et al., 2016), y ademas
permite calcular el volumen de apoplasto ocupado por aire (V) y por FA (Vi) (las ecuaciones
matemadticas correspondientes se desarrollan en el punto 4.2 de Materiales y Métodos,). Se ha

demostrado en varias especies que el IC no es adsorbido ni modificado en el apoplasto, y si los
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tiempos de incubacién no son excesivamente largos, tampoco se transporta a través de la
membrana plasmatica (Cosgrove y Cleland, 1983; Husted y Schjoerring, 1995; Baker et al.,
2012).

3. Consideraciones sobre el material vegetal de partida y las condiciones de

muestreo para la obtencion de FLA

Cuando se realizan extracciones de FLA, la variacién biolégica y técnica puede ser grande por
lo que un flujo de trabajo altamente estandarizado es necesario para asegurar la continuidad a
través de los experimentos, incluyendo las condiciones de crecimiento de las plantas (O'Leary
et al., 2014). El ciclo circadiano influye fuertemente en muchos procesos metabdlicos y
fisiolégicos de las plantas (Kreps y Kay, 1997; Dodd et al., 2005). Varios estudios reportan
grandes variaciones diurnas en la expresién génica y de niveles de metabolitos en Arabidopsis
(Blasing et al., 2005; Gibon et al., 2006; Augustijn et al., 2016). Mas atin, la concentraciéon de la
mayoria de los metabolitos (sacarosa, hexosas, malato, aminoacidos) en el apoplasto son mas
elevadas al final del periodo de luz que al final del periodo de oscuridad, razén por la cual la
recoleccion del material vegetal debe realizarse siempre en un mismo horario (O'Leary et al.,

2014).

En cuanto al material vegetal de partida, se ha observado que la capacidad de extraccion del
FLA de las hojas varia segin la especie y el tipo de hoja (Lohaus et al., 1995; Lohaus et al.,
2001; Nouchi et al., 2012). Por ejemplo, la recoleccién de FLA de las hojas de arroz por el
método de infiltracion-centrifugacion es mucho mas problemdtica que en especies
dicotiledéneas, como espinaca y poroto y por lo tanto se requieren tiempos de infiltracion mas

largos y fuerzas centrifugas mas altas (Hayashi et al., 2008; Nouchi et al., 2012).

El estado fisiolégico de la hoja, y otras caracteristicas asociadas a la edad del 6rgano y de la
planta (i.e, variaciéon en la composicion de membranas y de la pared celular, estado hidrico),

pueden incidir en el grado de integridad celular al momento de realizar la extraccién de FA.

Tiendo en cuenta todas estas variables, la preparacion de FLA para el estudio de los cambios en
el apoplasto asociados al proceso de senescencia foliar requirié la optimizacién de la técnica de
extraccion de FLA, para ser implementada en hojas de distintos estadios de forma eficiente y

con los menores niveles de contaminacién simplastica.
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HIPOTESIS

Las técnicas de infiltracién-centrifugacién e Indigo Carmin pueden implementarse en hojas de
Arabidopsis permitiendo la extraccion de FA libre de componentes citosélicos y la
determinacion del factor de diluciéon del FA y el volumen de apoplasto ocupado por aire y por

FA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar la técnica de infiltracion centrifugacion para extraer FLA de hojas de

Arabidopsis libres de componentes citosélicos.

2. Optimizar la técnica del Indigo Carmin para calcular los factores de dilucién de los FA

extraidos y el volumen apoplasto ocupado por aire (V,,.) y por fluido (Vy,).
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RESULTADOS

1. Puesta a punto de la extraccion de fluido de lavado apoplastico (FLA) de hojas de

Arabidopsis

Como primer paso en la puesta a punto de la obtenciéon de FLA de Arabidopsis, se utilizaron
hojas maduras completamente expandidas de plantas de Arabidopsis salvajes (WT) creciendo a
dia corto, en floraciéon. Para la extracciéon del FLA del tejido, se probaron soluciones de
infiltracion (ScIn) con diferentes osmolaridades en combinaciéon con distintas fuerzas

centrifugas y tiempos de centrifugado.

1.1. Evaluacion de la capacidad para extraer FLA libre de contaminacion combinando

diferentes fuerzas y tiempos de centrifugado

En base a la bibliografia (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001; O'Leary et al., 2014)
se ensayaron las siguientes combinaciones de fuerzas y tiempos de centrifugado: 300 xg
durante 45 min, 600 xg durante 38 min, 1000 xg durante 15 min y 1500 xg durante 8 min. La
infiltracion de las hojas se realizé utilizando agua bidestilada (ddH,0O). El procedimiento se

detalla en el punto 4.1 de Materiales y Métodos.

La pureza de los FLA obtenidos se evalué mediante: 1- ensayos de inmunodetecciéon de la
enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBP), y 2- actividad enzimdatica glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH). Como control positivo se utilizaron extractos de proteinas totales de
las hojas utilizadas. Los detalles metodoldgicos se describen en los puntos 4.4.2 y 4.4.3 de
Materiales y Métodos. La Figura 3.3 A muestra la deteccion de FBP con un anticuerpo
especifico, en Dot Blots de extractos totales y de FLA obtenidos infiltrando con ddH,O y con las
variantes de centrifugacion. La sefial de FBP es intensa en los “Dot blots” de proteinas totales, y
es indetectable en los FLA extraidos a 300 xg y a 600 xg. Esto sugierie que estas fuerzas
centrifugas no provocan la fuga de componentes citosélicos al espacio apoplastico durante la
extraccion del FLA (Figura 3.3 A). Una leve senal de FBP en FLA extraidos por centrifugacién
a 1000 xg y 1500 xg evidencia una posible contaminacién con componentes citosdlicos. La
figura 3.3 B muestra la actividad de la enzima citosdlica GGPDH en estas mismas muestras. El
extracto de hojas presenté una actividad promedio de 0,04 umol NADPH x min” x mg' de

proteina, no se detecté actividad GGPDH en ninguno de los FLA (Figura 3.3 B).

La combinacién de 300 xg y 45 min de centrifugado resulté poco eficiente en cuanto a cantidad

de FLA extraido por gramo de hoja, en comparacion con el resto de las combinaciones.
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Estos resultados muestran que las cuatro variantes de centrifugaciéon permitieron extraer FLA
con niveles despreciables de contaminacién citosdlica. Sin embargo, debido a la leve senal de
FBP detectada en los Dot blots de FLA obtenidos a 1000 y 1500 xg, estas condiciones fueron
descartadas. Debido a la baja eficiencia en la obtencién de FLA a 300 xg, también se descart6

esta combinacion.

A) B)

. ; ~ Actividad enzimética
i 4
300 xg 600 xg 1000 xg 1500 xg Extracto de hoja 00
45 min 38 min 15 min 8 min FLA 300 xg 45’ No detectable
I FLA GO0 xg 38 No detectable
EXU&C’{Q ‘ FLA 1000 xg 157 No defectable
FLA 1500 xg 8 No detectable
4 ug 8 ug
prot. prot.

Figura 3.3. Evaluacién de contaminacién citosélica en FLAs obtenidos con distintas variantes de la técnica
infiltracion-centrifugacion. A) Inmunodeteccion de la proteina citosélica FBP mediante Dot blot. Se utilizd un anticuerpo
especifico anti FBP. Las muestras corresponden a 10 ul (2-3 g proteina) de FLA de un conjunto de hojas expandidas,
extraidos con ddHz0 a distintas combinaciones de tiempo y fuerzas centrifugas: 300 xg 45 min, 600 xg 38 min, 1000 xg 15
min y 1500 xg 8 min. Como control positivo se utilizaron 5 pl (4 pg proteina) y 10 pl (8 pg proteina) de extracto de
proteinas totales de hojas. B) Actividad enzimética de la enzima citosélica G6PDH de las mismas muestras que en (A),
expresada como pmol NADPH x min-' x mg-! de proteina.

1.2. Evaluacion de la capacidad para extraer FLA libre de contaminacion utilizando

soluciones de infiltracion con distinta osmolaridad

Se evaluaron dos Scln con distintas osmolaridades: 1- ddH,O y 2- buffer 10mM Tris pH 7, 300
mM manitol [isoténica respecto al citosol, (Speer y Kaiser, 1991)], a fin de examinar si el uso de
manitol aumentaba la eficiencia de extracciéon de FA. Las infiltraciones se realizaron con
jeringa y las centrifugaciones se realizaron a 600 xg durante 38 min. Se cuantificé la
concentracién de proteinas y péptidos de los FLA con el método de Bradford, y luego cada FLA
se incub6 en acetona fria, para precipitar las proteinas, (ver puntos 5.2.1 y 5.4.1.1 de
Materiales y Métodos). La concentracion de proteinas mas péptidos en los FLA extraidos
utilizando ddH,O o 10 mM Tris pH 7, 0,3 M Mannitol fue de alrededor de 0,06 ug/ul en ambos
casos. Esto indica que la eficiencia de ambas Scln para extraer proteinas y péptidos

apopldasticos es similar.
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En este caso la pureza de los FLA obtenidos se evalué mediante inmunodeteccién de FBP por
western blot (Figura 3.4). No se detecté FBP en ninguno de los dos FLA, con lo cual se
concluye que las dos soluciones de infiltraciéon evaluadas permiten recuperar FLA libres de
componentes citosélicos a fuerzas centrifugas de 600 xg. En base a los resultados obtenidos
hasta aqui, se continu6 trabajando con ddH,O como solucién de infiltracién y centrifugaciones

de 38 min a 600 xg.

1 9 3 4 Figura 3.4. Inmunodeteccion de la proteina citosélica FBP
EXT EXT FLA FLA PM mediante western blot. Los FLA se infiltraron con jeringa y se
(Man) (H20) extrajeron de hojas maduras a 600 xg durante 38 min. Se utilizé un

anticuerpo especifico anti FBP. Las calles 1 y 2 corresponden a
extractos de hojas: la calle 1 contiene 100 pg de proteinas y la
calle 2 contiene 15 g de proteinas; la calle 3 corresponde a FLA
(15 pg de proteina) infiltrado con 0,3 M de manitol y la calle 4
corresponde a FLA (15 ug de proteina) infiltrado con ddH20.

1.3. Perfil de proteinas e inmunodeteccion de FBP por Western Blot para evaluar
contaminacion citosdlica en los FLAs obtenidos segtn las condiciones de infiltracidn-

centrifugacion seleccionadas

Para confirmar que mediante la infiltraciéon con ddH,0 y centrifugacién a 600 xg, 38 minutos se
obtienen FLA libres de contaminacién citosélica se examind comparativamente el perfil de
proteinas de FLA y de proteinas totales de las hojas correspondientes, y se examind la presencia
de FBP como marcador citosélico. El experimento se realizé6 por duplicado, utilizando dos
grupos de hojas de dos plantas distintas. L.a metodologia se describe en los puntos 4.4.1 y 4.4.2

de materiales y métodos.

En este experimento ademas del método de infiltracién utilizando una jeringa se ensayé en

forma paralela el método de infiltracién en una bomba de vacio.
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Una vez obtenidos los FLA se precipitaron en acetona fria y se resuspendieron en SB 1X para
su siembra en el gel de poliacrilamida. La Figura 3.5 muestra los perfiles de proteinas obtenidos
(3.5 A), y la presencia de FBP (3.5 B). La tabla 3.5 C resume el contenido de cada muestra
sembrada en el gel. Los perfiles de proteinas de FLLAs preparados por infiltracién con jeringa y
con bomba de vacio resultaron muy similares entre si, y libres de contaminacién citosdlica
(Figura 3.5), lo que indica una buena reproducibilidad del método de infiltraciéon-
centrifugacién. Los perfiles de proteinas de los FLA fueron marcadamente diferentes a los
perfiles de los extractos totales de las hojas correspondientes (Figura 3.5 A). Mientras que los
extractos totales se caracterizan por dos bandas predominantes, de 50 KDa y 14 KDa,
presumiblemente las subunidades mayor y menor de Rubisco (flechas rojas), los FLA muestran
3 bandas mayoritarias, de alrededor de 14, 25 y 35 KDa, que no son evidentes en los extractos

de hojas (flechas azules).

A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 B) 14 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FLA EXT FLA EXT FLA PM FLA EXT EXT FLA FEA EXT FLA EXT FLA PM FLA EXT EXT FLA
W1 BY) 2 29 W 1 2 249 W 1 By 2 Hy W 1 2 Hy
= = @ gc -
. - ﬁ . E S i
i ? “ 8 - | 45
: = - FEP» @ - - =
- — e—
> — — ia — : — 30
- -
> M o - - — — -
20
—
RHSBS‘;T;CO > - --. 14 - ——
C)

“Calle ' Calle . Calle | Calle Calle . Calle - Calle * Calle | Calle:

ST e e e

FLA X X X X X
Muegstra

Extracto total (EXT) X X X X
Métodode | Jeringa (J) X X X X
infitracion | Bomba de vacio (BV) X

Area de hoja (cm?d) 8 | 04| 8 13 1085
Siembra por

Cantidad de proteina (ug) 10 10 17 17

Figura 3.5. (A) SDS-PAGE de FLA y extractos de proteinas totales de hojas maduras. Comparacion (por area de hoja y
por cantidad de proteina) de los perfiles de proteinas totales de distintos FLA con los extractos de hojas correspondientes.
Con una punta de flecha azul se marcan las bandas de proteinas que se acumularon en los FLA. Con flechas rojas se
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marcan las subunidades mayor (LSU) y menor (SSU) de Rubisco.

(B) Inmunodeteccion de la proteina citosoélica FBP mediante western blot. La deteccion se realizd sobre los perfiles de
proteinas mostrados en el gel A.

(C) Tabla con la descripcion de las muestras sembradas en cada calle del gel y del western blot.

Se concluye que las extracciones a 600 xg durante 38 min y el uso de agua como medio de
infiltracion permiten obtener FLAs, sin danar la integridad celular, al menos en la magnitud
detectable con la sensibilidad de los ensayos de inmunodeteccién y enzimaticos realizados.

Estas condiciones son las utilizadas en los ensayos posteriores de este trabajo.

2. Puesta a punto de la técnica del indigo Carmin para estimar el factor de dilucion

del FA y los volumenes de aire y de fluido apoplastico

Para poder estimar las concentraciones fisiol6gicas de los componentes del fluido apoplastico,
FA, se necesita conocer el factor de dilucién de cada FLA obtenido (Fy ). Asimismo, para
expresar las cantidades de diversos metabolitos apoplasticos por unidad de area o por peso
fresco de hoja es necesario calcular el volumen de FA (V) presente por unidad de area foliar o

por peso fresco de hoja. Para realizar estos célculos se eligi6 la técnica del Indigo Carmin.

Con el objetivo de optimizar la composicion de la solucién de Indigo Carmin (IC), se infiltraron
hojas con diferentes concentraciones de IC en distintos concentraciones de buffer fosfato (BF):
1- IC 50 uM en 50 mM BF pH 6,2, esta solucién fue utilizada previamente en hojas de Brassica
napus por Husted y Schjoerring (1995) y 2- IC 50 uM en 10 mM BF pH 6,2; y se incluyeron 10
mM BF pH 6,2 y ddH,0 como controles.

El volumen de solucién infiltrada en el espacio aéreo apoplastico es igual al volumen de aire
apoplastico (V,,.), y se calcula como la diferencia de peso de las hojas antes y después de
infiltradas, ajustado por la densidad de la solucién de infiltracién (ver punto 4.2 de Materiales y

Métodos).

No se observaron diferencias significativas entre el V. calculado con las distintas soluciones de
infiltraciéon con IC y ddH,0 (Figura 3.6). Sin embargo, la solucion que mostré valores mas
cercanos a los obtenidos con ddH,0 fue la soluciéon compuesta por menores concentraciones de

BF (50 uM en BF 10 mM pH 6,2), y fue la utilizada en este trabajo.
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Figura 3.6. Volumen de apoplasto ocupado por aire (Vaire) €n hojas expandidas. El Vare (diferencia de peso de las
hojas antes y después de la infiltracion, ajustado por la densidad de Scln) se expresa como pl de aire por gramo de peso
fresco (PF) de hoja.

Se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre el control (ddH20) y cada buffer mediante la prueba de Dunnett.
Los datos mostrados corresponden a la media + SEM (error estandar de la media). BF= Buffer Fosfato; IC= indigo
Carmin.

2.1. Infiltracion-centrifugacion y estimacion de volumen de aire (Vare) y de FA apoplastico

(Vra) en hojas de distinto estado de desarrollo

Se calcul6 el volumen de aire apoplastico en grupos de hojas de plantas de distintas edades, no

senescentes (NSen) y con sintomas de senescencia (Sen).

Llamativamente, los volimenes de aire por gramo de hoja calculados en el grupo de hojas Sen
resultaron significativamente menores que los correspondientes a hojas NSen (Figura 3.7). No
se observaron diferencias significativas entre los volimenes de aire apoplastico calculados con
ambas soluciones de infiltracion (ddH,0 y IC 50 uM en BF 10 mM) dentro de cada grupo
(Figura 3.7).
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Figura 3.7. Volumen de apoplasto ocupado por aire en hojas
NSen y Sen. El volumen de se expresa por gramo de peso
fresco (PF) de hoja.

Se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre ambas
condiciones de infiltracién (H20 vs IC) y entre ambos estadios
de hojas (NSen vs Sen) mediante ANOVA de dos vias. Los
datos mostrados corresponden a la media + SEM (error
estandar de la media). BF= Buffer Fosfato; IC = indigo Carmin.

3. Estimacion del volumen de FA a partir del método del IC y a partir de curvas de

presion-volumen (curvas PV)

En esta seccién se compararon los dos métodos mas utilizados para estimar el volumen de FA:
la técnica del IC y extrapolaciones a partir de curvas P-V, a fin de determinar el mas adecuado

para hojas de Arabidopsis.

La estimacién del Vi, mediante la técnica del IC se basa en el método de infiltracion-
centrifugacion, y se utiliza como Scln una solucién de IC de concentracién conocida.
Conociendo la concentraciéon de IC en la ScIn (concentracion inicial IC) y en el FLA extraido
(concentracion final) y el volumen de Scln infiltrada en la hoja (que es igual al V), se

determina la cantidad de FA de la hoja (Vy,) a partir de la siguiente ecuacion: Vi, = (V. X
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conc. inicial IC /conc. final IC) — V.. Los detalles de esta metodologia se explican en el punto

4.2 de Materiales y Métodos.

Las curvas PV representan la relacién entre el contenido de agua y el potencial hidrico de un
tejido. Se obtienen a partir de una serie de medidas del Contenido relativo de agua (CRA) y del
W, de la hoja (Turner, 1988). El andlisis de la curva PV se realiza graficando la relaciéon entre
-1/¥,4. ¥ 1-CRA (Tyree y Richter, 1982; Turner, 1988). La extrapolacién de la parte linear de
las curvas PV a -1/ ¥,,,,= 0 se ha utilizado para estimar el contenido de agua apoplastica (FA)
en organos vegetales (Tyree y Jarvis, 1982; Turner, 1988; Andersen et al.,, 1991). La
metodologia se explica en més detalle en el punto 3.4.2 de Materiales y Métodos. Este método
asume que durante la presurizacion el volumen de agua del apoplasto (FA) permanece
constante, aunque la validez de esta suposicion es cuestionada (Tyree y Richter, 1982; Cortes y

Sinclair, 1985; Vos y Oyarzun, 1988; Andersen et al., 1991; Cochard et al., 1992; Urban et al.,
1993; Wardlaw, 2005).

En la figura 3.8 se muestra el volumen de FA de hojas de plantas de Arabidopsis de distintas
edades, empezando a senescer (Sen) y no senescentes (NSen) estimado a partir de curvas PV'y
por el método del IC. Cabe aclarar que las plantas utilizadas en este experimento no fueron de
genotipo salvaje, sino de la linea secRFP que expresa de forma constitutiva la proteina

fluorescente RFP direccionada al apoplasto (SP-RFP) (Scabone et al., 2011).

Los valores de FA estimados mediante curvas PV fueron notoriamente mas altos que los

obtenidos mediante el método del IC para ambos grupos de hojas analizados.

Se observaron grandes discrepancias entre los volimenes de FA relativos entre hojas NSen y
hojas Sen calculados con ambos métodos. Los valores de FA para hojas Sen estimados con el
método del IC fueron entre 3 y 3,4 veces superiores que los obtenidos para NS, mientras que
las estimaciones mediante curvas PV mostraron volimenes de FA similares para ambos estadios
cuando se expresaron por unidad de area foliar (Figura 3.8 A) y 1,3 veces mayores para hojas

NSen que para hojas Sen cuando se expresaron por gramo de hoja (Figura 3.8 B).

90 | Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego



Capitulo 3 — Obtencion de FA foliar. Caracteristicas de
la técnica de infiltracion-centrifugacion

A) B)
B IC [ curvaP-V I C =1 curva P-V
18- 900 - d
16 c 5 800-
14+ 700- c

s00] s

T b 150+

21 100+
A - a
. a

1_ 50'-

0- 0-

NSen Sen NSen Sen

J

Figura 3.8. Volumen de FA en hojas NSen y Sen estimado mediante dos métodos distintos: curvas de presion
volumen (curva P-V) e indigo carmin (IC). El Vra se expreso6 por A) unidad de area de hoja y B) unidad de peso fresco (PF)
de hoja. Para las estimaciones mediante curvas PV se realizaron entre 4 y 8 réplicas biologicas y para los célculos mediante
el método del IC se realizaron 12 réplicas bioldgicas. Se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre las condiciones
utilizando la prueba ANOVA de dos vias. Los datos mostrados en el grafico corresponden a la media + SEM (error estandar
de la media).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

1. Puesta a punto de la extraccion de fluido de lavado apoplastico (FLA) de hojas de

Arabidopsis

Para trabajar con FA es crucial poner a punto y estandarizar la forma de extraerlo de las hojas
en estudio, buscando aplicar la menor velocidad de centrifugacién posible a la que se puede
recuperar el FLA (O'Leary et al., 2014). En esta tesis se utiliz6 la técnica de infiltracion en
vaclo-centrifugacion. Para ponerla a punto con hojas de plantas maduras se probaron distintas
combinaciones de fuerza centrifuga, tiempos de centrifugacién y soluciones de infiltracion y se
evalu6 la eficiencia de estas combinaciones para extraer FLA libres de contaminacién
citosolica. Aplicando fuerzas de centrifugado de 300 xg y 600 xg en infiltraciones con agua o
con una solucién isoténica respecto al citosol (0,3 M de manitol) no se detecta contaminacion
con componentes citosélicos en el FLA. Sin embargo, a 300 xg la eficiencia para extraer FLA es
baja, por lo tanto se considera mas adecuada la combinacién de centrifugado de 600 xg y 38
minutos. En general, utilizando ensayos enziméticos, se admiten contaminaciones citosdlicas
de hasta un 2-3% respecto al extracto de proteinas totales (Husted y Schjoerring, 1995; Seling
et al., 2000; Oh et al., 2005; Agrawal et al., 2010), incluso se han utilizado muestras de FA con

mayores niveles de contaminacién (Jung et al., 2008; Kim et al., 2009).

La eficiencia para extraer proteinas apoplasticas, estimada en base a la concentracion de
proteinas de los FLA obtenidos, fue similar para las dos ScIn (agua destilada y 0,3 M manitol).
Por lo tanto, para continuar con el resto de las extracciones se seleccion6 ddH,O como medio
de infiltracién y combinaciones de tiempos y fuerzas centrifugas de 38 min y 600 xg,
respectivamente. Si bien el método de infiltracién por medio de jeringa fue el elegido debido a
la mayor simplicidad en su uso respecto de la bomba de vacio, se compararon ambas técnicas

de infiltracion, y no se observé diferencias entre los resultados obtenidos con ambos métodos.

2. Puesta a punto del método del indigo Carmin para estimar el factor de dilucion del

FA (Faira) y €l volumen de FA

Para optimizar la composicién de la soluciéon de IC utilizada para el calculo de dilucién del FA,
y de voltimes apoplasticos de aire y FA, se compararon la solucién de IC 50 uM en 50 mM BF
(utilizada en Husted y Schjoerring (1995)) y otras de menor molaridad (Figura 3.6), y no se
encontraron diferencias significativas entre ellas. Estos resultados coinciden con los reportados

previamente por Lohaus et al. (2001) quienes demostraron para Vicia faba y Zea mayz que
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dentro del intervalo de molaridad correspondiente a 0 - 300 mM, el volumen de solucién
infiltrada en el espacio aéreo apoplastico es similar (Lohaus et al., 2001). Sin embargo, para el
calculo de los factores de dilucion de los experimentos posteriores se eligio la solucion
compuesta por IC 50 uM en BF 10 mM, ya que fue la que present6 volimenes de infiltracion

mads similares a los obtenidos con agua (Figuras 3.6y 3.7).

3. Estimacion del volumen de FA de hojas. Comparacion entre los métodos IC y

curvas P-V

Para estimar en forma precisa las concentraciones fisioldgicas de metabolitos del FA a partir del
FLA extraido, es necesario determinar con la mayor exactitud posible el factor de dilucion (Fy;)

de cada FA y el volumen de FA (Vg,) presente en la hoja.

En esta tesis se estim6 el Vp, mediante dos de los métodos mas utilizados: curvas PV y el
método del IC. Los Vy, calculados mediante curvas PV fueron marcadamente superiores a los
Via obtenidos mediante el método del IC para los dos tipos de hojas analizados (Figura 3.8).
Hasta el momento no se han reportado, para mi conocimiento, valores de Vy, para hojas de
Arabidopsis, los valores para especies de dicotiledéneas herbiceas rondan los 39-120 ul FA g’
de peso fresco (PF) de hoja (Tabla anexa). Estos valores son del orden de los V;, obtenidos en
esta tesis mediante el método del IC, y distan mucho de los ~ 700 ul FA g' PF de hoja

obtenidos mediante curvas PV.

El empleo de las curvas PV para la estimacién del contenido de FA ha sido cuestionado (Tyree
y Richter, 1982; Richter, 1997). Por una lado, se ha sugerido que las largas extrapolaciones de
las curvas P-V hasta el eje de las abscisas pueden magnificar pequenas desviaciones de los datos
obtenidos, dando lugar a estimaciones inexactas del volumen de FA (Tyree y Richter, 1982).
Otro punto muy discutido es que en las estimaciones del volumen de FA mediante
extrapolacion a partir de curvas PV se asume que el volumen de FA no cambia a medida que la
hoja se deshidrata durante la construccién de la curva (Tyree, 1976) y como consecuencia de

esta suposicion la relacién -1/¥,,,, vs 1-CRA mas all4 de la pérdida de turgencia es lineal. Varios

agua
autores han demostrado que en muchos casos el agua apopldstica (i.e. FA) no permanece
constante, sino que es removida a medida que la hoja se va deshidratando (Tyree y Richter,
1982; Cortes y Sinclair, 1985; Vos y Oyarzun, 1988; Andersen et al., 1991; Cochard et al.,
1992; Urban et al., 1993; Wardlaw, 2005). Por este motivo, se ha sugerido que un modelo no
lineal es mas adecuado que un modelo lineal para reproducir los valores de potenciales agua

observados en la regiéon no turgente (Andersen et al., 1991; Urban et al., 1993). Si esto es asi,
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las estimaciones del volumen de FA mediante extrapolacion lineal a partir de curvas PV serian
erréneas (o al menos muy poco confiables), algo que ya habian sugerido Tyree y Richter (1982).
Mas aun, las estimaciones del volumen de FA mediante extrapolaciéon de curvas PV podrian

estar sobreestimadas (Turner et al., 1984).

Otra causa de error que se puede sumar a lo anterior es que las hojas de Arabidopsis son
demasiado fragiles como para soportar numerosos pasos de presurizaciéon en la bomba de
Scholander. Es posible que las hojas acumulen danos imperceptibles con las sucesivas
mediciones, pero que podrian resultar en medidas erréneas de los potenciales agua con los que

se construyeron las curvas PV y por lo tanto a estimaciones falsas del volumen de FA.

Debido a la gran discrepancia que existe en la bibliografia sobre la confiabilidad de las
estimaciones del volumen de FA mediante curvas PV, y considerando los valores excesivamente
altos obtenidos con este método para hojas de Arabidopsis (Figura 3.8), se concluye que, al
menos para el material vegetal utilizado en esta tesis la estimacion mediante curvas PV no es

adecuada para calcular el volumen de FA.

Ademas, a diferencia del método del IC, mediante curvas PV no se puede calcular el volumen
de aire apoplastico, que resulta indispensable para calcular el factor de dilucién del FA en el

FLA extraido (Fgy ).

Por otra parte, el método del IC es el elegido actualmente para estimar Fy; 5, y volimenes de
FA en varias especies como por ejemplo tomate, Pisum sativum, soja y Brassica napus

(Cosgrove y Cleland, 1983; Husted y Schjoerring, 1995; Baker et al., 2012).

Especie Vaire (U1 / 9) Vra (bl g)
Beta vulgaris 211 39
Carpinus betulus 200 150
Corylus avelana 330 130
Fagus sylvatica 220 130
Hedera helix 380 200
Hordeum vulgare 343 66
Hordeum vulgare 260 53
Hordeum vulgare 300 80
Oryza sativa 224 143
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Phaseolus vulgaris 271 157
Phaseolus vulgaris 420 74
Pisum sativum 373 103
Pisum sativum - 120
Solanum tuberosum 188 40
Spinacia oleracea 372 162
Spinacia oleracea 586 96
Spinacia oleracea 430 70
Spinacia oleracea 450 110
Spinacia oleracea 450 106
Suaeda maritima - 54
Triticum aestivum 218 170
Vicia faba 885 111
Vicia faba 870 110
Zea mays 151 72

Tabla anexa. Ejemplos de Vra y Vare en hojas de especies herbaceas y
lefiosas. Los datos fueron tomados de Nouchi et al. (2012), Dietz (1997) y
Lohaus et al. (2001).
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Capitulo 4- Caracterizacion de la senescencia foliar y seleccion
de estadios ontogénicos para el estudio del FA

RESUMEN

La senescencia de las hojas se caracteriza por la disminucion de la tasa fotosintética, y a nivel
celular por la pérdida de estructura de las organelas, caida en los niveles de clorofila y
proteinas, dano oxidativo acumulativo, incremento de la actividad proteolitica vy
permeabilizacion de las membranas. Como consecuencia, los fraccionamientos subcelulares
son mas problematicos en tejidos senescentes. Por lo tanto, para conocer cambios en la
composicion extracelular es necesario determinar cudles son las limitaciones metodolégicas
para extraer fluido apoplastico de hojas senescentes. Este capitulo se enfoc6 en seleccionar
hojas representativas de distintas etapas de desarrollo que permitan realizar un analisis sobre
los cambios asociados a la senescencia en el fluido apoplastico foliar. Se evaluaron y se
seleccionaron hojas de distintas edades, provenientes de plantas adultas, en base al grado de
senescencia foliar y a la capacidad para extraer sus fluidos apoplasticos con minimos niveles de

contaminacion citosoélica.
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INTRODUCCION

1. Capacidad fotosintética, niveles de clorofila, proteina, y variaciones de peso

fresco como marcadores del grado de senescencia foliar en Arabidopsis

El sintoma visible de senescencia es el amarillamiento de las hojas, que en Arabidopsis
comienza en el apice foliar y se produce como consecuencia de la degradacion de clorofila
(Wingler et al., 2004; Krupinska, 2007; Martinez et al., 2008; Breeze et al., 2011; Woolhouse y
Batt, 2016). Mientras que el amarillamiento de las hojas se correlaciona con una disminucion
en la capacidad fotosintética (Wingler et al., 2004), los niveles relativos de proteinas comienzan
a disminuir considerablemente antes de que decaigan significativamente los niveles de clorofila
y de fotosintesis, e incluso antes de que la hoja alcance su peso maximo (Breeze et al., 2011).
En el contexto de este trabajo es importante destacar que en Arabidopsis el peso fresco (PF)
foliar se incrementa atn después de alcanzada la maxima expansion foliar, y alcanza el peso
maximo cuando aparecen los primeros sintomas de amarillamiento, y esto se atribuye a un
mayor contenido de agua y a aumentos continuos en la densidad de la pared celular y otros
desarrollos estructurales (Diaz et al., 20035; Breeze et al., 2011). Luego, una vez que la hoja
comienza a amarillar, el PF disminuye rdpidamente principalmente como consecuencia de la

degradacion de las macromoléculas y la pérdida de agua (Breeze et al., 2011).

2. Cambios en las organelas asociados a la senescencia foliar

Los cloroplastos manifiestan los primeros signos de senescencia, otras organelas, como el
ntcleo y las mitocondrias, no evidencian cambios funcionales o estructurales hasta las Gltimas
etapas de la senescencia (Smart, 1994). La vacuola, principal espacio litico de la célula, se
mantiene funcional, y muestra marcados aumentos en su actividad hidrolitica (Smart, 1994;
Hortensteiner y Feller, 2002), mientras los peroxisomas se vuelven mas abundantes y activos,
(Vicentini y Matile, 1993; Pastori y Luis, 1994), acumulando grandes cantidades de H,O, que
puede difundir al citosol durante las Gltimas etapas de la senescencia (Baeuerle et al., 1996; del
Rio et al., 1998; Noodén, 2004). La integridad y la compartimentacién de la hoja se mantienen
hasta una etapa avanzada de la senescencia, permitiendo el reciclaje eficiente de los productos
de degradacién de las macromoléculas (Niewiadomska et al., 2009; Rolny et al., 2011). Sin
embargo, durante etapas tardias de la senescencia, la degradacién y oxidacién de los lipidos y
proteinas que forman parte de las membranas puede conducir a cambios estructurales que

causan pérdida de integridad y aumento de la permeabilidad de las membranas, y como
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consecuencia las células pierdan la capacidad de retener solutos y metabolitos (Ferguson y
Simon, 1973; Dhindsa et al., 1981; Koiwai et al., 1981; Wanner et al., 1991; Rolny et al.,
2011).

Al analizar cambios asociados a la senescencia en el apoplasto, se debe considerar que las
alteraciones estructurales en las membranas pueden facilitar la fuga de componentes
citosdlicos al apoplasto durante el proceso de extraccion del FA. Por lo tanto, es necesario
conocer cudles son las limitaciones de la técnica de infiltracién-centrifugacion para extraer FA

de hojas senescentes, dado que hasta el momento esto no ha sido evaluado.
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HIPOTESIS

La edad y estado fisiolégico de la hoja pueden afectar la eficiencia de la técnica de
infiltracion-centrifugaciéon para obtener FLA libres de componentes citosélicos. Esta
técnica podria ser implementada para analizar variaciones en la composicion del fluido
apoplastico durante el inicio y progreso de la senescencia, con limitaciones en hojas en

estado avanzado de la senescencia.

