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1. INTRODUCCION

1.1. Leguminosas Y fijacidon biol6gica de nitr6geno

La familia Leguminosae (o Fabaceae) comprende aproximadamente 700 géneros y
19000 especies de plantas herbdceas, arbustivas o arbéreas, facilmente reconocibles
por su fruto tipo legumbre y sus hojas compuestas y estipuladas. Son plantas
cosmopolitas, siendo su distribucién mas frecuente en climas tropicales y subtropicales.
Después de los cereales, constituyen el segundo grupo de plantas cultivadas mas
importante, abarcando un 12% de las tierras agricolas en el mundo (Sanchez y cols,
2008). Su importancia se debe a que son una fuente esencial de proteinas para la
alimentaciéon humana y animal. También son utilizadas en la industria para la obtencién
de aceites minerales y materias primas.

Entre las leguminosas de mayor importancia agricola destacan leguminosas de
grano como la soja (Glycine max), judia (Phaseolus vulgaris), guisante (Pisum sativum),
garbanzo (Cicer arietinum), haba (Vicia faba) y lenteja (Lens culinaris), y leguminosas
forrajeras como la alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense) y distintas
especies del género Lotus (L. corniculatus, L. tenuis, L. uliginosus). Las leguminosas de
interés agrondmico y diversas leguminosas arbustivas y arbdreas juegan un papel
fundamental al ser capaces de fijar (reducir) el nitrégeno atmosférico (N,) a amonio,

tras establecer simbiosis con los rizobios del suelo. Estos constituyen un grupo muy
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heterogéneo de bacterias pertenecientes a cuatro familias: Rhizobiaceae,
Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Madigan y cols, 2000).
Dentro de estas familias sélo unos determinados géneros son capaces de efectuar el
proceso de fijacidn bioldgica de nitrégeno: Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer),
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium.

A diferencia de las cianobacterias y las bacterias del género Frankia, los rizobios
no pueden generar un ambiente anaerobio o microaerobio en donde poder realizar la
fijacién bioldgica de N, por si mismos. Para llevar a cabo el proceso, estas bacterias han
de encontrarse en las inmediaciones de las plantas leguminosas e interactuar con éstas,
promoviendo una serie de respuestas en la planta que desencadenaran la formacién de
un érgano nuevo, el nddulo, en el cual se proporciona un entorno controlado, asi como
los nutrientes necesarios para que la bacteria pueda efectuar el proceso de fijacidén
(Fig. 1.1).

La fijacidon bioldgica de N, es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa,
que estd compuesto por dos metaloproteinas: una ferroproteina o dinitrogenasa
reductasa y una ferromolibdoproteina o dinitrogenasa. Esta enzima lleva a cabo la
reduccién del N, a NH, y de H" a H, segln la reaccién:

N, + 8H" + 8¢  + 16ATP - 2NH; + H, +16ADP +16P;

La dinitrogenasa reductasa es un homodimero, codificado por el gen nifH, que contiene
cuatro atomos de Fe y un centro 3Fe-4S. La dinitrogenasa es un tetrdmero, codificado
por el gen nifDK, con dos tipos de centros: centro P (4Fe-4S) y cofactor FeMoco, que
representa el sitio activo de la enzima donde se reduce el sustrato. La dinitrogenasa
reductasa se activa con dos moléculas de MgATP y recibe los electrones procedentes de
la ferredoxina. A continuacion, se forma el complejo nitrogenasa por unién de las dos
metaloproteinas a través de la interaccidn de la Cys y la His de la Fe-proteina con el Fey
el Mo de la dinitrogenasa, respectivamente; el ATP se hidroliza y, mediante la
transferencia de un electrén, se reduce la dinitrogenasa reductasa; finalmente, la
dinitrogenasa intercambia MgADP por MgATP y se inicia un nuevo ciclo.

El complejo nitrogenasa es inactivado de manera irreversible por el O,, por lo
que el nivel de O, debe estar estrictamente controlado en el nédulo. Existen dos

mecanismos principales que permiten que esto ocurra. Por un lado, existe una barrera a
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Figura 1.1. Esquema del proceso de nodulacién. Se muestra ademas una micrografia
electrénica donde pueden observarse células vegetales, simbiosomas y bacteroides [Adaptado
de http.//cropview.wordpress.com/tag/nitrogen-inoculation/].

la difusién de O, que estd localizada en el cértex interno y restringe el paso del gas
hacia la zona de infeccidn. Por otro lado, la leghemoglobina (Lb) transporta el O, hasta
la membrana del simbiosoma, donde es liberado y difunde por el estrecho espacio
peribacteroidal hasta alcanzar las oxidasas terminales del bacteroide. La elevada
afinidad de las oxidasas por el O, y su alto consumo respiratorio en los bacteroides
favorecen que los niveles de O, en torno al complejo nitrogenasa se mantengan bajos.
En el nédulo y otros érganos, como las raices y hojas de todas las plantas,
pueden existir diversas hemoglobinas (Hbs), que se denominan ‘no simbidticas’ para
diferenciarlas de la Lb, cuya funcidn esta vinculada exclusivamente al proceso

simbidtico. Estas Hbs se describen a continuacion.


http://cropview.wordpress.com/tag/nitrogen-inoculation/
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1.2. Estructura de las hemoglobinas

El término ‘hemoglobina’ se asocia rapidamente al transporte de O, dentro de los
eritrocitos en el sistema circulatorio de los animales. De hecho, las primeras Hbs
encontradas fueron la Hb y la mioglobina (Mb) en la sangre y musculos,
respectivamente, de los vertebrados. Por tanto, puede resultar sorprendente que las
plantas también contengan este tipo de proteinas. El nombre hemoglobina proviene de
la estructura globular asociada al grupo prostético hemo, el cual no sélo es capaz de
unir O, sino también otros gases diatdmicos como mondxido de carbono (CO), éxido
nitrico (NO) y sulfuro de hidrégeno (H,S), e incluso moléculas orgdnicas como el 4cido
nicotinico o ciertos lipidos de membrana (Appleby y cols, 1973; D’Angelo y cols, 2004;
Rinaldi y cols, 2006).

La concentracion de Hb en los eritrocitos se encuentra en el rango de 10 mM,
mientras que la Mb en el musculo esquelético esta en el rango sub-milimolar. En las
plantas, la primera Hb se descubrié en los nddulos de las leguminosas. En ellos, la Lb
desempeiia una funcién esencial, facilitando la difusion de O, a los bacteroides e
impidiendo la inactivacién irreversible de la nitrogenasa, tal como se ha indicado
anteriormente. La concentracidn de Lb en los nédulos puede alcanzar 1-3 mM, lo que
les confiere un caracteristico color rojo. Por otro lado, las plantas también producen
Hbs con funciones no simbidticas, pero sus concentraciones estdn en el rango de 100
nM (condiciones normales) a 5-20 uM (tras ser inducidas por varios tipos de estrés u
hormonas), en cualquier caso niveles muy bajos para ser apreciables por el color (Gupta
y cols, 2011).

Las Hbs de procariotas, protozoos, plantas y animales pueden tener distintas
estructuras y funciones. Por ejemplo, pueden ser monémeros, dimeros o estructuras
multiméricas muy grandes, y pueden encontrarse en distintos lugares dentro de un
organismo. La mayor parte de los organismos tienen varias Hbs diferentes. El hecho de
gue las Hbs estén presentes en la mayoria de los seres vivos sugiere que son proteinas
multifuncionales y que resultan vitales para la supervivencia de las especies y su
adaptacion a distintas condiciones (Weber y Vinogradov, 2001).

El mondmero de Hb se caracteriza por presentar un plegamiento globular

constituido por seis a diez a-hélices dispuestas en torno al grupo prostético hemo. El
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grupo hemo consiste en una protoporfirina IX, con un tetrapirrol ciclico hidrofébico con
los electrones deslocalizados, y un dtomo de hierro en el centro del tetrapirrol, que
puede existir en dos formas: ferrosa (Fe®*) o férrica (Fe*). El hierro, con seis posibles
enlaces de coordinacidn, tiene ocupados cuatro de ellos con los nitrégenos pirrdlicos,
mientras que la quinta posicidn corresponde a un enlace coordinado con la His proximal
(Hp). La sexta posicion de las Hbs se establece con los ligandos y/o con una His distal
(Hp) que interviene en la regulacién de la unién de dichos ligandos (ver apartado 1.2.1).
Dicha unidn depende, en gran parte, del estado de oxidacidn del hierro. Asi, sélo las Hbs
con el hierro en forma Fe®" (ferro-Hbs) son capaces de unirse al O, o al CO, mientras
que el cianuro se une a las Hbs con hierro en forma Fe*" (meta-Hbs o ferri-Hbs) y el NO
se une principalmente al Fe** y mucho menos eficientemente al Fe*" (Kakar y cols,
2010). Por otra parte, las Lbs son capaces de unir moléculas organicas como el
nicotinato cuando el hemo esta tanto en forma Fe** como Fe*, aunque este hecho no
parece tener relevancia fisioldgica (Appleby y cols, 1973). Se desconoce si las Hbs no
simbidticas son capaces de unir nicotinato. El plegamiento globular alrededor del hemo
sirve para tres propdsitos importantes: aumenta la solubilidad del grupo prostético,
evita en cierta medida la oxidacién del hierro a su estado inactivo (Fe*) para la unién
con 0,, y regula la unién de los ligandos. Por ejemplo, la Hp de la Mb forma un enlace
de hidrégeno con el O, unido para estabilizarlo. Esto mismo ayuda también a
discriminar el O, frente a otros ligandos como el CO. Por otro lado, la Lb estabiliza el
ligando unido evitando la formacidn de enlaces de hidrégeno con la Hp (Kundu y cols,

2003).

1.2.1. Hemoglobinas pentacoordinadas y hexacoordinadas

Atendiendo a la coordinacién del hierro del hemo, las Hbs pueden dividirse en dos
grupos. Las Hbs pentacoordinadas presentan una Hp en la quinta posicion del hemo,
dejando disponible la sexta posicidon para la unién de ligandos externos. Ejemplos de
este tipo son la Hb de eritrocitos, la Mb muscular y las Lbs de leguminosas. En cambio,
las Hbs hexacoordinadas tienen el hierro coordinado tanto con la Hp como con la Hp
(que ocupa la sexta posicion), de forma similar a lo que ocurre en el sitio activo del

citocromo bs (Kakar y cols, 2010). Tipicas Hbs de esta clase son la neuroglobina y
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citoglobina humanas (Burmester y cols, 2000; Burmester y cols, 2002). En estas Hbs,
mientras que la Hp estd unida fuertemente al hierro, la coordinacién de la H, es
reversible y muy variable, lo que permite la unién de ligandos exdgenos (Fig. 1.2).
Ademads, las Hbs hexacoordinadas suelen tener una cierta proporciéon de moléculas con
el hemo pentacoordinado (Trent y Hargrove, 2002).

A diferencia de la Mb y Lb, se cree que las Hbs hexacoordinadas no estan
involucradas en el transporte de O, basicamente por dos razones. Primera, sus
constantes de disociacién de O, (ko) son significativamente menores que las de las
pentacoordinadas (Mb de esperma de ballena: 15 st Lb de soja: 5,6 s’ Hb de arroz:
0,038 s™) (Hargrove y cols, 2000). Segunda, sus concentraciones in vivo estan en el
rango nM-uM, lo que implica que no son buenos candidatos para facilitar la difusién de
0,. La primera Hb hexacoordinada fue descubierta en cebada (Taylor y cols, 1994) y

desde entonces estas Hbs se han descrito también en bacterias y vertebrados.

Hp H,

Pentacoordinado Hexacoordinado

Figura 1.2. Coordinacion de las Hp y Hp en un hemo pentacoordinado y hexacoordinado
[Adaptado de Gupta y cols, 2011].

1.2.2. Clases de hemoglobinas de plantas

Las Hbs de plantas superiores constituyen un grupo diverso y atendiendo a su filogenia
se han clasificado en tres tipos. Las Hbs de clase 1 (Glb1) presentan una afinidad
extremadamente alta por el O, (Kp; ~2 nM) (Smagghe y cols, 2009) y su principal

funcion parece estar relacionada con la modulacién de la concentracién de NO (Gupta e
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Igamberdiev, 2011). Las Hbs de clase 2 (Glb2) presentan una menor afinidad por el O,
(Ko2 ~150 nM) (Dordas, 2009) y se ha propuesto que podrian facilitar el suministro de
0O, a los tejidos en desarrollo (Vigeolas y cols, 2011). Las Hbs simbidticas pueden
considerarse una subclase de éstas, que han adquirido propiedades estructurales
especificas que hacen posible la simbiosis con bacterias fijadoras de N, a través del
control de los niveles de O,. Hay, no obstante, unas pocas hemoglobinas simbidticas
(como la de Parasponia andersonii) que se originaron a partir de las Glb1. Las Hbs de
clase 3 o ‘truncadas’ (Glb3 o trHbs) representan un grupo con una similitud muy baja a
las de clase 1y clase 2, y con una baja afinidad por el O, (Ko, ~1500 nM) (Watts y cols,
2001; Fig. 1.3).

Una propiedad bioquimica importante que define a las Glb3 es que presentan
una estructura ‘2-on-2’, al contrario que el resto de las Hbs, que poseen una estructura
tipica ‘3-on-3’ consistente en tres a-hélices plegadas sobre cada uno de los lados del
grupo hemo. Las Glb3 presentan una Hp, mientras que la Hp puede estar sustituida por

otro aminoacido (Wittenberg y cols, 2002). En plantas, este tipo de Hbs fue descrito por

Hemoglobinas de plantas

! ! !

Clase 1 Clase 2 Clase 30
l Hb truncadas

* Alta afinidad
por O,

* Menor afinidad por O,

-/
Plegamiento

33 * Alta similitud a las Hb
* Baja similitud a las simbidticas
Hb simbidticas . » Pl ient
* Facilitar el suministro de egazr;lz'en °
* Scavenging de NO 0, a tejidos en desarrollo
* Baja afinidad por O,
Hb no simbidéticas: hemo hexacoordinado, * Regular el suministro
ubicuas, expresion en todos los tejidos | de O, aaltas [O,]
v

Subclase: Hb simbiéticas

g Qﬂ”‘) * Leghemoglobinas y Hb de plantas
&(; actinorricicas
30
€ * Expresion en nédulos

Plegamiento
3/3 * Hemo en estado pentacoordinado

Figura 1.3. Esquema de la clasificacion de las hemoglobinas de plantas basado en su origen
evolutivo v propiedades estructurales.
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primera vez en el alga verde unicelular Chlamydomonas eugametos y contiene una GIn
remplazando a la Hp (Couture y cols, 1994). En Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) se ha
identificado un gen que codifica una de estas proteinas y que se expresa en las raices y
en la parte aérea de la planta. Esta proteina Glb3 es pentacoordinada pero, en su
estado desoxigenado, adquiere una conformacién transitoria hexacoordinada (Hoy vy
Hargrove, 2008).

A pesar de que la clasificacion de las Hbs de plantas en virtud de la coordinacion
del hemo y de su papel simbidtico o no simbidtico es util, no refleja su origen evolutivo
ni sus propiedades estructurales. Desde el descubrimiento de las Hbs no simbidticas de
plantas, con la descripcidon de una Hb simbidtica ‘inusual’ en P. andersonii por Appleby y
cols (1983), se han detectado otros genes de globinas vegetales. El analisis filogenético
distingue claramente a estas proteinas en tres clados, designados como clases 1, 2y 3
(Fig. 1.4). En las de clase 2 y, en menor medida, en las de clase 1, la evolucidn tuvo lugar
desde Hbs no simbidticas hexacoordinadas hacia Hbs simbidticas pentacoordinadas.
Con la limitacién que supone la poca informacién disponible, se puede concluir que,
aparentemente, los mayores niveles de hexacoordinacidn se dan en las Hbs de clase 2 y
los menores en las de clase 1. Las Hbs no simbidticas de las briofitas se clasifican como
clase 0, y las de musgos como Physcomitrella patens son de las mas antiguas de las
caracterizadas hasta el momento (Vazquez-Limén y cols, 2012).

El andlisis comparativo de las secuencias génicas de las Hbs de clase 1 y clase 2
con otras Hbs muestra que no estdn relacionadas cercanamente con la Mb y Hb de
vertebrados, mientras que la estructura primaria de las Hbs de clase 3 sugiere que estas
proteinas estan mas estrechamente relacionadas con las Hbs bacterianas (Watts y cols,

2001).
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Figura 1.4. Arbol filogenético en el que se distinguen claramente las tres clases de globinas de
plantas, mostrando las proteinas hexacoordinadas (*). La evolucién hacia las Hbs simbidticas
corresponde a la transicion al estado pentacoordinado (). La Hb de P. andersonii presenta una
subunidad pentacoordinada y otra hexacoordinada. El estado de coordinacion de las globinas no
sefialadas con simbolos es desconocido [Adaptado de Gupta y cols, 2011].
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1.3. Funciones de las hemoglobinas

Las Hbs se encuentran en todos los grupos de organismos, incluyendo procariotas,
hongos, plantas y animales. Ademas del transporte de O,, pueden llevar a cabo distintas
funciones, desde el control de la concentracién de NO hasta la catdlisis de reacciones
redox.

La primera Hb de plantas que se describio fue la Lb de nddulos de soja (Kubo,
1939), hallazgo que posteriormente se hizo extensivo a otras leguminosas. Esto llevo a
pensar que las Lbs desempeiian funciones asociadas con la simbiosis rizobio-
leguminosa, probablemente debido a la capacidad de estas hemoproteinas para unir y
transportar O,. Sin embargo, la subsiguiente identificacién de Hbs en especies vegetales
muy distantes, tales como la cebada (Taylor y cols, 1994) y Arabidopsis (Hunt y cols,
2002), reveld que las Hbs llevan a cabo también funciones no relacionadas con la
simbiosis. La amplia distribucién y diversidad de los genes de las Hbs apoya
fuertemente la hipétesis de que estos genes descienden de un gen ancestral comun.
Por tanto, las distintas funciones de las Hbs serian consecuencia de la adquisicidn de
nuevas funciones de un gen estructural pre-existente, lo cual requiere cambios no sélo
en las regiones codificantes sino también en sus elementos reguladores (Hardison,

1998).

1.3.1. Hemoglobinas de clase 1 de plantas

Las propiedades y funciones de las Glb1l estan determinadas, en gran medida, por la
elevada afinidad que tienen por el O, en comparacidon con otras Hbs. Esto se debe a
que, aunque las Glb1 poseen constantes de asociacion (k,,) de O, comparables a la Mb
y un orden de magnitud menor a la Lb (Duff y cols, 1997), dichas proteinas muestran
constantes de disociacién (ko) de O, extremadamente lentas. El resultado es que las
constantes de equilibrio o afinidad (K= k.i/ko.n) de, por ejemplo, las Hbs de cebada y
arroz son ~0,5-3 nM. Esta elevada afinidad por el O,, debida fundamentalmente a una
lenta disociacion del ligando, hace improbable que las Hbs de clase 1 actien como

transportadores o sensores de O, (Hill, 1998).
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La expresion de las Glb1l aumenta en condiciones de hipoxia (Guy y cols, 2002;
Hunt y cols, 2002), tras el suministro de sacarosa a la planta (Hunt y cols, 2001), o
cuando la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial se encuentra inhibida (Nie y Hill, 1997).
Una de las principales funciones de estas Hbs es la modulacién de la concentracion de
NO (Gupta e Igamberdiev, 2011). Esta funcién es importante ya que el NO es una
molécula sefial en las respuestas de la planta a distintos tipos de estrés, tanto bidtico
como abidtico. Es mas, el NO controla muchos procesos del desarrollo, tales como la
dormancia de las semillas (Bethke y cols, 2006) y la formacién de raices secundarias
(Correa-Aragunde y cols, 2004).

La produccién de energia en las células en condiciones de hipoxia se logra
principalmente a través de la glucdlisis. En plantas sometidas a hipoxia se ha propuesto
un mecanismo alternativo a las vias de fermentacién clasicas (formacion de etanol y
lactato) para la reoxidacion de NADH a NAD" que involucra a las Glb1. Este mecanismo,
denominado ciclo Hb/NO (Igamberdiev y Hill, 2004), se explica detalladamente en la
Fig. 1.5. Para que el ciclo sea operativo, tienen que producirse esencialmente tres tipos
de reacciones: (a) la actividad NO dioxigenasa (NOD) de la Hb, en la que su forma
ferrosa oxigenada (oxiHb o Hb**0,) reacciona con el NO para producir nitrato (NO5™) y
meta-Hb (Hb*); (b) la reduccién del NO;™ a nitrito (NO,”) y NO por las nitrato
reductasas (NRs) y la nitrito/NO reductasa (NiNOR); y (c) la reduccidn de la Hb* de
nuevo a la forma activa Hb®>* por una enzima o sistema no enzimatico. Tanto la
reduccién del NO;™ y NO,” como la regeneracién de la Hb** consumen NAD(P)H y
producen NAD(P)’, que queda de esta forma disponible para el proceso glucolitico
(lgamberdiev y Hill, 2004). Ademas de proveer NAD(P)" para la glucdlisis, este ciclo seria
muy util para impedir la acumulaciéon de niveles téxicos de NO durante la hipoxia
(Igamberdiev y Hill, 2004). La participacion de las Hbs de clase 1 en este ciclo durante la
hipoxia es apoyada por los experimentos de Hunt y cols (2002), quienes observaron una
mayor tasa de supervivencia de las plantas transgénicas que sobreexpresaban de forma
constitutiva la Glb1 con respecto a las plantas control.

Por otro lado, el hecho de que las Hbs no simbidticas también se expresen en
condiciones normaéxicas sugiere una posible funcién durante el desarrollo. Ademas de
en las raices, tanto la Glb1 como la GIb2 de Arabidopsis se expresan en los hidatodos,

las inflorescencias y los meristemos apicales de los tallos (Hebelstrup y cols, 2006).
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Figura 1.5. Participacion del ciclo Hb/NO en la oxidacién del NAD(P)H durante la hipoxia. El NO5’
puede ser reducido a NO, tanto por la nitrato reductasa citosdlica (cNR), como por la nitrato
reductasa de la membrana plasmatica (PM-NR). Sélo una parte del NO, formado puede ser
reducido a amonio (linea gris). Una reaccidn secundaria de la ctNR o de la nitrito-NO reductasa
de la membrana plasmatica (Ni-NOR) oxida el NO, a NO. El NO es convertido en NO3 por la
reaccion NOD de la oxihemoglobina [Hb**0,], la cual revierte a meta-Hb [Hb"]. La alta afinidad
de Hb™* por el O, resulta en su inmediata oxigenacidén, incluso a muy bajas concentraciones de
0,. Las reacciones dependientes de la cNR se muestran en verde, y las relacionadas con la PM-
NR y Ni-NOR en rojo. Abreviaturas: SDH, succinato deshidrogenasa; MetHb-R, meta-
hemoglobina reductasa [Adaptado de Igamberdiev y Hill, 2004].

Asimismo, la alteracidn en la expresion de estos genes causa cambios fenotipicos muy
marcados durante el desarrollo posembriogénico. La formacidn de rosetas aéreas en los
meristemos apicales y el retardo en la floracién que se observa en lineas donde se
suprimio la expresion de Glb1 (Hebelstrup y Jensen, 2008) sugiere la participacion de las

Hbs en el desarrollo y funcién de los tallos.
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1.3.2. Hemoglobinas de clase 2 de plantas

Existe poca informacién sobre la funcién de las GIb2 en plantas. En Arabidopsis, la
expresion de la Glb2 se incrementa en respuesta a baja temperatura (Trevaskis y cols,
1997) y a la hormona citoquinina (Hunt y cols, 2001). Sin embargo, contrariamente a la
Glb1, la disminucién del nivel de expresién de la proteina Glb2 no ocasiona efectos
notorios en el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis (Hebelstrup y cols, 2006).

El analisis del patrén de expresion muestra una expresion preferencial de la
Glb2 en hojas jovenes, haces vasculares, flores, semillas en desarrollo y frutos
inmaduros (Hunt y cols, 2002; Wang y cols, 2003). Esto sugiere una posible funcidn de la
proteina en tejidos que normalmente tienen una actividad metabdlica y una demanda
energética alta. Vigeolas y cols (2011) observaron que la sobreexpresién de la Glb2 de
Arabidopsis provoca un aumento en el contenido lipidico de las semillas, mediado en su
mayor parte por un incremento del contenido de acidos grasos insaturados. De esta
forma, proponen una funcién especifica de las Hbs de clase 2 promoviendo la
acumulacién de este tipo de acidos grasos, que tienen una importante funcién en la
respuesta de la planta al frio, quizds mediante un aumento en la disponibilidad de O, en
las semillas en desarrollo.

En cuanto a las Hbs simbidticas, se ha visto que la Lb resulta indispensable para
el proceso de fijacion de N,, ya que permite un suministro de O, bajo y controlado a los
rizobios, impidiendo por tanto la inactivacion irreversible de la nitrogenasa (Ott y cols,
2005). Esta misma funcién no puede excluirse para las Hbs de clase 2, ya que las

caracteristicas de la unién con el O, son comparables a las de la Lb.

1.3.3. Hemoglobinas de clase 3 de plantas

A pesar de que es muy escasa la informacidn disponible sobre las funciones de las Glb3
o trHbs en plantas, algunas de sus homdlogas bacterianas contribuyen a la tolerancia a
estrés nitrosativo (Wittenberg y cols, 2002; Angelo y cols, 2008). Por ejemplo, Ouellet y
cols (2002) demostraron que las trHbs bacterianas son capaces de eliminar de forma
muy eficiente el efecto téxico del NO, como es el caso de la trHb de Mycobacterium

bovis, que lo hace 20 veces mds rapido que la Mb. Estos mismos autores proponen,
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considerando el hecho de que las propiedades estructurales de las trHbs estan muy
conservadas en las distintas especies, que posiblemente todas las trHbs cumplan una
funcién en el metabolismo de NO. No obstante, seria importante determinar si todas
las trHbs son capaces de metabolizar el NO eficientemente y si algunas de ellas
catalizan nuevas reacciones con funciones especializadas.