OBJETIVO ESPECIFICO

Seleccionar hojas de distinto grado de desarrollo a partir de las cuales sea posible extraer
FLA libres de contaminacién citosdlica, y que sean adecuadas para analizar cambios en el

apoplasto durante el inicio y progreso de la senescencia foliar.
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RESULTADOS

1. Inicio y progreso de la senescencia foliar de Arabidopsis segun variaciones en

parametros fotosintéticos y la edad de la planta

Los cambios en el contenido de clorofila y proteinas foliares, junto con la actividad fotosintética
son los parametros mas utilizados para monitorear el curso de la senescencia. En funcion de
estos parametros, a fin de estandarizar la seleccién del material vegetal para la obtencion de
FLA se examinaron hojas totalmente expandidas en distinto estado ontogénico, de plantas de
Arabidopsis de distintas edades creciendo bajo las mismas condiciones. Se definieron 4

estadios:

Hojas S1y S2: hojas totalmente expandidas, de plantas en estado vegetativo (S1), o al comienzo
de la etapa reproductiva “Bolting” (S2), con los niveles mas altos de contenido de clorofila y

proteinas, y rendimiento cuantico potencial del fotosistema II (Fv/Fm) (Figura 4.1).

Hojas S3: hojas totalmente expandidas, de plantas en floracién y estructuras reproductivas
(inflorescencias) en activo crecimiento, con caracteristicas de senescencia foliar, i.e., con
menores contenidos de clorofila y proteinas, y menor rendimiento fotosintético, respecto de S1
y S2. Visiblemente distintas de S1 y S2 debido a que muestran signos de amarillamiento

(Figura 4.1).

Hojas S4: hojas totalmente expandidas, de plantas en floracién, en las que ya ha cesado el
desarrollo de inflorescencias, y crecimiento general de la planta, que evidencia senescencia
monocarpica. Los niveles de clorofila, proteinas y la actividad fotosintética han caido
notoriamente respecto de S1, S2 y S3 y el grado de amarillamiento es mas avanzado que en S3

(Figura 4.1).

Las hojas S1 provienen de plantas de 30-35 dias desde germinacion, las hojas S2 de plantas de
45-50 dias, y las hojas S3 y S4 de plantas de 70-80 dias y 85-90 dias respectivamente, siempre
en las mismas condiciones de crecimiento (Figura 4.1). Es decir, las hojas S2, S3 y S4
representan una cohorte de hojas producidas entre los 30 y 45 dias desde la germinacién de la

planta pero muestreadas en diferentes momentos de su desarrollo.

Como la senescencia foliar de Arabidopsis es acompanada de cambios en el contenido de agua
en las hojas (Diaz et al., 2005; Breeze et al., 2011), y el estado hidrico incide en el volumen de
fluido apoplastico (Andersen et al., 1991; Wardlaw, 2005), se examiné el porcentaje de agua de

las hojas S1, S2 'y S3.
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No Senescentes Senescentes

Figura 4.1. Plantas y hojas representativas de los cuatro estadios analizados: hojas maduras no senescentes (S1y S2) y
hojas senescentes (S3 y S4). Se sefialan hojas representativas de cada estadio.

1.1. Variacion de los niveles de clorofila, proteinas, actividad fotosintética y estado

hidrico a lo largo de los estadios foliares S1-S4

En funcién del area foliar, las hojas S1 y S2 presentan contenidos similares de proteinas, estos

valores caen un 60% en las hojas S3 y un 85% en las hojas S4 (Figura 4.2 A).

Las hojas S2 muestran un aumento en el contenido de clorofila por unidad de area foliar
respecto a S1. En hojas S3 y S4 los niveles de clorofila caen un 30-35% y >50%
respectivamente en relacion a S2 (Figura 4.2 B). El rendimiento cuantico maximo del
fotosistema II (Fv/Fm) de hojas S1 y S2 mostr6 valores superiores a 0,8; esperables para hojas
maduras no senescentes (Wingler et al., 2004; Pourtau et al., 2006), y cay6 a Fv/Fm= 0,78 en
hojas S3. En hojas S4, la mayoria de las mediciones no aporté un valor de lectura con el
medidor de fluorescencia (Figura 4.2 C). De acuerdo a estos resultados, las hojas S3 muestran
los sintomas caracteristicos de la senescencia foliar, comienzo del “amarillamiento” de las hojas
acompanado de una disminucién de proteinas foliares, y disminucién de la fotosintesis,
mientras que las hojas S4 representan un estado muy avanzado de la senescencia, con niveles

minimos de clorofila y proteinas remanentes. El porcentaje de agua de la hoja acompana el
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curso de los niveles de clorofila y actividad fotoquimica (Fv/Fm) (Figura 4.2 D). Todos los
pardmetros analizados a lo largo de S1 a S4 muestran un cambio marcado entre S2 y S3,

sugiriendo que el inicio de la senescencia se ubicaria entre esos estadios.
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Figura 4.2. Clorofila, proteinas, actividad fotoquimica y estado hidrico en hojas de distintos estadio
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ontogénico.

(A) Perfil de proteinas en gel SDS-PAGE vy contenido relativo de proteinas totales por unidad de area foliar estimado
por densitometria (punto 5.3 de Materiales y Métodos). (B) Contenido de clorofila en funcion del area foliar expresado
en unidades de SPAD. (C) Rendimiento cuéntico maximo del Fotosistema Il (Fv/Fm). Los valores en S4 no estéan
representados, ya que en la mayoria de las mediciones no fue posible obtener un valor de lectura con el medidor de
fluorescencia. (D) Porcentaje de agua. Los datos se distribuyeron normalmente y se calcularon diferencias
significativas (en B, C y D) a P < 0,05 entre las condiciones utilizando las prueba de Tukey y Dunn. Los datos
mostrados corresponden a la media £ SEM.

2. Extraccion de FA de hojas en los distintos estadios ontogénicos para estudiar

cambios en el apoplasto asociados a la senescencia foliar

Conforme progresa la senescencia, la permeabilidad e integridad de las membranas se modifica
como resultado del aumento en la degradacién de los lipidos estructurales, ademas puede
ocurrir muerte celular en algunas zonas de la ldmina foliar (Ferguson y Simon, 1973; Dhindsa
et al., 1981; Thompson et al., 1987; Buchanan-Wollaston, 1997; Thompson et al., 1998). Como

consecuencia, los fraccionamientos subcelulares son mas problemaéticos en tejidos senescentes.

Por tal motivo, se evalué la pureza /grado de contaminaciéon de FLA extraidos a partir de hojas
de los estadios de desarrollo definidos previamente, S1 a S4. El FLA se extrajo a 600 xg durante
38 min, tal como se defini en el capitulo 3, y se evaluo el grado de contaminacién citosédlica

mediante actividad enzimatica GGPDH (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Determinacion del grado de contaminacion simplastica en FLA provenientes de hojas de distinto grado de
desarrollo. Actividad enziméatica (UE) de la enzima citosélica G6PDH en FLA vy extractos totales de hojas expresada por
cantidad de proteina total (A) y como porcentaje de la UE de los extractos (B). Los valores mostrados en los graficos
corresponden a la media £ SEM, se calcularon diferencias significativas entre cada FLA y su extracto correspondiente
mediante ANOVa de dos vias: ****, P < 0,0001.

En los FLA S1, FLA S2 y FLA S3 los niveles de actividad G6PDH no son detectables, en
contraposicién con los altos niveles de esta actividad enzimadtica registrados para la misma
cantidad de proteina en los correspondientes extractos totales de hojas. En cambio, el FLA S4
posee abundante actividlad G6PDH en relacion con la actividad registrada para la misma
cantidad de proteina en los extractos S4 correspondientes, (Figura 4.3 A y B). Este resultado
indica que en alguna etapa de la extraccion los FLA S4 se estarian contaminando
apreciablemente con componentes citosélicos. Esto es esperable ya que, como se mencion6
anteriormente, a medida que progresa la senescencia la permeabilidad de las membranas y por
ende la compartimentalizacion de los solutos y metabolitos se ve comprometida y aumentan las

fugas de componentes citosélicos al apoplasto, algo indeseable al momento de trabajar con FLA.

En funcién de estos resultados, y del estado fisiol6gico de las hojas examinadas (Figura
4.2 ) se decidi6 utilizar hojas S2 y S3 para estudiar cambios en el FA asociados a la senescencia.
Los parametros fisiologicos de hojas S1 y S2 fueron muy similares entre si, resultado esperable
para hojas maduras no senescentes. Las hojas S2 y las S3 provienen de plantas en una misma
fase de desarrollo (reproductivo), y trabajar con estos dos estadios minimizaria la deteccién de

diferencias en el FA asociadas al desarrollo de la planta entera.

3. Cambio en las relaciones hidricas al comienzo de la senescencia foliar de

Arabidopsis. Contenido de agua y potencial hidrico de hojas S2 y S3.

El estado hidrico de la hoja incide en la concentraciéon de solutos y el contenido de agua del
apoplasto (Gaff y Carr, 1961; Tyree, 1976; Andersen et al., 1991; Wardlaw, 2005). Por ende,
conocer el estado hidrico foliar es relevante para comprender la dindmica propia del apoplasto,

y para realizar un abordaje metodolégico apropiado (O'Leary et al., 2014).
3.1. Contenido de agua y almidon

Mientras que el porcentaje de agua disminuye marcadamente entre hojas S2 y S3 (Figura 4.2

D), los valores de Contenido Relativo de Agua (CRA) correspondientes son muy similares entre
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si (CRA S2= 0,9492 y CRA S3= 0,9548) (Figura 4.4 A), lo que sugiere que el estado hidrico es
similar para hojas S2 y S3, y que las hojas S3 poseen mayor biomasa. Se determiné el peso
fresco por unidad de 4rea foliar (PF/cm?), encontrandose un aumento en S3 (Figura 4.4 B).
Este aumento podria deberse en parte a que las hojas S3 presentan mayor contenido de

almid6n por unidad de area foliar (Figura 4.4 C).
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Figura 4.4. (A) Contenido relativo de agua (CRA), (B) peso fresco (PF) y (C) contenido de almidén en hojas S2 y S3.
Los datos se distribuyeron normalmente y se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre S2 y S3 utilizando la
prueba t de Student: *, P < 0,05; ***, P < 0,001. Los datos mostrados en los graficos corresponden a la media + SEM.
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3.2. Variaciones de Potencial agua y potencial soluto en hojas S2 y S3

En este trabajo se examin6 el potencial agua utilizando psicrémetro (P) y bomba de Scholander
(BS). Los detalles metodoldgicos de ambas técnicas se describen en el punto 3.3 de Materiales
y Métodos de esta tesis. Los valores promedios de potencial hidrico (¥,g,,) medidos en discos de

hojas por psicrometria presentan una disminucién significativa de ¥,,,, en S3 respecto de S2,

agua
mientras que los valores obtenidos de hojas enteras con la bomba de Scholander no muestran
diferencias significativas de W,,,, entre estadios (Figura 4.5 A y C). Llamativamente, son muy
pocos los trabajos en los que se han reportado valores del potencial hidrico de hojas de
Arabidopsis, y estas mediciones se han realizado practicamente en su totalidad por psicrometria
(Xing y Rajashekar, 2001; Brini et al., 2007; Zhou et al., 2016). No existe consenso en la
bibliografia sobre cudl de las dos metodologias es mas confiable (Klepper y Barrs, 1968; Ritchie

y Hinckley, 1975; Turner, 1988).

Por otra parte, se midi6 el ¥,,,, de macerados de hojas utilizando un psicrémetro a termocupla.

gua
Los macerados de hojas estan formados por la combinaciéon del FA y el contenido celular, y el
Unico componente de su ¥,,,, es el potencial soluto (¥,). Por lo tanto, el ¥, de los macerados

proporciona una estimacion de la concentracién de solutos en las hojas.

Los valores promedios de potencial soluto en las hojas S3 y S2 no presentan diferencias
significativas (Figura 4.5 B y C), indicando que la concentracién de solutos en ambos tipos de

hojas es muy parecida.
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Figura 4.5. Relaciones hidricas en hojas S2 y S3. (A) Potencial agua (Wx20) medido con psicrometro (P) a discos de
hojas y con bomba de Scholander (BS) a hojas enteras. (B) potencial soluto de macerados de hoja medido con
psicrémetro. (C) Tabla con los valores de Whao y Ws expresados en MPa. Los datos se distribuyeron normalmente y se
calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre las condiciones utilizando ANOVA de dos vias (A) y t de Student (B y C).
Los datos mostrados en los graficos corresponden a la media + SD (desvio estandar). Para las medidas de potencial hidrico
con la bomba de Scholander se realizaron 24 medidas independientes de cada estadio de hoja. Para las medidas con el
psicrometro se realizaron entre 4 y 6 réplicas bioldgicas.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este capitulo se seleccionaron los estadios ontogénicos foliares donde se analizarin cambios
en el apoplasto asociados a la senescencia. Esta eleccion se basé en 1- parametros fisiol6gicos
utilizados ampliamente como marcadores de la senescencia, y 2- en el grado de contaminacion

de los FLA con componentes citosélicos indeseables.

1. Caracterizacion y seleccion de las hojas para la extraccion de FA

En funcién del contenido de proteinas y clorofila, y la capacidad fotosintética de las hojas, y de
la fase del desarrollo (vegetativa o reproductiva) y edad de las plantas correspondientes se
establecieron cuatro estadios con distintos grados de senescencia: S1, S2, S3'y S4. Las hojas S1
y S2 presentaron caracteristicas fisiolégicas similares y propias de hojas maduras no
senescentes, i.e. altos valores de rendimiento cudntico potencial del fotosistema II, clorofila y
proteinas. Todos estos parametros cayeron significativamente en las hojas S3 y se decrecieron
ain mas en hojas S4, quienes presentaron contenidos minimos de clorofila y proteinas (Figura
4.2). Adicionalmente, el porcentaje de agua disminuyé en S3 respecto a S1 y S2, esta es una
caracteristica observada frecuentemente durante la senescencia (Masclaux et al., 2000; Diaz et

al., 2005; Breeze et al., 2011).

1.1. Hojas maduras completamente expandidas y hojas senescentes para estudiar

cambios en el FA asociados a la senescencia foliar

Las principales diferencias en cuanto a rendimiento cuantico maximo del fotosistema II, y
contenido de clorofila y proteinas foliares, se registraron entre los estadios S2 y S3 por lo que
ambos estadios se consideran fundamentales para el estudio de los cambios en el apoplasto

asociados a la senescencia en esta tesis.

Un requisito fundamental a la hora de analizar cambios en el apoplasto durante la senescencia
es la obtencion de FLA que estén libres (o presenten niveles minimos) de contaminacién con
componentes citosélicos. Por lo tanto, se evalud la eficiencia para extraer FLA libres de
contaminacién a partir de hojas de los cuatro estadios de desarrollo establecidos previamente.
Se encontr6 marcada contaminacién citosélica en los FLA provenientes de hojas S4,
posiblemente relacionada al deterioro de membranas y pérdida de compartimentalizacién, mas
que con limitaciones metodolégicas. Por otro lado, los parametros fisiologicos evaluados indican
que las hojas S4 se encuentran en una etapa de senescencia muy avanzada, con niveles

minimos de nutrientes y por ende su analisis resulta poco relevante en el contexto de este
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trabajo, enfocado en comprender el papel del apoplasto en el inicio y transcurso de la
senescencia, mas que en la etapa final del proceso. En base a lo expuesto, el estadio S4 se
considera prescindible para el objetivo de esta tesis y se descarté del andlisis en el resto de los

experimentos.

Las hojas S2 y S3 provienen de plantas en etapa reproductiva y corresponden a una misma
cohorte de hojas muestreadas en distintos momentos de su desarrollo. Las diferencias que se
puedan encontrar entre S2 y S3 se deberian principalmente al grado de senescencia foliar y no
estarian relacionadas al desarrollo de la planta entera. Dado que las hojas S1 y S2 muestran
similitudes fisiologicas se descarté el estadio S1 del resto de los andlisis, y el trabajo se

concentré en hojas S2 y S3 de aqui en adelante.

2. Cambio en las relaciones hidricas al comienzo de la senescencia foliar de

Arabidopsis

Para comprender la dindmica del apoplasto a lo largo de la senescencia y poder abordar su
estudio con una metodologia adecuada, es importante conocer el estado hidrico foliar ya que
éste repercute directamente en el contenido de agua del apoplasto, y por ende en la
concentraciéon de solutos (Gaff y Carr, 1961; Tyree, 1976; Andersen et al., 1991; Wardlaw,
2005).

En Arabidopsis el peso fresco aumenta al principio de la senescencia foliar para luego caer a
medida que progresa la senescencia (Diaz et al., 2005; Breeze et al., 2011). Las hojas S3
presentaron un peso fresco significativamente mayor que las hojas S2, y esto podria deberse a
un aumento en el contenido de materia seca como por ejemplo almidén en hojas S3 (Figura
4.4), y no a diferencias en el contenido de agua. A pesar de su menor porcentaje de agua
(Figura 4.2), las hojas S3 presentaron un contenido relativo de agua (CRA) y concentraciéon de
solutos similares a las hojas S2 (Figura 4.4 A y Figura 4.5 B). Por su parte, el potencial hidrico
promedio fue bastante menor en hojas S3 (Figura 4.5 A). Estos resultados indican que las hojas
S3 a pesar de mostrar sintomas claros de senescencia, mantienen un estado hidrico similar a

las hojas no senescentes, con mayores contenidos de materia seca.

La presencia de mayor cantidad de almidén en hojas S3 es esperable, ya que en general los
niveles de almidén aumentan a medida que la hoja madura, alcanzando un maximo al inicio de
la senescencia foliar, para luego decaer a medida que progresa la removilizacién de nutrientes

(Masclaux et al., 2000; Diaz et al., 2008; Avila-Ospina et al., 2014).
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3. Discrepancias entre las medidas de potencial agua obtenidas con la bomba de

Scholander y con el psicrometro

Los resultados obtenidos con estas técnicas son claramente distintos (Figura 4.5 Ay C). Existen
numerosos ejemplos que demuestran que puede haber considerable discrepancia entre el
potencial hidrico foliar medido por psicrometria y medido con la cidmara de presion. En
muchas especies de dicotiledoneas, a potenciales agua por encima de -1 MPa los valores
obtenidos por psicrometria fueron mas bajos que los obtenidos con la cdmara de presion
(Klepper y Barrs, 1968; Ritchie y Hinckley, 1975; Turner et al., 1984). Por ejemplo, en hojas de
algod6n se obtuvieron valores de hasta 0,5 MPa mas bajos por psicrometria (Klepper y Barrs,
1968). Turner y col. (1984) observaron que el potencial hidrico calculado con la cdmara de
presion se correlacioné mucho mas estrechamente con el potencial hidrico medido por
psicrometria in situ cerca de la vena media que en la periferia de la hoja, y concluyeron que la
camara de presion estaria midiendo el potencial hidrico de las células cercanas al sitio de corte
y no un promedio para la hoja (Turner et al., 1984). En concordancia, Tyree y Zimmermann
(2002) demostraron que el potencial medido en la cdmara de presion para una hoja equilibrada
en realidad corresponde al potencial de presion del xilema, que es menos negativo que el de la

hoja entera.

En hojas de Arabidopsis thaliana, inicamente se han reportado valores de potencial agua
obtenidos mediante psicrometria. Los valores para hojas jovenes sanas provenientes de plantas
bien regadas y sin sintomas de estrés rondan entre -0,35 y -0,87 MPa (Xing y Rajashekar, 2001;
Brini et al., 2007; Zhou et al., 2016), dentro del orden de los valores obtenidos por psicrometria

para hojas no senescentes en esta tesis (Figura 4.5 Ay C).

Dentro de una hoja senescente natural, las partes distales en general senescen primero,
mientras que las zonas que rodean las venas tienden a permanecer activas mas tiempo (Figura
4.1) (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Con lo cual, dentro de las hojas S3 podrian existir
diferencias cuantificables en el potencial hidrico (Roy y Berger, 1983; Turner et al., 1984), este

hecho explicaria los grandes desvios obtenidos por psicrometria en hojas S3 (Figura 4.5 Ay C).

Curiosamente, el potencial soluto (¥,) de la hoja (para S2 y S3) fue mayor que el potencial
agua (W) correspondiente, si bien ambos potenciales se determinaron por psicrometria
(Figura 4.5). Dado que los macerados de hoja utilizados para medir ¥, (la preparacién de estos
macerados se explica en el punto 3.3.2 de Materiales y Métodos) representan una mezcla del

contenido celular, méas fluido apoplastico y liquido xilemdatico (ambos con ¥, mayores que el ¥,
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celular), podria ser posible que el contenido apopléstico y xilemético diluyera apreciablemente
el contenido celular durante la preparacién del macerado, generando un aumento del ¥, de

este dltimo.
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RESUMEN

Se ha demostrado ampliamente que la composicién del fluido apoplastico se modifica en
respuesta a estreses bidticos y abidticos, favoreciendo la aclimatacion, y en ultima instancia, la
viabilidad de la planta. A pesar de que varias evidencias sugieren que el apoplasto cumpliria un
rol significativo en la regulacién y ejecucién de la senescencia, como en la senalizacion y la
removilizaciéon de nutrientes, hasta el momento el conocimiento en el tema es fragmentario.
En este capitulo se analizaron cambios en distintos parametros del apoplasto asociados a la
senescencia natural. Se examinaron y caracterizaron parametros fisiolégicos tales como el
volumen de espacio intercelular ocupado por aire (V,,.) y por fluido apoplastico (Vy,), la
cantidad de pared celular y de pectinas, la concentracién de solutos y de H* en el apoplasto de

hojas maduras no senescentes (S2) y de hojas en una etapa temprana de senescencia (S3).
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INTRODUCCION

1. El apoplasto en la respuesta a estrés

Las plantas como organismos sésiles son desafiadas por su ambiente bidtico y abidtico
significativamente mas que la mayoria de los animales. Muchos de los estimulos ambientales no
son percibidos directamente por la célula sino a través de cambios en el apoplasto (Hoson,
1998). Sin dudas, la respuesta a estrés ha sido el escenario en la mayor parte de los estudios
sobre apoplasto, y de donde proviene la mayor informacién sobre este compartimiento. Dejando
de lado los cambios en el proteoma del fluido apoplastico (tema que se analiza especificamente
en el capitulo siguiente de esta tesis), las principales modificaciones y respuestas fisiologicas
que tienen lugar en el apoplasto de plantas enfrentadas a distintos tipos de estrés abarcan: el

ajuste osmoético, y cambios en las concentraciones de diversos metabolitos e iones.

1.1. El papel del apoplasto en el ajuste osmético

El ajuste osmotico es una de las principales adaptaciones fisiol6gicas asociada con la tolerancia
a la salinidad y déficit hidrico en las plantas (Sanchez et al., 2004; Martinez et al., 2007b;
Flowers et al., 2015). Distintas evidencias sugieren que el apoplasto juega un papel crucial en el
ajuste osmotico pasivo; por ejemplo, plantas de Beta macrocarpa y maiz bajo estrés salino
presentan un contenido de fluido apoplédstico en las hojas significativamente mayor que las
plantas control (Lohaus et al., 2000; Hamouda et al., 2016). Una respuesta similar se observo
en plantas de trigo expuestas a estrés por sequia (Rascio et al., 1992). Se ha propuesto que la
alteracion en el contenido de fluido apoplastico junto con la reduccién del volumen celular
podrian contribuir a la concentracién intracelular pasiva de solutos y, por lo tanto, al
mantenimiento de la turgencia en las células de plantas estresadas (Touchette et al., 2009;
Salpeter et al., 2012; Hamouda et al., 2016). También se han observado aumentos en la
cantidad de fluido apoplastico frente a infecciones con hongos patégenos (Tetlow y Farrar,

1993).
1.2. Papel de diversos metabolitos e iones del apoplasto en la aclimatacion al estrés

1.2.1. Especies reactivas del oxigeno (EROs) y dafio oxidativo

Las EROs se producen principalmente en el apoplasto por actividad de las NADPH oxidasas de
la membrana plasmatica (Torres et al., 2002; Torres y Dangl, 2005). Ademas de las NADPH

oxidasas, se ha propuesto que las peroxidasa de la pared celular podrian estar involucradas en

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 121



Capitulo 5- Cambios fisioldgicos en el apoplasto asociados a la senescencia foliar

la producciéon de EROs en el apoplasto (Bolwell et al., 2002; Bindschedler et al., 2006; O’Brien
et al., 2012a; Mammarella et al., 2015). Las EROs apoplasticas juegan un papel importante en
la respuesta de defensa frente a patégenos (Vanacker et al., 2000; Bindschedler et al., 2006;
Mammarella et al., 2015). El H,O, se acumula en el espacio extracelular como parte de la
respuesta hipersensible (HR), un mecanismo de defensa de las plantas que previene la
propagacion de infecciones por patégenos gracias a la muerte rapida de las células préoximas al
sitio de infeccion (Vanacker et al., 2000). Las EROs apoplésticas pueden afectar la expresion de
genes involucrados en la aclimatacion al estrés abiético relocalizdndose en el citoplasma donde
junto con otras EROs producidas intracelularmente alteran el estado redox de proteinas

reguladoras clave, como los factores de transcripcion (Choudhury et al., 2017).

El 4cido ascérbico protege a organelas y células de las EROs que se acumulan debido a dafos
oxidativos inducidos por el estrés (Latif et al., 2016; Mukhtar et al., 2016; Naz et al., 2016). El
contenido de acido ascérbico apoplastico seria vital para la percepcion del estrés ambiental y
estaria implicado en las subsecuentes senales y respuestas en las plantas (Horemans et al.,
2000; Zechmann, 2011; Shapiguzov et al., 2012; Akram et al., 2017). La ascorbato oxidasa
(AO) inicia la oxidacion del acido ascorbico en el apoplasto. Se observé una mayor tolerancia a
la sal en Arabidopsis y plantas de tabaco con expresién suprimida del gen de la AO apoplastica
(Yamamoto et al., 2005). Resultados similares indican un aumento en la tolerancia al estrés
hidrico relacionados con una disminucién de la actividad de la AO en tomate (Garchery et al.,
2013).

1.2.2. pH

El pH del apoplasto esta controlado en mayor medida por las bombas de protones de la
membrana plasmatica (MP-H*-ATPasas) que exportan H* del citoplasma a expensas del ATP
(Sondergaard et al., 2004). Estas bombas son las responsables de la formacién del gradiente de
pH a ambos lados de la membrana plasmatica que posibilita el transporte de otros iones en
contra de su gradiente de concentracién (Arango et al., 2003). Durante el desarrollo, la
acidificacion del apoplasto es importante por ejemplo en la absorcién de minerales en las
raices, en la carga de metabolitos al floema (Palmgren, 2001) y en la expansién celular mediada

por auxinas (Hager, 2003; Spartz et al., 2014; Barbez et al., 2017).

Distintos tipos de estrés provocan una alcalinizaciéon transitoria del apoplasto (Felle, 2001; Jia y
Davies, 2007; Geilfus, 2017). El aumento en el pH desempefaria un papel fundamental en la

senalizacion sistémica de eventos de estrés desde la raiz hasta la parte aérea a través de la via
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apoplastica (Felle et al., 2005; Sharp y Davies, 2009). Los mecanismos por los cuales los
distintos eventos de estrés modulan la alcalinizacion del apoplasto son diferentes y atin son
poco comprendidos, pero en todos ellos parecen estar involucradas las MP-H*-ATPasas

(Geilfus, 2017).

Las hojas de cebada, alcalinizan transitoriamente su apoplasto foliar en dos fases consecutivas
luego de la infeccion por el hongo patégeno Blumeria graminis. En una primera fase, a los
pocos minutos luego de la infeccion, el pH del apoplasto foliar aumenta transitoriamente en
una unidad, de pH 5 a pH 6, y permanece estable cerca de una hora. En una segunda fase,
pasado un dia de la infeccién, el pH apoplastico aumenta de nuevo hasta llegar a pH 7 y
permanece estable por un periodo de 20-30 horas, antes de volver al pH original (Felle et al.,
2004; Felle et al., 2005). En particular, se ha sugerido que esta alcalinizaciéon de mayor
duracion contribuiria a la resistencia contra enfermedades causadas por microorganismos
fitopatégenos, ya que minimizaria el crecimiento patogénico, por ejemplo impidiendo la
incorporacion activa de nutrientes ligada al simporte de H* (Felle et al., 2004; Felle et al.,

2005).

Durante el estrés por sequia, la alcalinizacion del apoplasto podria retrasar el crecimiento y
controlar la apertura estomatica mediante la regulaciéon de la compartimentalizacion de ABA
(Hayashi et al., 2014; Geilfus, 2017). La alcalinizacién transitoria del apoplasto provocada por
el estrés salino también promueve un aumento en la concentraciéon de ABA apoplastico, que se
acumula en las células oclusivas induciendo el cierre estomatico al inicio del episodio de estrés
salino (Geilfus et al., 2015). Se ha propuesto que bajo condiciones de salinidad del suelo, la
alcalinizacion del apoplasto foliar inducible por CI reduce la tasa de transpiracion, y de esta
forma reduce la absorcién de Na™ y CI del suelo (Geilfus, 2017). La capacidad de regular el pH
apoplastico en la epidermis, evitando la alcalinizacién frente a estrés salino, previene la rigidez
de la pared celular, e incluso conduce a un incremento en su extensibilidad, permitiendo
mantener la tasa de crecimiento. En hibridos de maiz tolerantes y sensibles a NaCl sometidos a
una salinidad pronunciada (100 mM NaCl), tras 8 dias de estrés el pH del apoplasto en la
epidermis permanece invariable, a pH 4,5, en el hibrido sensible, mientras cae practicamente

una unidad, de pH 4,5 a 3,5; en el hibrido tolerante (Zorb et al., 2015).

1.2.3. Azlcares

En Arabidopsis la infeccion por bacterias patégenas provoca la fuga de azicares desde el

interior celular al apoplasto (el principal sitio de colonizaciéon bacteriana), por la desintegracion
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de las membranas o bien por la activacion transcripcional de exportadores de sacarosa de la
familia SWEET (Wang et al., 2012; Streubel et al., 2013; Cohn et al., 2014). Se ha sugerido
que las plantas restringen la proliferacién bacteriana en el apoplasto controlando los niveles de
azucar extracelular, mediante transportadores de membrana especificos (STPs) que importan
al interior celular los monosacéaridos generados por la invertasa extracelular cwINV en el

apoplasto (Yamada et al., 2016).

2. Cambios en el apoplasto de las hojas asociados a la ontogenia

Los cambios apoplésticos asociados a la ontogenia son muy poco conocidos. A continuacién se
describen algunos cambios fisicos y quimicos que ocurren en el apoplasto a medida que las

hojas envejecen.
2.1.Volumen de apoplasto

En varias especies se han observado cambios en los volimenes de aire (V,,.) y de fluido
apoplasticos (Vy,) asociados a la edad de la hoja (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al.,
2001; Nouchi et al., 2012). Por ejemplo, en Brassica napus y Vicia faba 1os Viy V Ve
apoplasticos de las hojas aumentan entre un 35y un 100% respectivamente con la edad de la
hoja (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001). En las hojas de arroz, el Vi, apoplastico

disminuye y el V,,. aumenta durante la senescencia, (Nouchi et al., 2012).

2.2. pHy concentracion de amonio

Se observé una disminucién en la concentracién de NH,* en el apoplasto de hojas de Brassica
napus a medida que la hoja envejece, estos cambios no fueron acompanados por alteraciones
en el pH apoplastico (Husted y Schjoerring, 1995). En Rye grass (Lolium perenne) el pH
apoplastico disminuy6 marcadamente al inicio de la senescencia foliar natural, mientras que la
concentraciéon de NH," apoplastica permanecié estable; pero hacia finales de la senescencia el
pH apoplastico aument6 levemente y el NH," se acumulé en el apoplasto de manera
pronunciada (Mattsson y Schjoerring, 2003). Por el contrario, en hojas de tabaco tanto el pH
como la concentraciéon de NH," en el apoplasto aumentaron durante las primeras etapas de la

senescencia y luego cayeron hacia el final de la senescencia (Wu et al., 2016b).

2.3. Urea

El aumento en la degradacion de proteinas que ocurre durante la senescencia conduce a una

mayor producciéon de urea (Witte, 2011) que es liberada al apoplasto, donde es hidrolizada a
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NH,* (Bohner et al., 2015). Segtin el andlisis de exudados de peciolo la urea aportaria
alrededor del 13% del nitrégeno (N) removilizado (Bohner et al., 2015). La actividad del
promotor del gen DUR3, que codifica para el transportador de urea de alta afinidad DUR3, se
localiza mayoritariamente en el tejido vascular de hojas senescentes. DUR3 se encarga de
recuperar la urea apoplastica como fuente para la removilizacién de N especialmente en etapas

tardias de la senescencia de la hoja (Bohner et al., 2015).

2.4. Poliaminas

Las poliaminas son compuestos de naturaleza policatiénica, implicadas en el control de la
divisién celular, embriogénesis, maduracion de frutos y en las respuestas a estrés. (Takahashiy
Kakehi, 2009). Como parte del la respuesta hipersensible las plantas secretan espermidina al
apoplasto, donde su catabolismo conduce a la produccién de H,O, (Yoda et al., 2006; Marina et
al., 2008). Durante la senescencia foliar inducida por oscuridad de hojas de cebada, se
detectaron incrementos de los niveles de poliaminas apoplasticas, y su catabolismo generé una
acumulaciéon de diaminopropano y H,O, apoplasticos, que podrian participar en procesos

asociados a la senescencia (Sobieszczuk-Nowicka et al., 2015; Sobieszczuk-Nowicka, 2017).
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HIPOTESIS

A medida que las hojas atraviesan la etapa de senescencia tienen lugar cambios fisiolégicos en

el apoplasto.

OBJETIVO ESPECIFICO

Examinar y caracterizar distintos parametros fisiolégicos del compartimiento apoplastico en

hojas no senescentes (S2) y al inicio de la senescencia (hojas S3).
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RESULTADOS

1. Cambios en el volumen de aire y de fluido apoplastico durante la senescencia

foliar (variaciones entre hojas S2 y S3)

En la figura 5.1 se muestran los volimenes de FA (V) y de espacio apoplastico ocupado por
aire (V,,.), calculados para hojas S2 y S3 mediante el método del Indigo Carmin a lo largo de
multiples ensayos independientes. Los resultados obtenidos indican que el Vy, aumenta de
manera significativa con la edad de la hoja. Las hojas S3 presentaron un 170% mas de FA en
relacion a las hojas S2 cuando los volimenes de FA se expresan por unidad de area foliar: 0,49
ul cm? en hojas S2 (Vg, S2) v 1,34 ul cm™? en hojas S3 (Vg4 S3). Cuando los Vi, son expresados
por peso fresco las hojas S3 contienen un 157% mas de Vi, que las hojas S2: Vi, S2=21,4 ul g,
y Via S3=55ulg.