Se ha observado en el alga verde unicelular C. eugametos que la trHb se induce
cuando la fotosintesis es activa, y que la proteina se localiza, en parte, en las
membranas tilacoidales (Couture y cols, 1994). La trHb soluble de la cianobacteria
Nostoc commune se localiza en la cara citoplasmatica de la membrana celular y se
expresa Unicamente en condiciones anaerdbicas (Hill y cols, 1996; Thorsteinsson y cols,
1999). Ademas, el gen que codifica esta trHb se expresa conjuntamente con los genes
relacionados con la fijacién de N, (Thorsteinsson y cols, 1999). En la leguminosa modelo
Medicago truncatula se han estudiado dos genes GIb3, y su funcidn parece estar
relacionada con la simbiosis, suprimiendo la respuesta defensiva inicial de la planta al
unirse con el NO (Vieweg y cols, 2005). Este mismo papel se ha propuesto para la Glb3
de Datisca glomerata en su interaccidn con Frankia (Pawlowski y cols, 2007). Ademas,
el gen GI/b3 de Arabidopsis disminuye su expresién en respuesta a hipoxia, lo que
sugiere que la funcién de la proteina no estd relacionada con el transporte o

sefializacion de O, (Watts y cols, 2001).

1.3.4. Localizacién de las hemoglobinas no simbidticas

En cuanto a la localizacidn tisular, las Glbl se han encontrado en semillas (Hunt y cols,
2001), en raices de especies herbaceas (Wang y cols, 2003), en hojas y flores
(Hebelstrup y cols, 2006) y en tejido meristematico (Hebelstrup y Jensen, 2008). En
Arabidopsis, un estudio en el que se fusiond el promotor de una Glb2 de arroz con GUS
mostré que el gen se expresa en raices, en la zona vascular de hojas jovenes, en flores y
en la union del tallo con el pedicelo (Ross y cols, 2004). En la legimunosa modelo Lotus
japonicus, las tres clases de Hbs no simbidticas y truncadas se expresan en niveles muy
altos en los nédulos en comparacidn con los restantes érganos de la planta (Bustos-
Sanmamed vy cols, 2011). La Glb1-2 (subclase de las Glb1l) presenta un expresion

considerablemente mayor en hojas que la Glb1-1, mientras que la Glb3-1 (subclase de
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las GIb3) muestra una expresion elevada Unicamente en nddulos, a diferencia de la
Glb3-2 que se expresa de forma casi uniforme en toda la planta. La expresidn de estos
genes se localizé en los haces vasculares, en el cortex y en la zona infectada (Bustos-
Sanmamed y cols, 2011).

Con respecto a la localizacidn subcelular, en un principio era previsible que las
Hbs no simbidticas y truncadas se encuentren en el citoplasma, ya que carecen de
péptidos sefial que las dirijan a los distintos organelos o al exterior de la célula. Sin
embargo, y a pesar de que aun sigue existiendo confusion al respecto, algunos trabajos
en los que se han empleado construcciones GFP-Hb y anticuerpos han permitido
localizar las Glb1 en el nucleo y citoplasma (Seregélyes y cols, 2000; Qu y cols, 2005;
Hebelstrup y cols, 2007), en el citoplasma (Ross y cols, 2001) o en los plastidios

(Smagghe y cols, 2007).

1.4. Hemoglobinas y especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas derivadas en ultimo término del
0O,, que pueden reaccionar con virtualmente todo tipo de moléculas, especialmente
lipidos, proteinas y acidos nucleicos, hasta el punto de causar una disfunciéon
metabdlica irreparable o la muerte celular (Karuppanapandian y cols, 2011). No
obstante, como se indicara a continuacion, las ROS, a concentraciones estrictamente
controladas, son esenciales para ciertas funciones celulares. Las ROS incluyen radicales
libres, como el radical superdxido (O, ) y radical hidroxilo (‘OH), y no radicales libres,
como el peréxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno singlete (‘0,). Las moléculas mas
reactivas son el radical OHy el '0,.

Las ROS intervienen en diversos procesos fisioldgicos y cada una de ellas tiene
propiedades quimicas intrinsecas distintas, lo que determina su reactividad y sus dianas
bioldgicas preferidas (Glasauer y Chandel, 2013). En una primera reaccién, el O, forma
0, o la especie protonada del mismo, el hidroperéxido (HO,”), ambos con un tiempo
de vida corto (2-4 ps). El O, puede inactivar distintas enzimas que contienen atomos
de Fe 0 S, mientras que el HO, ™ se forma a pH acido y estd implicado en la oxidacion de

lipidos al captar protones de los acidos grasos poliinsaturados (Van Breusegem y cols,
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2001). A continuacion, el O, es rapidamente convertido en H,0, por las superdxido
dismutasas (SODs), el cual puede incidir en el proceso de sefializacién celular mediante
la interaccion con los grupos tioles de las proteinas (Halliwell, 2006). A diferencia del
0,7, el H,0, es relativamente estable y puede difundir a través de las membranas,
caracteristica que convierte a esta ROS en una molécula de sefializacion intracelular
ideal. En presencia de iones Fe** o Cu’, el O,~ y el H,0, interactuan, mediante la
reaccion de Haber-Weiss, produciendo el radical 'OH, que es una especie
extremadamente oxidante (Halliwell y Gutteridge, 2007).
Fe*+0,” > Fe™+0,
Fe®* +H,0, > 'OH+OH +Fe*

En condiciones normales, los niveles de ROS se mantienen muy bajos mediante
varios sistemas antioxidantes (Foyer y Noctor, 2005). En las plantas, distintas
condiciones ambientales adversas, tales como alta intensidad luminica, salinidad,
sequia y ataque por patégenos, inducen la sobreproduccién de ROS, que no puede ser
contrarrestada por las defensas antioxidantes, lo que causa dafio oxidativo en las
células. Por otro lado, hay evidencia de que las ROS pueden actuar como moléculas
sefializadoras involucradas en la regulaciéon del desarrollo, en la percepcion y respuesta
a estrés abidtico y en la defensa frente a patdgenos (Mittler y cols, 2004). El delicado
balance entre la produccion y la eliminacidon de las ROS, esencial para sus funciones
reguladoras, parece estar orquestado por una amplia red de genes denominada ‘ROS
gene network’ que incluye al menos 152 genes en Arabidopsis (Mittler y cols, 2004).

Las ROS pueden intervenir en la sefializacion a tres niveles: (i) siendo detectadas
por sensores y activando una cascada de sefializacién que conduce a la modificacién de
la expresion génica; (ii) activando o inactivando algin componente de la cascada de
sefializacion por un proceso de oxidacion; y (iii) actuando directamente sobre factores
de transcripcién y por consiguiente modulando la expresion génica (Mittler y cols, 2004;
Scandalios, 2005).

En las plantas, los principales procesos metabdlicos donde se generan ROS son
la respiracion, la fotosintesis y el metabolismo peroxisomal. Ademas, en las
leguminosas también se producen ROS durante el proceso de fijacion de N,. Los
nodulos tienen un elevado potencial para formar ROS por la elevada tasa respiratoria

de mitocondrias y bacteroides, aunque probablemente la principal fuente de ROS sea la
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Lb (Becana y Klucas, 1992; Ginther y cols, 2007; Fig. 1.6). Estos ultimos autores
demostraron, utilizando lineas transgénicas de L. japonicus en las que se habia
silenciado la expresion de Lb mediante RNA de interferencia, que los ndédulos
deficientes en Lb mostraban niveles de H,0, inferiores a los nédulos control.

Como otras Hbs, la oxileghemoglobina (Lb**0,) se autooxida espontaneamente
para formar Lb férrica o meta-Lb (Lb**) y O,, especialmente en las condiciones de pH

ligeramente acido de los nédulos. El O, liberado puede a su vez oxidar otras moléculas
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Figura 1.6. Reacciones redox que involucran Lb y formacién de ROS. (1) Oxigenacidn reversible
de Lb™ a Lb>*0,. (2) Autooxidacién de Lb**0,a Lb*', con formacién de O, . (3) Oxidacién de Lb>*
a Lb* por 0, o nitrito. (4) Reduccién de Lb>* a Lb** por medio de la ferri-Lb reductasa (FLbR) o
un sistema NAD(P)H + flavinas. (5) Oxidacion de Lb* a Lb" y radicales de Lb por
concentraciones moderadas de H,0,. Estos radicales de Lb pueden iniciar la peroxidacién de
lipidos. (6) Ruptura del hemo de Lb*0, % Lb** por altas concentraciones de H,0,, con liberacion
de Fe. (7) Reduccién de Lb" por ascorbato (ASC) y compuestos tiol. (8) Quenching de los
radicales de Lb a Lb dimérica y pigmentos verdes. (9) Inhibicion de la formacién de los dimeros
y pigmentos verdes por ASC y tioles. (10) Dismutacién del radical O, a H,0, por la SOD. (11)
Liberacién de Fe por la degradacion de metaloproteinas durante la senescencia del nédulo. (12)
Reciclado de Fe* a partir de Fe** por el radical O, (produciendo O,) o por ASC (produciendo
deshidroascorbato (DHA)). (13) Reduccién de H,0, a 'OH catalizado por Fe** (reaccidn Fenton).
El radical 'OH resultante puede atacar oxidativamente casi todos los componentes celulares
(lipidos, proteinas, acidos nucleicos) [Adaptado de Becana y cols, 2000].
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de Lb*0, a Lb*, lo que potencia la inactivacién de la Lb ferrosa (Lb*") y la Lb**0,. La
Lb*0, y la Lb* también pueden ser oxidadas por H,0,. La reaccién entre el H,0, y la
Lb?*0, o Lb**, en proporciones equimolares, forma ferril Lb (Lb"), una forma estable
pero inactiva de Lb (Aviram y cols, 1978; Sievers y Ronnberg, 1978). Con proporciones
Lb:H,0, de 1:2 se pueden formar radicales en los residuos de Tyr de la proteina, que
reaccionan formando dos tipos de compuestos: un derivado verde, originado por la
unién covalente del hemo con la apoproteina, y una Lb dimérica, originada mediante un
enlace Tyr-Tyr intermolecular (Moreau y cols, 1995). Concentraciones de Lb:H,0, de
1:10 provocan la ruptura del hemo con liberacién de Fe, que puede catalizar reacciones
Fenton (Puppo y Halliwell, 1988). Estas reacciones son potencialmente dafiinas ya que

el H202 es reducido a radicales ‘OH por trazas de Fe** (Becana y cols, 2000; Fig. 1.6).

1.5. Hemoglobinas y especies reactivas de nitrégeno

El término ‘especies reactivas de nitrogeno’ (RNS) se utiliza para designar al NO y a
otras moléculas relacionadas como el peroxinitrito (ONOQ7), el didxido de nitrégeno
(NO,), el triéxido de dinitrégeno (N,03) y los S-nitrosotioles (SNOs). Al igual que las ROS,
las RNS pueden ser moderadamente (NO, SNOs) o altamente (ONOO~, NO,) reactivas.
Las RNS presentan funciones relevantes en multiples procesos esenciales de las células
animales y vegetales. Estas moléculas, de forma directa o indirecta, estan involucradas
en la modificacién postraduccional de proteinas, que intervienen en el proceso de
sefializacion celular tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. Dichas
modificaciones incluyen la nitrosilacién de grupos metalicos y de Cys y la nitracién de
Tyr (Gow y cols, 2004; Fig. 1.7).

El NO es un radical libre gaseoso, caracteristica que le confiere propiedades
especiales. Puede reaccionar con proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y es capaz de
difundir a través de las membranas celulares. Presenta gran reactividad con el O,, el
0O, ", metales de transicidn y otros derivados nitrogenados. Su reaccién con el O,
produce ONOO~. Ademas, la pérdida de un electrén de la molécula de NO genera el

catién nitrosonio (NO®), y la adicién de un electrdn, el radical nitroxilo (NO™) (Beligni y
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Figura 1.7. Modificaciones postraduccionales mediadas por NO. (1) La S-nitrosilacion de una Cys
lleva a la formacion reversible de un S-nitrosotiol (enlace S-NO) y puede también promover o
inhibir la formacién de enlaces disulfuros con tioles cercanos. (2) El radical NO puede donar
electrones y, por tanto, reacciona con metales de transicidn. La interaccion covalente reversible
del NO con los centros metdlicos (M) produce metaloproteinas nitrosiladas (M-NO). (3) La
nitracion de Tyr estd mediada por especies derivadas del NO, principalmente el ONOO™, que se
forma en presencia de O, . La nitracidn ocurre en uno de los carbonos equivalentes (C3) en el
anillo aromatico de los residuos de Tyr, generando 3-NO,-Tyr [Adaptado de Besson-Bard y cols,
2008].

Lamattina, 1999). Frecuentemente en la bibliografia el término NO en realidad designa
tanto al NO como a los iones NO*y NO™.

En las plantas superiores, la produccién endégena de NO fue demostrada por
primera vez en soja (Keppler, 1979), comprobandose luego que este proceso ocurria en
todas las especies vegetales (Wildt y cols, 1997). EI NO es un gas que juega un papel
fundamental controlando distintas etapas del crecimiento y desarrollo de la planta,
tales como la germinacion de las semillas, el crecimiento de las raices primarias y
laterales, la floracion, la regulacidn del crecimiento del tubo polinico, la maduracion del
fruto, la senescencia y la respuesta al estrés abidtico. También es una molécula
sefializadora clave en distintos procesos intracelulares (Corpas y cols, 2009) y en la
defensa de la planta frente al ataque por patégenos (Delledonne y cols, 1998).

En animales, la mayor parte del NO producido se debe a la enzima éxido nitrico

sintasa (NOS; EC 1.14.13.39; Moncada y cols, 1991) a través de un mecanismo
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dependiente de NADPH y O, y en el cual la L-arginina se oxida a citrulina y NO. En
plantas superiores no se han detectado secuencias codificantes de una NOS genuina.
Sin embargo, Foresi y cols (2010) han identificado una NOS funcional en el alga verde
Ostreococcus tauri, que presenta un 40% de similitud con las NOS humanas y contiene
los dominios oxigenasa y reductasa clasicos. De todas formas, sigue siendo
controvertida la existencia de una enzima NOS en plantas (Fréhlich y Durner, 2011). Con
la excepcion de la NOS de O. tauri, aun se cuestiona la identidad de la(s) enzima(s) que
catalizan esta actividad en las plantas y, debido a que las dianas moleculares de los
inhibidores de las NOS de mamiferos se desconocen en las plantas, se cuestiona su
especificidad (Rasul y cols, 2012).

En las plantas, el NO se puede formar por la nitrato reductasa (Desikan y cols,
2002), la reduccién no enzimatica del NO, a pH acido en al apoplasto (Bethke y cols,
2004) y la reduccién de NO, por la cadena de transporte electrénico mitocondrial como
aceptor de electrones alternativo al O, (Planchet y cols, 2005). No obstante, alin no esta
todavia claro cémo estos mecanismos de sintesis de NO se integran para permitir el
correcto desarrollo y las respuestas de la planta a los distintos factores ambientales.
Ademads, el principal mecanismo de control de la funcién celular por el NO en las
plantas aun debe ser elucidado (Wang y cols, 2006). En cambio, en los animales el
modo de accion del NO puede ser a través de: (i) la sefializacién ‘clasica’ dependiente
de la guanilato ciclasa soluble y enzimas relacionadas; (ii) la sefializacion mediante la
inhibicién de la citocromo ¢ oxidasa mitocondrial; y (iii) la sefializacién independiente

de cGMP (Kovacs y Lindermayr, 2013).

1.5.1. Modificaciones postraduccionales: nitrosilacién y nitracion

1.5.1.1. S-nitrosilacion

Esta modificacién postraduccional reversible constituye un mecanismo de accion del
NO y es muy importante para la regulacién de la funcidn de varias clases de proteinas,
tanto estructurales como enzimaticas (Hess y cols, 2005). La S-nitrosilacién consiste en
la unién covalente de un grupo NO a un residuo de Cys de una proteina, lo que conduce
a la formacién de un S-nitrosotiol (SNO; Fig. 1.7). Este proceso estd minuciosamente

regulado en el tiempo y el espacio y, por tanto, confiere especificidad a los efectos del
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NO, tanto en células animales (Stamler y cols, 1997) como vegetales (Lindermayr y
Durner, 2009).

Se han propuesto varios mecanismos de S-nitrosilacién, pero aun no esta claro
cudles son operativos en las células vegetales. Los SNOs pueden formarse mediante la
reaccién de NO con radicales tiilo (S°) generados por la oxidacidn de un tiolato via, por
ejemplo, NO,. Alternativamente, el NO, puede combinarse primero con NO, formando
N,O; que puede reaccionar con una Cys. Otra posibilidad seria la transferencia de una
molécula de NO desde el hemo a un grupo tiol libre. Una vez formados de novo, otro
mecanismo fisioldgico relevante para la formaciéon de SNOs es la trans-nitrosilacion, es
decir, la transferencia de un NO desde una proteina S-nitrosilada a otra (Wang y cols,
2006). El enlace S-NO que se forma durante la S-nitrosilaciéon es muy labil y sensible a la
luz y al estado redox, por lo que puede perderse por la accién de reductores
intracelulares como el GSH, ascorbato e iones metalicos reducidos (Astier y cols, 2011).

La Glbl de Arabidopsis fue la primera proteina identificada como diana de S-
nitrosilacion en plantas (Perazzolli y cols, 2004). Esta proteina se nitrosila in vitro e in
vivo en plantas transgénicas que sobreexpresan el correspondiente mRNA. Segun estos
autores, la S-nitrosilacién de la Glbl representa una forma de eliminacion de NO
durante el estrés nitrosativo asociado a la hipoxia. Sin embargo, la disminucién del NO
libre causado por la sobreexpresién de Glbl en Arabidopsis no afecta a la respuesta de
hipersensibilidad desencadenada por patégenos, lo que sugiere que este efecto
protector de la Glb1 podria estar restringido a determinados tipos de estrés.

Otros ejemplos de proteinas reguladas mediante S-nitrosilacidon en plantas son
la peroxirredoxina IlIE (PrxIIE) y la proteina de unidn a acido salicilico 3 (SABP3) de
Arabidopsis, que se nitrosilan durante la respuesta de hipersensibilidad desencadenada
por una cepa no virulenta de Pseudomonas syringae (Romero-Puertas y cols, 2008;

Wang y cols, 2009).

1.5.1.2. Nitrosilacion de metaloproteinas

El NO puede interactuar con los metales de transicidn de las metaloproteinas formando
complejos metal-nitrosilo. De esta forma, el grupo NO es susceptible a ataques
nucleofilicos o electrofilicos, dependiendo de la proteina a la que se haya unido (Ford,

2010). En particular, debido a que el NO puede unirse con gran avidez al grupo hemo de
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las Hbs, estas proteinas podrian jugar una importante funcién en el metabolismo del
NO (Fig. 1.8). Se ha identificado nitrosil-Lb (LbNO) en nédulos de soja, alfalfa y ‘cowpea’
(Vigna unguiculata) (Maskel y cols, 1977; Kanayama y Yamamoto, 1990; Mathieu y cols,
1998) y se ha propuesto que las Lbs, en sus formas Lb*0O, y ferril Lb, actuarian
protegiendo los nddulos frente a la toxicidad por NO y ONOO™ en condiciones de estrés

(Herold y Puppo, 2005).

+ NO

NO-Hb2* < Hb2e_ *O2

> 0,-Hb2*

Reduction
+0, “@- +NO

Hb3+
+

NO3_

Figura 1.8. Metabolismo de NO por las Hbs [Tomado de Kundu y cols, 2003].

La interaccion del NO con las Hbs no se limita a las Lbs. En particular, las formas
oxigenadas de las Glb1l también poseen actividad NOD, es decir, catalizan la conversién
dependiente de NAD(P)H de NO a NOjs. Estudios con plantas y con células transgénicas
de Arabidopsis y alfalfa indican que la resistencia al estrés nitrosativo aumenta cuando
se sobreexpresa el gen G/b1, mientras que las plantas con el gen suprimido son mas
sensibles a aquellos estreses en los que hay un aumento en la produccion de RNS, como
es el caso de la hipoxia (Hunt y cols, 2002; Dordas y cols, 2003; Perazzolli y cols, 2004).
En plantas de L. japonicus, la expresion del gen GIb1-1 se incrementa en respuesta a la
simbiosis con Mesorhizobium loti, pero no cuando interacciona con microorganismos
patégenos, por lo que se ha propuesto que la Glb1-1 elimina el NO producido en la
respuesta inicial a la infeccién, permitiendo que se establezca la simbiosis (Nagata y

cols, 2008).
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1.5.1.3 Nitracion

La nitracion de proteinas consiste en la introduccién de un grupo nitro (-NO,) en
algunos aminodcidos, especialmente Tyr o Trp. La mayoria de los estudios realizados
tratan de la nitracidn de Tyr, que consiste en la adicion de un -NO, a uno de los dos
carbonos en posicion orto de su anillo aromatico (Fig. 1.7). Se considera que la nitracién
de proteinas es un proceso selectivo. Las proteinas por lo general tienen ~3-4 % de Tyr,
pero sélo una o dos de éstas pueden resultar nitradas, dependiendo de diversos
factores tales como la estructura proteica, el mecanismo de nitracién y el ambiente en
el que se encuentra la proteina (Bartesaghi y cols, 2007). Se ha demostrado que la
nitracion de Tyr es capaz de modificar la funcion de la proteina de varias formas,
aunque la consecuencia mas comun de esta modificacion postraduccional es la
inhibicidn de la funcidn de la proteina (Radi, 2004). En otros casos se ha encontrado que
la nitracion de una Tyr puede tanto prevenir como estimular fosforilaciones
subsiguientes (Rayala y cols, 2007; Shiy cols, 2007).

Ciertas proteinas, como las Hbs, pueden llevar a cabo reacciones tipo
peroxidasa. En presencia de H,0,, el NO, es oxidado por estas proteinas generando
NO, y otras RNS altamente reactivas que, a su vez, pueden reaccionar con otras dianas
biolégicas o con la propia Hb llevando a cabo la nitracidn de los residuos Tyr (Grzelak y
cols, 2001). Asi, Sakamoto y cols (2004) observaron que, de las tres Hbs no simbidticas y
truncadas de Arabidopsis, la Glb1 es la mas eficiente utilizando NO, para generar RNS.
Estos autores proponen que la oxidacién del NO, por la actividad peroxidasa de Hbs no
simbidticas es otra via potencial de generar RNS a partir del metabolismo primario del
nitrégeno. En este contexto, destaca que Morot-Gaudry-Talarmain y cols (2002)
observaran un aumento de los niveles de NO,-Tyr en lineas transgénicas de tabaco con
baja expresion de NiR. Estas plantas presentaban niveles de emisidon de NO, generado a
partir de la NR, 100 veces mayores que las plantas de tipo salvaje. Otros autores
detectaron proteinas nitradas en plantas tratadas con agentes nitrantes exdgenos
(Saito y cols, 2006), asi como bajo condiciones fisiolégicas normales (Chaki y cols, 2009)

y tras la exposicidon a patégenos (Romero-Puertas y cols, 2007).
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1.5.2. Metabolismo del nitrosoglutation

La gran variedad de fuentes y efectos biolégicos del NO sugiere la necesidad y la
importancia de los mecanismos de control de su concentracién y por tanto de su
reactividad y capacidad de sefializaciéon. Ademas de las Hbs (Fig. 1.8), una enzima clave
involucrada en el metabolismo de NO es la nitrosoglutation reductasa (GSNOR) (Malik y
cols, 2011). Esta enzima fue identificada hace décadas como una formaldehido
deshidrogenasa dependiente de GSH (FALDH), y es también conocida como alcohol
deshidrogenasa de clase Ill (ADH3) por su homologia con las alcohol deshidrogenasas.
Esta enzima constituye la principal via de metabolismo de formaldehido exdgeno y
enddgeno en todos los organismos. Mas recientemente, se demostrd que la GSNOR es
bifuncional, ya que reduce al GSNO produciendo glutatién oxidado (GSSG) y amonio (Liu
y cols, 2001). El GSSG puede ser reducido por la glutatidn reductasa y volver a entrar al
reservorio de GSH (Fig. 1.9). La GSNOR estd muy conservada y se ha encontrado en
plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas, donde interviene en el desarrollo, la
fertilidad y la respuesta adaptativa al estrés abidtico y bidtico (Leterrier y cols, 2011). En
Arabidopsis hay un Unico gen GSNOR (AtGSNOR1), que regula los niveles celulares de
nitrosotioles (Feechan y cols, 2005) y GSH (Espunya y cols, 2006), y es esencial para la
termotolerancia y crecimiento en esta especie (Lee y cols, 2008).

No existe evidencia, hasta el momento, de que la GSNOR esté regulada a través
de S-nitrosilacidn; sin embargo, al controlar los niveles celulares de GSNO, esta enzima
influye en la tasa general de S-nitrosilacion. De acuerdo con esto, se ha observado un
aumento o descenso en los niveles totales de S-nitrosilacidon proteica en plantas que
presentan una actividad GSNOR reducida o aumentada, respectivamente (Feechan vy
cols, 2005). Existen dos trabajos que remarcan la importancia de la GSNOR y el NO en la
resistencia al ataque por patdgenos, aunque con resultados contradictorios. Feechan y
cols (2005), mediante la insercion de T-DNA en el gen GSNOR de Arabidopsis,
observaron un descenso en la resistencia a patdégenos, mientras que Rustérucci y cols
(2007), empleando plantas con GSNOR antisentido, observaron un aumento en dicha
resistencia. Otros estudios han concluido que el NO puede reducir la muerte celular

inducida por patégenos (Mur y cols, 2006).
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Figura 1.9. Modelo esquematico del metabolismo de GSNO en plantas y su regulacion mediante
la GSNO reductasa (GSNOR). EI NO reacciona con el glutatién reducido (GSH) en presencia de O,
para formar S-nitrosoglutatién (GSNO). Este metabolito puede ser convertido a glutation
oxidado (GSSG) y a amonio por la GSNOR mediante un proceso de desnitrosilacion dependiente
de NADH. Alternativamente, el GSNO en presencia de reductores, tales como GSH, ascorbato y
Cu’, puede ser convertido en NO y GSSG. Por otro lado, mediante un proceso de trans-
nitrosilaciéon, el GSNO puede transferir el NO a un residuo de Cys de una proteina
(S-nitrosilacidn de proteinas) [Tomado de Leterrier y cols, 2011].