El volumen de apoplasto que es ocupado por aire permanece mas estable a lo largo de la
senescencia. Al expresar el V,,. por unidad de &area foliar no se observaron diferencias
significativas entre estadios S2 y S3, resultando el V ;.= 7 ul por cada cm™ de hoja. Cuando V.
es expresado por peso fresco, se obtiene una ligera disminucién, de 4,6% en hojas S3 en
relacion a S2: V. S2=303,5ulg'y V.. S3=289,6 ulg". Las diferencias observadas en el Vi, y
en el V. cuando éstos se expresan por unidad de area foliar o por peso fresco se deben al

mayor peso fresco por unidad de drea de las hojas S3 respecto a S2 (Figura 4.4 B).

2. Estimacion de la dilucion de FA en muestras de FLA de hojas S2 y S3

A partir de los Vi, y de V,;,. apoplasticos se calcularon los factores de dilucion de los FA (Fg; 5)

obtenidos de hojas S2 y S3 (Figura 5.1 C). El Fy; p se calcul a partir de la siguiente férmula:
Fara= (Via + Vaie) / Via-

Conociendo el Fy; ry se calculé la fraccion de FA presente en cada FLA. El FLA proveniente de
hojas S2 contiene en promedio 5,48% de FA mientras que el FLA proveniente de hojas S3
contiene 15,3% de FA. Es decir, por cada 100 ul de FLA obtenido de hojas S2, 5,48 ul son FA'y
95 ul son Solucién de infiltraciéon (Scln, ddH,O), en hojas S3, por cada 100 ul de FLA un
promedio de 15,3 ul son FA y 85 ul son ScIn.
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Figura 5.1. Volumen de apoplasto ocupado por FA y por aire en hojas de distinto grado de desarrollo. Los V aire ¥ Vea
se expresaron en Wl por gramo de peso fresco, PF, de hoja (A) y pl por unidad de area de hoja (B). C) Factor de dilucién de
los FA (Faira) en las muestras de FLA provenientes de hojas S2 y S3. La tabla (D) muestra los valores graficados en A-C).
Los valores mostrados corresponden a la media + SEM. Se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre los estadios
utilizando la prueba t de Student. Los asteriscos indican diferencias significativas: **, P < 0,01; ***, P < 0,001; *** P <
0,0001.

3. Andlisis de la pared celular en hojas S2 'y S3, y su relacidn con el volumen de FA

Se ha propuesto que las plantas tienen potenciales matricos significativos, que estarian
asociados principalmente con las paredes celulares (Boyer, 1967), en particular con la
concentracién de acidos poliurénicos ionizados (i.e. pectinas ionizadas) (Tyree, 1976). A mayor
concentraciéon de pectinas ionizadas, mas negativo seria el valor de potencial matrico de la

pared celular y mayor el Vi, (Boyer, 1967). En resumen, la cantidad de pared y la cantidad y el
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grado de ionizacién de las pectinas pueden afectar el volumen de fluido apoplastico. Se ha
propuesto que el volumen de fluido apopléstico foliar se correlaciona positivamente con la
cantidad de pared celular, ya que hojas de especies con mayor cantidad pared celular
presentaron mas fluido apoplastico que las hojas de especies con menor cantidad de pared
(Boyer, 1967). El marcado aumento de Vg, en hojas S3 (Figura 5.1) podria indicar diferencias
en la cantidad y/o composicion de la pared celular entre estas hojas. Para testear esta
posibilidad se plantearon dos aproximaciones: a-comparar la cantidad de pared celular y
pectinas presente en hojas S2 y S3, y b-comparar la cantidad de fluido apoplastico, Vi, de hojas
S2 y S3 de plantas WT con el V;, de hojas S2 y S3 de plantas transgénicas que poseen mayor
cantidad de pared celular y pectinas. Para esto se utiliz6 una linea de Arabidopsis que expresa
en forma ectépica el médulo de unién a carbohidratos de la expansina2 de frutillas, linea “P3”,
caracterizada por tener paredes celulares mas gruesas y con mayor proporcién de pectinas que
las de plantas WT (Las hojas P3 presentan un 17% mas de residuo de pared, residuo insoluble
en alcohol, RIA, y un 40% mas de pectinas en el RIA) (Nardi et al., 2015) (Figura 5.2). Cabe

aclarar que en los experimentos donde se examiné P3, como plantas control se utilizaron

plantas provenientes de la misma linea salvaje sobre la que se generé P3.

Figura 5.2. Plantas transgénicas de la linea P3 y plantas WT (background usado para obtener la linea P3)
representativas de los estadios S2 y S3.

3.1. Relacion entre el volumen de FA y la cantidad de pared celular en plantas WTy P3

Las plantas P3 no presentaron diferencias en el ritmo de senescencia foliar (niveles de clorofila
y proteinas) respecto de las plantas WT (resultados no mostrados), por lo que se extrajo FA de

hojas S2 6 S3 de plantas P3 y WT simultdneamente. En el caso de las hojas S2, las
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provenientes de plantas P3 (S2 P3) presentaron un 70 % mas de Vg, por unidad de area foliar y
por gramo de PF que las hojas de plantas WT (S2 WT) (Figura 5.3). El volumen de FA en hojas
S3 no presento diferencias significativas entre plantas P3 y WT (Figura 5.3). Es posible que en
hojas no senescentes (hojas S2), donde la fraccién de FA es marcadamente menor que en hojas
S3, el Vg, estuviera asociado a la cantidad de pared y/o de pectinas presente, y que esta

asociacion se perdiera o no fuera detectable al aumentar el V, durante la senescencia.

A) B)
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2.0+ c ¢ 80- c ]
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Figura 5.3. Volumen de FA en hojas S2 y S3 de genotipos WT y P3. A) Vra por unidad de area de hoja. B) Vra por unidad
de peso fresco (PF) de hoja. Se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre las condiciones utilizando la prueba de
Tukey. Los datos mostrados en el grafico corresponden a la media + SEM. Las letras indican diferencias significativas.

3.2. Cuantificacion de pared celular y de pectinas en hojas S2 y S3

Para examinar si tienen lugar cambios significativos en la cantidad y/o composiciéon de la pared
celular durante la senescencia que pudieran explicar el aumento en el Vi en hojas
senescentes, se cuantificé simultdneamente la cantidad de pared y de pectinas en hojas S2 y
S3. En este ensayo se utilizaron las mismas plantas WT que en el punto anterior,
caracterizadas previamente (Nardi et al., 2015). La estimacién de la cantidad de pared se
describe en el punto 10 de Materiales y Métodos. Brevemente, se obtuvo un residuo insoluble
en alcohol (RIA), al que se le rest6 el almidon presente en el mismo. La extraccién de pectinas
totales de las paredes celulares y su cuantificacion se describen en el punto 12.1 de Materiales

y Métodos.

El contenido de pared celular y de pectinas no varia significativamente entre hojas S2 y S3, por
lo que no explican el aumento significativo en el Vi, en hojas S3 en relacion a S2 (Figura 5.4 A,

B y C). Anteriormente se mencioné que el potencial métrico de las paredes no sélo depende de
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la cantidad de pared celular y de pectinas sino también de su grado de ionizacién (Tyree,
1976). Como el grado de ionizacion de las pectinas en las paredes celulares se incrementa con
el aumento del pH, no se puede descartar que las paredes S3 tengan potenciales matricos mas
negativos, y por lo tanto adsorban mas agua respecto a S2, como resultado del mayor pH

apoplastico (el pH del apoplasto se analiza en el punto 5 de este capitulo).

A B
) B Wt 52 1 WT S3 ) B wWT 52 = Wt S3
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Figura 5.4. Volumen de apoplasto ocupado por FA y por aire y cantidad de pared celular y pectinas (pect.) en hojas
WT S2y S83. A) pl FA, mg de pared y mg de pectinas por cm? de hoja. B) ul FA, mg de pared y mg de pectinas por gramo de
peso fresco (PF) de hoja. C) Vaie, Vra y cantidad de pared y pectinas expresados por cm? de hoja y por gramo de PF de
hoja. La cantidad de pectinas se expres6 como mg de &cidos urénicos. Para calcular el Vea y el Vaire Se realizaron 5
repeticiones bioldgicas para S2 y 6 para S3. La cantidad de pared y pectinas se calcul6 a partir de 4 repeticiones biol6gicas
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para cada estadio. Los datos se distribuyeron normalmente y se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 entre los
estadios utilizando la prueba t de Student. Los datos corresponden a la media £ SEM. Los asteriscos indican diferencias
significativas: **, P < 0,01; ****, P < 0,0001.

3.3. Pectinas solubles en el FA

La expresion de genes que codifican para enzimas poligalacturonasas (PG) aumenta en hojas
senescentes (Lee et al., 2001; Buchanan-Wollaston et al., 2003), por lo tanto podria ser posible
que los fragmentos pécticos liberados al FA por la actividad PG tengan efecto en el potencial
soluto y por ende sean responsables de los cambios observados en el V;, durante la senescencia

de la hoja.

Para determinar si existen diferencias en la cantidad de fragmentos pécticos difusibles en el FA
de hojas de Arabidopsis a lo largo de la senescencia, se cuantificaron acidos urénicos en FLA S2
y S3. Se utiliz6 el método colorimétrico del fenil-fenol (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973)
adaptado para muestras con baja proporcion acidos urénicos / azticares neutros (Filisetti-Cozzi
y Carpita, 1991) (ver punto 12.2 de Materiales y Métodos). No se detectaron 4acidos urénicos en
los FLLA de hojas S2 y S3. Considerando la sensibilidad del método (Filisetti-Cozzi y Carpita,
1991), las muestras de FLA contendrian menos de 0,15 nmol (= 0,03 ug) de acidos urénicos
por ul y probablemente se requieran técnicas mas sensibles como HPLC o GC-MS para

detectarlos.

4. Cambios en la concentracion de solutos en el FA durante la senescencia

Para estimar la concentracion total de solutos en los FA, se midié el potencial soluto (¥, de
los FLA utilizando un microosmémetro de presiéon de vapor (ver punto 3.3.3 de Materiales y
Métodos). Los valores de W, obtenidos se convirtieron a moles de soluto utilizando la siguiente
relacion: 1000 mmol/kg = 2,5 MPa de acuerdo con la ecuacion de Van’t Hoff’s (Hohl y
Schopfer, 1991). Luego, con los factores de dilucién de los FA (Fy; ry) se calcularon los valores

de concentraciéon de soluto en cada FA analizado.

Las concentraciones de solutos determinadas en el FA de hojas de Arabidopsis (Tabla 5.1)
fueron del mismo orden de magnitud que la concentraciéon de solutos medida en el FA de hojas
de cana de azticar (Meinzer y Moore, 1988) y que las concentraciones apoplasticas estimadas

por Tyree (1976).

Los valores promedios obtenidos muestran una disminucién marcada en la concentracién de

solutos en el FA a medida que la hoja envejece (Tabla 5.1), sin embargo estas diferencias no
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llegaron a ser estadisticamente significativas, quizds debido a los grandes desvios estandar y a
las pocas réplicas biologicas analizadas (3 réplicas por estadio). Esta variacion concuerda con
los datos de Meinzer y Moore (1988), quienes observaron una menor concentraciéon de solutos

en FA obtenidos de segmentos foliares mas viejos en cana de azucar.

_ Wsol FA (Mpa) mmol/kg

WT S2 -0,508 £ 0,08 203,00 + 31,96
WT S3 -0,304 £ 0,04 121,40 + 15,32

Tabla 5.1. Potencial soluto (Wsol) y molalidad de FA provenientes de hojas S2 y S3.
Para medir el Wso se utilizd un microosmémetro de presiéon de vapor. Para las
conversiones entre MPa y molalidad se utilizé la siguiente relacion: 1000 mmolkg = 2,5
MPa. Los valores corresponden a la media + SEM. Se calcularon diferencias
significativas a P < 0,05 entre los estadios utilizando la prueba t de Student.

5. Variacion del pH en el fluido apoplastico entre hojas S2 y S3.

Las variaciones en el pH apoplastico son un componente importante en la senalizacion
sistémica asociada a distintos procesos biol6gicos (Felle, 2001), y podrian tener un papel

relevante en rutas de senalizacién asociadas a la senescencia.

Con el objetivo de determinar si existen cambios en el pH del apoplasto de las hojas durante la
senescencia, se estimd el pH del apoplasto de hojas S2 y S3 in vivo mediante microscopia
confocal. Para esto se utilizaron plantas de Arabidopsis Apo-pHusion que expresan de forma
estable la proteina quimérica mRFP1-EGFP, direccionada a apoplasto, donde funciona como
sensor de pH apoplastico (Gjetting et al., 2012). Las mediciones de pH se realizaron in vivo ya
que el método de infiltracion centrifugacién para extraer FA (y medir pH en el FLA extraido)

introduciria cambios en el pH apopléstico (Felle, 2006; Geilfus, 2017).

Para calcular el promedio de pH en cada estadio de hoja, se estim6 el pH para cada regiéon de
interés (ROI) de acuerdo con las relaciones de intensidades de fluorescencia entre EGFP y
mRFP. Se realizaron mas de 35 medidas independientes en distintas hojas por cada estadio y se
promediaron (los detalles se explican en al punto 9 de materiales y métodos). Estas mediciones

se obtuvieron principalmente de células epidérmicas, donde la sefal fluorescente tiene la
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intensidad suficiente para ser cuantificada. En cada caso se examinaron células de la parte

media de la lamina.

Se observé un aumento del pH apoplastico a medida que la hoja envejece. Mientras que el pH
promedio en hojas no senescentes (S2) es menor a 5,5; el valor de pH en hojas senescentes
(S3) alcanza un promedio de 6,3 (Figura 5.5). Estos valores coinciden con los publicados
previamante para el apoplasto de varios tejidos vegetales de distintas especies (Sakurai, 1998;
Felle, 2001). Aunque para mi conocimiento, en Arabidopsis no se han reportado variaciones del
pH del apoplasto durante el desarrollo de la hoja, en hojas de Brassica napus de diferentes
edades creciendo en la misma planta no se observaron cambios significativos en el pH del FA

(medido con microelectrodo en FLA) (Husted y Schjoerring, 1995).

136 | Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego



Capitulo 5- Cambios fisioldgicos en el apoplasto asociados a la senescencia foliar

C
pH  ratio [N
=70 mo.28 48
7.0 !
0.21%
6.3
6.0 | ]0.15
5.7
55 oo
<5.0 Mo.01
—~ = R?*=0.99
[N
o g
£ 0.2 % 0.2-
i o
IR @
o 0.1 R & o914
o 4 o]
= °
: ! ;i
0.0 . . 0.0 J—rrrrrr e
82 83 50 55 60 65 70 7.5
pH

Figura 5.5. pH del apoplasto de la epidermis de hojas S2 y S3 calculado in vivo. Anaélisis in vivo de pH apoplastico
utilizando la linea de Arabidopsis que expresa de forma estable el sensor de pH apoplastico apo-mRFP1-EGFP (Gjetting et
al., 2012). El pH fue estimado de acuerdo con las relaciones de intensidades de fluorescencia entre EGFP y mRFP (ratio
EGFP/mRFP) para cada regién de interés (ROI). (A) Imagenes de relacién de intensidad representativas de la epidermis de
hojas S2 y S3 (paneles izquierdos), los paneles derechos muestran la superposicion de las imagenes de relacion con su
correspondiente campo claro. (B) Grafico que muestra los valores promedios de la relacion EGFP/mRFP del apoplasto de la
epidermis de hojas S2 y S3 £ SD de n>35 ROI, se realizé una prueba t de Student (P < 0.05), los asteriscos indican
diferencias significativas: ****, P < 0.0001. (C y D) Calibracion in vitro del sensor apo-pHusion. (C) Imagenes de relacion de
intensidad de fluorescencia de FLA a diferentes pH, estos valores se utilizaron para construir la curva de calibracién. Para la
presentacion visual de las imagenes de relacién, se disefid y ajusté una tabla de pseudo color. (D) Curva de calibracion in
vitro.

Barra de escala = 20 ym
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DISCUSION

1. Cambios en el volumen de aire y de fluido apoplastico (FA) de la hoja asociados a

la senescencia

El volumen de fluido apoplastico observado en hojas de Arabidopsis (Figura 5.1) es comparable
con los valores reportados previamente para otras especies, entre 40-200 ul por gramo de peso

fresco de hoja (Tabla anexa capitulo 3).

Se detecté un aumento en el volumen de FA asociado a la senescencia, pasando de 21,4 ul de
FA por gramo peso fresco en hojas no senescentes a 55 ul en hojas senescentes (Figura 5.1 B).
Si bien son pocos los estudios previos en los que han evaluado cambios en los volimenes de FA
(Vi) v de aire (V,,.) apoplasticos asociados a la ontogenia, también se ha observado un mayor
volumen de FA en hojas mas viejas en Brassica napus y Vicia faba (Husted y Schjoerring,
1995; Lohaus et al., 2001) y en porciones mds viejas de una misma hoja en cana de azicar
(Meinzer y Moore, 1988). También se han observado aumentos en el volumen de fluido
apoplastico foliar bajo distintas situaciones de estrés (Rascio et al., 1992; Tetlow y Farrar, 1993;

Lohaus et al., 2001; Hamouda et al., 2016).

El V,,. difiere ampliamente entre distintas especies (Tabla anexa capitulo 3). Por ejemplo en
arroz el V,,. por peso fresco de hoja es 150 ul mientras que en Vicia faba es 885 ul. Las hojas de
plantas con metabolismo C3 presentan aproximadamente un 30 % mas de aire apoplastico que
las hojas de plantas C4 (Dengler et al., (1994). A diferencia de los resultados obtenidos
previamente para arroz, B. napus y Vicia faba, donde se observé un aumento significativo en el
V.ire con la edad de la hoja (Husted y Schjoerring, 1995; Lohaus et al., 2001; Nouchi et al.,
2012), en las hojas de Arabidopsis el comportamiento fue distinto, disminuy6 desde 303,5 ul de
aire por gramo de peso fresco en hojas no senescentes a 289,6 ul de aire en hojas senescentes

(una disminucién del 5%) (Figura 5.1 B).

2. Relacion entre el volumen de FA y la cantidad de pared y pectinas

2.1. ;Cambios en el potencial matrico de la pared celular durante la senescencia?

El potencial agua (¥,,,,) del apoplasto estd compuesto principalmente por el potencial soluto
(W), el potencial de tensiéon (o potencial de presion, W,, negativo) producido por la tension
superficial en las interfaces agua-aire de la pared celular, y el potencial matrico (¥,,). Este

dltimo se da como resultado de la interaccién del agua con las superficies aniénicas de las
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paredes celulares, de modo que cuanto mas superficies aniénicas, mas negativo es el ¥,,, y por
ende mayor capacidad tienen las paredes para retener agua (Boyer, 1967; Tyree, 1976). Las
pectinas son componentes estructurales de las paredes altamente ionizables y por lo tanto se
han considerado como las principales causantes del potencial matrico en el apoplasto (Tyree,
1976). A su vez, el potencial matrico apoplastico también depende de la cantidad de pared
presente, ya que a mayor cantidad de pared mayor es el area superficial disponible para

interactuar con el agua (Boyer, 1967; Tyree, 1976).

Previamente se habia reportado que el Vi, de la hoja estaria asociado con la cantidad de pared
celular presente (Boyer, 1967). Para examinar si la cantidad de pared y/o de pectinas tiene
algiin efecto en el Vy, en hojas de Arabidopsis, en primera instancia se comparé el Vi, de hojas
WT con el Vi, de la linea P3 (que presenta un 17% mas de RIA y un 40% mas de pectinas
(Nardi et al., 2015)). Se encontré un 70% mas de FA en las hojas P3 respecto a las WT en el
estadio no senescente (S2) (Figura 5.3), sugiriendo una relacién positiva entre la cantidad de
pared y/o de pectinas en el Vy,. Sin embargo, esta relacion desaparece en hojas senescentes

(S3) quizas como consecuencia del aumento en la cantidad de FA presente en estas hojas.

No se encontraron diferencias significativas en la cantidad de pared celular y pectinas durante
la senescencia entre hojas WT S2 y S3 (Figura 5.4). En base a estos resultados, el aumento en
el Vi, en hojas S3 respecto a S2 no estaria relacionado con diferencias en la cantidad de pared
celular y/o de pectinas totales entre ambos estadios. El aumento de Vy, durante la senescencia
podria estar relacionado con la alcalinizacién del apoplasto en S3 (Figura 5.5), ya que cuanto
mayor es el pH apoplastico mayor es el grado de ionizaciéon de los acidos carboxilicos de las

pectinas, y por ende las paredes son capaces de adsorber mas cantidad de agua.

3. Cambhios en la concentracion de solutos en el FA durante la senescencia

Las concentraciones de solutos en el FA de hojas de Arabidopsis son comparables con las
obtenidas para el FA de hojas de cana de aztcar, y ademads, la concentraciéon de solutos en
ambos casos fue menor en el FA obtenido del tejido mas viejo (Tabla 5.1) (Meinzer y Moore,
1988). Sin embargo, estos valores difieren en un orden de magnitud de los adjudicados al FA de
tallos de soja y poroto (Nonami y Boyer, 1987). Estas diferencias podrian deberse al origen de
las muestras, ya que las muestras analizadas por Nonami y Boyer (1987) provienen de
exudados recogidos de la superficie de tallos mediante aplicacién de presiéon a las raices
sumergidas en agua y se ha sugerido que con esta técnica se extrae principalmente contenido

del xilema, que es mas diluido que el FA (Fahn, 1974; Meinzer y Moore, 1988). En esta tesis, al
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igual que en el trabajo de Meinzer y Moore (1988), la forma de obtencién del FA fue por
centrifugacién, y como se mencioné en la introduccion del capitulo 3, durante la
centrifugacion la solucion se extrae preferentemente del espacio que rodea las células vivas,
mientras que el agua en el xilema debe ser menos extraible debido a las fuerzas capilares
(Meinzer y Moore, 1988). Por lo tanto, el método de centrifugacién parece proporcionar una

estimacion mas representativa del potencial soluto apoplastico.

4. Cambios en el pH apoplastico asociados a la senescencia.

El pH del apoplasto estid esencialmente determinado por la actividad de las H*-ATPasas de la
membrana plasmaética y de los solutos transportados a través de la membrana. Las sustancias
pécticas en las paredes celulares también afectan las concentraciones de iones y el pH en el

apoplasto (Grignon y Sentenac, 1991; Sakurai, 1998).

Si bien los valores de pH apoplastico estimados a partir de la curva de calibracion in vitro
podrian no corresponderse en forma exacta con valores fisiolégicos, los resultados obtenidos
(Figura 5.5) indican claramente una alcalizacién promedio de alrededor de una unidad de pH
en hojas S3 respecto a S2. Hasta el momento, todos los pH apoplasticos informados en la
literatura son acidos, hecho que se asocia a la actividad de las bombas de H" que exportan
constantemente H* al apoplasto manteniendo un gradiente de pH transmembrana que impulsa
el transporte de muchas moléculas desde el apoplasto al interior celular (Felle, 2001). Un
aumento en el pH apoplastico, como el registrado en este estudio, podria significar menos
fuerza motriz para translocar sustratos hacia las células. Se ha propuesto que el pH podria
cumplir funciones de sefialamiento (Felle, 2001), ejemplo de esto es la regulaciéon de la
actividad de acuaporinas a través de la protonaciéon de algunos de sus aminoédcidos cuando al
pH citosdlico se acidifica en respuesta a anoxia (Tournaire-Roux et al., 2003). Al inicio de la
senescencia foliar de plantas de tabaco, el pH apoplastico se incrementa y se acumula NH," en
el apoplasto de manera mas rapida y pronunciada en fenotipos de senescencia “rapida” que en
fenotipos de senescencia “lenta” (Wu et al., 2016b). En ambos fenotipos, el incremento de pH
apoplastico tiene lugar antes de que comiencen a caer los niveles de proteinas foliares (Wu et
al., 2016b). Estos resultados apoyan la idea de que el aumento en el pH apopléstico podria

actuar como senal durante el inicio de la senescencia.

El aumento del pH apoplastico favorece la tolerancia a distintos tipos de estrés, por ejemplo
minimizando la propagacién de patégenos, reduciendo la tasa de crecimiento frente a sequia o

impidiendo la absorciéon de Na* y CI bajo estrés salino (Geilfus, 2017). En algunos casos la
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alcalinizacion apoplastica mediada por estrés va acompanada por un aumento en la
concentracién extracelular de ABA (Wilkinson y Davies, 1997; Geilfus et al., 2015), que es un
regulador positivo de la senescencia foliar (Lee et al., 2011; Zhang et al., 2012; Gao et al.,
2016; Zhao et al., 2016; Mao et al., 2017). Es probable que el incremento de pH incida en la
actividad de transportadores y enzimas extracelulares, modulando senales regulatorias como la
exportacion de moléculas. A pesar de su relevancia en la respuesta al estrés, es cuestion de
debate si la alcalinizacién apoplastica es una senal general que acttia aguas arriba de respuestas
a distintos estreses ambientales, o si en realidad es un efecto secundario del estrés con
consecuencias fisiologicos favorables para la planta (Geilfus, 2017). Este mismo interrogante se

extiende a la senescencia.

En conjunto, los resultados presentados demuestran que el “ambiente apoplastico” se
modifica durante la senescencia foliar de Arabidopsis. Estas modificaciones podrian ser causa y
efecto de los cambios en el metabolismo celular y del incremento en el transporte de

metabolitos fuera de la célula.
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RESUMEN

La composiciéon de proteinas (i.e. proteoma) del apoplasto se modifica en respuesta a diferentes
tensiones ambientales. El proteoma del apoplasto asociado a la senescencia foliar no ha sido
caracterizado, pero el andlisis funcional de determinadas proteinas extracelulares demuestra
que muchas de estas tienen roles fundamentales en la regulacién de los distintos procesos que
tienen lugar durante la senescencia, como la senalizacion, la removilizaciéon de nutrientes y la
muerte celular. Un andlisis global del conjunto de proteinas del FA permitird una visién mas
amplia de los cambios que ocurren en el apoplasto a medida que las hojas senescen. En este
capitulo se analizaron cambios en los perfiles de proteinas del FA de hojas S2 y S3, donde se
detectaron e identificaron las proteinas mas abundantes asociadas a la senescencia. Luego,
mediante un enfoque protedémico, se compararon los proteomas de FA S2 y S3, con énfasis en
aquellas proteinas identificadas cuyos niveles cambiaron (disminucién o aumento)
significativamente entre ambos estadios, sobre las que se discute su funcién biolégica, nivel de
expresion génica, su localizacion subcelular, presencia de péptido senal y de sitios potenciales

de glicosilacion.
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INTRODUCCION

El ambiente apoplastico se modifica durante la senescencia foliar (capitulo 5 de esta tesis), y es
muy probable que el contenido de proteinas apoplasticas también muestre variaciones. Si bien
hasta el momento no se cuenta con informacién exhaustiva sobre variaciones cuali-
cuantitativas de proteinas en el fluido apopléastico (FA) a lo largo de la senescencia, distintos
estudios indican que las proteinas apoplasticas cumplirian funciones importantes en distintas

fases de la ontogenia foliar:

1. Proteinas apoplasticas asociadas a la senescencia

1.1. Papel de la invertasa apoplastica en la regulacion de la senescencia

El movimiento a larga distancia de la sacarosa se ve facilitado por la descarga eficiente del
floema en los tejidos receptores (o destino). La invertasa extracelular (cwINV) se encarga de
hidrolizar la sacarosa a glucosa y fructosa en el apoplasto de los 6rganos receptores, y de esta
manera permite mantener un gradiente de concentraciéon de sacarosa pronunciado entre las
células conductoras del floema y el apoplasto de los 6rganos receptores. La actividad invertasa
extracelular disminuye con la edad de la hoja, mientras que la expresion inducible del gen que
codifica para cwINV retrasa la senescencia foliar, y la inhibicién de la actividad invertasa
extracelular acelera la senescencia (Lara et al., 2004). El 4cido abscisico (ABA) regula
positivamente la expresion génica de un inhibidor de la invertasa extracelular (INVINH), y el
silenciamiento de INVINH retrasa la senescencia foliar (Jin et al., 2009). Esta evidencia
demuestra que la invertasa extracelular y su inhibidor desempenan un papel crucial en la

regulacion de la senescencia, controlando las relaciones fuente-destino.

1.2. Proteasas apoplasticas asociadas a la senescencia

El aumento de la expresion génica de proteasas apoplasticas de diferentes clases (cisteinicas,
serinicas y metaloproteasas) conforme progresa la senescencia sugiere que estas enzimas
podrian tener funciones especificas en la regulaciéon de la senescencia (Golldack et al., 2002;

Martinez y Guiamet, 2014).

Los niveles de transcripto y de actividad de la proteasa apoplastica SASP, aumentan durante la
senescencia de Arabidopsis (Martinez et al., 2015). Las plantas mutantes sasp-1, no muestran
un fenotipo particular en la etapa vegetativa, pero producen inflorescencias mas ramificadas

con mayor cantidad de silicuas y semillas (Martinez et al., 2015). La expresion del gen At2-
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MMP, que codifica para la metaloproteasa 2 de la matriz extracelular (At2-MMP) aumenta a
medida que la planta envejece (Golldack et al., 2002), y la linea knock-out At2-mmp-1 muestra
degradacion acelerada de clorofila y retraso en la floraciéon (Golldack et al., 2002). Las
proteasas At2-MMP y AtSASP cumplirian funciones regulatorias diferenciales durante la
senescencia, sin embargo, sus sustratos fisiolégicos y, en consecuencia, las vias regulatorias en

las que participan, se desconocen.

Estos breves ejemplos demuestran la participacion de proteasas y proteinas apoplasticas
en la regulacién de la senescencia. El conocimiento sin embargo es menos que fragmentario.
En este contexto, un anilisis que considere al proteoma en su complejidad y en su conjunto
seria de gran ayuda para lograr una comprension mas integral del papel que cumplen las

proteinas apoplasticas a lo largo de la senescencia.

2. Mecanismos de secrecion de proteinas en las plantas

Las proteinas secretadas al espacio extracelular estan involucradas en una multitud de
procesos biolégicos, como la comunicacién célula-célula, la senializacion sistémica, o la defensa
frente a patégenos (Agrawal et al., 2010; Krause et al., 2013; Martinez y Guiamet, 2014;
Guerra-Guimaraes et al., 2016). La secrecién puede ser constitutiva y por lo tanto
independiente de senales internas y ambientales, o puede responder a estimulos particulares,
intra o extracelulares (Brunner et al., 2009; Agrawal et al., 2010; Krause et al., 2013). Por
ejemplo, proteinas relacionadas con el metabolismo y la organizacién de la pared celular como
ciertas glucosidasas, xilosidasas o galactosidasas se secretan constitutivamente al apoplasto
(Boudart et al., 2005; Guerra-Guimaraes et al., 2016). Por otro lado, la infeccién provocada por
ciertos patégenos estimula la secrecion de un subconjunto especifico de proteinas de defensa
de la planta, como varias proteinas PR (Pathogenesis related), peroxidasas o lipasas (Oh et al.,
2005; Cheng et al., 2009; Kaffarnik et al., 2009; Floerl et al., 2012). Curiosamente varias
proteinas de respuesta a patégenos también son secretadas de forma constitutiva, e incluso se
ha sugerido la existencia de un sistema inmune constitutivo en el espacio extracelular (Boudart

et al., 2005; Guerra-Guimaraes et al., 2016).

El conjunto de proteinas secretadas al apoplasto por una célula, tejido u 6rgano en cualquier
momento y condicién dada, a través de mecanismos de secrecién constitutivos o regulados se
conoce como “secretoma” (Agrawal et al., 2010). En esta tesis se utilizara el término “proteoma

del apoplasto” como sinénimo de secretoma.
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El direccionamiento de proteinas al apoplasto puede ocurrir a través de la via canénica RE —
Golgi-TGN, seguida por proteinas que poseen un péptido senal, o a través de otros mecanismos

no convencionales de secrecion proteica (Agrawal et al., 2010; Ding et al., 2014).

2.1. Secrecion al apoplasto través de la via secretoria RE-Golgi-TGN. Proteinas con péptido

sefal

En la via clasica de secrecion, el péptido senal N-terminal (PS) media la captacion de la
proteina en el lumen del reticulo endoplasmético (RE). Después de la escision del PS y el
posterior replegamiento de las proteinas, estas son transportadas en vesiculas desde el RE hasta
el aparato de Golgi, donde comtinmente son glicosiladas previo a ser secretadas de la célula
(Krause et al., 2013; Lannoo y Van Damme, 2015; Strasser, 2016). Las glicosilaciones
participan tanto en el plegamiento y la estabilidad de las proteinas como en las interacciones
proteina-proteina (Moremen et al., 2012; Hebert et al., 2014). La glicosilacién de residuos de
asparagina (i.e. N-glicosilacién) es la modificacién postraduccional mas comun de las proteinas
que entran en la ruta secretora cldsica. Ciertos N-glicanos resultarian cruciales para el
crecimiento correcto bajo condiciones de estrés abidtico (Kang et al., 2008; Strasser, 2014;
Takano et al., 2015; von Schaewen et al., 2015; Liu et al., 2018), y también podrian ser
utilizados como fuente de nutrientes por los patégenos durante la infeccion (Dupoiron et al.,

2015).

2.2. Mecanismos no convencionales de secrecion de proteinas que carecen de péptido

sefal, PS

A diferencia de las proteinas secretadas por la via convencional, las proteinas secretadas por
mecanismos no convencionales carecen de péptido senal (PS) para su captaciéon en el RE y
normalmente no estian glicosiladas (Nickel, 2003; Regente et al., 2012). Debido a la ausencia
de una senal de direccionamiento a apoplasto, estas proteinas se suelen denominar Leaderless
Secretory Proteins (LSPs). Las LSPs pueden ser secretadas desde el citosol a través de la
membrana plasmatica o incorporadas en estructuras vesiculares que se fusionan con la
membrana plasmética para liberar su contenido al apoplasto (Regente et al., 2012; Krause et
al., 2013; Ding et al., 2014; Robinson et al., 2016). Este tipo de secrecion es posible tanto para

proteinas citosélicas solubles como para proteinas de membrana.

Se ha detectado la presencia de vesiculas extracelulares (EV) de entre 10-300 nm de didmetro

en el fluido apoplastico de hojas de Arabidopsis y girasol (Regente et al., 2012; Rutter y Innes,
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2017). Varias evidencias sugieren que las EV podrian ser secretadas al apoplasto luego de la
fusién de cuerpos multivesiculares (MVB) con la membrana plasmatica (Regente et al., 2012;
Ding et al., 2014; Rutter y Innes, 2017). Las EV estin enriquecidas en proteinas de
defensa/estrés, con un alto porcentaje de LSPs, y su liberacion al apoplasto se estimula frente a
infeccién por patégenos o en respuesta al acido salicilico (AS) (Rutter y Innes, 2017). Si bien la
composicién cualitativa de proteinas de las EV se modifica solo ligeramente en respuesta a
Pseudomonas syringae, los niveles de algunas de sus proteinas aumentan marcadamente
(Rutter y Innes, 2017). En base a estos hallazgos, se sugiere que las EV juegan un papel

destacado en la respuesta inmune de las plantas (Rutter y Innes, 2017).