A pesar de la importancia del GSNO en la respuesta defensiva, se dispone de
muy escasa informacion sobre la interaccidon entre este nitrosotiol y las hormonas
sefializadoras de estrés bidtico como, por ejemplo, el acido salicilico. Utilizando el
mutante atgsnorl-3 de Arabidopsis, Feechan y cols (2005) observaron que el aumento
de los niveles de GSNO se acompaiia de una reduccién en la acumulacién de salicilico y
de un aumento en la sensibilidad de la planta a varios microorganismos patdgenos.
Segun Malik y cols (2011), la reduccién de la concentracion de salicilico esta relacionada
con la capacidad del GSNO de regular negativamente la expresion de genes que
codifican proteinas involucradas en la biosintesis de salicilico.

Wiinsche y cols (2011) han demostrado que la GSNOR juega un papel
importante en la resistencia de la planta frente al ataque de herbivoros y en la
sefializacion mediada por jasmonato. Empleando plantas de Nicotiana attenuata con

GSNOR silenciada mediante VIGS (‘virus-induced gene silencing system’), observaron
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una disminucidon en la acumulaciéon de acido jasmoénico y etileno (dos hormonas
involucradas en la regulacidon de la respuesta defensiva de la planta) inducida por el
insecto Manduca sexta. Asi, sugieren que el NO podria estar involucrado en la
interaccion planta-herbivoro y también que la GSNOR podria ser una diana para la
manipulacion genética con el fin de mejorar la resistencia de los cultivos frente a los

herbivoros.
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2. OBJETIVOS

1. Produccién de Hbs recombinantes de Lotus. Se incluye en este objetivo la
optimizacidn de las condiciones para la obtencién en Escherichia coli de todas las Hbs
no simbidticas de clase 1 (Glb1-1 y GLb1-2) y de clase 2 (Glb2), asi como las Hbs
‘truncadas’ o de clase 3 (Glb3-1y Glb3-2).

2. Caracterizacién bioquimica de las cinco Hbs. Se incluye en este objetivo el estudio de
la reducciodn in vitro de las formas férricas (inactivas) a ferrosas (activas) de las Hbs, y la
localizaciéon subcelular del posible mecanismo que mantiene las Hbs en estado

funcional.

3. Obtencién de anticuerpos policlonales frente las tres clases de Hbs de Lotus e

inmunolocalizacion celular y subcelular de las Hbs en nédulos, raices y hojas de Lotus.

4. Estudio de la nitracién de residuos de Tyr como posible modificacién postraduccional

de las Lbs nativas.
5. Complementacién de una cepa mutante de levadura deficiente en flavohemoglobina

con las Hbs de Lotus cuando se exponen las células de levadura a estrés oxidativo y

nitrosativo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Los reactivos utilizados para las soluciones nutritivas fueron de grado analitico de
Panreac (Barcelona). Las soluciones se prepararon con agua desionizada por ésmosis
inversa, mientras que para los ensayos bioquimicos y de biologia molecular se utilizd
agua MiliQ (Millipore, Milford, EEUU). Las fases mdviles para el analisis HPLC se
prepararon con disolventes organicos de grado HPLC (Panreac). La procedencia de la
mayoria de los reactivos bioquimicos fue de Sigma (St. Louis, EEUU), y fueron de la
maxima calidad disponible. Las referencias de los reactivos de bioquimica y biologia

molecular empleados figuran en el texto entre paréntesis junto a cada producto.

3.2. Material biolégico

3.2.1. Plantas

Las semillas de Lotus (Lotus japonicus ecotipo Gifu) se escarificaron con papel de lija
para favorecer la germinacion, se esterilizaron en una mezcla 1:1 de etanol y H,0,
8,8 M durante 3 min, se lavaron con abundante agua desionizada estéril y se dejaron en

agua y en oscuridad durante 1 h a 37°C para su imbibicidon. Posteriormente, las semillas
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se lavaron con agua desionizada estéril, se transfirieron a placas Petri con agar 0,5%
(p/v), se incubaron a 4°C durante 48h y se germinaron a 28°C en oscuridad durante
48 h.

Las plantulas se transfirieron a macetas de 13 cm de didmetro y 11,4 cm de
altura, que contenian vermiculita lavada previamente con solucidon nutritiva B&D
(Broughton y Dilworth, 1971; Tabla 3.1). Se usé vermiculita de dos espesores distintos:
las tres cuartas partes inferiores de la maceta contenian vermiculita de espesor 1-4 mm
y el cuarto superior vermiculita de espesor 0,5-3 mm para favorecer durante los
primeros dias una humedad adecuada para la raiz. Se transfirieron de 6 a 8 plantulas
por maceta. La solucion nutritiva B&D fue suplementada con NH;NO; 0,25 mM vy las
plantas se regaron dos dias por semana. Las plantas crecieron en una cadmara de cultivo
de ambiente controlado: 23°/18°C dia/noche (16 h de fotoperiodo), 70% humedad
relativa y 350 pmol m™s™ de radiacién fotosintéticamente activa, suministrada por una
mezcla de ldamparas fluorescentes (Sylvania WHO ‘coolwhite’, 215 w y Sylvania GROLUX

F30 w).

Tabla 3.1. Composicion de la solucién nutritiva B&D para Lotus.

Nutriente Concentracién (mg/L)
CaCly-2H,0 147,05
KH,PO, (pH 6,8) 68,05
MgS0,4-7H,0 61,65
K,SO, 43,50
MnSO,-H,0 0,17
H3BOs 0,12
ZnS0O4-7H,0 0,14
CuS0,4-5H,0 0,05
CoCl,-6H,0 0,03
Na,MoO, 0,03
Sequestrene 330Fe (6%Fe) 25,00

El pH se ajustd a 6,5-6,7 con KOH 2 M.
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3.2.2. Microorganismos

Rizobios

Las plantulas de Lotus se inocularon con Mesorhizobium loti R7A. Las bacterias se
pusieron a crecer en medio liquido preparado a base de manitol y extracto de levadura
(Vincent, 1970; Tabla 3.2) a 125 rpm durante 2 d a 28°C. Las plantas se inocularon a los

7 d desde la germinacién. Se us6 1 mL de inéculo por planta para el cultivo en maceta.

Tabla 3.2. Composicion del medio liquido para el
crecimiento de rizobios.

Nutriente Concentracion (g/L)
Manitol 10,0
K;HPO, 0,1
KH,PO, 0,4
MgSQO,4-7H,0 0,2
NaCl 0,1
Extracto de levadura 0,4

El pH del medio se ajustd a 6,5 con azul de bromotimol 5% (p/v)

en KOH 2 M.
Bacterias
Las células de Escherichia coli DH5a (TOP10, BL21, C41) crecieron en medio liquido
Luria-Bertani (LB; Tabla 3.3) a 37°C y 250 rpm en un incubador orbital (New Brunswick
Scientific, Edison, EEUU). En el caso de las células transformadas, se afiadié kanamicina
75 ug/mL al medio liquido. La seleccidn de células transformadas se hizo en placas Petri
con medio LB sdlido con kanamicina 75 ug/mL. Las placas se incubaron a 37°C durante
16 h. Los cultivos a gran escala (8 L) de las cepas de expresion de E. coli (BL21 y C41)

crecieron en medio liquido ‘Terrific Broth’ (TB; Tabla 3.4).

Tabla 3.3. Composicion del medio LB para bacterias.

Nutriente Concentracién (g/L)
Triptona 10

NacCl 10

Extracto de levadura 5
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Tabla 3.4. Composicion del medio TB para bacterias.

Nutriente Concentracién (g/L)
Triptona 12
Extracto de levadura 24

Se aflade H,0 hasta 900 mL, se esteriliza en un autoclave y se
afiaden 100 mL de KH,P0,0,17 My K,HPO,0,72 M estéril.

Levaduras

Los ensayos con levaduras se realizaron empleando la cepa silvestre de Saccharomyces
cerevisiae BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) y su mutante flavoHb-
deficiente (MATa his3A1 leu2A0 metl15A0 ura3A0 yhbl::kanMX4), obtenidos de la
coleccion EUROSCARF (Frankfurt, Alemania). Estas células crecieron en medio YPD
(Tabla 3.5) o en medio minimo SD (Tabla 3.6) complementado con los requerimientos

nutricionales de la cepa.

Tabla 3.5. Composicion del medio YPD para levaduras.

Nutriente Concentracion (g/L)
Triptona 20
Glucosa 20
Extracto de levadura 10

Tabla 3.6. Composicion del medio SD para levaduras.

Nutriente Concentracion

Base nitrogenada para

levaduras sin aminoacidos 78/t
Acido succinico 50 mM
Adenina 100 mg/L
Leucina 30 mg/L
Histidina 30 mg/L
Metionina 100 mg/L

Acido succinico ajustado a pH 5,5 con Tris-HCl.
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3.3. Andlisis de expresién génica

3.3.1. Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA total, el material fue previamente esterilizado en un
autoclave a 120°C durante 30 min. El material no esterilizable mediante autoclave se
traté con NaOH 1 M. La extraccion se realizé utilizando el RNAqueous lIsolation Kit
(Ambion, Austin, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, 70 mg de
muestra se homogeneizaron con 600 pL de la mezcla ‘Lysis Binding Solution: Plant RNA
Isolation Aid’ en una proporcion 8:1. Tras ser eluido de las columnas en un volumen de
50 pL, el RNA aislado se precipitd con un volumen igual de LiCl durante toda la noche a -
20°C. Posteriormente, se centrifugé (13000g x 20 min, 4°C), se elimind el sobrenadante
y se lavéd el precipitado con etanol 80%, que se dejé secar en un liofilizador. EI RNA fue
resuspendido directamente en medio de digestidon, que consistié en 2 uL de DNasal
(Epicentre, Madison, EEUU) y 0,5 uL de inhibidor de RNasa 40U/uL (Roche, Penzberg,
Alemania) en un volumen de 60 pL, e incubado durante 20 min a 37°C. La DNasal se
inactivé mediante una incubacién de 5 min a 75°C. La ausencia de contaminacién con
DNA gendmico se comprobé mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) del RNA
aislado, utilizando oligonucledtidos frente a ubiquitina (Tabla 3.7) tal como se describe

en el apartado 3.3.3. EI RNA se guardd a -80°C hasta su uso.

3.3.2. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se incubd 20 pL de RNA (1 pg) con 2 pL de oligo-(dT)17 10 uM
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) durante 5 min a 70°C. La mezcla de RNA con oligo dT
se incubd con 2 plL de ‘Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase’ (MMLV-
RT; 200 U/uL; Promega, Madison, EEUU), 10 pL de tampdn MMLV-RT 5%, 1,5 uL de
dNTPs (Invitrogen) 25 mM, 0,5 pL de inhibidor de RNasa y agua desionizada
autoclavada hasta un volumen final de 50 puL, durante 1 h a 42°C. El cDNA sintetizado se
cuantific6 mediante qRT-PCR utilizando ubiquitina como gen control (Tabla 3.7), tal

como se describe en el siguiente apartado.
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3.3.3. Cuantificacion de mRNA mediante qRT-PCR

El analisis gRT-PCR se efectud con un equipo 7500/7500 Fast (Applied Biosystems,
Foster City, EEUU). Los oligonucledtidos se disefiaron con Primer Express v2 (Applied
Biosystems). Se utilizd cDNA con un Ct (‘threshold cycle’) similar para la ubiquitina (de
17 a 20 ciclos). La mezcla de reacciéon contuvo 10 plL del reactivo iQ SYBR-Green
Supermix (Bio-Rad, Hercules, EEUU), 5 pL mezcla oligonucleétidos (sentido-antisentido)
3 UM (Tabla 3.7), 1 uL cDNA y 4 pL agua desionizada estéril. EI programa de PCR
consistid en un primer paso de desnaturalizacion del cDNA y activacién de la Tag
polimerasa a 95°C durante 5 min, seguido de 50 ciclos con un paso a 95°C durante 15 s
y otro paso de 1 min a 60°C, tras el cual se midi6 la emisidn de SYBR-Green en cada
ciclo. La especificidad de los oligonucledtidos se determind realizando una curva de
desnaturalizacidn. Los datos se normalizaron frente a ubiquitina y se expresaron de
forma relativa a los niveles de mRNA de las muestras control, a las que se les asigno el

valor de 1, usando el método de 22*“* (Livak y Schmittgen, 2001).

Tabla 3.7. Oligonucledtidos usados para la cuantificaciéon de los
transcritos por gRT-PCR.