2.2.1. Rol de las LSPs en el espacio extracelular

Estudios genémicos estiman que alrededor del 17% del genoma de Arabidopsis podria
presentar PS y por lo tanto codificaria para proteinas que son dirigidas a la ruta secretoria
clasica RE-Golgi-TGN (Initiative, 2000). Sin embargo, uno de los hallazgos mas interesantes de
los trabajos sobre secretémica es que las LSPs representan en promedio el 50% de las proteinas
apoplasticas en las plantas (Agrawal et al., 2010; Krause et al., 2013; Ali et al., 2014).
Curiosamente, los secretomas de plantas sometidas a estrés bidtico y abidtico generalmente
contienen mas LSPs que los secretomas de plantas creciendo en condiciones 6ptimas, lo que
sugiere que la senalizacion ambiental podria ser un factor involucrado en la liberacion de LSPs
en el espacio extracelular (Agrawal et al., 2010). Es muy probable que las plantas hayan
desarrollado estrategias eficientes para contrarrestar los estreses biéticos y abiéticos al reubicar
rapidamente las proteinas intracelulares (LSPs) en el apoplasto en lugar de recurrir a la
transcripcion de novo, la traduccion y la secrecion (Agrawal et al., 2010). Un ejemplo de esto
son las proteasas serinicas tipo caspasas de avena. Las formas activas de las saspasas de avena
SAS-1 y SAS-2 estan presentes de manera constitutiva en las células, pero se liberan al fluido
apoplastico cuando las plantas son sometidas a golpes de calor o en respuesta a la toxina
victorina producida por el hongo patogénico Cochliobolus victoriae (Coffeen y Wolpert, 2004).
Se ha sugerido que una vez liberadas al fluido apoplastico, SAS-1 y SAS-2 participarian, junto
con otras proteasas, en una cascada de senalizacion inductora de la muerte celular programada
(MCP), que conduce al procesamiento proteolitico de la subunidad mayor (LSU) de Rubisco

(Coffeen y Wolpert, 2004).

Aunque las funciones intracelulares de muchas LSP estan bien documentadas, atin resta por
conocer el rol que cumplen en el espacio extracelular. Por ejemplo, la calmodulina se conoce

como un sensor de calcio intracelular, pero también se ha propuesto su funcién como una
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senal polipeptidica extracelular (Cui et al., 2005). Las tiorredoxinas son factores intracelulares
conocidos que intervienen en el equilibrio redox tanto en las plantas (Montrichard et al., 2009)
como en animales (Arnér y Holmgren, 2000), e incluso en mamiferos se ha demostrado que
una vez secretadas al espacio extracelular adquieren nuevas funciones, como moléculas de
senalizacién (Nickel y Seedorf, 2008). Por lo tanto, al menos algunas de las LSPs parecen jugar
papeles duales, comportandose de manera diferente dependiendo de su localizacién celular. En
este contexto, un desafio importante es descubrir cuiles son las funciones extracelulares de

estas proteinas (Agrawal et al., 2010).
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HIPOTESIS

El proteoma del apoplasto se modifica a lo largo de la senescencia foliar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Examinar en geles SDS-PAGE variaciones en los perfiles de proteinas del FA y de extractos

totales de hojas S2 y S3, e identificar las proteinas mas abundantes del FA en hojas

senescentes.

2- Examinar exhaustivamente los cambios cuali y cuantitativos en el proteoma del FA a lo

largo de la senescencia foliar de Arabidopsis (proteomas de FA de hojas S2 y S3).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Perfiles de proteinas foliares y del FA en hojas senescentes (S3) y no senescentes
(S2)

Se examinaron comparativamente, entre hojas no senescentes (S2) y senescentes (S3), los
perfiles de proteinas foliares totales y del FA. Los perfiles obtenidos se muestran en la figura
6.1. El perfil de proteinas de FA es marcadamente distinto entre hojas S2 y S3, incluso, las
diferencias cualitativas entre los perfiles de proteinas de FAs son mas notorias que las
diferencias observadas entre los extractos totales correspondientes. El FA S2 contiene menor
cantidad de proteinas por unidad de area que el FA S3 en el intervalo de 14 a 100 kDa (Figura
6.1 B), y sus proteinas estan distribuidas de manera homogénea en las distintas bandas (Figura
6.1 A). En el FA S3 las bandas > 45 kDa presentes en S2 casi no se detectan (Figura 6.1 A,
flechas verdes), lo que podria estar indicando que estas proteinas se estin degradando en el FA
S3, o bien, que sus niveles estables y/o de secrecion al apoplasto caen en S3. El perfil de FA S3
se caracteriza por dos bandas abundantes, una de 25 kDa y otra de 37 kDa, mucho menos
evidentes en FA S2 (Figura 6.1 A, flechas rojas), y que representan un alto porcentaje de las
proteinas observadas en el FA S3. Estas dos bandas conspicuas se eluyeron de un gel SDS
PAGE en el que se sembraron iguales cantidades de proteinas para ambas muestras, S2 y S3
(Figura 6.1 D), y se analizaron por espectrometria de masas para la identificacion de las

proteinas correspondientes.
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Figura 6.1. SDS-PAGE de extractos y FLA de
hojas S$2 y S3 A) comparacion por area de hoja.
Calles 1y 3 FA proveniente de 8,64 cm2 de hoja;
calles 2 y 4 extractos de proteinas solubles
totales correspondientes a 0,196 cm? de hoja,
calle 5 marcadores de peso molecular (masas en
kDa). B) cuantificacion relativa de las calles 1y 3
del gel A, mediante densitometria (punto 5.3 de
Materiales y Métodos). C) cuantificacion relativa
de las calles 2 y 4 del gel A, mediante
densitometria. D) comparacion por cantidad de
proteina. Cada calle contiene ~20 pg de
proteina, calles 1y 3 FA, calles 2 y 4 extractos
de proteinas solubles totales (Ext), calle 5
marcadores de peso molecular (masas en kDa)
las bandas de gel enviadas a analizar por
espectrometria de masas estan marcadas con
un rectangulo rojo.
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1.1. Identificacion de las proteinas mayoritarias en las bandas de 25 y 37 kDa de los FA S2
y S3

En cada una de las bandas analizadas se identificaron distintas proteinas que co-migran en el
gel SDS-PAGE. En base al ntmero total de secuencias de péptidos identificados de cada
proteina identificada (#PSM), las proteinas identificadas mas abundantes resultaron
Pathogenesis-related protein 5 (PR5) en la banda de 25 kDa (Tabla 6.1 B) y Glucan endo-1,3-
beta-glucosidase, acidic isoform (PR2) en la banda de 37 kDa (Tabla 6.1 A). Ambas proteinas
estin presentes en S2 y su abundancia aumenta en S3 (Tablas 6.1 A y B). PR2 y PR5
intervienen en la resistencia sistémica adquirida y también forman parte de la respuesta a
estrés abidtico (Savenstrand et al., 2004; Amme et al., 2006; Mishina y Zeier, 2007; Zavaliev et
al., 2013). Ambas proteinas presentan una senal de direccionamiento a apoplasto (péptido
senal, PS) y los genes que las codifican se regulan positivamente durante la senescencia foliar

(Winter et al., 2007). En la seccion siguiente se profundiza el andlisis de PR2 y PR5.

Las proteinas minoritarias identificadas en las bandas analizadas se listan en las tablas 6.1 Ay
B. En las dos bandas de 25 y 37 kDa se identificaron mas proteinas en FA S3 que en FA S2 y la
abundancia de cada una es mayor en FA S3 que en FA S2, solo dos de las proteinas
identificadas se encontraron en mayor abundancia en FA S2 respecto de S3: Cyclasel, y Slow
embryo development 1 (SED1). SED1 (94,8 kDa) es una proteina de funcion desconocida, pero
esencial para la acumulacién de nutrientes durante la embriogénesis de Arabidopsis (Ju et al.,
2016). SED1 es de localizacién mitocondrial, pero también ha sido detectada en el apoplasto en
granos de polen durante su germinacién (Ge et al., 2011). La detecciéon de SED1, cuya masa
molecular es de 94,8 kDa, en las bandas de 25 y 37 kDa serfa reflejo de una acumulacién de
fragmentos de degradacién de SED1 en el FA. Curiosamente, la isoforma de CYCLASE1 (28,4
kDa) detectada en la banda de 37 kDa se encontr6 sélo en el FA S2 a pesar de que la expresion
del gen que codifica esta proteina extracelular aumenta durante la senescencia (Smith et al.,
2015). CYCLASEL1 participa en la regulaciéon de la muerte celular programada (Smith et al.,
2015).

Muchas de las proteinas identificadas poseen masas moleculares mayores a las predichas en
funcién a sus secuencias, y probablemente correspondan a variantes glicosiladas, ya que la
mayoria presenta sitios potenciales de glicosilaciéon (Tablas 6.1 Ay B). Teniendo en cuenta que
las glicosilaciones son una modificacién muy comin en proteinas secretadas (Strasser, 2016) y

que el tipo y cantidad de glicosilaciones puede variar en diferentes etapas del desarrollo de la
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hoja (Elbers et al., 2001), no se descarta la presencia de otras isoformas de esas proteinas

migrando en el gel SDS PAGE con otros tamanos.

Por el contrario, otras proteinas detectadas en las bandas analizadas poseen masas moleculares
predichas mayores. Las proteinas de ACT2 (41,2 kDa) y Non-lysosomal glucosylceramidase
(105,7 kDa) se detectaron en la banda de 37 kDa de FA S3, y PR2 (37,3 kDa) se identific6 en la
banda de 25 kDa de FA S3. Estas tres proteinas podrian estar siendo degradadas durante la

senescencia y sus fragmentos podrian acumularse en FA S3 (Tablas 6.1 Ay B).

Tabla A)
Accession Descripcion ECov;;age # :2M ;Covse;age # :iM Glic.
P331587 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase (PR2) 15,63 6 46,90 45 - 37,3
024603 Chifinase class 4-ike protein £.8C222) 17,33 3 8l 20,8
Q93v74  CYCLASE1 13,33 3 - 284
P28483 Pathogenesis-related protein 5{PR5) 5,86 1 12,55 2 - 25,2
Q8LJR2 Lectin-like protein {LEC) 923 3 8 297
(343387 Peroxidase 71 {PERTT) 9,15 3 8 34,9
065469 Putative cysteine-rich recepiorfike polein kinase  {(EPT) 453 1 Sto§ 297
Q8M2U5  Endochitinase { EP3) 440 1 St § 294
Q94BT2 Auxin-induced in root cultures protein 12 (AIR12) 397 1 Si 25,6
F4HR 96 Non-ysosomal glucosyice mmidase 3,38 2 - 105,7
QOFFHE  Fasciclinlike arabinogaactan protein 13 (FLA13) 3,24 1 St 26,2
F4iGLY Fruciose-bisphosphate alddase FBAY) 322 1 - 33,3
024598 Endochitinase At2g43580 3,02 1 SI | 288
F4J8v9 Acfin 2(ACT2) 2,70 1 - 412
Q8C7M2  Slow embryo development 1 (SED1) 1,30 3 1,30 1 - 94,8

Tabla B)

Accession

Descripcion

C

overage
S2

#

S2

S3

S3

PSM ‘Coverage: #PSM - Glic.

P28493 Pathogenesis-related protein 5 (PR5) 58,58 7 58,58 50 - 252
P33157 Glucan endo-1,3-beta-glucosidase, acidic isoform (PR2) 14,75 3 - 33
QE4BT2 Auxindnduced in root cultures protein 12 {AR12} 3,97 1 397 1 S 256
P58833 Uncharacierized GPl-anchored protein Atbg19250 357 1 St 210
Q8C7TM2  Slow embryo development 1 {SED1) 130 1 - 84,8
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Tablas 6.1. Proteinas identificadas en la banda de 37 kDa (Tabla A) y en la de 25 kDa (Tabla B) de los FA S2 y S3.
Se muestran las proteinas identificadas con al menos un péptido tnico. En “negrita” se marca la proteina mayoritaria de
cada banda. En naranja se muestran las isoformas y/o fragmentos proteicos que se acumulan en el FA S3 y en verde se
marcan las isoformas y/o fragmentos proteicos que se encuentran en mayor cantidad en el FA S2. En la columna “Glic.”
se muestran las proteinas con potenciales sitios de glicosilacion (glic.).

2. Caracteristicas del proteoma del FA asociado a la senescencia foliar

Se observé en geles SDS-PAGE que los perfiles de proteinas de FAs S2 y S3 difieren cuali y
cuantitativamente, y se identific6 a PR2 y PR5 como las proteinas mayoritarias del FA S3
(Figura 6.1 y Tablas 6.1). Para profundizar en los cambios en la composiciéon de proteinas
apoplasticas a lo largo de la senescencia, se comparé el proteoma del FA de hojas WT S2 y S3
mediante espectrometria de masas de tipo “shotgun” (esta metodologia se explica en el punto 6
de Materiales y Métodos). Se realizaron 4 réplicas biolégicas de cada estadio y cada una de
estas réplicas se corri6 por triplicado técnico. En todas las corridas cromatograficas se analizé la
misma cantidad de proteinas de FA, determinado por el método BCA, por lo que este analisis
aporta informacion sobre la representacion relativa de cada proteina en los proteomas FA S2 y
S3. A fines de realizar un examen riguroso, que permita identificar variaciones pronunciadas,
para este analisis Uinicamente se consideraron las proteinas cuyos niveles relativos estables
variaron (aumentaron o disminuyeron) significativamente mas de dos veces entre S2 y S3 o las
que s6lo se detectaron en un estadio, en al menos 2 de 4 réplicas biologicas analizadas. Estas
proteinas se listan en la tabla 6.2. Mediante técnicas bioinformaticas, y utilizando distintos
programas y criterios de busqueda, se recabd informacién sobre cada una de las proteinas
identificadas, como localizaciéon subcelular, funcién biol6gica, nivel de expresion génica
durante la senescencia, presencia de péptido senal y de sitios potenciales de glicosilacion. En
lineas generales, como resultado de este andlisis se encontré que los niveles estables de 183
proteinas mostraron cambios significativos entre ambos estadios. De estas, el 87% (159
proteinas) presentaron una disminucién asociada a la senescencia y solo el 13% (24 proteinas)
aumentaron en hojas senescentes (Figura 6.2 y tabla 6.2). Como se observ) previamente en
geles SDS-PAGE, PR2 y PR5 resultaron las proteinas predominantes en este andlisis, y los

niveles estables de ambas aumentan notoriamente en el FA de hojas senescentes, S3.

2.1. Presencia de péptido seiial (PS)

La presencia de péptido senal se determiné mediante btisquedas en la base de datos de UniProt

Knowledgebase (The UniProt Consortium, 2017). Del total de proteinas cuyos niveles
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cambiaron, sélo el 50% present6 péptido senal (PS). Este resultado coincide con lo publicado
previamente en diversos estudios sobre proteomas extracelulares de plantas (Agrawal et al.,

2010).

Curiosamente, todas las proteinas que aumentaron en el FA de hojas senescentes (S3)
presentan PS (Figura 6.2 A). Teniendo en cuenta que la senescencia natural es parte del
programa de desarrollo de la planta, no resulta extrano que las proteinas que cumplen alguna
funcién durante la senescencia en el apoplasto tengan una senal de direccionamiento que
asegure su exportacion desde el momento en que se traducen en la célula. Por el contrario,
s6lo el 43% de las proteinas que disminuyeron en S3 presentan senal de direccionamiento a la
via secretoria (Figura 6.2 A), con lo cual més del 50% corresponderian a LSPs que estdn siendo

secretadas por rutas no convencionales.

2.2. Presencia de sitios potenciales de glicosilacion (glic.)

Las glicosilaciones desempenian un papel en la secrecién y en la funcién de las proteinas
secretadas. Ademads, la cantidad y el tipo de glicosilaciones varia segiin la edad de la hoja
(Elbers et al., 2001). En este contexto, es interesante conocer qué porcentaje del proteoma del
FA de hojas S2 y S3 estaria representado por glicoproteinas. Debido a la alta probabilidad de
que las glicosilaciones sean cortadas durante el andlisis espectrométrico (concretamente,
durante la ionizacién), es poco probable que mediante espectrometria de masas de tipo shotgun
se puedan detectar glicopéptidos en las muestras de FA utilizadas, ya que no se realiz6 un
enriquecimiento previo en los mismos. Por esta razén se procedié a determinar qué porcentaje
de las proteinas cuyos niveles cambiaron significativamente entre estadios (S2 a S3) presentan
sitios potenciales de glicosilacion. La presencia de sitios potenciales de glicosilaciéon se

determind utilizando la base de datos UniprotKB (The UniProt Consortium, 2017).

Como resultado de este andlisis se determiné que mais del 50 % de las proteinas que
aumentaron en FA S3 presentan sitios potenciales de glicosilaciéon, mientras que sélo el 24% de
las proteinas que disminuyeron en S3 corresponderian a proteinas glicosiladas (Figura 6.2 B).
Curiosamente, sdlo el 45% de las proteinas que presentan PS contiene sitios potenciales de

glicosilacion (Figura 6.2, Tabla 6.2).
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Figura 6.2. Presencia de A) péptido sefial y B) potenciales sitios de glicosilacion en las proteinas acumuladas
diferencialmente en S2 (disminuyen en S3) y S3 (aumentan en S3). PS = péptido sefial; glic.= sitios potenciales de
glicosilacion; sin inf.= sin informacion. Los nimeros dentro y fuera de las barras indican cantidad de proteinas.

2.3. Grupos funcionales predominantes en el FA de hojas S2 y S3

Las potenciales funciones de cada proteina se buscaron en la base de datos de Gene Ontology
(Ashburner et al., 2000; Consortium, 2016) (se listan en la columna “proceso biolégico” de la
tabla 6.2). En funcién de esta andlisis, las proteinas se asignaron a 13 grupos funcionales:
respuesta a estrés, modificacion/metabolismo de la pared celular, senalizacion,
transporte/metabolismo de lipidos, protedlisis, fotosintesis/metabolismo de carbohidratos,
senescencia/envejecimiento, desarrollo, metabolismo de aminoacidos,
plegamiento/fosforilacion-defosforilacion de proteinas, metabolismo de EROs, proteinas con
otras funciones y proteinas con funcién desconocida. Las proteinas que presentan varias

funciones conocidas se asignaron a mas de un grupo funcional.

El grupo funcional méas representado en hojas S3 es el de proteinas vinculadas con la respuesta
a estrés, mientras que en hojas S2 las dos clases predominantes se asocian a

fotosintesis/metabolismo de carbohidratos y respuesta a estrés (Figura 6.3).

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 161



Capitulo 6- Dindmica del proteoma en el FA durante la senescencia foliar

Bl disminuyenen S3 [ aumentan en S3

50+
40+
304
2
20+
104 ﬂ
@ P O P
N S 53 ‘Q‘ e \*‘% & ¢
432'% bcf" b‘&\% bQ?éK ‘qu' ﬁs@‘ <}§' 0 a q} Q"‘\\Q\ ‘@"S& QOQ
& o é.',\be ) & < Q‘\e\% O‘\}'é&\ 5_,%""\ » w bg?—'
& &S & &
8!“\‘ ., \% d\(b < \ é
¢ & & & R &g‘%‘>
N o & & &
&® & &
A @ 0?
&
Q

Figura 6.3. Grupos funcionales predominantes en el FA de hojas S2 y S3. Los valores corresponden al porcentaje que
representa cada grupo funcional dentro del grupo de proteinas que disminuyen en S3 y dentro del grupo de proteinas que
aumentan en S3. H.C. = hidratos de carbono, a.a. = amino&cidos; PC = pared celular; EROs = espécies reactivas de oxigeno,
modif. = modificacion; metab. = metabolismo; plegam. = plegamiento; transp. = transporte; fosf. = fosforilacién, defosf. =
defosforilacion, rta = respuesta.

Debido a la gran cantidad de proteinas, en las secciones siguientes se revisan las funciones de

algunas de las proteinas identificadas.

2.3.1. Proteinas que se acumulan en el apoplasto de hojas S3 vinculadas con respuestas a

estrés

Diversas tensiones ambientales pueden causar sintomas asociados a la senescencia en las hojas,

como degradacion de Rubisco, pérdida de clorofila, induccion de genes asociados a la
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senescencia (SAGs) y muerte celular (Thomas y de Villiers, 1996; Gan y Amasino, 1997; Miller
et al., 1999; John et al., 2001; Munné-Bosch y Alegre, 2004; Veronese et al., 2004; Diaz et al.,
2006; Espinoza et al., 2007; Zhou et al., 2011). De hecho, estudios transcriptémicos sugieren
que la senescencia y los mecanismos de respuesta a distintos tipos de estrés comparten varios
genes asociados y vias de senalizacion (Gan y Amasino, 1997; Quirino et al., 2000; Pic et al.,
2002; Buchanan-Wollaston et al., 2003; Gepstein et al., 2003; Breeze et al., 2011; Guo y Gan,
2012). Se ha propuesto que la alta expresién de genes de defensa en las hojas mas viejas podria
ser una respuesta adaptativa, ya que en varias especies se ha visto que las hojas se tornan mas
resistentes a los patégenos a medida que envejecen, debido al aumento de niveles de hormonas
de respuesta a estrés como el acido salicilico (Ashburner et al., 2000; Carella et al., 2015;

Kaurilind y Brosché, 2017).

Aproximadamente el 88% de las proteinas que aumentan en el FA de S3 intervienen en la
respuesta a algtn tipo de estrés (Tabla 6.2). Entre estas proteinas se encuentran PR5 y PR2,
previamente identificadas en este trabajo (Tabla 6.2). A continuacién se describen algunos
ejemplos donde se refleja la existencia de proteinas en comun entre la senescencia y las

respuestas a estrés.

2.3.1.1. PR2 y PR5, las proteinas mayoritarias del proteoma de FA S3

El andlisis shotgun indica, con un alto nivel de confianza, que las proteinas PR5 (At1g75040) y
PR2 (At3g57260) son las mas representativas del FA de hojas S3, y que se acumulan
preferentemente en este estadio. Este resultado confirma el obtenido combinando perfiles SDS

PAGE de FA y espectrometria de masas de las bandas mas abundantes (Figura 6.1 y tablas 6.1).

PR2 es una $-1,3-glucanasa, este tipo de enzimas hidrolizan los enlaces glucosidicos B-1,3 en
los B-1,3-glucanos (Uknes et al., 1992). Los B-1,3-glucanos (calosa) ademdas de encontrarse en
las paredes vegetales, constituyen los principales componentes estructurales de las paredes
celulares de hongos, de ahi las propiedades antifiingicas de PR2 (Doxey et al., 2007). PR5 fue
identificada en secretomas de inflorescencias de Arabidopsis como una proteina unida
iébnicamente a la pared celular (Wei et al., 2015). Su funcién molecular se desconoce, pero por
homologia de secuencia PR5 ha sido asignada a la familia de las taumatinas (Uknes et al.,
1992; The UniProt Consortium, 2017). Las proteinas de tipo taumatina (TLP) tienen funciones
antifingicas y anticongelantes; normalmente no se detectan en las hojas de las plantas jovenes

sanas, pero se acumulan rapidamente en altos niveles en respuesta a estrés biético o abidtico
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(Velazhahan et al., 1999). Aunque también se demostré que las hojas mas viejas de papa

acumulan TLP en ausencia de estrés (Pierpoint et al., 1990).

Tanto PR5 como PR2 se inducen marcadamente en respuesta al acido salicilico (AS) y a varios
tipos de estreses bidticos y abidticos (Uknes et al., 1992; Van Loon y Van Strien, 1999;
Savenstrand et al., 2004; Seo et al., 2008). Los niveles estables de PR2 y PR5 aumentan en
respuesta a bajas temperaturas (Antikainen et al., 1996; Amme et al., 2006). Ademas, ambas
proteinas PR se asocian con la respuesta hipersensible (HR), y con los programas de resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Linthorst y Van Loon, 1991; Ward et al., 1991; Mishina y Zeier,
2007). La HR al igual que la senescencia es una forma de muerte celular programada (MCP),
si bien la senescencia ocurre durante un periodo relativamente largo y permite el rescate de
nutrientes antes que ocurra la MCP, mientras que durante la HR el ataque de un patégeno
desencadena una muerte celular rapida que da como resultado la formacién de una regiéon de
células muertas alrededor del sitio de infeccion (Mittler y Lam, 1996). Aunque la senescencia y
la HR cumplen funciones distintas, a nivel molecular, ambas vias convergen en ciertos pasos
(Butt et al., 1998; Pontier et al., 1999; McLellan et al., 2009). Por ello, no resulta extranio que

PR2 y PR5 también participen en el programa de senescencia.

Si bien la expresion de PR5 se considera diagnostica de respuesta a patégenos (Mishina y Zeier,
2007), PR5 y PR2 también son regulados positivamente por los factores de transcripcion
WRKY75 y WRKY23, que promueven la senescencia de las hojas (Jing et al., 2009; Guo et al.,
2017). La expresion de PR2 depende de la presencia de AXR, un regulador positivo de la
muerte celular mediada por AS (Kaurilind y Brosché, 2017). En sintesis, los patrones de
expresion de PR2 y PR5 indican que ambos genes se inducen fuertemente en hojas senescentes
(Winter et al., 2007). Ambas proteinas (PR2 y PR5) fueron identificadas en la pared celular y
estuvieron asociadas al crecimiento tardio en Arabidopsis (Wei et al., 2015), sin embargo, hasta

el momento no habian sido vinculadas directamente con la senescencia foliar.

2.3.1.2. Otras proteinas de respuesta a estrés se acumulan en el FA de hojas S3

Entre otras de las proteinas previamente vinculadas con la respuesta a estrés cuyos niveles
aumentaron significativamente en el FA de hojas S3 se encuentran cinco peroxidasas
(At5g05340, At5g19880, At5g06720, At3g49120 y At5g06730), dos lectinas (At3gl6530 y
At3g15356), un inhibidor de proteasas serinicas (At2g43510), una proteina de transferencia de
lipidos (At5g59310), una serina/treonina quinasa (At1g51890), una nodulina (At5g53870), y
varias hidrolasas: tres quitinasas (At2g43580, At2g43570 y At3g54420), una glucanasa
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(At4g16260), dos ribonucleasas (At3g04720 y At2g02990), una proteasa (At1g24140), una
amilasa (At4g25000). Segtn la informacion sobre expresion génica obtenida de la plataforma
EFP browser (Winter et al., 2007), la mayoria de estos genes se induce fuertemente durante la
senescencia, Unicamente los niveles de expresion de At2g43580, At5g06720 y At3g16530 se

mantienen estables durante la ontogenia de la hoja.

Curiosamente, de todas estas proteinas sélo la ribonucleasa RNS1 (At2g02990) y la amilasa
AMY1 (At4g25000) habian sido vinculadas previamente a la senescencia. Sin embargo, en base
a sus funciones conocidas se infiere que otras proteinas de este grupo también podrian
participar de procesos asociados a la senescencia. A continuacién se describen algunos

ejemplos:

-RNS1 (At2g02990): la ribonucleasa RNS1 se localiza en el apoplasto y el gen que la codifica se
expresa fuertemente no sélo durante la senescencia sino también frente a un déficit de fostato
(Bariola et al., 1994; Bariola et al., 1999). Se ha sugerido que RNS1 (en combinacién con las
fosfatasas apoplasticas) podria intervenir en la removilizacion del fosfato en el espacio
extracelular, particularmente recuperando el P presente en el ARN cuando las células senescen

o cuando el fosfato se vuelve limitante (Bariola et al., 1994; Bariola et al., 1999).

-PR4 (At3g04720): la ribonucleasa PR4 (At3g04720) se ve fuertemente inducida por etileno,
acido salicilico y por infecciones con patégenos (Potter et al., 1993; Camargo-Ramirez et al.,
2018) y participa en la resistencia sistémica adquirida en Arabidopsis (Mishina y Zeier, 2007).
Adicionalmente, la expresion de PR4 reduce frente a estrés hidrico prolongado (Cho et al.,
2013). Aunque no existen trabajos previos que la vinculen a la senescencia, su expresion
aumenta en hojas senescentes y en el doble mutante de Arabidopsis knock-out para los factores
de transcripcion WRKY54 y WRKY70 (Winter et al., 2007; Li et al., 2017). Estos dos factores
de transcripcion regulan negativamente la senescencia foliar y la sintesis de AS (Besseau et al.,
2012), lo que sugiere que PR4 podria participar en la regulaciéon de la senescencia mediada por
AS, siendo regulada negativamente por los factores de transcripcion WRKY70 y WRKY54.

La expresion de PR4 también es reprimida por la fosfatasa SSPP. La expresion de SSPP se
reduce notoriamente durante la senescencia foliar, y su sobreexpresion retrasa
significativamente la senescencia natural e inducida por oscuridad, suprime la biosintesis de
etileno y reduce las respuestas al etileno en Arabidopsis (Xiao et al., 2015). Esto sugiere que
durante la senescencia, la disminucién de los niveles de SSPP mediada por etileno podria

inducir la expresion y la acumulaciéon de PR4.
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-Peroxidasas: el aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs) es un factor
comun entre las diferentes respuestas de estrés y la senescencia (Barth et al., 2004; Conklin y
Barth, 2004; Bechtold et al., 2005; Zimmermann y Zentgraf, 2005). Uno de los primeros
eventos en la respuesta de defensa de la planta contra el ataque de patégenos es la produccion
de EROs, especialmente peroxido de hidréogeno (H,O,) y superdxido (O,”) (Bolwell y
Wojtaszek, 1997; Lamb y Dixon, 1997; Wojtaszek, 1997). Aunque las peroxidasas cumplen un
rol clave en la reduccién del H,O,, paradégicamente se ha propuesto que algunas peroxidasas
apoplasticas dependientes del pH podrian participar en la producciéon de EROs a pH fisiolégico
(Kawano, 2003; Almagro et al., 2009; O’Brien et al., 2012a). Se ha reportado que las
peroxidasas apoplasticas juegan un papel significativo durante la respuesta de defensa de
Arabidopsis y confieren resistencia a una amplia gama de patégenos (Bolwell et al., 1998;
Bolwell et al., 2002; Bindschedler et al., 2006; O’Brien et al., 2012b). Se ha sugerido que la
acumulacion rapida de EROs durante las primeras fases de la senescencia de las hojas (Smart,
1994; Zimmermann y Zentgraf, 2005; Juvany et al., 2013; Buchanan et al., 2015; Munoz y
Munné-Bosch, 2018) conduciria, en algunos casos, a la oxidacién de pigmentos, proteinas y
lipidos; y podria ser necesario para la removilizacion de nutrientes (Hortensteiner y Feller,

2002).

Se observé una acumulacién de 5 peroxidasas en el FA de hojas S3: PRX34 (At3g49120),
PRX53 (At5g06720), PRX58 (At5g19880), PRX54 (At5g06730) y PRX52 (At5g05340). La
expresion de los genes que codifican estas proteinas se induce en respuesta a estrés y todas
presentan péptido senal de direccionamiento a la via secretoria clasica. Mientras que los niveles
de expresion de PRX58, PRX52, PRX54 y PRX53 aumentan levemente en hojas senescentes, la

expresion de PRX34 se induce de manera pronunciada (Winter et al., 2007).

Plantas doble knock-down para PRX34 y su homologo PRX33 (prx34/prx33) son mas
susceptibles al ataque de diversos patégenos (O’Brien et al., 2012b; Mammarella et al., 2015), y
segiin comentan Daudi et al. (2012) presentarian retraso en la senescencia. Adicionalmente, la
linea simple knock-down prx34 produce niveles minimos de H,O, apoplastico en respuesta a
MAMPs (Microbe-associated molecular patterns) en comparacion con el genotipo salvaje
(Daudi et al., 2012) y, al igual que el doble knock-down, presentaria retraso en la senescencia
foliar (Daudi et al., 2012). La ausencia de PRX34 conduce a un aumento en la expansién
celular, lo cual refleja el rol de las peroxidasas en promover rigidez a las paredes celulares
(Bradley et al., 1992; Passardi et al., 2006; Jin et al., 2011; Daudi et al., 2012; O’Brien et al.,
2012b).
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2.3.2. Proteinas relacionadas con la fotosintesis y el metabolismo de carbohidratos que se

acumulan en el FA de S3

De las 24 proteinas que se acumulan en el FA de S3, solo las $-1,3-glucanasas PR2 y Q8VZ]2
(At4g16260) y la amilasa AMY1 (At4g25000) participarian en el metabolismo de hidratos de

carbono.

AMY1 es la Gnica de las tres a-amilasas de Arabidopsis que contiene péptido senal, y ademas se
demostro su localizacién en el apoplasto de Arabidopsis (Doyle et al., 2007). Tanto la expresion
de AMYI como los niveles estables de AMY1 aumentan fuertemente con la edad y durante la
senescencia en Arabidopsis, sugiriendo un papel en la degradacién del almidén asociada a la
senescencia (Doyle et al., 2007). Se ha propuesto que AMY1 podria actuar sobre algunos
carbohidratos desconocidos que normalmente se encuentran en las paredes celulares o que son
generados por microorganismos (Doyle et al., 2007). Adicionalmente, la expresion de AMYI se
induce por ABA, por calor y por patégenos (Doyle et al., 2007). El mutante knock-out de
Arabidopsis amyl presenta floracion temprana en comparacién con el genotipo salvaje (Jie et

al., 2009).

2.3.3. Proteasas que se acumulan en el FA S3

Las principales funciones de la actividad proteolitica asociada a la senescencia son la
degradacion de proteinas, y consecuente liberacion de aminoacidos, y la regulacién de vias de

senalizacion a través del procesamiento de moléculas (i.e., propéptidos) (Beers et al., 2000).

Dos proteasas extracelulares se acumularon marcadamente en el FA de hojas senescentes: la
metaloproteasa 3-MMP (At1g24140) y la proteasa cisteinica Q9SG15 (At3g49340). Ambas
presentan péptido senal, y sus transcriptos aumentan marcadamente durante la senescencia

(Winter et al., 2007).

En un estudio reciente, se sugiri6 que At3-MMP cumpliria funciones redundantes con At2-
MMP y At5-MMP en la defensa frente a hongos patégenos (Zhao et al., 2017). Se ha reportado
que las metaloproteasas de tomate SI2-MMP y SI3-MMP, homélogas a At3-MMP, cumplirian
funciones redundantes en el control negativo de la muerte celular (Zimmermann et al., 2016).
Adicionalmente, se reporté que SI2-MMP y SI3-MMP actian aguas arriba de la subtilasa
extracelular P69B en una cascada proteolitica extracelular que regula la muerte celular
(Zimmermann et al., 2016). La falta de la metaloproteasa At2-MMP, quien presenta un 71% de

similitud de secuencia con At3-MMP, causa aceleraciéon de la senescencia y retraso en la
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floracién (Golldack et al., 2002) Esta informacién sugiere que la acumulacion de At3-MMP en

el apoplasto de hojas senescentes podria participar en la represién de la muerte celular.

La funcién especifica de Q9SG15 (At3g49340) se desconoce, pero por similitud de secuencia
ha sido asignada a familia de las proteasas cisteinicas (Ashburner et al., 2000; Consortium,
2016). Las proteasas cisteinicas de tipo vacuolares cumplen funciones importantes en el
control de la senescencia y la muerte celular (Coupe et al., 2003). Adicionalmente, varias
proteasas cisteinicas extracelulares estan involucradas en la induccién de la muerte celular
programada durante la infeccién con patégenos (Gilroy et al., 2007; Bozkurt et al., 2011; van
der Linde et al., 2012; Ziemann et al., 2018). Por ejemplo, las proteasas cisteinicas tipo
papainas extracelulares, CP1 y CP2, de maiz intervienen en las respuestas de defensa frente a
patégenos mediadas por AS, mediante el procesamiento y liberacién del péptido de senalizacion

apoplastico ZIP1 (Ziemann et al., 2018).

2.3.4. Proteinas apoplasticas cuyos niveles estables disminuyen en S3

2.3.4.1. Proteinas de respuesta a estrés que disminuyen en el FA de S3

Del total de proteinas que muestran una disminucién en el FA de hojas senescentes, al menos
58 intervienen en la respuesta a distintos tipos de estrés (Tabla 6.2). Adicionalmente, la gran
mayoria de estos genes se regula negativamente durante la senescencia foliar. Dentro de este
grupo, sblo la expresiéon de los genes que codifican la aldolasa FBA6 (At2g36460) y la
peroxidasa PRX51 (At4g37530) se regula positivamente durante la senescencia de la hoja, es
decir que los niveles de proteina disminuyen en el FA a pesar de que su expresion aumenta
(Winter et al., 2007). Si bien la mayoria de estas proteinas no ha sido asociada directamente a
la senescencia, a continuacién se describen algunos ejemplos que sugieren que muchas de

estas proteinas podrian regular negativamente la senescencia en el apoplasto de la hoja.

-CPN-60 B1 (At1g55490): se ha demostrado que la falta de la chaperona CPN-60 B1 causa
reduccién del crecimiento y muerte celular en Arabidopsis (Ishikawa et al., 2003). Plantas de
tabaco con el gen que codifica CPN-60 8 silenciado presentan retraso en el crecimiento y
senescencia temprana (Zabaleta et al., 1994). Si bien no presenta péptido senal, ha sido

identificada en el apoplasto de plantas de Arabidopsis (Bindschedler et al., 2008).

-AED3 (At1g09750): la proteasa aspartica extracelular AED3 participaria en la regulacién de la

muerte celular programada (Ashburner et al., 2000; Consortium, 2016) y su expresién se
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reprime en mutantes de autofagia, donde la senescencia se encuentra acelerada (Havé et al.,

2018).

-RCA (At2g39730): la enzima Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, RCA
(At2g39730) se localiza principalmente en los cloroplastos, sin embargo también ha sido
identificada en el apoplasto y en vesiculas extracelulares (EV) de Arabidopsis (Bindschedler et
al., 2008; Rutter y Innes, 2017). RCA utiliza la energia de la hidrélisis del ATP para eliminar los
inhibidores unidos a Rubisco, desempenando asi un papel clave en la regulacién de la
fotosintesis en las plantas (Zhang y Portis, 1999). Ademas participa en la respuesta a distintos
tipos de estrés (Goulas et al., 2006; Jones et al., 2006). Mediante analisis genéticos y fisiol6gicos
se demostr6 que la pérdida de RCA conduce a caracteristicas tipicas asociadas a la senescencia,
como pérdida de clorofila y aumento en la expresion de genes asociados a la senescencia

(SAGs), en una ruta mediada por 4cido jasménico (Shan et al., 2011).

-AnnAtl (At1g35720): otra proteina de respuesta a estrés detectada en el FA cuyos niveles
estables disminuyen durante la senescencia es la anexina AnnAt1 (At1g35720). La expresion de
At1g35720 disminuye marcadamente en hojas senescentes (Winter et al., 2007). Si bien no
presenta péptido senal, se ha demostrado que se secreta de las células (Clark et al., 2005;
Bindschedler et al., 2008; Ge et al., 2011). Plantulas mutantes knock-out de Arabidopsis para el
gen At1g35720 muestran senescencia temprana e hipersensibilidad al ABA y al estrés osmético
(Lee et al., 2004). La expresion ectépica de AnnBjl, que codifica para un homologo de AnnAtl
proveniente de Brassica juncea (Jami et al., 2009), disminuye la acumulacién de H,O, y retrasa
la senescencia en plantas de tabaco y algodén sometidas a distintos tipos de estrés (Jami et al.,
2008; Divya et al., 2010). Estos datos, junto con la disminucién en los niveles de AnnAt1 en el
FA a medida que avanza la senescencia permiten suponer que AnnAtl podria regular

negativamente la senescencia, al promover una baja sensibilidad al ABA.

2.3.4.2. Enzimas implicadas en el metabolismo de EROs cuyos niveles disminuyen en el FA S3

Durante la senescencia, las plantas deben controlar la produccion de EROs tanto en el espacio
como en el tiempo para impedir que la muerte celular proceda antes de que ocurra la
removilizaciéon de nutrientes (Munné-Bosch et al., 2001; Zimmermann y Zentgraf, 2005;

Juvany et al., 2013).

-Enzimas que intervienen en el catabolismo de EROs: algunas de las enzimas implicadas en el

catabolismo de EROs cuyos niveles disminuyeron en el FA de S3 son la per6xidasa PRX51, las
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superoxido dismutasas CSD1 (At1g08830) y CSD2 (At2g28190) y la fosfatasa acida AtPAP26
(At5g34850).

La expresion de los genes que codifican las enzimas superéxido dismutasas CSD1 y CSD2
disminuye marcadamente durante al senescencia foliar (Winter et al., 2007). Ambas proteinas
se localizan principalmente en los cloroplastos, sin embargo también han sido identificadas en
el apoplasto (Bindschedler et al., 2008). CSD1 y CSD2 catalizan la conversiéon de O, a H,0,
que puede ser removido por enzimas antioxidantes como la Catalasa o la ascorbato peroxidasa,
0 por compuestos antioxidantes como el glutation o el ascorbato (Ahmad et al., 2008). Se ha
demostrado que la senescencia se correlaciona con la disminucién en la actividad superéxido
dismutasa, ascorbato peroxidasa y catalasa, entre otras enzimas y compuestos antioxidantes
(Dhindsa et al., 1981; Casano et al.,, 1994; Prochazkova et al., 2001; Prochazkova vy
Wilhelmova, 2007; Zhang et al., 2016). Ademas, dado que el O, es sustrato en la generacién de
radicales libres, la mayor captaciéon de O, durante la senescencia (Tetley y Thimann, 1974)
sumado a la disminucién de las actividades CSD1, CSD2, ascorbato peroxidasa y catalasa

favorecerian la acumulacion de EROs.

La expresion del gen que codifica para la fosfatasa acida AtPAP 26 (At5g34850) aumenta
levemente durante la senescencia (Winter et al., 2007), sin embargo sus niveles estables
disminuyen en el FA S3 (Tabla 6.2). AtPAP26 se localiza tanto en la vacuola como en el
apoplasto (Carter et al., 2004; Shimaoka et al., 2004; Minic et al., 2007; Hurley et al., 2010).
AtPAP26 es la isoenzima PAP predominante y funciona tanto en el reciclaje de Pi vacuolar
como en la captacién de Pi extracelular de fuentes organicas de P durante el déficit de Pi
(Hurley et al., 2010; Tran et al., 2010). En los mutantes knock-out atpap26 se interrumpe la
removilizacion de P de las hojas senescentes, disminuye el P total acumulado por las semillas y
se retrasa la senescencia de las hojas (Robinson et al., 2012a). La induccién de la actividad
AtPAP26 y RNasa observada en preparados de pared celular durante la senescencia de Hakea
prostrata y Arabidopsis sugiere que esta hidrolasa funciona en la removilizacion del P
extracelular producto de fugas citosdlicas (Robinson et al., 2012b; Shane et al., 2014). Se ha
demostrado que AtPAP26 presenta actividad peroxidasa a pH alcalino (Veljanovski et al., 2006).
La acumulacién de PAP26 en residuos insolubles de pared celular de hojas senescentes y su
disminucién en el FA de hojas senescentes sugieren que PAP26 disminuye su solubilidad en el

FA durante la senescencia.

-Enzimas que intervienen en la biosintesis de EROs: por otro lado, las glicolato oxidasas GOX1

(At3g14420) vy GOX2 (At3gl4415) implicadas en la biosintesis de EROs disminuyeron en
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abundancia en el FA de S3: (Tabla 6.2). La expresion de GOX1 y GOX2 disminuye en hojas
senescentes (Winter et al., 2007). Si bien no tienen péptido senal, GOX1 se identificé en el FA
de plantas de Arabidopsis sometidas a estrés oxidativo (Bindschedler et al., 2008). Se ha
demostrado que la disminucién en la actividad de GOX1 y GOX2 interviene en la regulacién de
la senescencia foliar en Arabidopsis, ya que el doble knock-down para estos genes, amiRgox1/2,

presento aceleracion de la senescencia respecto al genotipo salvaje (Dellero et al., 2016).

2.3.4.3. Proteinas relacionadas al metabolismo de carbohidratos cuyos niveles disminuyen en
el FA S3

La senescencia de las hojas va acompanada de una disminucién de la expresién de genes
relacionados con la fotosintesis (Nam, 1997). De las 159 proteinas que disminuyen en S3, 55
intervienen en el metabolismo de hidratos de carbono. Adicionalmente, los genes de 48 de estas
55 proteinas también se regulan negativamente durante la senescencia foliar (Tabla 6.2) y
varias participan en la fotosintesis. Se ha observado que plantas mutantes para varios de estos
genes muestran fenotipos caracteristicos de la senescencia, como clorosis y disminucién del
rendimiento cuantico maximo del fotosistema II (Fv/Fm) (Yi et al., 2005; Timm et al., 2008;
Jamai et al., 2009; Kissen et al., 2010; Zhou et al., 2013). Sin embargo, se desconoce si

cumplen alguna funcién en la regulacién extracelular de la senescencia.

2.3.4.4. Proteinas relacionadas al metabolismo de aminoacidos cuyos niveles disminuyen en
el FA S3

Curiosamente, todas las proteinas identificadas en este estudio cuya funcién se relaciona con
metabolismo de aminoicidos muestran una disminucién de sus niveles en FA S3 (Tabla 6.2).
Adicionalmente, segtin el andlisis de expresion, los genes de todas estas proteinas se regulan
negativamente durante la senescencia foliar (Winter et al., 2007). Entre estas proteinas se

identificaron:

-OASA1 (At4g14880): la cisteina sintasa OASA1 (At4g14880) no presenta péptido senal, pero
ha sido identificada en el apoplasto de plantas de Arabidopsis expuestas a estrés oxidativo y en
vesiculas extracelulares (EV) (Bindschedler et al., 2008; Rutter y Innes, 2017). Plantas de
Arabidopsis old3, mutantes para el gen At4gl4880, presentaron aceleracién marcada de la
senescencia en comparacion con el WT (Jing et al., 2002). Se propuso un modelo en el que la
enzima cisteina sintasa OASA1 (OLD3) actta aguas abajo de OLD1 y OLD2 reprimiendo una

cascada de sefnalizaciéon inductora de la senescencia mediada por etileno (Jing et al., 2002).
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-GS2 (At5g35630): la glutamina sintasa GS2 (At5g35630) se localiza principalmente en los
cloroplastos y mitocondrias, sin embargo también ha sido identificada en el apoplasto en
plantas de Arabidopsis (Taira et al., 2004; Bindschedler et al., 2008). GS2 se encarga de la
reasimilacion del amonio generado durante la fotorrespiracion (Masclaux et al., 2000; Taira et
al., 2004). La expresion de At5g35630 y la actividad de GS2 disminuyen notoriamente durante
la senescencia foliar (Masclaux et al., 2000). Se propuso que a medida que las hojas senescen y
los cloroplastos se degradan, la actividad glutamina sintasa se mantiene gracias a la sintesis de
nuevas isoformas citosélicas GS1 (Masclaux et al., 2000; Cabello et al., 2006; Martin et al.,
2006). Sin embargo, hasta el momento no hay ninguna prueba directa que involucre a GS2 con

la regulacién de la senescencia.

-CYP20-3 (At3g62030): la ciclofilina CYP20-3 (At3g62030) interviene en el plegamiento de
proteinas y en la sintesis de cisteina en respuesta a estrés (Lippuner et al., 1994; Dominguez-
Solis et al., 2008; Park et al., 2013). Plantas mutantes carentes de CYP-20 son hipersensibles al
estrés oxidativo y muestran fenotipos asociados a la senescencia mas marcados que las plantas
WT bajo situaciones de estrés (Dominguez-Solis et al., 2008). CYP20-3 es principalmente
cloroplastica (Lippuner et al., 1994; Hooper et al., 2016), y segin el software Plant-mPLoc
(Chou y Shen, 2010) puede ser secretada, pero no habia sido identificada en FA.

-GDCH (At2g35370): la deficiencia de la glicina descarboxilasa GDCH (GDH1) causa
senescencia prematura en las plantas de arroz (Zhou et al., 2013). GDCH se localiza en las
mitocondrias y cloroplastos y no ha sido identificada previamente en el espacio extracelular

(Kleffmann et al., 2004; Huang et al., 2015).

-AGD2 (At4g33680): la aminotransferasa AGD2 (DAP) se localiza en los cloroplastos, y si bien
no presenta péptido sefnal, ha sido identificada en la pared celular de raices (Song et al., 2004;
Nguyen-Kim et al., 2016). La falta de AGD2 en plantas de Arabidopsis mutantes agd2 da lugar a
un fenotipo asociado a respuestas de defensa constitutivas, que incluye niveles elevados de AS 'y
de transcriptos de genes relacionados con la defensa, deposicién de calosa y muerte celular,
sugiriendo que AGD2 promueve el desarrollo y suprime las respuestas de defensa y la muerte

celular (Rate y Greenberg, 2001; Song et al., 2004).

-Fd-GOGAT 1 (At5g04140): la enzima glutamato sintasa Fd-GOGAT 1 (GLU1) se localiza
principalmente en cloroplastos y mitocondrias, sin embargo también ha sido identificada en el
apoplasto de Arabidopsis (Bindschedler et al., 2006; Jamai et al., 2009). La expresion de

At5g04140 se regula negativamente durante la senescencia foliar (Winter et al., 2007). La falta
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de Fd-GOGAT 1 en la linea de Arabidopsis mutante glul-2 regul6 negativamente la fotosintesis,

la fotorrespiracion y la biosintesis de clorofila (Jamai et al., 2009).
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CONCLUSIONES

- En este capitulo se demostré que la composicién del FA se modifica durante la senescencia
foliar al determinar, mediante perfiles de proteinas en geles SDS PAGE y proteémica, la
reduccion de los niveles relativos de muchas proteinas y la acumulaciéon de otras cuando se

comparan los FA de hojas S2 y S3.

- Las proteinas identificadas en el fluido apoplastico de las hojas de Arabidopsis estan
implicadas en diversos procesos fisiol6gicos, principalmente en la respuesta frente a distintos

tipos de estrés y en el metabolismo de hidratos de carbono.

- Una gran proporciéon de las proteinas acumuladas en el FA de hojas senescentes
corresponde a proteinas de respuesta a estrés. Este resultado refleja la existencia de cierta
superposicion entre los programas extracelulares de defensa y de senescencia natural. De
hecho, muchos mutantes afectados en proteinas apoplasticas de respuesta a estrés también
se ven afectados en la senescencia foliar. Aunque las finalidades de la senescencia natural y
la respuesta de defensa son muy distintas, no resulta extrano que dos procesos que

conducen al mismo desenlace, la muerte celular, compartan ciertos elementos regulatorios.

- Mas del 50% de las proteinas acumuladas diferencialmente en el apoplasto de las hojas no
senescentes corresponderia a LSPs (leaderless secretory proteins) exportadas por rutas no
convencionales. Las funciones intracelulares de muchas de estas proteinas son conocidas, e
incluso varias de ellas intervienen en la regulacion de la senescencia y en el metabolismo de
aminoacidos, sin embargo se desconocen sus funciones en el espacio extracelular. A partir
de estos resultados serd importante determinar si estas LSPs ejercen alguna funcién
especifica en el espacio extracelular, o bien se relocalizan al FA como parte de una via

meramente catabdlica dado que el apoplasto de estas hojas contiene diversas proteasas.

- La totalidad de las proteinas acumuladas diferencialmente en el apoplasto de hojas
senescentes presentan péptido sefal, lo cual permite su exportacion inmediatamente luego
de traducirse. En cierta medida este resultado es esperable, ya que las células deben
asegurar de alguna forma la secrecion de aquellas proteinas destinadas a participar en la

ejecucion los procesos extracelulares asociados a la senescencia.

- Se ha sugerido que la presencia de glicosilaciones es un factor comtn entre las proteinas
que entran en la ruta convencional de secrecién proteica. Sin embargo, en este estudio sélo

el 45% de las proteinas que presentan péptido senal estarian glicosiladas.
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- Es posible que las glicosilaciones cumplan alguna funcién durante el desarrollo. Por lo tanto,
seria interesante poder identificar qué proporcién de las proteinas apoplasticas que
presentan potenciales sitios de glicosilacion se encuentran realmente glicosiladas en cada

uno de los estadios.

En conjunto, los resultados obtenidos aportan evidencia sobre el rol de las proteinas
apoplasticas en la regulacién y ejecucion de la senescencia foliar en Arabidopsis. Estudios
funcionales futuros permitirin ampliar nuestra comprension sobre el papel del apoplasto en la
regulacion de la senescencia natural y la removilizacién de nutrientes. La articulacion de los
eventos extracelulares e intracelulares es fundamental para profundizar el conocimiento sobre

los eventos celulares y moleculares en las etapas finales del desarrollo de la planta.
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TABLA 6.2. Proteinas identificadas

Proteina

Proteina
ID

Gen ID

Proceso biolégico

Niveles de
proteina
durante la

senescencia

expresion
durante la
senescenc

Probable LRR receptor-fike COLGGE | Atlgs1890 | 985 | AP M MR, - forilacion de proteinas, defensa frente a bacterias ' 1 sl s |
protein kinase N, RE, G
PLC-llke phosphodiesterases FaJQ)7 | Atdgaeoas | 443 | AP MPRE |y tabolismo de lipidos ' nohay g g | e
superfamily protein. N, G,V informacion
Endochitinase At2g43580 024598 ALg43580 | 288 Ap, RE, G, catabolismo de macromoléculas de la pared celular, T _ S| S| -t
v defensa frente a hongos
Ap, Mit, MP catabolismo de macromoléculas de la pared celular,
Endochitinase (CHI, LSC222) 024603 | At2g43570 | 29,8 RE, G {/ " | senescencia foliar, respuesta a virus, resistencia 1 1 Sl | SI b
T sistémica adquirida
regulacion de la biosintesis de antocianinas, respuesta
Pathogenesis-related protein 5 Ap, V, Mit, a UV-B, respuesta a iones de cadmio, respuesta a o
(PR5) P28493 | A1g7S040 | 25,2 RE, G, Cit estimulos biéticos, respuesta a virus, resistencia f f S NO
sistémica adquirida
Glucan endo-1,3-beta- Ap, MP, RE, | metabolismo de carbohidratos, respuesta al frio,
glucosidase, acidic isoform (PR2, | P33157 At3g57260 | 37,3 V, G, Cit, resistencia sistémica adquirida, respuesta a estimulos 1 1 Sl NO | ****
BGL2) Chl biéticos
Ap, MP, RE envejecimiento, biosintesis de compuestos que
Ribonuclease 1 (RNS1) P42813 | At2g02990 | 25,4 v é " | contienen antocianina, respuesta celular a la 1 1 Sl NO | ***
' deficiencia de fosfato, respuesta a heridas
defensa frente a bacterias y hongos, destruccion de
o . células de otros organismos, respuesta a etileno,
E;\;(;m-llke preproprotein (HEL, P43082 | At3g04720 | 22,9 Cp(’::le’ G, respuesta a acido salicilico, respuesta a herbivoros, ) 1 SI | NO |**
’ respuesta a estrés salino, respuesta a virus,
resistencia sistémica adquirida
Peroxidase 58 (PRX58) P59120 | At5g19880 | 35,4 Ap, Cit, RE, | catabolismo de H20z, oxidacion-reduccion, respuesta 1 1 Sl | SI *
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G, MP, Chl a etileno, respuesta a estrés oxidativo, respuesta a
patégenos
_ , : Ap, Cit, RE,
Germin-like protein subfamiy 1| po)007 | At5g30100 | 244 | G, Mit,N, | desconocido 1 sl |st |+
member 13 (GLP6) Chi
Ap, G, Cit, catabolismo de H202, oxidacion-reduccion, defensa
Peroxidase 53 (PRX53) Q42578 | At5g06720 | 35,0 RE, N, Chl, | frente a nematodos, respuesta a estrés oxidativo, - Sl Sl b
v desarrollo floral
: Ap, MP, M,
Metalloendoproteinase SMMP | (ouerss | Agoatao | 430 | G RE,Mit, | Protediisis, respuesta a estrés 1 sl [s | =
(At3-MMP)
PX, Chl
Alpha-amylase 1 (AMY1) Q8VZ56 | Atdg25000 | 47.3 Ap, Cit, RE, | metabolismo <.1e carboh|dratos, respuesta'a ABA, ) S| NO |
G, Chl respuesta a giberelinas, respuesta a estrés
metabolismo de carbohidratos, defensa frente a
Probat?le glucan endo-1,3-beta- Q8VZJ2 | Atdg16260 | 37,7 Ap, T, P, hongos, defensa frente a nematodos, respuesta a 1 SI | NO | **
glucosidase RE, G, Chl .
estrés salino
Ap, T, V. catabolismo de H202, oxidacién-reduccion, respuesta
Peroxidase 54 (PRX54) Q9FG34 | At5g06730 | 37,3 RE, Cit, G, bttt o) 1 Sl Sl b
a estrés oxidativo
N, MP, Chl
Ap.Cit. G catabolismo de H202, biosintesis de lignina, oxidacion-
Peroxidase 52 (PRX52) QOFLCO | At5g05340 | 34,2 RE’ N ' reduccion, respuesta a estrés oxidativo, desarrollo del 1 Sl | SI *
T xilema
Early nodulin-like protein 1 Ap, MP, M, | cadena de transporte de electrones, respuesta a »
(ENODLY) Q9FN39 | Atbg53870 | 38,4 RE.GN.V | estrés 1 Sl NO
Ap, Mit, MP, | respuesta a quitina, respuesta a etileno, respuesta a
Lectin-like protein LEC (LEC) QILJR2 | At3g15356 | 29,7 Chl, G, RE, | &cido jasménico, defensa frente a hongos, via de no hay info | SI Sl **
Cit,N sefializacion activada por etileno, respuesta a heridas
Lectin-like protein QILK72 | At3g16530 | 30,5 QE g,itM(:’ ’ | defensa frente a hongos, respuesta a quitina — Sl Sl b
Non-specific lipid-transfer protein Ap, M, RE, | transporte de lipidos, respuesta a ABA, respuesta a "
4 (LTP4) QOLLRG | At5g59310 | 114 G, Mit, Chl estrés salino, respuesta a la deficiencia de agua 1 Sl NO
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Cysteine protease-like protein Q9SG15 | At3g49340 | 37,7 gp’CF;F'VC”’ Protedlisis sl [NO |*
Ap, G, T,V defensa frente a bacterias, defensa frente a hongos,
Peroxidase 34 (PRX34) QUSMUS | At3ga9120 | 388 | RE, Mt N, | CAiabolismo de a0z oxidacion-reduccion, respuesta S| sl | e
MP. Chi a citoquininas, respuesta a estimulos de luz, respuesta
’ a estrés oxidativo, crecimiento celular unidimensional
Defensin-fike protein 195 (ATTI-1) | Q42328 | Aogassto | 9g | AP G Cit | respuesta de defensa, defensa frente a hongos, sl |NO |
V,RE muerte de células de otro organismo
catabolismo de macromoléculas de la pared celular,
Ap. G. Chi catabolismo de quitina, respuesta de defensa,
Endochitinase EP3 (EP3) QIM2U5 | At3g54420 | 29,4 VpI’?E, " | respuesta hipersensible, catabolismo de polisacaridos, Sl Sl **
’ defensa frente a bacterias, respuesta a heridas,
embriogénesis somatica
Ap, EV, Mit,
Carbonic anhydrase (CA2) A8BMQY4 | At5g14740 | 34,4 G, T,V, MP, | utilizacién de carbono, defensa frente a bacterias — — **
Chl, Cit, N
Aldolase-tvoe TIM barrel famil Ap, Mit, MP, | defensa frente a bacterias, biosintesis de H202,
i (G)C/)pX ; Y| ASMS37 | At3g14420 | 394 | Chl,PX,N, | oxidacin-reduccion, ruta oxidativa del carbono — = =
P M, Cit fotosintético, respuesta a citoquininas
Bifunctional inhibitor/lipid-transfer EV.N. MP
protein/seed storage 2S albumin | F41083 At1g55260 | 25,0 M ,Cit’ Mit, transporte de lipidos - | = **
superfamily protein (LTPG6) T
. _ Ap, Cit, Mit, | metabolismo de carbohidratos, catabolismo de
- , , MP, metilglioxal a D-lactato, oxidacion-reduccion, e
(Lgft)‘(’i’;g'“tath"’”e lyase GLX1 Sff:g: At1g11840 | 319 | PX, MP filglioxal a D-lactato, oxid d NO | NO
Chl, V,N respuesta a iones de cadmio
Ap, V, RE,
Beta-galactosidase 8 (BGALS) F411Q3 At2g28470 | 92,5 G, Mit, N, metabolismo de carbohidratos Sl Sl **
Chl,
: Ap, V, Cit, : : , i "
Sinapoylglucose 1 (SNG1) F4IKK4 At2g22990 | 36,7 RE G MP metabolismo de fenilpropanoides, proteolisis = ||=
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase | F41X28 At3g62030 | 28,1 Ap, Mit, MP, | plegamiento de proteinas, biosintesis de cisteina, e *
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(CYP20-3, ROC4) Cit, Chl, defensa frente a bacterias, isomerizacion peptidil-prolil
RE,N de proteinas , respuesta a ABA, respuesta a
citoquininas, respuesta a la intensidad de la luz,
respuesta a manitol, respuesta a estrés oxidativo,
respuesta a estrés salino, transduccion de sefiales
Probable glucan endo-1,3-beta- AP, MP, V, respuesta frente a bacterias, metabolismo de
glucosidase BG3 (BG3) F4J210 At3g57240 | 376 EEI G, Mit carbohidratos ! ! St sl
Ap, EV, T, : ' .
Transketolase (TKL1) FAJBY2 | ABGOTS0 | 798 | G, Mit, Mp, | Metabolismo, cicloreductivo de fas pentosas-fosfato, l ! — = =
. respuesta al ion cadmio, respuesta a estrés salino
Chl, v, Cit
: : MP, M, Ap,
Receptor SerinefThreonine F4JQT1 | At4g18250 | 952 | Cit,RE, G, | fosforilacion de proteinas ! 1 — = |
kinase-like protein
N, Chl
Early nodulin-like protein 19 Ap, G, MP, _ _ »
(ENODLA9) FAJRHO | At4g12880 | 12,0 Mit, Chl, RE cadena de transporte de electrones l )

Ap, EV, G, — — .,
Ribulose bisphosohate Mit N. MP fijacion de carbono, oxidacion-reduccion,
R . 003042 | AtCg00490 | 52,9 ' - | fotorrespiracion, ciclo de las pentosas-fosfato, ! ! NO | NO | ™
carboxylase large chain (RBCL) M, Chl, T, . .
Cit respuesta a ABA, respuesta al ion cadmio
Ap, G, Mit rotedlisis, resistencia sistémica adquirida, regulacion
Aspartyl protease AED3 (AED3) | 004496 | At1g09750 | 47,6 | T,MP,Chl, | ’ quirida, reg ! ! S| Sl |
NV RE de la muerte celular programada
Calvin cycle protein CP12-1 Chl, Ap, RE, | regulacion negativa del ciclo de las pentosas-fosfato, "
(CP12-1) 022914 | At2g47400 | 135 Cit, G, Mit, respuesta a la sacarosa ! ! NO | NO
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N
e Ap, Cit, G, metabolismo de L-serina, ritmo circadiano,
023254 | At4g13930 | 51,7 Mit, MP, M, | metabolismo de glicina, respuesta a iones de cadmio, i} NO [ NO | *
4 (SHM4) . ., .
Chl, N interconversion de tetrahidrofolato
homeostasis redox celular, respuesta a estrés
oxidativo, metabolismo de éter de glicerol, regulacion
Thioredoxin M1 (THM1) 048737 | At1g03680 | 19,7 Ap, Mit, Chl | de la actividad catalitica, oxidacion-reduccion, i} NO [ NO | **
regulacion del metabolismo de hidratos de carbono,
respuesta al frio
Plant invertase/pectin Ap, RE, G,
methylesterase inhibitor 049297 | At1g23205 | 22,7 N, MP, Chl, | regulacion negativa de la actividad catalitica ! Sl NO | *
superfamily protein v
plegamiento de proteinas, regulacién negativa de la
via de sefializacién activada por ABA, regulacion
. Ap, G, Mit, | positiva de la actividad superéxido dismutasa, -
20 kDa chaperonin (CPN20) 065282 | Atog20720 | 26,8 PX, Chl, Cit | heterotetramerizacion de proteinas, respuesta al ion ! NO | NO
cadmio, respuesta al frio, respuesta a proteinas
desplegadas
Subtilisin-like protease SBT1.7 Ap.G, T, proteolisis, metabolismo del mucilago involucrado en
065351 At5g67360 | 79,4 RE, Mit, MP, ’ . . = Sl Sl b
(SBT1.7) ChL. Vv el desarrollo de la cubierta de las semillas
Putative cysteine-rich receptor- Ap, MP, G, | muerte celular programada, respuesta a &cido . "
e ateion s RRINEE T Rl K N R e R ol 2 e n e A M e it nohayinfo | Sl Sl
respuesta a UV-B, respuesta a la intensidad de luz,
respuesta a estrés oxidativo, respuesta al ozono,
Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2 .| respuesta a estrés salino, respuesta a sacarosa, -t
(CSD2) 078310 | A2g28190 | 22,2 Ap, Chi, Mit silenciamiento génico por miRNA, oxidacion- ! NO | NO
reduccién, eliminacion de radicales superoxido,
respuesta a iones cobre, respuesta a iones hierro
' Ap, MP, RE, o
Pectin acetylesterase 3 (PAE3) 080731 At2g46930 | 45,9 G, Mit, N, V organizacion de la pared celular i} Sl Sl **
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NAD(P)-binding Rossmann-fold

: . 080934 | At2g37660 | 34,9 Ap, Mit, Chl | defensa frente a bacterias i} NO [ NO | *
superfamily protein
Pectin lyase-like superfamil Ap, Mit, Ch,
Tty y P y 081746 | At4g23500 | 54,7 G, RE, MP, | metabolismo de carbohidratos no hay info | SI NO | *
Cit
Phosphoglycolate phosphatase Cit, Chl, Mit, , L — "
1A (PGLP1A) PODKC3 | At5g36700 | 39,7 N, MP. V metabolismo, fotorrespiracion, desfosforilacion i} NO | NO
fijacion de carbono, biogénesis del complejo
Ribulose bisphosphate Ap, EV, G, i%?i?:rtof!?;';za i?gzisc'afst(;oizgr?tx;lsa;:a,ci?:)l(czdf?: Ilc;r:
carboxylase small chain 1A P10795 At1g67090 | 20,2 Mit, N, PX, : P ’ ’ ) NO [ NO | ™
pentosas-fosfato, respuesta a la luz azul, respuesta al
(RBCS-1A) MP, Chl , o
frio, respuesta a la luz roja lejana, respuesta a la luz
roja
TR o
carboxylase small chain 1B P10796 At5g38430 | 20,3 Chl, RE, G, P ' P o ) NO [ NO | ™
. respuesta a la luz azul, respuesta a la luz roja lejana,
(RBCS-1B) Mit, N, .
respuesta a la luz roja
TR o
carboxylase small chain 2B P10797 | At5g38420 | 20,3 | Chi, G, Mit piracion, P o ! NO | NO | *
respuesta a la luz azul, respuesta a la luz roja lejana,
(RBCS-2B) N .
respuesta a la luz roja
Ribulose bisphosphate Ap, G, Chl, | defensa frente a bacterias, senescencia de las hojas,
carboxylase/oxygenase activase P10896 At2g39730 | 51,9 Mit, T, N, respuesta al frio, respuesta al &cido jasménico, i} NO [ NO | ™
(RCA) MP, M, Cit respuesta a la luz
. plegamiento de proteinas "de novo", plegamiento de
Chaperonin 60 subunit alpha 1 AT roteinas mediado por chaperonas, organizacion de
P P P21238 | At2g28000 | 620 | T,N,MP,M, | P por chaperonas, organizacion | ! NO | NO | *
(CPNGOA1) . cloroplastos, desarrollo de embriones, organizacién de
Chl, V, Cit . . . .
mitocondrias, replegamiento de proteinas
. , Ap, T, G, M, | muerte celular, plegamiento de proteinas mediado por
Chaperonin 60 subunit beta 1 P21240 | At1g55490 | 638 | N, MP,Chl, | chaperonas, organizacion de mitocondrias, ! NO | NO | *
(CPN-60 31) . . . .
Mit replegamiento de proteinas, respuesta al frio,
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resistencia sistémica adquirida