Secuencia de los oligonucleétidos

Gen (5> 3)
Ubiquitina TTCACCTTGTGCTCCGTCTTC
AACAACAGCACACACAGACAA
LiGSNOR1 AAACAACCTTCACGGACTCACA
GCTGGTAATGAATGGTATTTGGAA
LiGSNOR?2 TCGAGCACAGATGGTCAGGTC
CTCCCATGAAACCGCAGCT
LiGSNOR3 CGGATGTGTCGCGAAGATC
ACGCAAACTTTGTCGAGCG
LiGSNOR4 CCTCCAATGGCAACAACTCA
CACCGCAGCTTTGCAGGTA
LiGSNORS5 ATTTCCGCTTGGGAATCTCA
TTCATGGCCAAATATGCGAG

® La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido.
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3.4. Expresion de proteinas de plantas en Escherichia coli

3.4.1. Globinas silvestres

El RNA total de raices y nédulos de Lotus se aisld y el cDNA se sintetizé de acuerdo con
el protocolo detallado en el apartado 3.3. Los clones conteniendo las secuencias
codificantes completas de las Hbs no simbidticas y ‘truncadas’ de Lotus se aislaron por
PCR empleando la enzima KAPA HiFi DNA Polymerase (KapaBiosystems, Boston, EEUU)
y oligonucledtidos especificos (Tabla 3.8). Las secuencias de estos oligonucledtidos se
disefiaron utilizando secuencias gendmicas suministradas por el Dr. S. Tabata (Kazusa
DNA Research Institute, Japdn). Ademas, los oligonucledtidos sentido incluyeron en sus
extremos 5' la secuencia CACC, precediendo al coddn de iniciacién, que es necesaria
para realizar el clonaje en los vectores del tipo pET TOPO (Invitrogen; Fig. 3.1). El
programa de PCR consistié en una etapa inicial de desnaturalizacién de 5 min a 95°C,
seguida por 25 ciclos de 20 s a 98°C, 30 s a 50-60°C (gradiente) y 30 s a 72°C, con una
etapa final de elongacién de 3 min a 72°C. El producto resultante, de 0,5-0,6 kb, se
clond en el plasmido Champion pET200 Directional TOPO (Invitrogen) y se secuencid
para verificar la integridad de las secuencias. EIl pET200 presenta una regién que
codifica una cola 6xHis dentro del marco abierto de lectura (ORF) situada antes de la
secuencia y en el mismo marco de lectura de las Glbs, necesaria para la posterior

purificaciéon de las proteinas recombinantes.
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Tabla 3.8. Oligonucledtidos usados para el aislamiento y clonaje de genes.

Gen Secuencia de los oligonucleétidos

(5'> 3
LjGlb1-1 CACCATGTCCACCCTTGGGAG
GGGGACCCGGGTAACTCTATC
LjGIb1-2 CACCATGGCAGAAAACACAACCA
AGCCCCAAAGCAACAATAAGTAG
LjGlb2 CACCATGGCTACATTCAGTGAG
GTTTAACAAGTTTTAGTGAAATAC
LjGIb3-1 CACCATGCAGAGTCTTCAACACAA
CTCATTCTTCTTTGCTATCATTCA
LjGIb3-2 CACCATGCAAAGCCTGCAGCAT

GTGCAGCGTACGGGTAAAAACA

®La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido.

']
3 ¥ _
77 J o vee e oo i e o

Nhe |

pET100/D-TOPO"®
&
pET200/D-TOPO"®

Figura 3.1. Esquema del vector pET200 (Invitrogen).

3.4.2. Globinas mutantes
Se generd un mutante de cada Hb no simbidtica y truncada de Lotus mediante

mutagénesis por PCR. En dichos mutantes se cambiod un residuo de Cys conservado por

un residuo de Ser (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Aminoacidos cambiados en las distintas
proteinas mutantes.

Proteina Aminoacido
Glb1-1 Cys78 por Ser
Glb1-2 Cys79 por Ser
GLb2 Cys65 por Ser
Glb3-1 Cys159 por Ser
Glb3-2 Cys159 por Ser

El método de extension solapada requiere dos oligonucledtidos (sentido vy

antisentido; Tabla 3.10) que contengan el cambio que se quiere introducir en la

secuencia y otros dos oligonucledtidos (sentido y antisentido; Tabla 3.8), que son los

que delimitan la ORF del gen de interés. En dos reacciones de PCR independientes se

amplifica por un lado un fragmento 5 y por otro un fragmento 3’ que se solapan

parcialmente. Ambos fragmentos portan la mutacidn. En una reaccién subsiguiente, se

utilizan los productos de PCR generados anteriormente y se genera el fragmento

mutado de la longitud completa (Fig. 3.2).

Tabla 3.10. Oligonucledtidos usados en el proceso de mutagénesis por PCR
para la generacion de las proteinas mutantes.

Gen

Secuencia de los oligonucledtidos que portan la
mutacién (5’ - 3’)°

Glb1-1

Glb1-2

Glb2

Glb3-1

Glb3-1

CTTTGTCATGACTTCTGAATCAGCAGCTC
GAGCTGCTGATTCAGAAGTCATGACAAAG

CTTTCTCATGACCTCTGAATCTGCTGCTCA
TGAGCAGCAGATTCAGAGGTCATGAGAAAG

ATCTGGAGGCTCATTCTGAAAAGGTTTTCG
CGAAAACCTTTTCAGAATGAGCCTCCAGAT

CTTTCAGATGCCATCCAAGAATGCACCCAG
CTGGGTGCATTCTTGGATGGCATCTGAAAG

ACGAACAGATGCCATCCAAACATGCAGCCG
CGGCTGCATGTTTGGATGGCATCTGTTCGT

® La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido.
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En las dos primeras reacciones de PCR se usé cDNA de nodulos de Lotus (3.3) y
la DNA polimerasa Kapa HiFi. En la tercera PCR se usaron como molde los dos
fragmentos resultantes de las reacciones anteriores y los oligonucléotidos que
delimitan la ORF. En todos los casos, el programa de PCR consistid en una etapa inicial
de desnaturalizacién de 5 min a 95°C, seguida por 40 ciclos de 20 s a 98°C, 30 s a 50-
60°C (gradiente) y 30 s a 72°C, con una etapa final de elongacién de 3 min a 72°C.

Los genes mutados se clonaron en los plasmidos Champion pET200 Directional
TOPO (pET200; Invitrogen) y se secuenciaron para verificar la presencia de la mutacion

deseada. Asimismo, se secuenciaron las correspondientes proteinas (apartado 3.9).

PCR 1 PCR 2
F-ORF F-MUT
_— —r—>
<—0— S
R-MUT i R-ORF
F-ORF
_— >
—
Producto de PCR 1 -
:: Producto de PCR 2

R-ORF

l PCR 3: Extension solapante

Mutacion

Figura 3.2. Esquema del método de mutagénesis dirigida por PCR mediante extension de
fragmentos que se solapan. Se indican los nombres de los oligonucleétidos: F-ORF (sentido), R-
ORF (antisentido), F-MUT (sentido, con la mutacidn), R-ORF (antisentido, con la mutacidn). Las
reacciones de PCR se nombran PCR1, PCR2 y PCR3 para indicar que son reacciones separadas.
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3.4.3. Sobreexpresion de las proteinas

Las cepas de expresidon de E. coli utilizadas para la sobreexpresidon de las globinas
silvestres y mutantes fueron BL21 Star (DE3) (Invitrogen) en el caso de Glb1-2 y Glb1-2
mutada y C41 (DE3) (Lucigen, Middleton, EEUU) para las restantes. En todos los casos,
se realizaron cultivos iniciales en 10 mL de medio LB que se incubaron durante 16 h a
37°Cy 250 rpm. Posteriormente, se afiadieron 5 mL de estos cultivos iniciales a 1 L de
medio TB, el cual se incubd en las mismas condiciones anteriores hasta que alcanzé una
DOgw0=1,0 (3-4 h). Las proteinas recombinantes se expresaron incubando las células
durante 4-20 h a temperatura ambiente con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)

0,25 mM, excepto para la Glb1-2 que se expresa sin necesidad de agregar IPTG.

3.5. Purificaciéon de proteinas

3.5.1. Proteinas recombinantes

Las bacterias que expresaban las proteinas recombinantes (8 L de cultivo) se
centrifugaron a 4000g durante 15 min a 4°C y se lavaron dos veces con 100 mL de
medio tampdn fosfato salino (PBS): NaCl 130 mM, Na,HPO, 7 mM, NaH,PO, 3 mM.
Finalmente, las bacterias se resuspendieron en otros 100 mL de PBS y tras centrifugar a
10000g durante 10 min a 4°C, el pellet de células se conservo a -80°C hasta su uso. Sélo
se utilizaron bacterias almacenadas como mdaximo durante tres semanas.

Las bacterias se resuspendieron en medio A [tampdn NaP 20 mM (pH 7,4), NaCl
500 mM, imidazol 40 mM)] y se sonicaron (10 x 4 min, con 1 min de pausa tras cada
pulso). Después de centrifugar a 15000g durante 15 min a 4°C, el sobrenadante
(extracto soluble) se fracciondé con sulfato de amonio con un corte 30-75%. Las
proteinas precipitadas se resuspendieron en medio A y se dejaron dializando con
agitacion durante 16 h a 4°C. A continuacidn, el extracto se cargd en una columna de
afinidad de Ni** (HiTrap Chelating; GE Healthcare, Uppsala, Suecia) equilibrada
previamente con 5 volumenes de medio A. La columna se lavé con 20 volimenes del

mismo medio y la proteina recombinante se eluyé con medio A conteniendo imidazol
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250 mM. A continuacién, el eluido se dejo dializando con agitacion durante 16 h a 4°C
para eliminar el imidazol, se concentré mediante dispositivos Vivaspin (10 kDa;
Sartorius/Vivascience, Goettingen, Alemania), se agregaron unos pocos cristales de
ferricianuro de potasio para oxidar la proteina y se cargd en una columna de
intercambio anidnico (DE-52; Whatman, Kent, Reino Unido). La proteina se eluyd con
NaCl, cuya concentracion varié dependiendo de la globina (desde 0 hasta 300 mM). El
eluido se concentré en dispositivos Vivaspin hasta alcanzar una concentracion de
proteina de al menos 1 mM. Las globinas se cuantificaron midiendo la absorbancia
correspondiente a la banda de Soret (410 nm) y empleando un coeficiente de
extincién molar (€) de 150 mM ™ ecm™.

La proteina Glb1l-1 presentd problemas de solubilidad desde las primeras
etapas del proceso de purificacién, por lo que fue necesaria la adicion de NaCl
100-150 mM en los tampones de didlisis. Ademas, debido a que la proteina se
encuentra como una mezcla mondémero/dimero, se realizd una etapa adicional de
purificacién, que consistié en una cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC), con
el fin de separar las dos poblaciones. Se trabajé con una columna de exclusidon
molecular Superdex 200 HR 10/30 a flujos de 0,25-0,75 mL/min y con un tampén KP
50 mM (pH 7,0) con NaCl 150 mM. Para hacer la curva de calibrado se usaron como
estandares citocromo ¢ (12,4 kDa), mioglobina (17,0 kDa), ovoalbumina (44,3 kDa) y
seroalbumina bovina (BSA, 66 kDa).

Los diferentes pasos de purificacion de las proteinas recombinantes fueron
verificados mediante la tinciéon de geles desnaturalizantes de poliacrilamida y andlisis
western (3.7), utilizando en este Ultimo caso anticuerpos monoclonales especificos para
6xHis (Tabla 3.11). Las proteinas separadas por electroforesis se visualizaron tifiendo
los geles con Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05% (Sigma), etanol 40% y 4acido acético

10% durante 1 h, y se destifieron en metanol 45% y acido acético 10% durante 1-2 h.
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Tabla 3.11. Anticuerpos usados en los distintos ensayos.

Recombinantes Tejidos de Lotus Expresion en levaduras
Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Dilucién
LjGlbl 1:2000 LjGlbl 1:200 LjGlbl 1:200
LjGlb2 1:2000 LjGIb2 1:200 LjGIb2 1:200
LjGIb3 1:2000 LjGIb3 1:200 LjGIb3 1:200
6xHis 1:3000 PvLb 1:200 HRP® (conejo)  1:10000
HRP? (conejo) 1:20000 HRP? (conejo) 1:20000
HRP® (ratén) 1:20000

Purificacion de ntcleos Nitracion de Tyr
Anticuerpo Dilucion Anticuerpo Dilucion
NifH 1:1000 NO,-Tyr 1:1000
H3 1:5000 HRP? (ratén) 1:20000
PvLb 1:1000

HRP? (conejo) 1:20000

® HRP, anticuerpo frente a peroxidasa de rabano (Sigma).

3.5.2. Proteinas nativas

Para la purificacidon de Lb nativa de judia se utilizaron 200 mL de citosol de nédulos. El
primer paso del proceso de purificacion fue un fraccionamiento con sulfato de amonio
con un corte 50-85%. Las proteinas precipitadas se resuspendieron en Tris-HCl 10 mM
(pH 9,2), se agregaron unos pocos cristales de ferricianuro de potasio para oxidar la
proteina y se dializé durante 16 h a 4°C frente al mismo tampdn de resuspensién. A
continuacién, se realizé otra dialisis de 4 h frente a tampon NaP 50 mM (pH 7,0) y, tras
centrifugar a 10000g durante 10 min a 4°C, se cargd el extracto en una columna de
hidroxiapatito (HPT; Bio-Rad). El eluido se concentrd y se cambié a tampdn Tris-HCl
20 mM (pH 8,0) mediante dispositivos Vivaspin y a continuacidon se cargd en una
columna DE-52. A partir de este punto se procedié de la misma forma que para las
proteinas recombinantes, excepto que el analisis de los distintos pasos de purificacion

se realizd Unicamente mediante SDS-PAGE.
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3.6. Electroforesis

3.6.1. Geles desnaturalizantes

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida de 0,75 mm de espesor con el sistema de electroforesis vertical Mini-
Protean Il (Bio-Rad). La composicidn de los medios y la proporcidn de reactivos usada
para la preparacion de los geles se indican en |la Tabla 3.12.