Oxvaen-evolving enhancer protein Ap, Mit, G, | defensa frente a bacterias, fotoinhibicién, fotosintesis,
y9 g P P23321 | At5g66570 | 351 | T,MP,M, | reaccionalaluz, ensamblaje del fotosistema I, NO | NO | *
1-1 (OEE1) ., . .
Chl regulacion de la defosforilacion de proteinas
o metabolismo de carbohidratos, defensa frente a
Ap, Mit, Cit, bacterias, fosforilacion, metabolismo de bases
Phosphoribulokinase (PRK) P25697 At1g32060 | 44,4 N, MP, M, ) ’ o NO | NO | *
Chi nitrogenadas pirimidinas, ciclo de las pentosas-fosfato,
respuesta al frio, respuesta a citoquininas
metabolismo de la fructosa, gluconeogénesis,
. \ fotosintesis, transporte fotosintético de electrones en
Fructose-1,6-bisphosphatase 1 P25851 At3g54050 | 45,1 Ap, Ml.t , MP, el fotosistema |, ciclo reductor de las pentosas-fosfato, NO | NO | ***
(FBPase1) Chl, Cit, N , o
respuesta al frio, respuesta a las citoquininas,
biosintesis de sacarosa
Glycine cleavage system H . . - L o
orotein 1 (GDH1, GDCH) P25855 | At2g35370 | 17,9 Mit, N, Chl | descarboxilacién de la glicina, fotorrespiracion NO | NO
. metabolismo de la glucosa, glucdlisis, oxidacion-
Glyceraldehyde-3-phosphate A EpLu T reduccion, ciclo de las pentosas-fosfato, respuesta al
y yde-o-phosp P25857 | At1ga2070 | 47,6 | T,N,MP,M, | g pen . NO | NO | *
dehydrogenase (GAPB) Chl. Cit ion cadmio, respuesta al frio, respuesta la luz,
’ respuesta a la sacarosa
utilizacién de carbono, defensa frente a bacterias,
Beta carbonic anhvdrase 1 G, Mit, N, defensa frente a hongos, regulacién negativa del
y P27140 At3g01500 | 37,4 MP, M, Chl, | desarrollo de complejos estomaticos, fotosintesis, NO | NO | ***
(BCA1) . o . fh
Ap, Cit, RE | regulacion del movimiento estomatico, respuesta al
diéxido de carbono, respuesta al frio
PX, MP, respuesta a ABA, respuesta al frio, respuesta a estrés
Stress-induced protein KIN2 P31169 At5g15970 | 6,5 Chl, Cit, N, p' . » 165p e , 165p NO | NO | **
Mit, Ap osmético, respuesta al déficit de agua
Ap, Cit, Mit, | via de sefializacién de luz azul, via de sefializacién
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase PX, MP, mediada por brasinoesteroides, des-etiolacion, o
(CYP18-3) P34790 Atg3s740 | 184 Chl, N, G, respuesta hipersensible, plegamiento de proteinas, NO | NO
RE isomerizacion de proteinas, regulacion de la
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fosforilacion de proteinas, respuesta al ion cadmio,
respuesta a citoquininas, respuesta a la luz,
transduccion de sefiales

Ap, RE, V, via de sefializacién activada por ABA, metabolismo de
T, PX, Chl, hidratos de carbono, defensa frente a insectos,

MP, N, Mit, | catabolismo de glucosinolato, regulacion del

Cit, G movimiento estomatico, respuesta a estrés salino

Myrosinase 1 (TGG1) P37702 | At5g26000 | 61,1 ! ! Sl | Sl b

e

Ap, EV, N,
Beta carbonic anhydrase 2 G, MP, Chl, I .
(BCA2) P42737 | At5g14740 | 36,6 T. Git, Mit, utilizacién de carbono, defensa frente a bacterias
RE

biosintesis de carbohidratos, defensa frente a
Sedoheptulose-1,7- Ap, G, N, bacterias, metabolismo de fructosa, gluconeogénesis, -t
bisphosphatase (SBPase) P46283 At3gos800 | 424 MP, Chl, Mit | ciclo de las pentosas-fosfato, biosintesis de almidon, l ! NO | NO
biosintesis de sacarosa
Ap, EV, G,
: Cit, Mit, N, | envejecimiento, biosintesis de cisteina, doble
Cysteine synthase 1 (OASAT, P47998 | At4g14880 | 33,8 PX, MP, M, | fecundacion, crecimiento del tubo polinico, respuesta a ! ! NO | NO | *
OLD3) . .
Chl, V, T, iones de cadmio
RE

Ap, EV, Cit, | metabolismo de carbohidratos, gluconeogénesis,
G, Mit, MP, | biosintesis de gliceraldehido-3-fosfato, catabolismo de

Triosephosphate isomerase (TIM) | P48491 At3g55440 | 27,2 ! i} NO [ NO | **
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Chl,V, T, glicerol, glucolisis, ruta de las péntosas fosfato,
PX,N respuesta al ion cadmio, respuesta a citoquininas,
respuesta a estrés salino, respuesta a iones zinc
Glucose-1-phosphate . Co , . o
adenylyltransferase small subunit | P55228 | Atsg48300 | 56,6 | AP @ Mit, | biosintesis de glucogeno, fotoperiodismo y floracion, NO [NO | *
Chl, Cit biosintesis de almidén
(ADG1)
biogénesis de la pared celular, organizacion de la
Xyloglucan Ap, G, Chl, | pared celular, respuesta a auxinas, respuesta a
endotransglucosylase/hydrolase Q38857 | At5g57560 | 32,1 Mit, Cit, RE, | brasinoesteroides, respuesta al frio, respuesta al calor, Sl Sl *
protein 22 (XTH-22) N respuesta a estimulos mecénicos, metabolismo de
xiloglucano, transduccion de sefiales
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 055 B Ui legamiento de proteinas, isomerizacion de proteinas
PRI Q38900 | A2g16600 | 185 | G, Mit, Mp, | Pcoarmero de proteinas, P ! NO | NO | *
(CYP19-1, ROC3) transduccion de sefiales
Chl, PX, N
. biogénesis de la pared celular, organizacion de la
Ap, Cit, G, \
Xyloglucan Mit. MP. M pared celular, respuesta a auxinas, respuesta al
endotransglucosylase/hydrolase Q39099 | At2g06850 | 34,3 Ch; T \'/ * | estimulo de baja intensidad de la luz, respuesta a Sl | Sl =
protein 4 (XTH-4) RE U estimulos mecanicos, crecimiento celular
unidimensional, metabolismo de xiloglucano
N Ap, G, Mit, o . o .
Ferredoxin--nitrite reductase Q39161 ARg15620 | 655 MP, M. Chl, asmlamon de nitrato, oxidacion-reduccion, respuesta NO | NO |+
(NIR1) Ci al nitrato
Oxygen-evolving enhancer protein Ap, G, Mit, defensa frente a bacterias, fotosintesis (reaccion
- . g Q42020 | At1g06680 | 28,1 | Chi, M, Cit o ! NO | NO | *
2-1 (OEE2) N luminica)
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 5% Bl legamiento de proteinas, isomerizacion de proteinas
LGl P Q42406 | Atdg34870 | 184 | Mit, PX, MP, | Pcamiento e proteinas, g ! NO [NO | *
(CYP18-4) transduccion de sefiales
Chl,V,T,N
Ap, MP, polimerizacién o despolimerizacion de la actina,
Profilin-2 (PRO2) Q42418 | At4g29350 | 14,0 Chl, Cit, organizacién del citoesqueleto, desarrollo de la NO [ NO | *
RE, N, Mit, inflorescencia, desarrollo de raices laterales, desarrollo
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foliar, secuestro de monémeros de actina

Ap, G, PX,

T?C%?:?Iﬁc lipic-transfer protein Q42589 | At2g38540 | 11,7 ::ni:, ;:’I’RTE" organizacion de la pared celular, transporte de lipidos SI [ NO |**
v
Ap, G, Mit, envejecimiento, ciclo de asimilacién de amoniaco,

Glutamine synthetase (GS2) Q43127 | At5g35630 | 47,4 MP, Chl, T, | biosintesis de glutamina, respuesta al ion cadmio, NO | NO | ™
Cit respuesta a citoquininas, respuesta a estrés salino

Serine--glyoxylate Ap, Mit, PX,
ne-gyoxy Q56YA5 | At2g13360 | 44,2 | MP, M, Chi, | biosintesis de glicina, fotorrespiracion NO | NO | **
aminotransferase (AGT) Cit N
Glycerophosphodiester Ap, EV, NP, homeostasis celular de iones fosfato, metabolismo de
yeerophosp Q7Y208 | At1ge6970 | 837 | M,ChI,G, | . ne : sl |s |
phosphodiesterase (GDPDL1) RE glicerol, metabolismo de lipidos
Cysteine proteinase inhibitor 4 AP B b respuesta de defensa, regulacion negativa de la
(gYS4) - CEAIE | WRER(EY | 129 U1, € acti?/idad endope tida’sa 2isteinica ’ ol & -
RE, MP, Mit pep
Eukaryotic aspartyl protease Ap, EV, MP,
aryotic asparly! p Q84WU7 | At3g51330 | 57,8 | M,RE, Mit, | protedlisis sl | NO |
family protein .
G,V,Cit
Ap, V, MP, ) ) )
Alpha-L-fucosidase 1 (MFUCT) | Q8GW72 | A2g28100 | 57.2 | Mit, Chi, RE, | Metabolismo de carbohidratos, catabolismo de Sl |l |
G. Cit glicoproteinas
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Serine carboxypeptidase-like 20 Ap, PX, V,
ypep Q8L7B2 | At4g12910 | 55,8 Cit, RE, G, protedlisis, metabolismo secundario ! 1 Sl Sl o

(SCPL20) MP

Probable prolyl 4-hydroxylase RE, G, Cit, oxidacion-reduccion, hidroxilacion peptidil-prolina a 4-

e proy! #-hydroxy QBLAN3 | At5g18900 | 330 | N,Ap Mp, [ 2roerm e odon peplidi-p | 1 NO [SI | *
M, Mit, Chi P

S-formylglutathione hydrolase Ap, Mit, MP, . ] . . -

(AISFGH) Q8LAS8 | At2g41530 | 31,6 Cit, N, Chl catabolismo de formaldehido, respuesta al ion cadmio l i} NO | NO

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G, Ap, Mit, plegamiento de proteinas, isomerizacion peptidil-prolil _ »

(CYP23) QBLDRS | At1g26940 | 25,5 Cit, V, RE de proteinas ! Sl NO

Probable xyloglucan Ap. Cit RE biogénesis de la pared celular, organizacion de la

endotransglucosylase/hydrolase QBLF99 | At5g65730 | 33,7 B S, pared celular, respuesta al déficit de agua, ! ! Sl | Sl *

. G, Chl . .

protein 6 (XTH-6) metabolismo de xiloglucano
Ap,V,T,

Probable alpha-mannosidase Q8LPJ3 | At5g13980 | 115,8 | Mit, MP, RE, | metabolismo de manosa, desglicosilacion de proteinas l ) Sl Sl *
G, Cit

Eukaryotic aspartyl protease Ap, MP, V, A .

family protein Q8RX60 | At1g79720 | 52,4 N, RE, G proteolisis l ) Sl NO

defensa frente a bacterias, defensa frente a hongos,
oxidacion-reduccion, fotosintesis, respuesta a
citoquininas

Ferredoxin--NADP reductase, leaf
isozyme 2 (FNR-2)

Ap, Mit, G,
N, Chl, Cit

Q8W493 | At1g20020

Ap, V, Cit,
Beta-galactosidase 17 (BGAL17) | Q93224 | At1g72990 | 78,6 Mit, Chl, G, | metabolismo de carbohidratos ! 1 Sl Sl >
RE
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biosintesis de lisina a través de acido diaminopimélico,

LL-diaminopimelate Ap, Mit, MP, | respuesta a citoquininas, resistencia sistémica e
aminotransferase (DAP-AT) QI3ZN9 | At4g33680 | 50,4 Chl adquirida, via de sefializacion mediada por acido NO | NO
salicilico
Fructose-bisphosphate aldolase 2 Ap, G, Mit, luconeogénesis, glucdlisis, ruta de las pentosas-
pnosp Q944G9 | At4g38970 | 430 | N,MP,M, | J genesis, g ’ peniosas NO | NO | *=
(AtFBA2) ChL T fosfato, respuesta a ABA, respuesta al ion cadmio
Peroxiredoxin-2E (PRXIIE) Q949U7 At3g52960 | 247 Ap, G, Mit, ho.meo.s,ta3|s redc.»’( celular, defensa frente a bacterias, NO | NO |+
Chl, N, PX oxidacién-reduccion
Bifunctional purple acid Ap, Cit, G, desfosforilacion, catabolismo de H20z, oxidacion- »
phosphatase 26 (AtPAP26) QU49Y3 | Atg34850 | 55,0 V, RE reduccion, homeostasis de iones fosfato S Sl
unknown protein Q94A98 | At1g65900 | 45,2 éf\l C\;/ '::E desconocido SI | NO |*
Glycine dehydrogenase Ap, Mit, descarboxilacion de glicina, oxidacion-reduccion, »
(decarboxylating) 1 (AtGLDP1) Q94878 | Aug33010 | 1129 Chl, Cit, V respuesta al i6n cadmio NO | NO
Reactive Intermediate Deaminase Ao. Mit biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada,
Q94JQ4 | At3g20390 | 19,8 bty . biosintesis de isoleucina, respuesta al ion cadmio, NO [ NO | *
A (RIDA) Chl, V, Cit L
respuesta a sustancias toxicas
AP,G, T,
Cyclase family protein Q94JT5 At4g35220 | 30,0 RE, Cit, MP, | catabolismo de triptéfano a quinurenina Sl NO | *
N, Mit, Chl
via de sefalizacion activada por ABA, metabolismo de
Ap, N, G, . :
AT5G2598 PX. MP hidratos de carbono, defensa frente a insectos,
Myrosinase 2 (TGG2) Q9C5C2 0 62,7 Chi v ’Cit catabolismo de glucosinolatos, regulacién del Sl Sl b
RE B movimiento estomatico, respuesta a ABA, respuesta a
estrés salino
2-Cys peroxiredoxin BAS1-like (2- QUC5RS | At5g06290 | 298 Chl, Ap, Cit, ho.meo.s'taS|s redc.»,< celular, defensa,frente a bacterias, NO | NO |+
Cys Prx B) Mit oxidacion-reduccién, respuesta al frio
Ap, G, Mit,
Uncharacterized protein T8G24.2 | Q9C6U3 | At3g08030 | 34,7 MP, T, Chl, | desconocido e **
Cit, RE
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Glycerate dehydrogenase HPR
(AtHPR1)

QICOWS

At1g68010

42,2

Ap, Cit, Mit,
N, PX, MP,

Chi

respuesta a la luz, respuesta al déficit de agua,
oxidacion-reduccién, fotorrespiracion

NO

Ap, G, Mit,
GDSL esterase/lipase At1g29670 | Q9C7N4 | At1g29670 | 39,8 MP, Chl, T, | catabolismo de lipidos Sl NO | ****
RE
. Ap, Mit, N, : . . o o e
GDSL esteraseflipase At1g29660 | Q9C7N5 | At1g29660 | 40,1 RE Cit G catabolismo de lipidos, resistencia sistémica adquirida Sl NO

NO

superfamily protein

I Ap, G, Mit,
Subtllisinike protease SBT23 | aor112 | Atsga4530 | 90,6 | MP,V,Chl, | protedliss sl s |-
(AtSBT2.3) RE
Pectlp lyase-like superfamily Q9FJ27 At5g41870 | 48,6 Ap, G, Cit, metabolismo de carbohidratos, organizacion de la S| NO | **
protein MP, Chl, RE | pared celular
Bifunctional inhibitor/lipid-transfer Ap. RE
protein/seed storage 2S albumin | Q9FJ65 | At5g55450 | 11,0 CEi G ’MP transporte de lipidos, respuesta a otros organismos Sl NO | ***

. Ap, G, Mit, . I L
Ferredoxin--NADP reductase QUFKW6 | At5g66190 | 403 N, MP, Chl, defensa frente a bacterias, omdamon-redluc?l(')n, NO | NO |+
(LFNR1) T Git cadena de transporte de electrones fotosintéticos
Fasciclin-like arabinogalactan Ap, EV, G,
) g Q9FM65 | Atbg55730 | 44,8 MP, M, Mit, | desarrollo de raices, desarrollo de la parte aérea Sl Sl ek
protein 1 (FLA1) N RE
Alpha-galactosidase 1 (MAGALT) | QOFT7 | At5g08380 | 45.7 Ap, RE: Mit, | metabolismo de carbohidratos, organizacién de la s s "
N, G, Cit pared celular
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o , Ap, G, Mit,
Leucine-rich repeat (LRR)family | qoeya1 | Atigag7s0 | 544 | N, MP, Chi, | desconocido sl [NO | *
protein
RE, V
Ap, Chl, N, . . .
Beta-glucosidase 40 (MBGLU40) | QOFZEO | At1g26560 | 584 | V.G, RE, | Metapolismo de carbohidratos, metabolismo de R
Vit glucésidos
Phosohoalvcerate kinase 1 Cit, G, Mit, | fosforilacion de proteinas, glucolisis, ruta de las
(PGKﬁ) g9y QILD57 | At3g12780 | 50,1 N, MP, M, T, | pentosas-fosfato, respuesta al ion cadmio, respuesta NO [ NO | ***
Chl al frio
Non-specific lipid-transfer protein | o) s | asqos770 | 119 | AP MRE | i onsporte de lipidos, respuesta al déficit de agua sl |NO | *
6 (LTP 6) G,V
. Ap, Cit, G, gluconeogénesis, glucolisis, ruta de las pentosas-
Fructose-bisphosphate aldolase 8 QOLF98 | At3g52930 | 38,5 Mit, N, MP, | fosfato, respuesta al ion cadmio, respuesta a estrés NO | NO | ***
(AtFBA8) .
Chl, T, RE salino
Ap, G, Chl, | importacién de proteinas en la membrana externa
Probable inactive purple acid T, Mit, Cit, mitocondrial, direccionamiento de proteinas a la -
phosphatase 2 (PAP2) QOLMGT | At1g13900 | 73,7 V, MP, N, mitocondria, regulacion del metabolismo de S Sl
RE carbohidratos
Probable inactive purple acid Ap, N, V, . "
phosphatase 1 (PAP1) QILMX4 | At1g13750 | 68,2 RE, G, MP desfosforilacion Sl Sl
regulacion negativa de la respuesta de defensa frente
CO(2)-response secreted Ap, RE, G, | abacterias, regulacién negativa del desarrollo de o
protease (AtSBT5.2) QOLNUT | At1g20160 | 81,4 V, MP complejos estomaticos, protedlisis, respuesta al Sl NO
diéxido de carbono
G'VC".‘e cleavage system H QOLQLO | At1g32470 | 17,9 Mit, Chl catabolismo de glicina, descarboxilacion de glicina NO | NO | *
protein 3 (GDH3)
Ap, EV, Mit,
Glutamate--glyoxylate N, PX, MP, catabolismo de L-alanina, biosintesis de glicina, s
aminotransferase 1 (AtGGT2) QELREY | APy | 818 M Chl, V, G, | fotorrespiracién, respuesta a la hipoxia MO e
Cit, RE,
(S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO2 | Q9LRSO | At3g14415 | 40,3 Ap, G, Mit, | defensa frente a bacterias, biosintesis de H202, NO [ NO | **
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Ap, G, Mit,
QILUN3 | At3g17640 | 42,9 Chl, RE, V, transduccion de sefales
N

Leucine-rich repeat (LRR) family
protein

Ap, V, T,
g?;;ﬂ; beta-Dxylosidase 6 | qg1 xag | Atsg1060 | 87,1 g"t‘N“”'ghTE’ metabolismo de carbohidratos ! Vs s [
MP
Soluble inorganic Ap, Mit, MP, defensa frente a bactgrias, metabolismo de . )
pyrophosphatase 6 (PPAG) QOLXCO | At5G09B50 | 334 | |\l "y | comPpuestos que contienen fosfato, respuesta al fon ! ! NO | NO
cadmio, respuesta a estrés salino
Propable Ap, Chl, Cit modificacion de la pared celular, catabolismo de
pectinesterase/pectinesterase QILXD9 | Atbg09760 | 60,4 Mit, M, RE, . ' l ! Sl Sl ek
inhibitor 51 (PME51) G,V pectina

Ap, MP, V,

Alpha-glucosidase 1 QILYF8 | At5g11720 RE, G, Chl, | metabolismo de carbohidratos
Mit
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Bifunctional inhibitor/lipid-transfer

protein/seed storage 2S albumin | Q9M329 | At3g53980

|

superfamily protein

11,7

Ap, MP, RE,
G

o

transporte de lipidos

*%

. Ap, G, Mit, :
Probable ribose-5-phosphate Q9S726 | At3g04790 | 293 MP, Chi, defensa frente a bacter|a§, rutla .de las pentosas- NO | NO |
isomerase 3 (RPI3) RE Cit fosfato, respuesta a las citoquininas
Phosohoalvcerate kinase 3 Ap, Cit, G, | glucdlisis, fosforilacion, respuesta a la glucosa,
phogly Q9SAJ4 | At1g79550 | 42,1 N, MP, Chl, | respuesta al calor, respuesta la luz, respuesta a NO [NO | **
(PGK3) . , . :
V, T, Mit moléculas de origen bacteriano

homeostasis redox celular, respuesta a estrés
oxidativo, metabolismo del éter de glicerol, regulacién

Thioredoxin M4 QI9SEU6 | At3g15360 | 21,2 ﬁp' Chl, M, de la actividad catalitica, oxidacion-reduccion, NO | NO | *
regulacion del metabolismo de hidratos de carbono,
respuesta a citoquininas.
Ap, EV, Cit, | Recuperacion de AMP, rescate de adenosina,
Adenosine kinase 1 (ADK1) Q9SF85 | At3g09820 | 37,8 G, MP, M, respuesta al ion cadmio, respuesta a trehalosa-6- NO | NO | *
Chl, N, Mit, | fosfato, proceso viral
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RE

Ap, G, Mit,
Protein of unknown function Q9SFB1 | At3g08030 | 39,0 MP, T, Chl, | desconocido Sl NO | ***

RE, Cit
Alpha-L-arabinofuranosidase 1 Ap,V, T, G, . . . . vt
(ASD1) Q9SG80 | At3g10740 | 75,0 MP. Cit. RE metabolismo de L-arabinosa, catabolismo de xilano Sl Sl
AT1GT6160 protein (SKUS similar | yoape | attg7e160 | 600 | AP &Mt 1 o idacion-reduccion Sl | NO |
5) MP, V, RE

Ap, MP, M, fosforilacion de proteinas, desarrollo de polen
Receptor-like kinase (TMK3) QISIT1 At2g01820 | 101,9 | N, RE, Chl, e, P ’ polen, S SI b

. sefializacion

Cit, G

Ap, Cit, Mit gluconeogénesis, glucolisis, via de sefializacién
Fructose-bisphosphate aldolase 6 Q9SJQ9 | At2g36460 | 38.4 MP, M, Chi, m|tocondr|a-r.1ucleo, ru.ta de las pentosgs-fo§f§to, NO | NO |+
(FBAG) TN respuesta al ion cadmio, respuesta a citoquininas,

’ respuesta a estrés salino
Fructose-bisphosphate aldolase 1 Ap, G, Chl, | gluconeogénesis, glucdlisis, ruta de las pentosas- e
(FBA1) QoSJU4 | A2g21330 | 42,9 T, Mit, N fosfato, respuesta al ion cadmio NO | NO
e . Ap, Cit, MP,

Probable steroid-binding protein 3. | \gcya0 | Apg24940 | 11,0 | Chi MN, | desconocido NO | NO | *
(MP3) ,

Mit
Bifunctional inhibitor/lipid-transfer :l\pl’\n% lenlt’
protein/seed storage 2S albumin | QISKIO | At2g10940 | 29,6 C,hl T’ P;( transporte de lipidos SI | NO |**
superfamily protein RE.V

organizacién de los cloroplastos, gluconeogénesis,

Triosephosphate isomerase (TIM) | QISKPG | Ag21170 | 33,3 | AP it Mit, | biosintesis de gliceraldehido-3-fosfato, catabolismo de NO [NO | *

MP, Chl glicerol, glucdlisis, desarrollo de raices primarias, ruta

de las pentosas-fosfato, movilizacién de triglicéridos
Cviosolic isocitrate Ap, EV, Cit, | metabolismo de NADP, defensa frente a bacterias,
y QI9SRZ6 | At1g65930 | 45,7 G, MP, Chl, | metabolismo de isocitrato, respuesta al ion cadmio, NO [ NO | *

dehydrogenase [NADP] (CICDH) . — R

T, V Mit, RE, | respuesta a estrés salino, respuesta al ion zinc, ciclo
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N de Krebs, oxidacion-reduccion
Ap, EV, G,
QI9SU40 | At4g12420 | 65,6 MP, V, RE, oxidacion-reduccidn, crecimiento celular polar ! ! Sl Sl *
Cit

MP, M, Ap,
Trehalase (TRE1) QOSUS0 | At4g24040 | 71,3 Mit, Chl, G, | catabolismo de trehalosa ! 1 NO | NO | ™

T

Monocopper oxidase-like protein
(SKU5)

] Ap, MP, T —— e . e
Berberine bridge enzyme-like 21 Chl, RE, o -
(AtBBE-like 21) QISVG3 | Atdg20840 | 60,1 Mit, Cit, G, oxidacion-reduccion
PX

. transporte transmembrana de iones calcio, exportacion
Ap, EV, Cit, . ) .
Nit. N. PX de iones potasio, respuesta a ABA, respuesta al ion
Annexin D1 (AnnAt1) QI9SYTO | At1g35720 | 36,2 MP, C’hl \; cadmio, respuesta al frio, respuesta al calor, respuesta ! ! NO | NO | *™
= 7’| aestrés osmotico, respuesta a estrés oxidativo,
T,M, G,RE o e
respuesta a estrés salino, respuesta al déficit de agua
Peroxidase 51 (PRX51) QUSZET | AgaTsao | 360 | AP REV, | catabolismo de HoOa, oxidacion-reduccion, respuesta l 1 sl [s |
N, G, Cit a estrés oxidativo, respuesta a estrés salino

Involved in response to salt stress | Q9XI93 At1g13930 | 16,2 EV, MP, respuesta al ion cadmio, respuesta a citoquininas, l i} _ _
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ciclo de Krebs

Chl, Mit, N, | respuesta a estrés salino
Cit
biosintesis de L-glutamato, ciclo de asimilacion del
: . amonio, biosintesis de glutamato, oxidacion-reduccion,
Ferredoxin-dependent glutamate Ap, Mit, G, ., . " L -t
synthase 1 (F-GOGAT 1) Q9ZNZ7 | Atbg04140 | 176,6 Chi. M. Cit fotorrgsplrailmon., reg.uIaC|on positiva de la actividad de NO | NO
la glicina hidroximetiltransferasa, respuesta a la luz,
respuesta a sacarosa
metabolismo de carbohidratos, defensa frente a
Malate dehydrogenase 1 (MDH1) | QUZP06 | Attg53240 | 358 | AP+ @ Mit, | bacterias, metabolismo de malato, respuesta alion NO | NO | **
MP, T, Chl cadmio, respuesta al frio, respuesta al estrés salino,

miARN, oxidacion-reduccion, eliminacion de radicales

gﬁ:otsdﬂzfa z';d(i{gg‘e”a" ¢ | qozuct | At1g23740 | 41,0 a‘l’t (é'l‘t' oxidacion-reduccion, respuesta al frio NO |NO | *
Non-specific lipid-transfer protein | ¢y, os | asqos770 | 123 | AP MG | tansporte de lipidos, respuesta al déficit de agua sl | NO |
(LTP6) RE, V
Ap, EV, Cit, | defensa frente a bacterias, defensa frente a hongos,
Probable mediator of RNA G, Mit, N, regulacion negativa de la germinacion de la semilla,
polymerase Il transcription subunit | P22953 | At5g02500 | 71,3 PX, MP, M, | regulacién de la transcripcion, respuesta al ion cadmio, NO | NO | *
37e (AtHsp70-1) Chl, Vv, T, respuesta al frio, respuesta al calor, respuesta a virus,
RE cierre estomatico
respuesta a UV-B, respuesta a la intensidad de luz,
S e [ Ap, Mit, Cit, | respuesta a estrés oxidativo, respuesta al ozono,
P24704 At1g08830 | 15,1 MP, N, RE, | respuesta a estrés salino, respuesta a sacarosa, NO [NO | *
(CSD1) N L
Chl, G defensa frente a bacterias, silenciamiento génico por
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superoxido, respuesta al ion de cobre, respuesta al ion
hierro
Nucleoside diohosphate kinase 1 gp;\n?tv,p?(lt, biosintesis de CTP, GTP y UTP, respuesta al H202,
(NDK1) phosp P39207 | At4g09320 | 16,5 M,P Ci\l v’ fosforilacion de nucledsidos difosfato, respuesta al ion ! ! NO | NO | *
* 7 7 | cadmio, respuesta a estrés salino
N, RE
Presequence protease 1, . . . e
chloroplastic/mitocondial QULIL3 | ABg19170 | 1209 | APMit, | procesamiento de proteinas, protediisis, respuesta a | | NO [NO | *
Chl, G, Cit iones de cadmio
(PREP1)
. Ap, G, Mit, plegamiento de proteinas, direccionamiento de
F:;\;g?g)k 70kDa protein 6 QOSTW6 | At4g24280 | 76,5 N, MP, Chl, | proteinas a cloroplasto, respuesta al ion cadmio, ! 1 NO | NO | *
T respuesta al frio, proceso viral

Tabla 6.2; Cambios en los niveles de proteinas en el FA de las hojas durante la senescencia.

Se analizaron 4 réplicas bioldgicas de cada estadio. Se consideraron sélo las proteinas cuyos niveles cambiaron mas de dos veces entre un estadio y el otro o las que estuvieron presentes en un
solo estadio y aquellas que no mostraron contradicciones entre réplicas bioldgicas en cuanto a su acumulacion diferencial entre estadios. Se asigno un nivel de confianza (NC) a cada proteina en
base a la cantidad de réplicas biologicas en las que aparece en el estadio en el que se acumulé diferencialmente: **, presente en dos réplicas biologicas; ***, presente en tres réplicas biologicas y
“** presente en las cuatro réplicas biolégicas.

Filas sombreadas en naranja: proteinas cuyos niveles aumentan en el apoplasto de hojas S3, las proteinas sombreadas en naranja mas oscuro sélo se detectaron en S3. Filas sombreadas en
verde: proteinas cuyos niveles disminuyen en el apoplasto de hojas S3, las proteinas sombreadas con verde mas oscuro se detectaron sélo en S2.

Los cambios en los patrones de expresion génica asociados con la senescencia (columna “expresion durante la senescencia”’) se examinaron usando el software eFP Browser (Winter et al., 2007).
Las localizaciones subcelulares y las funciones de las proteinas se determinaron utilizando las bases de datos SUBA4 (Hooper et al., 2016), UniProt KB (The UniProt Consortium, 2017) y Gene
Ontology (Ashburner et al., 2000; Consortium, 2016). En negrita se marcan las localizaciones predichas experimentalmente o asignadas manualmente y en letra normal las inferidas solo por
anotacion electrénica (IEA).

Abreviaturas: ID=identificacion, LS=localizacién subcelular, PS= péptido sefal, Glic= glicosilaciones, NC= nivel de confianza, M=membrana, MP=membrana plasmatica, G=Golgi, N=Nucleo,
Cit=citoplasma, Chl=cloroplastos, Mit=mitocondrias, Ap=apoplasto, RE=reticulo endoplasmético, PX=peroxisomas, V=vacuola, T=tonoplasto, EV=vesiculas extracelulares (Rutter y Innes, 2017).
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Capitulo 7- El apoplasto y la removilizacion de nitrégeno durante la senescencia

RESUMEN

El N es removilizado desde las hojas senescentes principalmente en forma de aminoécidos, que
son transportados via floema hacia otros 6rganos. En Arabidopsis, como en la mayoria de las
plantas cultivadas, la carga de aminoacidos al floema sigue un camino apoplastico, es decir que
los aminoacidos deben volcarse al apoplasto para luego ser cargados al floema. El espacio
extracelular podria ser un escenario regulatorio en la removilizacién de amino4cidos, e incluso
en la degradacion de proteinas durante la senescencia. Los mecanismos que median la
exportacion de aminoacidos desde el interior celular al apoplasto son poco conocidos. La
autofagia es un mecanismo universal de degradaciéon de componentes celulares, y en las
plantas participaria, entre otros procesos, en la removilizacion de nitrégeno durante la
senescencia. Las plantas donde la via autofigica se encuentra bloqueada muestran senescencia
foliar acelerada, una alteracion en la degradacion de proteinas y un aumento en los niveles de
aminodcidos en las hojas fuente. Este genotipo resulta una herramienta ttil para estudiar los
mecanismos fisiologicos y celulares implicados en la degradacion de proteinas y exportaciéon de
aminoacidos durante la senescencia. Ademas del uso de plantas de genotipos particulares, otro
recurso ampliamente utilizado en el estudio de la degradacion masiva de proteinas y
removilizacién de nutrientes es la manipulacién del ritmo de senescencia foliar “natural”; por
ejemplo sometiendo a plantas y /o sus hojas a determinadas condiciones ambientales extremas,

como la oscuridad.

En este capitulo se analiz6 el rol del apoplasto en la degradacién de proteinas foliares y
la removilizacién de nitrégeno durante la senescencia, natural y acelerada por oscuridad. Se
examinaron hojas maduras y senescentes (S2 y S3, respectivamente). Se examino el papel de la

autofagia en la exportacion de aminoacidos al apoplasto.
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INTRODUCCION

1. Incorporacion y asimilacion del nitrdgeno en la planta

El nitrégeno (N) se encuentra en la mayoria de las macromoléculas, compuestos secundarios y
de senalizacién, incluidos acidos nucleicos, proteinas, clorofilas, componentes de la pared
celular, hormonas, vitaminas, y es cuantitativamente el nutriente mas importante para el
desarrollo de las plantas. El metabolismo del N en la planta implica distintos pasos: absorcion,

asimilacion, translocacion y, cuando la planta envejece, el reciclado y su removilizacion.

Las plantas junto con los hongos son los tnicos organismos eucariotas capaces de asimilar N
inorganico. Las plantas utilizan principalmente el nitrato (NO,~) y el amonio (NH,"), que son
tomados del suelo a través de transportadores activos especificos ubicados en las células de la
raiz (Filleur et al., 2001; Kaiser et al., 2002; Loqué et al., 2006; Kiba et al., 2012). E1 NO,;™ y el
NH," pueden reducirse a aminoacidos en las raices, que luego son transportados por xilema a
hojas. Sin embargo, la mayor parte del N inorginico se transporta por el xilema desde las raices
hasta las hojas, donde es reducido a aminoacidos (Lalonde et al., 2003; Tegeder y Rentsch,

2010).

En la figura 7.1 se muestran las principales reacciones y enzimas (en color rojo) que participan

en la asimilaciéon del N inorgdnico a aminodcidos en las hojas fotosintéticamente activas.

Floema

|-Tubos
criboso
- . Citosol

Células
N \. acompariantes

Figura 7.1. Representacion de las principales enzimas que intervienen en los
procesos de incorporacion y asimilacion del N en las hojas jovenes
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fotosintéticamente activas.

(A) La nitrato reductasa (NR) y la asparagina sintetasa (AsnS) se localizan en el citosol, y la
nitrito reductasa (NiR), la isoenzima glutamina sintetasa 2 (GS2) y la glutamato sintasa
(GOGAT) se encuentran dentro de los cloroplastos de células del mesdfilo. La isoenzima
glutamina sintetasa 1 (GS1) y AsnS se encuentran en el citosol de las células
acompafiantes. Brevemente, las enzimas NR, NiR, GS2 GOGAT catalizan la sintesis de
glutamina (GIn) y glutamato (Glu) a partir de NOs~ y NH4* (Masclaux-Daubresse et al., 2010;
Xu et al., 2012; Krapp, 2015). La GIn y el Glu dan lugar al resto de los amino&cidos por
actividad de distintas transaminasas. La AsnS participa en la asimilacién de NH4* en el
citosol, incorporando una molécula de amonio a una molécula de aspartato (Asp)
generando asparagina (Asn) (Lam et al., 2003; Masclaux-Daubresse et al., 2006; Gaufichon
et al., 2013). Tomado con modificaciones de Masclaux-Daubresse et al. (2010).

2. Reciclado y removilizacion de N durante la senescencia

Durante la senescencia, las proteinas de las hojas senescentes, (hojas “fuente”), en particular
las proteinas fotosintéticas, son degradadas casi por completo proporcionando una enorme
fuente de nitrégeno que es redistribuido hacia los érganos “destino” en crecimiento, como las
hojas jovenes, las raices y las semillas. El N se removiliza de las hojas fuente a los destinos via
floema, principalmente en forma de aminoécidos y péptidos (Diaz et al., 2008; Masclaux-
Daubresse et al., 2010; Havé et al., 2016). La cantidad de N removilizado desde las hojas
senescentes es determinante en el ntimero de flores, frutos y/o semillas que se desarrollan, asi
como en la cantidad de proteinas que se almacenan en las semillas (Crawford, 1995; Schmidt
et al., 2007; Sanders et al., 2009; Tan et al., 2010; Zhang et al., 2015). En las plantas con
metabolismo fotosintético C3, Rubisco representa mas del 50% de las proteinas solubles totales
de las hojas, y, junto con el resto de las proteinas cloroplasticas, constituye la principal fuente

de N removilizable durante la senescencia (Diaz et al., 2008; Masclaux-Daubresse et al., 2010).

2.1. Degradacion de proteinas cloroplasticas durante la senescencia

La degradacion de las proteinas fotosintéticas involucra eventos cloroplasticos vy
extraplastidiales, que en ultima instancia conducen a la acumulacién de productos de
proteodlisis en la vacuola central (Michaeli et al., 2016; Otegui, 2018). Se han descripto distintas
vias extraplastidiales, Senescence Associated Vacuoles (SAVs) (Otegui et al., 2005), CV Vesicles
(CCVs) (Wang y Blumwald, 2014), Rubisco containing bodies (RCBs) (Chiba et al., 2003),
ATGS8-interacting Proteinl (ATI1-PSs) (Michaeli et al., 2014). De estas vias se ha demostrado
capacidad proteolitica solo en las SAVs, que albergan proteasas activas y acumulan productos
de degradacion de las proteinas fotosintéticas solubles Rubisco y GS2 (Otegui et al., 2005;

Martinez et al., 2008). Es probable que las SAVs transfieran su contenido en la vacuola central,
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a través de un mecanismo todavia no dilucidado. El origen y el destino de las SAVs se
desconoce. Las vesiculas CCVs, RCBs, y ATI1-PSs no evidencian actividad proteolitica y
operarian en el desensamblado y transporte de complejos y proteinas cloropldsticas hacia la
vacuola central. RCBs, y ATI1-PSs son dependientes de la autofagia, ya sea para su formacion
(RCBs) o para su direccionamiento a la vacuola central (RCBs y ATI1-PSs). La autofagia es un
mecanismo universal en células eucariotas que implica el secuestro de componentes celulares
seguido de su degradacion en la vacuola central (Marshall y Vierstra, 2018). La autofagia en
plantas y su papel en la removilizaciéon de nutrientes durante la senescencia se describen en

mayor detalle mas adelante en esta seccion.

2.2. Proteasas extracelulares y su papel durante la senescencia

La actividad proteolitica en hojas senescentes se localiza principalmente en compartimientos
de naturaleza vacuolar (Martinez et al., 2008; Otegui et al., 2005), mientras que, a nivel de
expresion génica, las proteasas reguladas positivamente durante la senescencia se localizan un
13% en la vacuola central, un 26% en el citosol, y en 24% serian direccionadas a apoplasto
(Breeze et al., 2011; Havé et al., 2016). Diversos estudios indican que las proteasas
extracelulares cumplirian funciones regulatorias durante la senescencia y la muerte celular
programada (Golldack et al., 2002; Chichkova et al., 2010; Martinez et al., 2015; Zimmermann
et al., 2016). Varias de estas enzimas podrian formar parte de rutas de senalizacion
participando en el procesamiento de proteinas diana especificas localizadas en la matriz
extracelular o en la membrana plasmatica (Delorme et al., 2000; Golldack et al., 2002;
Martinez et al., 2015). No hay evidencias sobre la participacién directa de proteasas

extracelulares en la proteodlisis masiva durante la senescencia.

2.3. Metabolismo de aminoacidos y removilizacion de N durante la senescencia

La expresion y actividad de las enzimas cloroplasticas involucradas en la sintesis de
aminodcidos NiR, GS2 y GOGAT, disminuye durante la senescencia y otras enzimas
extraplastidiales participan en la reasimilacién del nitrogeno (Masclaux-Daubresse et al.,

2010).

Las principales vias metabdlicas involucradas en la removilizacion de nitrégeno durante la
senescencia se resumen en la Figura 7.2. La sintesis de GIn se relocaliza en el citosol, donde el
aumento de expresion y actividad de la Glutamina sintetasa citosélica (GS1) compensa

parcialmente la caida de GS2 (Masclaux-Daubresse et al., 2010; Guiboileau et al., 2013; Avila-
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Ospina et al., 2014). Se ha propuesto que a partir del conjunto de aminoécidos liberados a
través de la protedlisis de las proteinas cloroplasticas, por reacciones de transaminacién se
produce Glu que luego es desaminado por la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), y el
amonio liberado es re-asimilado por la enzima GS1 generando GIn, que es exportada
(Masclaux-Daubresse et al., 2006; Masclaux-Daubresse et al., 2008; Masclaux-Daubresse et al.,
2010). Las interconversiones de Glu y Asp a GIn y Asn parecen ser mas activas durante la
senescencia (Watanabe et al., 2013). Adicionalmente, los aumentos en las concentraciones de
Asn y GIn en el floema sugieren que estos dos aminoacidos cumplen un papel clave en la

removilizacién de N en las hojas senescentes (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

( Citosol Cloroplasto

desmantelamiento

Vacuola ™,/

Figura 7.2. Representacion de las principales enzimas que intervienen en los procesos
de removilizacion del N en las hojas senescentes.

Los eventos asociados a la senescencia incluyen el desmantelamiento de los cloroplastos, la
degradacion extraplastidial de proteinas cloroplasticas, y la acumulacién de los amino&cidos
resultantes en la vacuola central. El reciclaje de aminoacidos se produce en las mitocondrias
y el citosol de las células del mesofilo y las células acompafiantes. Tomado con
modificaciones de Masclaux-Daubresse et al. (2010).

2.4. Transporte intracelular de aminoacidos

La vacuola central es el principal compartimiento litico, y reservorio celular de productos de
proteolisis. El transporte de aminoacidos a través del tonoplasto para su exportacién hacia fuera

de la célula es uno de los aspectos menos conocidos de la removilizaciéon de N. Los miembros
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de la familia CAT (Cation exchanger), AtCAT2 y AtCAT4, se localizan en el el tonoplasto y
podrian estar implicados en la regulacién de los niveles de aminoacidos en hojas (Yang et al.,
2014). Se ha demostrado que el transportador de fenilalanina (Phe) en petunia, PhpCAT,
participa en el transporte de Phe del cloroplasto al citosol (Widhalm et al., 2015). En
Arabidopsis AtCAT9 se localiza en vesiculas que podrian tener un rol en el transporte
intracelular de aminoacidos (Yang et al., 2015). El estudio proteémico de tonoplasto aislado de
frutos de tomate maduros permitié identificar a SICAT9, un transportador que acumula Glu y

Asp en la vacuola, en intercambio por GABA (Snowden et al., 2015) (Figura 7.3).

Transporte intracelular
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Figura 7.3. Resumen del papel de los transportadores de aminoacidos en los tejidos vegetales.

Se representan los procesos de absorcion por las raices, exportacion via floema en la raiz, carga del floema, la transferencia
xilema-floema, desarrollo de semillas y transporte intracelular de aminoacidos. Las flechas negras indican la direccion de
transporte cuando se conocen. Las referencias sobre los roles de los distintos transportadores se pueden encontrar en las
revisiones de Tegeder y Rentsch (2010), Tegeder (2012; 2014), Tegeder y Hammes (2018) y Dinkeloo et al. (2018).
Adaptado de Dinkeloo et al. (2018).
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2.5. Transporte y particion de aminoacidos en la planta

El transporte de aminodcidos desde las fuentes hacia los destinos ocurre a través de los haces
floematicos. En Arabidopsis y en la mayoria de las plantas cultivadas, la carga del floema es
apoplastica y se produce en los haces floematicos menores (Rennie y Turgeon, 2009; Patrick,
2012). En primer lugar, los amino4cidos se liberan al apoplasto de la hoja, presumiblemente a
través de la difusion facilitada (Okumoto y Pilot, 2011). Sin embargo, curiosamente se sabe
muy poco sobre la identidad molecular de los transportadores y los mecanismos de exportacion

de aminodcidos al apoplasto en las hojas fuente.

Desde el apoplasto, los aminoadcidos son importados activamente en el complejo “célula
acompanante- elemento criboso” del floema, por medio de transportadores de aminoécidos
localizados en la membrana plasmatica de la célula acompanante (Tegeder y Hammes, 2018).
Una vez en el floema, los aminoacidos se transportarian a los 6rganos destino a través de una
diferencia de presion hidrostatica entre la fuente y el destino (Patrick, 2013; Knoblauch et al.,

2016).

2.5.1. Liberacion al apoplasto a través de la membrana plasmatica

Se sabe muy poco sobre los mecanismos moleculares responsables de la salida de los
aminoacidos de la célula, principalmente debido a la falta de un método eficiente para la
identificacion de proteinas con actividad exportadora (Okumoto y Pilot, 2011). La composicion
de aminoacidos del apoplasto foliar es muy similar a la composiciéon del citosol, lo que sugiere
que el mecanismo de exportacion de aminodcidos de las células del parénquima de la hoja

podria ser mediado por transportadores con baja (o nula) selectividad (Lohaus et al., 1995).

Se ha observado que plantas de Arabidopsis sobreexpresoras de la proteina transmembrana
GDU1 (plantas gdul-1D) acumulan aminoécidos libres, especialmente GIn, en el fluido
apoplastico y en el xilema. El proceso de exportacion estimulado en gdul-1D es pasivo,
especifico para aminoicidos, y muestra una preferencia débil por GIn sobre los otros
aminodcidos (Pratelli et al., 2010). El mecanismo por el cual GDU1 regula la exportaciéon de
aminoacidos permanece desconocido. La sobreexpresion de cada uno de los siete genes GDU
de Arabidopsis condujo a fenotipos similares, incluido un aumento del flujo de aminoécidos y
plantas de tamano reducido respecto de las salvajes, sugiriendo que las proteinas GDU tienen
una funcién redundante o muy similar en la regulaciéon de la exportacion de aminodcidos de las
células al apoplasto (Pratelli et al., 2010). De los siete genes GDU, GDU3 y GDUS5 se regulan

positivamente durante la senescencia foliar (Pratelli et al., 2010).
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El transportador bidireccional SiAR1/UMAMIT18 se expresa fuertemente en las semillas en
desarrollo y en el tejido vascular de las hojas fuente, mientras que su expresiéon en las hojas
destino es mucho mas débil (Ladwig et al., 2012). Se ha propuesto que SiAR1/UMAMIT18
intervendria en la exportacién de GIn y posiblemente otros aminoacidos al apoplasto, para luego
ser recogidos por el complejo “célula acompanante- elemento criboso” del floema (Ladwig et

al., 2012) (Figura 7.3).

2.5.2. Carga de los aminoacidos en el floema de las hojas fuente

AAP (AMINO ACID PERMEASE) es una familia de transportadores simporte aminoacidos / HY,
localizados en la membrana plasmatica (Fischer et al., 2002). Las AAP estarian involucradas en
la carga de aminodcidos en el floema (Tegeder y Hammes, 2018) (Figura 7.3). AAP1, AAP2 y
AAPS se localizan en la membrana plasmaética de las células floematicas de las hojas fuente, y
distintas evidencias sugieren que cumplen un papel relevante en la removilizacién de N (Koch
et al., 2003; Tegeder et al., 2007; Zhang et al., 2010; Tegeder y Ward, 2012; Zhang et al., 2015;
Santiago y Tegeder, 2016). Los mutantes aap2 de Arabidopsis exhiben senescencia foliar
retrasada, inflorescencias mas ramificadas, mayor rendimiento de semillas y menor contenido
de N en las semillas en comparacién con el genotipo salvaje (Zhang et al., 2010). Las plantas
aap8 presentan mayor cantidad de aminoacidos y proteinas remanentes en las hojas, sin que se
vea afectado el contenido de N en la semillas, pero estos mutantes alcanzan un menor
rendimiento (menor ntimero de semillas) que las plantas salvajes (Santiago y Tegeder, 2016).
La sobreexpresiéon de AAPI en las células acompanantes del floema de las hojas de Pisum
sativum genera altos niveles de carga de aminoacidos y transporte en el floema (Zhang et al.,
2015). La expresion de los genes AtAAP1, AtAAP2, AtAAPS, y otros AAPs que se expresan en el

floema de las hojas, se induce durante la senescencia (Winter et al., 2007; Havé et al., 2016).

2.5.3. Transporte y descarga de aminoacidos en los drganos destino

Una vez en el floema, los aminodcidos se transportan por los tubos cribosos a los 6rganos
destino debido a una diferencia de presion hidrostatica entre fuente y destino (Knoblauch et
al., 2016). La sacarosa es el principal impulsor del flujo en el floema (Knoblauch et al., 2016).
La carga de sacarosa en los tubos cribosos del floema en las hojas fuente hace que el liquido
dentro de los vasos se concentre mas, provocando que el agua difunda al floema desde los vasos
xilemdticos vecinos. Esto crea una presion que empuja el liquido y los metabolitos
(principalmente aminoacidos y sacarosa) a lo largo del floema hacia los érganos destino donde

son consumidos (Patrick, 2013; Knoblauch et al., 2016). Se ha observado que la tasa de
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transporte de aminodcidos por el floema se duplica durante la senescencia natural en
Arabidopsis (Bohner et al., 2015), posiblemente como consecuencia de un aumento en el

gradiente de presion osmética entre fuente y destino (Tegeder y Hammes, 2018).

La descarga del floema en los 6rganos destino generalmente implica el movimiento de los
aminodcidos (y sacarosa) desde el tubo criboso a las células acompanantes, seguido del
transporte post-floema a las células terminales del destino. En Arabidopsis la descarga de
fotoasimilados se produce por un mecanismo simplastico y apoplastico (Sauer, 2007; Miiller et
al., 2015). Varios transportadores de la familia UMAMIT estarian involucrados en la descarga
de aminoécidos al apoplasto de las semillas en desarrollo (Miller et al., 2015) (Figura 7.3).
Plantas mutantes KO para UMAMITs producen semillas mas pequenas que las plantas salvajes
(Miiller et al., 2015). Una vez liberados en el apoplasto de la semilla, los transportadores AAP y
CAT6 probablemente faciliten la carga de aminoacidos en el embrién (Hammes et al., 2006;

Sanders et al., 2009).

2.6. Senescencia natural vs senescencia inducida por oscuridad

La senescencia natural no ocurre de manera sincrénica en la misma hoja. Las células de la
parte distal de la lamina foliar “senescen” primero, mientras que las células que rodean los
haces vasculares tienden a permanecer activas mas tiempo, posiblemente para permitir el
transporte de nutrientes (Niewiadomska et al., 2009). Ademas, muchas veces es necesario
acelerar la senescencia en forma reproducible. Esto ha llevado a recurrir al uso de la
senescencia inducida por oscuridad como un método conveniente para sincronizar y acelerar el
proceso de senescencia. La senescencia inducida por oscuridad muestra procesos
caracteristicos de la senescencia natural como la degradacién de clorofila, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. Sin embargo, al menos en Arabidopsis, la senescencia “inducida” puede
diferenciarse de la “natural” a nivel de expresién génica y metabdlico (Quirino et al., 2000;
Buchanan-Wollaston et al., 2005). El balance entre el contenido de Carbono (C) y Nitrégeno
(N) es distinto en las hojas senescentes naturales y en las hojas inducidas a senescer en
oscuridad. Durante la senescencia natural la relacion C:N aumenta, mientras que durante la
induccion de la senescencia por oscuridad, la relaciéon C:N se reduce (Brouquisse et al., 1998;
Pourtau et al., 2004; Parrott et al., 2005; Wingler y Roitsch, 2008; Law et al., 2018). Tanto la
reduccion como el aumento en la relacion C:N pueden inducir la senescencia
(Buchanan-Wollaston et al., 2005; Wingler y Roitsch, 2008). Durante la senescencia natural, la

mayor proporcion C:N en las hojas permite la sintesis de GIn como aminoacido preferencial
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para la removilizacion de N (Buchanan-Wollaston et al., 2005; Masclaux-Daubresse et al.,
2010), mientras que en hojas “senesciendo” en oscuridad la baja proporcién C:N favorece la
sintesis y exportacion de Asn en lugar de Gln (Lin y Wu, 2004; Law et al., 2018). En la
senescencia natural, la fotosintesis contintia, aunque a un ritmo reducido, presumiblemente
proporcionando energia para que el proceso tenga lugar. Por el contrario, en las hojas que
“senescen” en oscuridad, la rapida reduccion de los niveles de azticar conduce a un aumento
en la degradacion de lipidos como fuente de energia (Buchanan-Wollaston et al., 2005; Law et

al., 2018).

Una diferencia clara a nivel molecular entre ambos tipos de senescencia es que la via del acido
salicilico (AS), es activa solo durante la senescencia natural (Genoud et al., 2002;
Buchanan-Wollaston et al., 2005). Se ha sugerido que durante la senescencia natural, la
induccion de la ruta de senalizacion de AS podria reprimir la expresiéon génica inducida por la

ruta del acido jasmonico / etileno (Buchanan-Wollaston et al., 2005).

En el caso de hojas cortadas e incubadas en oscuridad, dada la falta de conexién fisica con los
organos destino, la senescencia ocurre sin removilizaciéon de nutrientes y en consecuencia los
aminodcidos y otros productos de degradacion de macromoléculas se acumulan en las hojas

(Mattsson y Schjoerring, 2003; Soudry et al., 2004).

A pesar de las diferencias con la senescencia natural, la induccién de la senescencia por
oscuridad en hojas adheridas a la planta proporciona ventajas metodoldgicas y es un sistema
atil en el estudio de ciertos aspectos de la senescencia como la degradacién de proteinas y la

removilizacion de nutrientes.

2.7. Rol de la autofagia en la removilizacion de N durante la senescencia

En su variante candnica la autofagia consiste en la formaciéon de una vesicula de doble
membrana (autofagosoma) en el citosol, que a medida que se extiende incorpora, de manera
selectiva o no-selectiva, agregados de proteinas, organelas danadas, etc, que son degradadas
una vez que el autofagosoma se fusiona a la vacuola central (Revisado en Masclaux-Daubresse

et al.,2017).

Distintos estudios evidencian un rol de la autofagia en la degradacion de proteinas asociada a la
senescencia, la remobilizaciéon de N, y el llenado de granos (Guiboileau et al., 2012; Guiboileau
et al., 2013; Avila-Ospina et al., 2014; Masclaux-Daubresse et al., 2017). La maquinaria
autofagica requiere de la expresion de distintos genes, denominados genes “AUTOPHAGY”

(ATG). En plantas se han caracterizado mutantes knock-out de distintos genes ATG, y sus
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fenotipos se caracterizan por hipersensibilidad al “hambreado” de carbono, senescencia foliar
acelerada, particularmente en condiciones de oscuridad, y disminucion del crecimiento de la
planta y del rendimiento de semillas (Thompson et al., 2005; Xiong et al., 2005; Li et al., 2015).
Se ha identificado a la mayoria de los genes ATG responsables de la formacion del
autofagosoma, entre ellos ATG5, que es, hasta el momento, el Ginico gen ATG de una sola copia
en animales y plantas, cuya expresion es necesaria para la formacion de la vesicula. En
Arabidopsis, las plantas atg5 han sido extensamente estudiadas, y se caracterizan por
hipersensibilidad a la falta de C y N, anormalidades en la redistribucién de N, y disminucién en
la produccién de semillas (Thompson et al., 2005; Guiboileau et al., 2012). En plantas atg5,
atgl8RNAI, y atg9, donde la ruta autofigica se encuentra interrumpida, la removilizacion de
N disminuye notoriamente en comparaciéon con el genotipo salvaje (WT), principalmente en

condiciones limitantes de N (Guiboileau et al., 2012; Guiboileau et al., 2013).

Llamativamente, los mutantes atg acumulan mas proteinas y péptidos, aminoacidos y NH," en
sus hojas de la roseta que las plantas WT, mientras que los niveles de proteasas vacuolares son
iguales o incluso mayores a WT (Guiboileau et al., 2013). La acumulacién de proteinas
observada en las plantas atg no se deberia a una falta de actividad proteolitica, sino a defectos
en el trafico (autofagico) de estos sustratos a la vacuola central, donde residen las proteasas
(Guiboileau et al., 2013; Masclaux-Daubresse et al., 2017). Mientras que la acumulacién de
proteinas en las hojas de Arabidopsis mutantes para atg pareceria logica, la acumulacion de
aminodcidos y NH," atin no se ha podido explicar fehacientemente. El papel potencial de la

autofagia en el transporte de aminoacidos y NH,* es menos conocido.
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HIPOTESIS

1. Los niveles estables de proteinas, péptidos y de aminoacidos del fluido apoplastico varian

durante la senescencia, reflejando las variaciones que ocurren en el interior celular.

2. El bloqueo de la autofagia afecta los niveles estables de proteinas, péptidos y de

aminodacidos foliares, y la particién entre el interior celular y el fluido apoplastico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Examinar los niveles estables de proteinas, péptidos y aminoacidos del FA, y su relacion
con los contenidos correspondientes intracelulares, en hojas no senescentes (S2),

senescentes naturales (S3), y en hojas S2 donde la senescencia se aceleré por oscuridad.

2. Examinar posibles cambios en los niveles de proteinas, péptidos y aminodcidos del FA y su
relacion con los contenidos correspondientes intracelulares, en plantas atg5, donde la

autofagia se encuentra bloqueada.
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DISENO EXPERIMENTAL

1. Senescencia foliar natural e induccion de la senescencia foliar en plantas salvajes

S2 y en plantas donde la autofagia se encuentra bloqueada

Para examinar el rol del apoplasto en la removilizacion de N durante la senescencia foliar, y las
posibles consecuencias de la falta de autofagia en la exportacién de aminoécidos al apoplasto se
utilizaron plantas de Arabidopsis de genotipo salvaje (WT) y mutantes knock-out atg5. La linea
atg5-1 (atg5) presenta una inserciéon de T-DNA en el gen de autofagia AUTOPHAGYC 5
(ATGb5).

Se analiz6 el contenido de aminoacidos, péptidos y proteinas del FA y de extractos totales de
hojas WT S2 (WT S2 control), WT S3, atg5 S2 (atg5 S2 control) y de hojas S2 WT y atg5
sometidas a distintos tratamientos de oscuridad para inducir la senescencia. Cabe aclarar que
del genotipo atg5-1 solo se utilizaron hojas S2 ya que el estadio S3 en plantas atg5-1 es efimero,
con un alto grado de muerte celular y estas hojas no resultaron aptas para la extracciéon de

fluido apoplastico libre de contenido citosélico (ver capitulo 4).

La induccién de la senescencia en oscuridad se realiz6 sobre hojas unidas a la planta y sobre
hojas cortadas. Las hojas unidas a la planta se cubrieron con papel aluminio (“tapadas”) y las
hojas cortadas se colocaron en un recipiente oscuro, con suficiente aireaciéon y humedad
(“cortadas”). Antes de someter las hojas a oscuridad se cuantificé (en forma no destructiva) el
nivel de clorofila foliar. Se seleccionaron aquellas hojas senescentes con un mismo contenido
de clorofila (SPAD), como indice de senescencia (Figura 7.4 A y B). Los tratamientos de
oscuridad se extendieron por distintos periodos, segiin los estadios y genotipos, hasta registrar

una caida del 35-40% del contenido de clorofila respecto del valor inicial:

La hojas WT S2 tapadas y S2 cortadas se mantuvieron en oscuridad durante 5-6 dias, hasta que
los niveles de clorofila cayeron un 35-40 % respecto del valor inicial, o sea respecto del valor de

WT S2 control, (Figura 7.4 Ay C).

Las hojas WT S3 (senescentes naturales) contienen un 35-40% menos de clorofila que las

hojas WT S2 control (Figura 7.4 Ay C).

Las hojas atg5 S2 tapadas y atg5 S2 cortadas requirieron 3-4 dias de oscuridad para que los
niveles de clorofila cayeran un 35-40% respecto del valor en hojas atg5 S2 control (Figura 7.4 B

y C). Las hojas atg5 S2 control y WT S2 control mostraron los mismos valores de clorofila.
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Figura 7.4. Hojas utilizadas en los ensayos. A) y B) contenido de clorofila de las hojas analizadas. Los valores se
expresaron como % de SPAD en relacién al promedio de S2 control para A) WT y B) atg5. Se calcularon diferencias
significativas entre las condiciones, utilizando la prueba de Tukey: ****, P<0,0001. Los datos mostrados corresponden a la
media + SEM.

C) Fotos representativas de las plantas y hojas analizadas.

2. Contenido de proteinas, péptidos y aminoacidos

La concentracion de péptidos y proteinas solubles en extractos de hoja y en fluidos apoplasticos

(FAs) se determiné con el kit de BCA de Pierce (ver punto 5.2.2 de Materiales y Métodos) y se
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expres6 como ug de proteinas y péptidos (prot.+pépt.) por cm? de hoja y por gramo de peso
fresco (PF) de hoja. Los distintos tipos de hojas presentaron distintas cantidades de FA por
unidad de area y por PF, por tal motivo, también se incluyeron las concentraciones de péptidos

y proteinas presentes en cada FA [ug (prot.+pept.) / ul FA] (Figura 7.9) y los Vi, (Tabla 7.1).

Dado que el método BCA no discrimina entre péptidos y proteinas, se realizaron geles SDS-
PAGE tenidos con coomassie blue donde se compar6 la cantidad de proteinas solubles de mas
de 14 kDa (> 14 kDa) por unidad de area foliar. Los perfiles de proteina se cuantificaron por
densitometria, utilizando el software Image] y la cantidad de proteinas se expresé como la

intensidad de pixeles por area de hoja (ver punto 5.3 de Materiales y Métodos).

La combinacién de los métodos, cuantificaciéon de péptidos y proteinas por BCA y de
cuantificacién de proteinas a partir de geles SDS-PAGE, permite estimar una particién entre

péptidos y proteinas de menos de 14 kDa, y proteinas de masas superiores a 14 kDa.

La cantidad de aminoacidos totales en hojas y en FA se determiné mediante el método de la
ninhidrina (ver punto 8 de Materiales y Métodos) y se expresé como ug de aminoacidos por cm?
de hoja, como ug de aminoidcidos por gramo de PF de hoja y como concentracion de

aminodcidos por volumen de fluido apoplastico (ug a.a / ul FA).

3. Analisis estadistico

El experimento se organiz6 en dos grupos: WT y atg5; el grupo WT se subdividi6 en cuatro
condiciones: “S2 control”, “S2 tapadas”, “S2 cortadas” y “S3” y el grupo atgb se subdividi6 en
tres condiciones: “S2 control”, “S2 tapadas” y “S2 cortadas”. Dentro de cada grupo se
calcularon diferencias significativas entre las condiciones a P < 0,05 mediante el test de
comparaciones multiples de Fisher y se marcaron con distintas letras dentro de las barras. Para
las condiciones S2 control, S2 tapadas y S2 cortadas, se calcularon diferencias significativas
entre WT y atg5 a P < 0,05 mediante el test de comparaciones multiples de Fisher, y se
marcaron con asteriscos encima de las barras: *, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001; ****,

P<0,0001.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Niveles estables de péptidos y proteinas foliares durante la senescencia natural e

inducida por oscuridad en plantas de genotipo salvaje

1.1. Péptidos y proteinas de extractos de hojas

La comparacién entre hojas senescentes (Ext. WT S3) y no senescentes (Ext. WT S2 control)
muestra que durante la senescencia natural el contenido de proteinas foliares mayores a 14
kDa cae marcadamente (Figura 7.5 Ai y ii, columnas verdes, lisas vs a cuadros), mientras que el
nivel de péptidos y proteinas totales permanece estable (Figura 7.5 B, columnas verdes, lisas vs
a cuadros). Este resultado refleja la degradacion masiva de proteinas > 14 kDa,
particularmente de la proteina mayoritaria en hojas C3, Rubisco (Figura 7.5 Ai y ii), y la
acumulacién de productos parciales de esta protedlisis (i.e. péptidos, fragmentos de proteinas
menores a 14 kDa) en WT S3 (Figura 7.5 B). La expresién de los valores obtenidos por el
método de BCA en funcion del peso fresco foliar, PF, no altera sustancialmente los resultados

expresados por drea foliar (Figura 7.5 C).

Durante la senescencia de hojas S2 inducida por oscuridad (Ext. WT S2 tapadas y S2
cortadas), el nivel estable de péptidos y proteinas totales se reduce de manera pronunciada
respecto a las hojas S2 control (Ext. WT S2 control) (Figura 7.5 B y C, columnas verdes, lisas
vs rayadas oblicuas y rayadas horizontales), alcanzando niveles incluso menores a los
determinados para hojas S3, lo mismo ocurre con el nivel estable de proteinas >14 kDa (Figura
7.5 Ai y ii). No se observaron diferencias significativas entre la inducciéon de la senescencia por
oscuridad de hojas adheridas tapadas y hojas cortadas, en hojas S2 (Figura 7.5 columnas

verdes, rayadas oblicuas vs rayadas horizontales).
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Figura 7.5. Contenido de proteinas y péptidos en EXTRACTOS DE HOJA (Ext.). A) Perfil de proteinas en gel SDS-
PAGE (i) y su densitograma correspondiente (ii). Las calles se sembraron por unidad de &rea de hoja, cada calle
corresponde a 0,12 cm2 de hoja, las flechas rojas indican las subunidades mayor (~55 kDa) y menor (~14 kDa) de
Rubisco. B) Contenido de proteinas y péptidos solubles (prot.+pépt.) expresado como ug por cm? de hoja. C) Contenido
de proteinas y péptidos solubles (prot.+pépt.) expresado como ug por g de peso fresco (PF) de hoja. Los datos mostrados
corresponden a la media £ SEM. El experimento se organizé en dos grupos: WT (verde) y atg5 (azul); el grupo WT se
subdividié en cuatro condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales) y
“S3” (a cuadros); y el grupo atg5 se subdividio en tres condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2
cortadas” (rayas horizontales). En B) y C), dentro de cada grupo se calcularon diferencias significativas entre las
condiciones a P < 0,05 mediante el test de comparaciones mdltiples de Fisher y se marcaron con distintas letras dentro de
las barras. Para las condiciones S2 control, S2 tapadas y S2 cortadas se calcularon diferencias significativas entre WT y
atg5 a P < 0,05 mediante el test de comparaciones multiples de Fisher, y se marcaron con asteriscos encima de las
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barras: *, P < 0,05; **, P <0,01; ***, P < 0,001; ****, P<0,0001.

1.2. Niveles estables de péptidos y proteinas del fluido apoplastico durante la senescencia

natural e inducida por oscuridad en plantas de genotipo salvaje

En el capitulo 6 se compar6 el perfil de proteinas de FA de hojas S2 y S3 en geles SDS PAGE
(Figura 6.1), y se observaron disminuciones y aumentos de distintas proteinas del FA asociados
a la senescencia natural. En particular, se detecté un marcado incremento de las proteinas PR2

y PR5 en FA de hojas S3.

Durante la senescencia natural (FA S2 vs FA S3), mientras los niveles estables de péptidos y
proteinas del FA disminuyen levemente, un 12-20% (Figura 7.6 B y C columnas verdes, lisas vs
a cuadros), los niveles de proteinas > 14 kDa del FA aumentan un 22% en S3 (Figura 7.6 Aiy
ii). Esto sugiere que en el apoplasto de hojas senescentes naturales predominaria la
acumulacién de proteinas >14 kDa y la degradacién de péptidos y proteinas de bajo peso
molecular. En respuesta a la aceleracion de la senescencia por oscuridad (FA S2 control vs FA
S2 tapadas y S2 cortadas), el nivel de péptidos y proteilnas del FA disminuye
pronunciadamente, un 50-60% (Figura 7.6 B y C columnas verdes, lisas vs rayadas oblicuas y
rayadas horizontales), y el nivel de proteinas >14 kDa registra una caida similar, del 60-65%
(Figura 7.6 Ai y ii), sin que se aprecien diferencias significativas entre el FA de hojas tapadas
adheridas y hojas cortadas (Figura 7.6 columnas verdes, rayadas oblicuas vs rayadas
horizontales). Estos resultados indican que los niveles estables de proteinas y péptidos del FA
decrecen notoriamente cuando se acelera la senescencia por oscuridad, lo cual podria deberse
a mayores tasas de degradacion de proteinas y péptidos del FA, y/o de productos de degradaciéon

proteolitica provenientes del interior celular.

En conjunto, estos resultados muestran una notoria diferencia en el comportamiento de las
proteinas y péptidos apoplasticos entre la senescencia natural y la senescencia inducida por
oscuridad. Ademas estos resultados apoyan la hipétesis de que el apoplasto contribuye en los
procesos degradativos asociados a la removilizaciéon de N, hecho que se observa especialmente

durante la senescencia inducida por oscuridad.

1.2.1. PR2 y PR5 se acumulan en el FA durante la senescencia natural, pero no en respuesta a

la inducida por oscuridad

La induccién de la senescencia por oscuridad de hojas S2 conduce a una caida del nivel estable

de péptidos y proteinas totales del FA, sin que se observe un aumento de los niveles de las
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proteinas mayoritarias de FA asociadas a la senescencia natural, PR5 y PR2 (Figura 7.6 Ai y ii
WT S2 control vs WT S2 tapadas y WT S2 cortadas). Estos resultados sugieren que la
acumulacién apoplastica de las proteinas PR2 y PR5 estaria asociada especificamente a la
induccion de la senescencia foliar natural, y no al proceso de senescencia inducida por

oscuridad.