El medio de extraccion contenia tampdn NaP 50 mM (pH 7,4), EDTA 0,1 mM y
Triton X-100 0,1% (v/v). Las muestras se mezclaron con tampdn de carga concentrado
[Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), glicerol 10% (v/v), SDS 2,3% (p/v), azul de bromofenol 0,1%
(p/v) y B-mercaptoetanol 5% (v/v; afiadido justo antes de usarse)] en una proporcion
4:1 (muestra:tampdn) y se hirvieron durante 10 min, tras los cuales se enfriaron
inmediatamente en hielo para evitar la renaturalizacién de las proteinas. La
composicion del tampdn de electroforesis fue Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), Gly 192 mM vy
SDS 1% (p/v). Se emplearon marcadores de masa molecular pretefidos ‘Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Range’ (Bio-Rad) para controlar el progreso de la electroforesis y

la subsiguiente electrotransferencia.

Tabla 3.12. Composicidn de los geles concentrador y separador para SDS-PAGE.

Reactivo Gel concentrador® Gel separador®
4,6% 12,5%
Acrilamida:bis-acrilamida (40%T, 3%C)b 0,115 mL 2,190 mL
Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), SDS 0,4% - 2,330 mL
Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS 0,4% 0,285 mL -
H,0 0,600 mL 2,480 mL
Persulfato aménico 10% 5puL 38,89 uL
N,N,N' N'-tetrametiléndiamina (TEMED) 1uL 7,78 uL

®Se indican los volimenes necesarios para la preparacién de un gel. Se utilizé 3,5 mL del gel separador y
1 mL del gel concentrador.

bT=[gramos acrilamida + gramos bis-acrilamida)/volumen total] x 100. C=[gramos bis-acrilamida/(gramos
acrilamida + gramos bis-acrilamida)] x 100.
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3.6.2. Geles nativos

La Lb empleada en los ensayos de nitracién de Tyr se obtuvo a partir de nédulos de
judia y se separé mediante electroforesis en geles nativos preparativos de
poliacrilamida de 3 mm de espesor con el sistema de electroforesis vertical MGV-100
(CBS, San Diego, EEUU). La composicion de los medios y la proporcion de reactivos
usada para la preparacién de los geles se indican en la Tabla 3.13. El medio de
extraccion consistié en Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM, PVP 1% (p/v),
inhibidores de proteasas (1 pastilla por cada 10 mL de tampdn; ‘Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail’, Roche). Las muestras se mezclaron con tampdn de carga
[H,O 250 pL, Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) 50 L, glicerol 250 pL] usando 400 uL de extracto y
40 pL de tampdn de carga. La electroforesis se llevd a cabo a 100 V durante 2 h y

15 min. El tampdn usado fue Tris-HCIl 18,5 mM (pH 8,3) con Gly 144 mM.

Tabla 3.13. Composicion de los geles concentrador y separador en condiciones no
desnaturalizantes.

Reactivo Gel concentrador® Gel separador®
4% 12,5%

Acrilamida:bis-acrilamida (40%T, 3%C)b 0,82 mL 6,3 mL

Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) 1mL -

Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) - 1mL

H,O 5,18 mL 8,7 mL

Persulfato aménico 10% 80 uL 200 pL

N,N,N',N'-tetrametiléndiamina (TEMED) 8 uL 20 uL

®Se indican los volimenes necesarios para la preparacién de un gel. Se utilizé 3,5 mL del gel separador y 1
mL del gel concentrador.

bT=[gramos acrilamida + gramos bis-acrilamida)/volumen total] x 100. C=[gramos bis-acrilamida/(gramos
acrilamida + gramos bis- acrilamida)] x 100.

3.7. Anédlisis western

Las proteinas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF; Pall
Corporation, Pensacola, EEUU) en frio durante 75 min a 100 V en un tampon Tris-HCI

25 mM (pH 8,3), Gly 192 mM y metanol 20% (v/v). La membrana se tifié con Ponceau S
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(Sigma) para comprobar la correcta transferencia de las proteinas y, a continuacion, se
bloqued durante 1 h con leche desnatada 5% (p/v) en medio TBS [Tris-HCl 20 mM (pH
7,5), NaCl 500 mM]. Tras el bloqueo de la membrana, ésta se aclaré durante 5 min con
medio TTBS [medio TBS con Tween 0,05% (v/v; Sigma)]. Los anticuerpos primarios se
diluyeron en este tampdn y las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente en un agitador orbital Polymax 2040 (Heidolph, Schwabach, Alemania).
Posteriormente, se realizd una serie de tres lavados de 10 min con TTBS. Las diluciones
de los anticuerpos secundarios se prepararon en TTBS con leche desnatada 5% para
disminuir la sefal inespecifica de fondo. La membrana se incubé con los
correspondientes anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura ambiente con
agitacion, y después la membrana se lavé tres veces durante 1 h en total.

Los anticuerpos primarios y secundarios usados, y sus diluciones, se muestran
en la Tabla 3.11. El anticuerpo primario monoclonal ‘anti-polyhistidine clone His-1’
(Sigma) reconoce la 6xHis. Como anticuerpo secundario se utilizé uno conjugado con la
peroxidasa de rabano (‘anti-rabbit IgG peroxidase conjugate’; Sigma). Para la deteccidn
de las bandas se incubaron las membranas con el reactivo ‘Supersignal West Pico
Chemiluminiscent Substrate’ (Pierce, Rockford, EEUU) durante 5 min a temperatura
ambiente, segln las instrucciones del fabricante. Posteriormente, la membrana se
expuso en oscuridad a una pelicula fotografica (‘CL.XPosure Blue X-ray Film’; Pierce). El
revelado de las peliculas se realizé en un bafio de revelador T-Max Professional (Kodak,
Rochester, EEUU) durante 4-5 min, seguido de un bafo de paro (agua destilada) y otro

bafio de fijador Polymax (Kodak) durante 2-3 min.

3.8. Levaduras

3.8.1. Construcciones y transformacion de levaduras

Las distintas Hbs no simbidticas y truncadas de Lotus, tanto silvestres como mutantes,
fueron clonadas en el vector pVV214 (obtenido de la coleccién EUROSCARF; Fig. 3.3)
mediante la tecnologia Gateway (Invitrogen). En un primer paso, las secuencias de las

Hbs fueron introducidas en el vector TOPO pENTR (Invitrogen), y luego, mediante una
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reaccion de recombinacién (LR clonasa, Invitrogen), fueron introducidas en el vector
pVV214. Este vector contiene el gen URA3 como marcador de transformacidon para
seleccionar los transformantes de Saccharomyces cerevisiae, asi como el promotor
PGK1 (3-fosfoglicerato quinasa) para la expresion del gen de interés. Se puede
encontrar informacién adicional sobre este vector en la URL http://web.uni-

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pVV214. html.

pVVv214
7449 hps

Balll
Ndel

EcaRW

Figura 3.3. Esquema del vector pVV214 (Coleccion EUROSCARF).

3.8.2. Tratamientos de estrés

Las células de levaduras se sometieron a distintas condiciones de estrés oxidativo
[metilviolégeno (MV), CuSO, vy frio] y de estrés nitrosativo (GSNO). Los tratamientos de
estrés oxidativo se hicieron en medio sélido, mientras que el GSNO se aplicé en medio
liquido. EI GSNO se sintetizd6 mezclando cantidades estequiométricas de GSH (Sigma) y

NaNO, acidificado durante 10 min en oscuridad. Después, se ajusté el pH a 7,4 con
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NaOH 4 N. La concentracion de GSNO se midié usando un coeficiente de extincién de
0,767 mM™cm™ a 334 nm (Smagghe y cols, 2008).

Los ensayos de estrés en medio sélido se realizaron mediante el método de
goteo (drop test). Para ello, las células transformadas con las construcciones de las
globinas crecieron hasta saturacién en medio SD. Luego, estos cultivos celulares fueron
diluidos 1:10, 1:100 y 1:1000 y se sembraron gotas de aproximadamente 5 plL
utilizando un replicador para placas de 96 pocillos en placas con medio YPD
conteniendo MV 1,5 mM o CuSO, 10 mM. Estos compuestos fueron anadidos tras
esterilizar el medio en un autoclave, pero antes de la gelificacién, y las células se
dejaron crecer durante 4-5 d. El tratamiento por frio se aplicd exponiendo las placas
con medio YPD a 10°C durante 4 semanas. Este estudio de complementacion en
levaduras se realizd en colaboracidon con el Dr. J.M. Mulet (Instituto de Biologia

Moleculary Celular de Plantas, UPV-CSIC, Valencia).

3.8.3. Niveles de expresion de las globinas

El nivel de expresion en levaduras de las distintas globinas de Lotus se determind
mediante analisis western. Para ello, las células se lisaron en un molino de bolas (MM
400, Restch, Haan, Alemania) de la siguiente forma: dos ciclos de 30 s en seco (sin
agregar el tampdn de lisis) y 3 ciclos de 3 min después de la adicidon del tampon. La
frecuencia de vibraciéon fue de 30 Hz durante todos los ciclos. La composicidn del
tampdn de lisis fue la siguiente: Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), DMSO 1%, EDTA 1 mM, NacCl
50 mM e inhibidores de proteasas (1 pastilla por cada 10 mL de tampdn; ‘Complete
Mini Protease Inhibitor Cocktail’, Roche). Una vez obtenidos los extractos, se realizdé una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y a continuacidon un analisis western
como se indica en 3.6.1 y 3.7, respectivamente. La cantidad de cada proteina cargada
en el gel se especifica en la seccion de ‘Resultados’. Los anticuerpos primarios y
secundarios usados en este ensayo, asi como sus diluciones, se presentan en la Tabla

3.11.
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3.9. Andlisis de las globinas por espectrometria de masas

La determinacién de masa molecular de las globinas se realizé mediante Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight (MALDI-TOF). Para ello, las muestras
se diluyeron en 4cido trifluoroacético 0,2%. El factor de dilucién estuvo en el rango 10-
100 para las distintas proteinas, dependiendo de la sefial obtenida en el sistema MALDI-
TOF. Se obtuvo un error estimado <50 Da para estas mediciones mediante el analisis
conjunto de muestras estandares y las globinas.

Asimismo, se confirmé mediante esta técnica la presencia de las mutaciones
deseadas para las versiones mutantes de las globinas, y la presencia de posibles dimeros
en las proteinas. Para corroborar que el dimero que forma Glb1-1 involucra un enlace
disulfuro, se llevé a cabo un protocolo de digestion estandar con algunas
modificaciones: (i) se trataron 2 pug de muestra con iodoacetamida para alquilar las Cys
libres; (ii) se redujeron los enlaces disulfuro con un exceso de DTT; (iii) se realizd una
digestion con tripsina modificada (Promega) y un analisis por MALDI-TOF; (iv) se
identificd la intensidad de las sefiales correspondientes a péptidos que contenian Cys;
(v) se calculd la intensidad del cociente péptidos sin derivatizar/péptidos
carbamidometilados. De esta forma, las Cys que originalmente estaban en la forma
oxidada (S-S) se detectan sin derivatizar, y las Cys que originalmente estaban en la
forma reducida (S-H) se detectan carbamidometiladas (+57 Da). Estos analisis se

realizaron en colaboracion con el Laboratorio de Protedmica CSIC/UAB, Barcelona.

3.10. Produccién de anticuerpos e inmunolocalizacion

Se generaron anticuerpos frente a una Hb no simbidtica de cada clase, en particular
frente a las proteinas Glb1-2, Glb2 y Glb3-2 expresadas en el plasmido pET200, y frente
a la Lb nativa de judia (PvLb). Las proteinas purificadas se enviaron a un servicio
comercial (Biogenes, Berlin, Alemania) para producir los anticuerpos policlonales
monoespecificos. Se requirieron 6-7 mg de proteina para inmunizar dos conejos y
preparar una columna de afinidad para purificar las 1gG especificas a partir de los

antisueros. Para esta purificacion, las globinas fueron unidas a una resina ‘CNBr-
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activated Sepharose 4 Fast Flow’ (GE Healthcare) y las IgGs monoespecificas se eluyeron
con tampodn Gly-HCI 200 mM, NaCl 250 mM (pH 2,2). El eluido se ajustd
inmediatamente a pH 7,5 con Tris-HCI 2 M.

La inmunolocalizacidn de las globinas se realizd segun se describe en Rubio y
cols (2009). Los nddulos, raices y hojas de Lotus se fijaron en paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 0,1% y se deshidrataron en etanol bajando progresivamente la
temperatura desde 0 a -20°C. Después, las muestras fueron incluidas en la resina LR
White durante 2 d a -20°Cy se polimerizaron usando radiacidn ultravioleta durante 24 h
a -20°C y durante otras 24 h a 16°C. Todos estas etapas fueron realizadas en un equipo
automatizado de ‘freeze-substitution’ Leica AFS2 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Se obtuvieron secciones ultrafinas de las muestras, que fueron incubadas
con cada anticuerpo diluido 1:10 durante 1 h (Rubio y cols, 2009). A continuacion, se
lavaron y se incubaron con particulas de 15 nm de oro conjugadas con la proteina A
(BBInternational, Cardiff, Reino Unido) durante 1 h. Las secciones se fotografiaron
usando un microscopio de transmisién electrénica JEM 1400 (JEOL, Tokio, Japédn). La
inmunolocalizacion de las globinas se realizé en colaboracidn con el Dr. E. K. James (The

James Hutton Institute, Invergowrie, Reino Unido).