Como se mencioné en la introduccién de este capitulo, una caracteristica particular y
especifica de la senescencia natural, es la activaciéon de la via del acido salicilico, la cual se
encuentra inactiva durante la senescencia inducida por oscuridad. La induccién de la via del
acido salicilico promueve la expresion de muchos genes asociados a respuestas de defensa en
hojas senescentes naturales (Buchanan-Wollaston et al., 2005), lo cual se ve reflejado en la
composiciéon proteica del apoplasto al aumentar marcadamente los niveles de PR2 y PR5

durante la senescencia natural (Figura 7.6 Ai, Figura 6.1 y Tablas 6.1).

El FA contiene alrededor del 2,1 % de los niveles estables de péptidos y proteinas totales
de la hoja [(prot+pépt.) FA / (prot+pépt.) totales], y esta relacion permanece estable durante la

senescencia natural y en hojas S2 sometidas a tratamientos de oscuridad.
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Figura 7.6. Contenido de proteinas y péptidos en FLUIDOS APOPLASTICOS (FA) de hojas. A) Perfil de proteinas en gel
SDS-PAGE (i) y su densitograma correspondiente (ii). Las calles se sembraron por unidad de area de hoja, cada calle
corresponde a 20 cm? de hoja. Con flechas rojas se marcan las proteinas PR2 y PR5. B) Contenido de proteinas y péptidos
solubles (prot.+pépt.) expresado como pg por cm? de hoja. C) Contenido de proteinas y péptidos solubles (prot.+pépt.)
expresado como ug por g de peso fresco (PF) de hoja. Los datos mostrados corresponden a la media £ SEM. El
experimento se organizé en dos grupos: WT (verde) y atg5 (azul); el grupo WT se subdividid en cuatro condiciones: “S2
control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales) y “S3” (a cuadros); y el grupo atg5 se
subdividié en tres condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales). En B) y
C), dentro de cada grupo se calcularon diferencias significativas entre las condiciones a P < 0,05 mediante el test de
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comparaciones multiples de Fisher y se marcaron con distintas letras dentro de las barras. Para las condiciones S2 control,
S2 tapadas y S2 cortadas se calcularon diferencias significativas entre WT y atgs a P < 0,05 mediante el test de
comparaciones multiples de Fisher, y se marcaron con asteriscos encima de las barras: *, P < 0,05; **, P < 0,01; *** P <
0,001; ****, P<0,0001.

2. Niveles estables de aminoacidos y su particion entre el interior celular y el
apoplasto durante la senescencia foliar natural e inducida por oscuridad en

plantas salvajes.

Durante la senescencia natural (S2 control vs S3), los niveles estables de aminoacidos (a.a)
disminuyen un 50-55% y un 70-75% en extractos foliares y en la fracciéon apoplastica,
respectivamente (Figura 7.7, columnas vedes, lisas vs a cuadros). La relaciéon entre los niveles
estables de a.a en el FA y de a.a foliares totales (a.a FA/ a.a totales) cae de 2,5% en hojas S2
(control) a 1,25% en hojas S3. La imposiciéon de oscuridad indujo la senescencia de hojas S2
cortadas y adheridas a la planta, de acuerdo con la disminucién observada en el contenido de
clorofila (Figura 7.4 A) y proteinas totales (Figura 7.5). En las hojas S2 “tapadas” (adheridas a
la planta) este tratamiento generd una disminucién del 45-50% en el pool de a.a totales, y de
un 60% en el pool de a.a del FA (Figura 7.7 columnas verdes, lisas vs rayadas oblicuas), y la
relacion a.a FA/ a.a totales se redujo de 2,5% (en S2 control) a 1,8% en S2 tapadas. Estos
resultados reflejan un cambio més dinamico en los niveles de a.a del FA, respecto del interior
celular, asociado al aumento en la exportacion de a.a. durante la senescencia natural e

inducida por oscuridad en hojas adheridas a la planta.

Durante la senescencia de hojas S2 cortadas el contenido de a.a totales y el contenido de a.a.
del FA se incrementan un 100% (Figura 7.7 columnas verdes, lisas vs rayadas horizontales),
manteniéndose la relacion a.a FA / a.a totales (2,5%). El incremento en el contenido de a.a en
hojas S2 cortadas se debe al aumento de actividad proteolitica sumado a la imposibilidad de
exportacion de a.a, que se acumulan en la hoja. La estabilidad de la relacion a.a FA / a.a totales
en hojas S2 cortadas sugiere que la exportaciéon de a.a al espacio apoplastico es independiente
de la tasa de carga al floema, y, en tltima instancia, de la demanda desde otros érganos. Por
otra parte, debido a la falta de conexion fisica con los 6rganos destino, no existe una diferencia
de potencial de presion que impulse y transporte a los aminoécidos (junto a otros metabolitos) a
través del floema. Estos resultados concuerdan con los de Soudry y col. (2004), quienes
observaron acumulacién de aminoacidos en hojas de Arabidopsis y avena inducidas a senescer

en oscuridad separadas de la planta.
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Figura 7.7. Contenido de aminoacidos en EXTRACTOS DE HOJA (Ext.) (A y C) y FLUIDOS APOPLASTICOS (FA) de
hoja (B y D). Ay B) Contenido de amino&cidos totales (a.a) expresado como g por cm? de hoja en extractos de hoja (A) y
FA (B). C y D) Contenido de amino&cidos totales (a.a) expresado como g por g de peso fresco (PF) de hoja en extractos
de hoja (C) y FA (D). Los datos mostrados corresponden a la media + SEM. El experimento se organizé en dos grupos:
WT (verde) y atg5 (azul); el grupo WT se subdividié en cuatro condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas
oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales) y “S3” (a cuadros); y el grupo atg5 se subdividié en tres condiciones: “S2
control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales). Dentro de cada grupo se calcularon
diferencias significativas entre las condiciones a P < 0,05 mediante el test de comparaciones multiples de Fisher y se
marcaron con distintas letras dentro de las barras. Para las condiciones S2 control, S2 tapadas y S2 cortadas se calcularon
diferencias significativas entre WT y atg5 a P < 0,05 mediante el test de comparaciones multiples de Fisher, y se marcaron
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con asteriscos encima de las barras: *, P < 0,05; **, P < 0,01; ***, P < 0,001; ****, P<0,0001.

3. Particion del contenido intracelular y apoplastico de proteinas, péptidos y

aminoacidos en plantas mutantes para autofagia

3.1. Péptidos y proteinas de extractos de hojas

El nivel estable de proteinas >14 kDa resulté levemente mayor en hojas atg5 no senescentes
(atg5 S2 control) respecto de hojas WT no senescentes (WT S2 control) (Figura 7.5 Ai y 5Aii
columnas lisas, verdes vs azules), mientras que el contenido de péptidos y proteinas totales
resulté marcadamente mayor en atg5 que en WT (Figura 7.5 B y C columnas lisas, verdes vs
azules). Estos resultados sugieren que los mutantes atg5 acumulan péptidos y proteinas,
particularmente de peso molecular menor a 14 kDa en sus hojas, y concuerdan con lo
evidenciado por Guiboileau y col. (2013), quienes registraron mayores niveles de proteinas,
péptidos y aminoacidos foliares en plantas atg5 que en plantas WT de la misma edad

(Guiboileau et al., 2013).

En extractos de hojas atg5 sometidas a oscuridad se registr6 una disminucién de
alrededor del 35% de proteinas >14 kDa respecto de los extractos de hojas atg5 control (Figura
7.5 Ai y ii columnas azules, lisas vs rayadas oblicuas y rayadas horizontales). Esta disminucion
es menor a la observada en hojas WT S2 con iguales niveles de clorofila (Fig 7.5 Ai vy ii
columnas verdes, lisas vs rayadas oblicuas y rayadas horizontales). La induccion de la
senescencia por oscuridad afecté los niveles estables de péptidos y proteinas totales por igual a
plantas atg5 y WT (52), que mostraron una reduccién del 60% de estos niveles en los extractos
de hojas (atg5 y WT) oscurecidas respecto de sus respectivos controles (atg5 control y S2
control) (Figura 7.5 B y C, columnas verdes y azules, lisas vs rayadas oblicuas y rayadas
horizontales). Estos resultados indican que la autofagia estd involucrada en la degradacion /
acumulaciéon de péptidos y proteinas, pero no es una via indispensable para la degradacion

masiva de proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos en hojas inducidas a senescer.
3.2. Variacion en los niveles estables de péptidos y proteinas del fluido apoplastico
durante la senescencia inducida en plantas mutantes para autofagia

El contenido de proteinas >14 kDa del FA de hojas atg5 no senescentes resulté mayor al
registrado en FA de hojas WT no senescentes (Figura 7.6 Ai y ii columnas lisas, verdes vs

azules), mientras que el contenido de péptidos y proteinas totales del FA result6 ligeramente
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menor en atg5 que en WT (Figura 7.6 B y C columnas lisas, verdes vs azules). Esto podria
deberse a una mayor tasa de secrecién de proteinas (>14 kDa) al apoplasto en plantas atg5, o
bien una menor tasa de degradacion y/o exportacion de estas proteinas en el FA atg5.
Curiosamente, gran parte de las proteasas cuyos niveles son menores en atg5 (respecto de WT)
poseen senal de direccionamiento a apoplasto, aunque ninguna de éstas ha sido vinculada a la

removilizaciéon de N (Havé et al., 2018).

La degradacion de péptidos y proteinas apoplasticos no se veria alterada en los mutantes atgd
durante la senescencia foliar inducida por oscuridad, ya que tanto los niveles de péptidos y
proteinas (Figuras 7.6 B y C columnas verdes y azules, lisas vs rayadas oblicuas y rayadas
horizontales) como de proteinas >14 kDa (Figura 7.6 Aiy ii) caen en una proporcién similar en

el FA de hojas atgb y WT.

3.3. PR2 y PR5 se acumulan en el FA de hojas atg5 no senescentes

El patrén de proteinas del FA en gel SDS PAGE (Figura 7.6 Ai) evidencia una acumulacién de
PR2 y PR5 en el FA de hojas atg5 no senescentes (atgd S2 control), similar a la observada
durante la senescencia natural en plantas salvajes (WT S3). En plantas atg5, como en las
plantas salvajes, la acumulacién de 4cido salicilico aumenta durante el desarrollo, sin embargo

en plantas atg5 es mucho més pronunciada (Morris et al., 2000; Yoshimoto et al., 2009).

Curiosamente, los niveles de las proteinas PR2 y PR5 decrecen marcadamente en el FA de
hojas atg5 cuando éstas son oscurecidas (atg5 S2 tapadas y atg5 S2 cortadas). Estos resultados
indican que ambas proteinas PR dejan de acumularse en el FA cuando las hojas son sometidas
a oscuridad. Esto podria deberse a una disminucién de la tasa de secrecién al FA de PR2 y PR5,
particularmente asociada a la senescencia natural, o a una mayor tasa de degradacién de las

mismas.

3.4. Niveles estables de aminoacidos y su particion entre el interior celular y el apoplasto

en ausencia de autofagia

Las hojas atg5 no senescentes (atg5 S2) acumulan un 46% mas de a.a por area foliar que las
hojas WT S2 no senescentes (Figura 7.7 A columnas lisas, verdes vs azules), y la particién de
a.a (a.a en FA / a.a totales) es bastante menor en hojas atg5 (Figura 7.8 columnas lisas, verdes
vs azules). El tratamiento de oscuridad genera un aumento (no significativo cuando se expresa
por PF) del contenido de a.a. foliar de atg5 (Figura 7.7 Ay C, columnas azules, lisas vs rayadas

oblicuas y rayadas horizontales). El FA muestra una disminucién del nivel de a.a en el FA de
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hojas tapadas (atg5 tapadas) respecto del de atg5 control (Figura 7.7 B y D, columnas azules,
lisas vs rayadas oblicuas), probablemente asociada a un aumento en la tasa de exportacién de
a.a desde el apoplasto al floema. En hojas cortadas, el contenido de a.a. del FA refleja
fundamentalmente la exportacion de a.a. desde el interior celular al apoplasto, ya que no hay
conexién con otros érganos que pudieran ser destinos de aminoacidos. El pool de a.a del FA
atgb no muestra variacion alguna en hojas cortadas respecto al control no senescente (Figura
7.7 B y D, columnas azules, lisas vs rayadas horizontales), evidenciando nuevamente una
limitacién o disminucion de la salida de a.a del interior celular al apoplasto de plantas atg5. En
comparacion, el nivel de a.a. en el FA del WT aumenta marcadamente en hojas cortadas,
evidenciando la exportacion de a.a. desde el citosol al apoplasto (Figura 7.7 B y D, columnas
verdes, lisas vs rayadas horizontales). Este hecho también se ve reflejado en la relacién a.a en
FA / a.a totales, dado que en hojas atg5 oscurecidas es marcadamente menor que en hojas WT

S2 oscurecidas (Figura 7.8, columnas rayadas oblicuas y horizontales, verdes vs azules).

La acumulaciéon de aminoacidos, junto con las de amonio, en hojas atg5 es una caracteristica
que aun no se ha podido explicar fehacientemente. La actividad GS es similar entre el genotipo
salvaje y atg5, con lo cual la acumulaciéon de a.a. y NH," no parece ser el resultado de
alteraciones en la asimilaciéon de N en atg5 (Guiboileau et al., 2013). Guiboileau y col. (2013)
propusieron que la carga del floema seria menos eficiente en atg5. De ser este el tnico factor
que limita la exportacion de aminoacidos en las hojas de atg5, éstas deberian presentar una
acumulaciéon de aminoacidos en el apoplasto en hojas cortadas, similar a lo observado en hojas
WT S2 cortadas, que no ocurre. Por otra parte, cuando se induce la senescencia en hojas
unidas a la planta, la tasa de transporte floematico de a.a. es menor en atg5 que en WT
(Carrién, 2012). En atg5 el pool de a.a celular no se encuentra en equilibrio con el
correspondiente pool apoplastico, como ocurre en WT, y esto podria deberse a una limitaciéon
en la exportacion de aminoacidos del interior celular al apoplasto. Este hecho podria explicar
en parte la deficiencia en la removilizacion de N en hojas atg5 (Guiboileau et al., 2012;

Guiboileau et al., 2013; Masclaux-Daubresse et al., 2017).
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Figura 7.8. Fraccion de aminoacidos (a.a) foliares en
el FA. Este calculo se realizé en base a las cantidades
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Figura 7.9. Concentracién de Proteinas y péptidos solubles (prot.+pépt.) (A) y aminoacidos totales (a.a) (B) en el
fluido apoplastico (FA). Las concentraciones se expresan como g por pl de FA. Los datos mostrados corresponden a la
media + SEM. Se utilizé un ANOVA de dos vias y se calcularon diferencias significativas a P < 0,05 mediante el test de
comparaciones multiples de Fisher. El experimento se organizd en dos grupos: WT (verde) y atg5 (azul); el grupo WT se
subdividié en cuatro condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2 cortadas” (rayas horizontales) y “S3”
(a cuadros); y el grupo atg5 se subdividio en tres condiciones: “S2 control” (lisas), “S2 tapadas” (rayas oblicuas), “S2
cortadas” (rayas horizontales). Dentro de cada grupo se calcularon diferencias significativas entre las condiciones a P < 0,05
mediante el test de comparaciones multiples de Fisher y se marcaron con distintas letras dentro de las barras. Para las
condiciones S2 control, S2 tapadas y S2 cortadas se calcularon diferencias significativas entre WT y atgs a P < 0,05
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mediante el test de comparaciones multiples de Fisher, y se marcaron con asteriscos encima de las barras: *, P < 0,05; **, P <
0,01; ***, P <0,001; **** P<0,0001.

WT S2 WT S2 WT S2 WT S3 atg5S2 atg5S2  atg5S2

control tapadas cortadas control  tapadas cortadas
Vea (pl) / cm? hoja 0,45 0,45 0,50 1,30 0,90 0,70 0,95
Vea (ul) / g PF hoja 21 21 24 55 43 34 44

Tabla 7.1. Vra expresado por gramo (g) de peso fresco (PF) y por cm? de hoja. Los valores corresponden a
los promedios de los Vra utilizados para calcular los niveles de péptidos, proteinas y aminoacidos.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo indican que:

1. El apoplasto contribuiria en los procesos degradativos asociados a la removilizacién de

N, especialmente durante la senescencia inducida por oscuridad.

2. Existe una notoria diferencia en la dindmica de las proteinas del FA entre la

senescencia natural y la senescencia inducida por oscuridad:

a. Durante la senescencia natural predominaria la acumulacion de proteinas (>14
kDa) en el FA, mientras que durante la aceleraciéon de la senescencia por oscuridad

predominaria la degradacion de proteinas en el FA.

b. Muchas proteinas apoplasticas asociadas a la senescencia natural no se asocian a la

senescencia inducida por oscuridad.

c. El FA de hojas senescentes se caracteriza por la acumulacién de las proteinas PR2 y
PR5, mientras que estas proteinas no se acumulan en el FA durante la senescencia
inducida por oscuridad. Este hecho sugiere que el aumento de los niveles
apoplasticos de PR2 y PR5 se relaciona con la ontogenia foliar, y no con la induccién

de la senescencia por oscuridad.

3. En plantas salvajes, la secrecion celular de aminoacidos durante la senescencia se
produciria a favor de un gradiente de concentracién entre las células y el apoplasto. Esto
permite suponer que durante la senescencia los aminoacidos serian volcados al apoplasto por

mecanismos de transporte pasivos.

4. En plantas salvajes, durante la aceleraciéon de la senescencia por oscuridad en hojas
extraidas de la planta los aminoacidos contintian exportindose al apoplasto, donde se
acumulan como consecuencia de una interrupcion del flujo por el floema generado por la falta
de conexidn fisica con los érganos destino. La acumulacién de aminoacidos en el apoplasto de

hojas cortadas evidencia que este paso en la exportaciéon no depende de la demanda.

5. La falta de autofagia se asocia con una acumulacién de proteinas apoplasticas asociadas
a la senescencia natural en hojas no senescentes. Los perfiles de proteinas del FA de hojas atg5
no senescentes son muy similares a los de hojas WT senescentes naturales particularmente por

la acumulacién de PR2 y PR5.

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 229



Capitulo 7- El apoplasto y la removilizacion de nitrégeno durante la senescencia

6. Los niveles de las proteinas PR2 y PR5 decrecen marcadamente en el FA de hojas atg5
cuando éstas son oscurecidas, lo cual podria deberse a una mayor tasa de degradacién o a una
menor tasa de secrecion al FA de proteinas asociadas a la senescencia natural en respuesta a

los tratamientos de oscuridad.

7. La falta de autofagia se asocia a una limitaciéon del transporte de aminoacidos desde las
células al apoplasto. En los mutantes atg5 la relacion a.a. FA / a.a. totales es marcadamente
menor que en plantas salvajes, tanto en hojas no senescentes como en hojas inducidas a

senescer en oscuridad adheridas a la planta y extraidas de la planta.

8. La autofagia no es una via indispensable para la degradacién masiva de proteinas,
fragmentos de proteinas y péptidos en hojas inducidas a senescer. La induccién de la
senescencia por oscuridad afecté los niveles estables de péptidos y proteinas totales por igual en

plantas atg5 y WT.

9. La falta de autofagia no altera la degradacién de proteinas apoplasticas durante la
senescencia inducida por oscuridad. Durante la aceleraciéon de la senescencia en hojas S2
tapadas y S2 cortadas, los niveles de proteinas del FA disminuyen en una misma proporcién en

plantas atg5 y en plantas salvajes.
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CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo de tesis tuvo el objetivo principal de profundizar el conocimiento sobre los
cambios fisiologicos y moleculares que ocurren en el apoplasto durante el inicio y transcurso de

la senescencia foliar.

La primera etapa de la tesis (capitulos 3 y 4) estuvo enfocada en adaptar, para Arabidopsis, la
técnica de infiltraciéon-centrifugacién para extraer el fluido apoplastico foliar y la técnica del
indigo carmin para calcular los Vi, y los Fy; de los FA. La implementacién conjunta de ambas
técnicas es imprescindible para determinar de manera precisa las concentraciones fisiologicas
de los diversos metabolitos. Ademads, durante esta etapa se seleccionaron los estadios

ontogénicos de las hojas que se utilizaron en el resto de los experimentos.

Para el analisis de muchos parametros del apoplasto, como la estimacién del volumen de FA, 6
la composicién cuali-cuantitativa de proteinas, aminoacidos y otros metabolitos, es necesaria la
extraccion del FA de las hojas. Las técnicas extractivas, como la técnica de infiltracion-
centrifugacion utilizada en esta tesis, pueden provocar la fuga de componentes citosélicos al
apoplasto, resultanto en contaminaciéon de los FLLA obtenidos y por lo tanto en estimaciones
erréneas de los pardmetros analizados. En este sentido, en primera instancia se logr6 optimizar
la técnica de infiltracién-centrifugaciéon para poder extraer fluidos apoplasticos con niveles
minimos de contaminacién citosélica a partir de hojas de Arabidopsis de distinto grado de
desarrollo. Especificamente, se evaluaron varias fuerzas centrifugas y tiempos de centrifugado,
asi como también distintas soluciones de infiltraciéon y distintas técnicas de infiltracion en
vacio, y se opté por realizar las infiltraciones utilizando jeringas de 60 ml y ddH,O como
solucion de infiltracion, y centrifugaciones a 600 xg durante 38 min, ya que es la manera mas
directa y sencilla posible de obtener un alto porcentaje del FA foliar y sin actividad detectable

del marcador citos6lico GGPDH.

Ademas, para estimar las concentraciones fisiologicas de los distintos metabolitos a partir de las
soluciones de FLA es necesario conocer el factor de dilucién del FA recuperado (Fy py) v el
volumen real de FA (V) presente en las hojas. La técnica del Indigo Carmin es la mejor
establecida para ambos fines y la que mas se ha evaluado en especies herbaceas, sin embargo,
para mi conocimiento, hasta la fecha no hay reportes previos para Arabidopsis. Por lo tanto fue
necesario evaluar y adaptar esta técnica de modo de poder utilizarla para hojas de Arabidopsis
de diferentes edades. Si bien no hay manera de establecer si los volimenes de FA calculados

con la técnica del IC son los reales, ya que no existe hasta el momento una técnica que permita
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cuantificar el volumen de FA in vivo, los valores obtenidos para Arabidopsis presentaron una
alta reproducibilidad entre las réplicas y estuvieron dentro del orden de los valores reportados

previamente, y mediante diferentes técnicas, para otras especies de dicotiledéneas herbaceas.

A fin de seleccionar el material vegetal para la obtenciéon de FLA, en funcién de parametros
fisiol6gicos indicadores del grado de senescencia foliar se definieron 4 estadios ontogénicos
representativos de distintas etapas del desarrollo foliar: S1, S2, S3 y S4. Todos los parametros
analizados a lo largo de S1 a S4 muestran un cambio marcado entre S2 y S3, sugiriendo que el
inicio de la senescencia se ubicaria entre esos estadios. En las hojas S3 los contenidos de
clorofila y proteinas se reducen un 30-35 % y un 60% respectivamente en relaciéon a S2, y la
capacidad fotosintética cae un 8-10%. A pesar de mostrar sintomas claros de senescencia, las
hojas S3 mantienen un estado hidrico similar (CRA) a las hojas no senescentes, con mayores
contenidos de materia seca. Las hojas S2 y S3 corresponden a una misma cohorte de hojas
muestreadas en una etapa madura no senescente (S2); y en una etapa temprana de
senescencia foliar (S3), caracterizada por una activa removilizaciéon de nutrientes. Ambos
estadios de hojas (S2 y S3) permiten una extraccién o6ptima de sus fluidos apopléasticos por
medio de la técnica de infiltracion-centrifugacion optimizada previamente, con niveles no
detectables de contaminacion citosdlica. Estos dos estadios fueron los seleccionados para
continuar con el resto de los experimentos, ya que se consideraron los mas adecuados en el
contexto de este trabajo, enfocado a comprender el papel del apoplasto en el inicio y transcurso

de la senescencia foliar, mas que en la etapa final del proceso.

Una vez puestas a punto las técnicas para extraer y estimar las concentraciones de iones y
metabolitos en el apoplasto y seleccionados los estadios de hojas se comenzaron a analizar
cambios en diferentes aspectos fisiolégicos y moleculares en el apoplasto durante la

senescencia natural (hojas S2 vs S3).

Los principales cambios en el apoplasto foliar de Arabidopsis asociados a la senescencia natural

Son:

1. Una alcalizacion promedio de alrededor de una unidad de pH. Este aumento del pH
apoplastico podria significar menos fuerza motriz para traslocar moléculas desde y hacia las
células, y también podria cumplir funciones de sefialamiento durante el inicio de la

senescencia, regulando por ejemplo la actividad de enzimas apoplasticas.

2. Un aumento del volumen de FA (Vy,) de aproximadamente un 150%, mientras que el

volumen de aire apoplastico permanece pricticamente invariable durante el desarrollo de
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la hoja. No se observaron cambios significativos en la cantidad de pared y/o de pectinas
entre hojas S2 y S3 que puedan explicar el aumento en el V;, asociado a la senescencia.
Dado que los aumentos en el pH promueven la ionizacién de las pectinas, y como
consecuencia éstas son capaces de retener mas agua, podria ser posible que el aumento del

Vi esté relacionado con la alcalinizacién del apoplasto en hojas S3.

Una disminucién de la concentracién de solutos del FA de un 40%, que no fue significativa
probablemente debido a las escasas réplicas bioldgicas analizadas (3 por estadio) sumado a
los altos desvios estindar. En este sentido, serd necesario realizar mayor cantidad de
mediciones de potencial soluto del FA a fin de lograr determinaciones mas exactas sobre

variaciones en este parametro asociadas a la senescencia.

Un aumento en la cantidad de proteinas (>14 kDa) y una disminucién en el contenido de
péptidos y proteinas de bajo peso molecular en el FA, pese a que la cantidad de proteinas
foliares totales disminuye y la cantidad de péptidos y proteinas de bajo peso molecular
totales aumenta en hojas senescentes. LLa menor cantidad de péptidos en el FA de hojas
senescentes podria ser reflejo de una mayor tasa de degradacién y/o de removilizacion de
péptidos via floema, algo esperable dado que los péptidos, junto con los aminoacidos, son
los principales compuestos involucrados en la removilizacion de nitrégeno durante la

senescencia (Stacey et al., 2002; Dietrich et al., 2004).

Una disminucién muy pronunciada en el nivel de aminoacidos en el FA, incluso mas
pronunciada que la disminucién en el contenido de aminoacidos totales de las hojas. La
baja cantidad de aminoacidos observada en el FA de hojas senescentes probablemente sea
reflejo del aumento en la tasa de transporte en el floema. Se ha demostrado que la
cantidad de aminodcidos aumenta de manera marcada en el floema de hojas senescentes a
pesar de que el contenido de aminoacidos de esas hojas disminuye (Masclaux-Daubresse et

al., 2006; Bohner et al., 2015).

Diferencias muy marcadas entre los perfiles de proteinas del FA de hojas S2 y S3. Mientras
que en el FA S2 las proteinas estdn distribuidas de manera homogénea entre las distintas
bandas; gran parte de las proteinas presentes en el FA S3 esta representada por PR2 y PR5,
y a su vez los niveles de ambas proteinas aumentan de manera muy marcada en el FA
durante la senescencia, lo que sugiere que estas dos proteinas son protagonistas principales

de la senescencia en el apoplasto.
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7. Grandes variaciones en el proteoma del FA:

i. Mientras que un gran ntimero de proteinas (al menos 159) muestra una reduccion
en sus niveles relativos asociada a la senescencia, unas pocas proteinas (al menos 24)
se acumulan en el FA de hojas S3. Esto puede deberse a que la gran acumulacion de
las proteinas PR2 y PR5, da lugar a una disminucién relativa del resto de las
proteinas, que resultan menos representadas en la muestra. Por otra parte, dado que
el FA contiene numerosas proteasas, no se puede descartar que varias de las
proteinas identificadas por espectrometria de masas en el FA realmente
correspondan a fragmentos de degradacién de esas proteinas. En este sentido, seria
interesante realizar un andlisis proteémico de muestras de FA (S2 y S3) previamente
fraccionado por rangos de peso molecular (por ejemplo, ultilizando membranas de

ultrafiltracion de distinto corte).

ii. Mas de la mitad de las proteinas cuyos niveles son mayores en el apoplasto de las
hojas no senescentes carecen de péptido senal de direccionamiento a apoplasto y
serian exportadas por rutas no convencionales, mientras que la totalidad de las
proteinas que se acumulan en el apoplasto de hojas senescentes presentan péptido
sefal y por lo tanto serian exportadas al apoplasto por la ruta secretoria clasica, RE-

Golgi-TGN.

iii. En este estudio s6lo el 45% de las proteinas que presentan péptido sefial presentan
sitios potenciales de glicosilacion, pese a que la presencia de glicosilaciones es un
factor comun entre las proteinas que entran en la ruta convencional de secrecién
proteica. En este sentido, seria interesante poder identificar qué proporcion de las
proteinas apoplasticas se encuentran realmente glicosiladas, por ejemplo, mediante
analisis protedmico de muestras de FA previamente enriquecidas en glicoproteinas y

de muestras de FA total (sin enriquecer).

iv.  Gran parte de las proteinas cuyos niveles relativos aumentan en el FA de hojas
senescentes corresponden a proteinas de respuesta a estrés, reflejando la existencia
de cierta superposicion entre los programas extracelulares de defensa y de
senescencia natural. Estudios funcionales permitirin ampliar nuestra comprensién
sobre el papel especifico de las proteinas apoplasticas en el inicio y el progreso de la

senescencia natural.
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v. Muchas de las proteinas que se acumulan en el FA durante la senescencia natural
intervienen en la degradacion de polisacaridos, como la a-amilasa, varias
endoquitinasas y glucanasas, sugiriendo que gran parte de las proteinas apoplasticas
podrian participar en el remodelamiento de la pared celular y/o en la removilizacion

de C durante la senescencia natural.

vi. Varias peroxidasas se acumulan en el FA de hojas senescentes. Estas enzimas
podrian intervenir en la remodelacién de la pared celular y participar en rutas de
senalizacion asociadas a la senescencia mediante la producciéon de H,O, (Tognetti et

al., 2012; Foyer y Noctor, 2013).

vii.  Se identificaron dos proteasas extracelulares que se acumulan en el FA durante la
senescencia natural. Una de ellas es una metaloproteasa (3-MMP, At1g24140) que
probablemente participe en la regulacion de la muerte celular programada
(Zimmermann et al., 2016). La otra es una proteasa cisteinica (At3g49340), de
funcién desconocida, si bien se sabe que las proteasas de este grupo mecanistico
desempenarian un papel fundamental en la removilizacion de N durante la
senescencia (Thoenen et al., 2007; Parrott et al., 2010; Pruzinska et al., 2017).
Ademas, en el FA de hojas senescentes disminuyen los niveles del inhibidor de
proteasas cisteinicas, CYS4 (At4g16500). Se ha sugerido que durante la senescencia
foliar la protedlisis estaria controlada principalmente a través de la regulacion
negativa de los inhibidores de proteasas (Desclos et al., 2009). Seria interesante
analizar el rol de la proteasa cisteinica At3g49340 y del inhibidor CYS4 durante la

senescencia y la removilizacién de nutrientes.

Estos resultados sugieren que las condiciones en el FA podrian estar modulando la
removilizacion de nutrientes durante la senescencia de Arabidopsis. Para examinar esta
posibilidad, se compararon los niveles de a.a., péptidos y proteinas y su particién entre el
interior celular y el apoplasto durante la senescencia natural e inducida por oscuridad en hojas
adheridas a la planta y en hojas cortadas en las cuales la removilizaciéon de nutrientes esta
interrumpida. Este andlisis se realiz6 en plantas de genotipo salvaje y en mutantes atg5 donde
la autofagia se encuentra bloqueada, y la removilizacion de N estd disminuida respecto de

plantas salvajes. Los resultados de este andlisis sugieren que:

Tesis Doctoral - Lic. M. Lucia Borniego | 237



Conclusiones generales y perspectivas

10.

11.

12.

13.

14.

15.

El apoplasto contribuiria en los procesos degradativos asociados a la removilizacion de N,
especialmente durante la senescencia inducida por oscuridad en donde la disminucién en

los niveles de péptidos y proteinas del FA es muy marcada.

Las proteinas apoplasticas predominantes durante la senescencia natural, PR2 y PR5, no se

acumulan en el FA durante la senescencia inducida por oscuridad.

La exportaciéon de a.a al espacio apoplastico seria independiente de la tasa de carga al
floema, y, en dltima instancia, de la demanda desde otros 6rganos, ya que durante la
aceleracion de la senescencia por oscuridad en hojas extraidas de de plantas salvajes los
aminoacidos contintian exportindose al apoplasto pese a que la removilizacion de

nutrientes esta interrumpida.

La falta de autofagia se asocia con una acumulacién de PR2 y PR5, junto a otras proteinas
apoplasticas en el FA de hojas no senescentes, y los niveles de estas proteinas disminuyen
durante la senescencia inducida por oscuridad (atg5). Seria interesante realizar un anélisis
proteémico de las proteinas que se acumulan en el FA de hojas atg5 y de aquellas proteinas

cuyos niveles disminuyen en el FA de hojas atg5 oscurecidas.

La falta de autofagia se asocia a una limitacién del transporte de aminoacidos desde las
células al apoplasto, ya que en plantas atg5 la relacion a.a. FA / a.a. totales es
marcadamente menor que en plantas salvajes, tanto en hojas no senescentes como en
hojas inducidas a senescer en oscuridad, tanto adheridas como separadas de la planta.
Seria interesante identificar cudles son los mecanismos o etapas en la exportacion de
aminodcidos al apoplasto que estan alterados en el mutante atg5. Iniciamos este estudio,

que contintia en marcha al momento de finalizar la escritura de esta tesis.

La autofagia no serfa una via indispensable para la degradacion masiva de proteinas,
fragmentos de proteinas y péptidos en hojas inducidas a senescer, ya que la induccion de la
senescencia por oscuridad afecté los niveles estables de péptidos y proteinas totales y del

FA por igual a plantas atg5 y WT.

Perspectivas futuras

Dado que las proteasas apoplasticas pueden participar en la regulacién de la senescencia

procesando o degradando proteinas y/o péptidos de sefalizacién extracelulares, considero que

seria sumamente relevante poder avanzar en el conocimiento de la protedlisis regulatoria

asociada a la senescencia, por ejemplo 1) mediante la identificacién de nuevas proteoformas

(protedlisis sitio especifica de proteinas y maduraciéon de péptidos de senalizacién), o
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proteoformas cambiantes cuyos niveles aumenten o disminuyan a lo largo de la senescencia en
hojas de Arabidopsis y 2) mediante la identificacién y caracterizacion de los sustratos
fisiolégicos de las proteasas apoplasticas que han sido vinculadas a rutas de senalizacion

extracelulares asociadas con la senescencia.
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