3.11. Andlisis espectroscépico

Se realizaron los espectros ultravioleta-visible (350-650 nm) de todas las globinas en las
formas oxidada o férrica (Hb**) y reducida o ferrosa (Hb**), libres o unidas a ligandos de
interés fisioldgico. En todos los casos, la concentracion de proteina fue 70 uM vy los
espectros se realizaron en tampén KP 50 mM (pH 7,0). Los complejos Glb**CO (carboxi-
hemoglobinas) se obtuvieron agregando una traza de ditionito sédico al tampdn
saturado en CO; los complejos GIb*"0, (oxihemoglobinas) se obtuvieron reduciendo las
globinas férricas con FAD 20 uM y NADH 1 mM en un tampdn oxigenado; y los
complejos GIb**NO (nitrosil-hemoglobinas) se obtuvieron afiadiendo 1 mM NaNO, y una
traza de ditionito. Asimismo, los complejos Glb**CN (cianohemoglobinas) se obtuvieron

afiadiendo 1 mM NaCN a las globinas férricas.
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3.12. Ensayos de reduccion

Los ensayos de reduccién de las distintas globinas por un sistema piridin
nucléotidos + flavinas se realizaron en el siguiente medio de reaccién: tampdén NaP 50
mM (pH 7,0), EDTA 50 uM, globinas férricas 30 uM, FAD o FMN 20 uM, y NADH o
NADPH 200 uM o 1 mM. Todos los ensayos se llevaron a cabo en tampdn saturado en
CO para estabilizar las globinas reducidas, evitando su re-oxidacién, mediante la
formacidn del complejo carboxihemoglobina, excepto en el caso de la Glb1l-1, que fue
reducida en un tampdn aerébico.

La reduccién de las globinas en condiciones anaerdbicas se realizé purgando el
tampon y los reactivos con N, en cubetas cerradas, en las cuales la proteina se inyectd
con jeringa. Todos los ensayos con las flavinas se realizaron en cubetas, y en ausencia y
presencia de 5 pg de catalasa (25000 unidades/mg proteina; Sigma) con resultados

similares.

3.13. Cinéticas de unidn con ligandos

Las cinéticas de unién de los distintos ligandos de las globinas de Lotus se determinaron
mediante ‘laser flash photolysis’ para medir las constantes de asociacion y mediante
‘stopped flow’ para medir las constantes de disociacién.

Para los experimentos de ‘flash photolysis’, las muestras se prepararon
siguiendo el método de Hargrove (2000), y se utilizd un laser 10-20 Hz Nd-YAG Surelite
Il (Continuum, Santa Clara, EEUU) que genera un pulso de excitacion de 5 ns a 532 nm.
Como haz de prueba, se usé una ldmpara de xenén de 75 w (400-750 nm). Los
espectros obtenidos se usaron para construir las curvas de decaimiento de las
intensidades a 434 nm, que se ajustaron a una exponencial simple para luego extraer
las constantes usando el programa OriginPro (OriginLab; Northampton, EEUU).

Los experimentos de ‘stopped flow’ se realizaron en un reactor SFM-400 (Bio-
Logic; Knoxville, EEUU) acoplado a un espectrofotémetro Bio-Logic MOS-500. Todas las

curvas (promedio de cinco) se ajustaron a decaimientos exponenciales usando el
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programa IGOR Pro (WaveMetrics; Lake Oswego, EEUU). Los valores de ks para O,
fueron calculados usando la ecuacién:

koff=k0b5[1+(kon fOI’ Oz/kon fOf CO)([OZ]/[CO])]

3.14. Nitracion de tirosinas de las leghemoglobinas

3.14.1. Nitracién in vivo

Con el fin de determinar la presencia de residuos de nitrotirosina (NO,-Tyr) en la Lb de
nodulos senescentes de judia, se purificd dicha proteina mediante geles preparativos
de poliacrilamida en condiciones nativas (3.6.2), se cortd la banda correspondiente a la
Lb (visible a simple vista) y se eluyd la proteina en tampén NH,HCO; 10 mM a 4°C con
dos cambios de tampdn a las 4 y 12 h. La proteina se analizé6 mediante espectrometria

de masas (3.14.3).

3.14.2. Nitracién in vitro

Estos ensayos se realizaron con el fin de obtener informacién sobre el mecanismo de
nitracion de Tyr, y se realizaron segun Sakamoto y cols (2004) con algunas
modificaciones. La técnica se puso a punto con la proteina BSA y se probaron dos
mecanismos de nitracién, uno mediado por ONOO™ y un sistema tipo Fenton. Los
reactivos y concentraciones empleados en la reaccién de nitracién de la BSA se
muestran en la Tabla 3.14 (BSA). Una vez determinadas las condiciones de nitracidn, se
continud con la nitracidn de distintas Lbs. Los reactivos y concentraciones empleados en
este caso se muestran en la Tabla 3.14 (Lb). En todos los casos, el orden de adicién de
los reactivos fue el siguiente: tampdn, Lb, H,0, y NO,". En las reacciones con compuestos
qguelantes, éstos se anadieron a continuacion de la proteina, y se esperd 5 min para la
adicion de los restantes reactivos. En cada ensayo de nitracién se realizaron dos
controles negativos: sin H,0, y sin NO,". El volumen final de reaccién fue de 40 pL, las
reacciones se incubaron 30 min a 25°C y a continuacién se emplearon 20 L para

realizar un analisis western. Las muestras se mezclaron con el tampdn de carga que se
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describe en 3.6.1 pero sin B-mercaptoetanol, y las bandas se detectaron con un
anticuerpo monoclonal de ratén anti NO,-Tyr (Cayman, Michigan, EEUU; Tabla 3.11). Las
mismas reacciones de nitraciéon analizadas mediante andlisis western fueron también
examinadas mediante espectrometria de masas para identificar los residuos de NO,-Tyr

y el porcentaje de proteinas nitradas (3.14.3).

Tabla 3.14. Reactivos de las reacciones de nitracién in vitro.

Reactivo Concentracion
BSA

BSA 1pg

H,0, 1mM

Nitrito 1mM

Hemina 10 uMm

K,PO,/KHPO, (pH 7,0) 50 mM
Lb

Lb 10 um

H,0, 100 uMm

Nitrito 1mM

K,PO,/KHPO, (pH 6,5) 20 mM

Quelantes
DTPA 100 uM
DFO 100 uM

DTPA: 4cido dietilentriaminopentaacético; DFO: mesilato de desferroxamina.

3.14.3. Analisis de proteinas nitradas por espectrometria de masas

Las muestras provenientes de las reacciones de nitracidn in vitro con las Lbs nativas de
judia y soja se analizaron mediante espectrometria de masas para confirmar la nitracién
de las proteinas e identificar los residuos de NO,-Tyr.

La digestion de las muestras se realizdé en un equipo automatico (DigestPro MS,
Intavis, Koeln, Alemania) y consistié en una digestion con tripsina a 37°C durante 8 h sin
tratamiento con DTT (para prevenir la reduccién del grupo nitro) ni con iodoacetamida.
A continuacién, una alicuota de los extractos tripticos (20%) fue diluida a 20 pL con
metanol 5% y acido formico 1% y las mezclas peptidicas se analizaron mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). La

cromatografia se realizdé con un instrumento Agillent 1200 acoplado a un LTQ-Velos
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(ThermoFisher Scientific, Walthman, EEUU) equipado con una fuente de iones microESlI
(ThermoFisher Scientific). Los espectros LC-MS/MS se analizaron usando el software
SEQUEST (Proteome Discoverer v1.3,ThermoFisher) monitorizando el cambio de masa
generado por la nitracidn de Tyr (+46 Da). El analisis semicuantitativo de las NO,-Tyr se
realizd usando el método Pseudo SRM (Pseudo Selected Reaction Monitoring). El
analisis por espectrometria de masas se realizé en colaboracién con el Laboratorio de

Protedmica CSIC/UAB, Barcelona.

3.15. Purificacion de nucleos

Los nucleos fueron purificados a partir de nddulos de soja segun el protocolo descrito
por Folta y Kaufman (2000) con modificaciones. Se homogeneizaron 5 g de nédulos a
4°C en mortero con 15 mL de tampdn de extraccion [hexilénglicol 1 M, PIPES-KOH 0,5 M
(pH 7,0), MgCl, 10 mM]. El homogeneizado se filtré a través de ocho capas de gasa y,
con el fin de lisar las membranas de los organulos, al filtrado se le agregd gota a gota
Tritdn X-100 10% hasta lograr una concentracion final del 0,75%. La suspension se dejé
a 4°C durante 10 min con agitacién suave, y a continuacion se centrifugd a 300g
durante 5 min. El pellet resultante de esta centrifugacidn se denomind ‘fraccion i y el
sobrenadante se volvido a centrifugar a 2000g durante 10 min. En este caso, el
sobrenadante se eliminé y se conservaron los dos tipos de pellet. Uno de ellos se
denomind ‘pellet suelto’ (fraccidn ii), ya que no se adheria a las paredes del tubo, y el
otro, denominado ‘pellet normal’ (fraccién iii), se resuspendié en 1,5 mL de tampdn de
gradiente [hexilénglicol 0,5 M, PIPES-KOH 0,5 M (pH 7,0), MgCl, 10 mM, Tritén X-100
0,5%] y se cargo sobre dos capas de Percoll (5 mL de 30% arriba y 7 mL de 60% abajo,
ambas preparadas en tampdn de gradiente). El gradiente discontinuo de densidad se
generd mediante centrifugacién a 4000g durante 30 min (Fig.3.4). El pellet se lavd dos

veces con tampdn de gradiente para eliminar los restos de Percoll.

52



Materiales y Métodos

Filtraciona través

de 8 capas de gasa
5 g de nodulos

homogeneizados >
& w0055
g5 min
Sobrenadante peliet : Fraccion i

@ 2000g 10 min

pellet “normal”: Fraccion iii pellet “suelto”: Fraccion ii

€% 4000930 min
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> Nucleos purificados
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Figura 3.4. Esquema del aislamiento y purificaciéon de nucleos a partir de nédulos de judia. Se
indican las distintas fracciones (i, ii y iii) en las cuales se analizd la pureza.

3.16. Extraccién de flavinas en plantas y levaduras

Los ndodulos de judia fueron homogeneizados en mortero a 4°C y en oscuridad con
medio de extraccién de flavinas [acetato de amonio 10 mM (pH 6,0), metanol 10%]. Las
levaduras se cultivaron en medio liquido YPD hasta una DOgg ~0,7, se lavaron dos veces
con PBS y se lisaron mediante agitacidn en microtubos conteniendo bolas de acero
inoxidable (3 mm) con el medio de extraccidn de flavinas en un molino de bolas MM301
(Retsch). La extraccién de flavinas de los nucleos purificados (3.15) se realizd

resuspendiendo el pellet que contenia la mayoria de los nucleos en medio de extraccion
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de flavinas [acetato de amonio 10 mM (pH 6,0), metanol 50%]. En todos los casos se
trabajo en oscuridad y las muestras fueron centrifugadas, filtradas y analizadas

mediante HPLC (3.17).

3.17.Cuantificacién de flavinas

Las muestras obtenidas segun se especifica en 3.16 fueron inyectadas en un HPLC
equipado con una columna C;s Nova-Pak (3,9 x 150 mm; Waters, Milford, EEUU) y
un detector de fluorescencia (modelo 474, Waters; excitacion 445 nm, emision 520
nm). La separacion de las flavinas se realizd de forma isocrdtica (20% metanol,
acetato de amonio 1 mM (pH 6,0)) con un flujo de 1 mL/min. Ademas, la
identificacion de las flavinas fue verificada mediante cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de masas (LC-ESI-TOF MS).
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencién de las globinas recombinantes de Lotus

El primer objetivo de esta Tesis fue obtener las Hbs no simbidticas y truncadas de Lotus
en cantidades suficientes para su caracterizaciéon bioquimica. Para ello, clonamos y
expresamos los cinco genes en un sistema heterélogo (E. coli). La concentracidon de
estas globinas es muy baja en los tejidos vegetales, lo que hace inviable |la obtencién de
las proteinas nativas. La excepcion es la Lb, que se encuentra a concentraciones 1-5 mM
en los nédulos y por tanto puede purificarse directamente.

Los detalles de la estructura de los genes que codifican Hbs, asi como la
caracterizaciéon funcional de las proteinas y la determinacion de sus patrones de
expresion en nddulo han sido publicados recientemente por nuestro grupo (Bustos-
Sanmamed y cols, 2011).

En este primer apartado se detallan los procedimientos y los resultados
obtenidos en los experimentos de clonacidn, expresidn y purificacion de las globinas de
Lotus en E. coli. En todos los casos la nomenclatura de las proteinas recombinantes se

especifica en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Nomenclatura de las distintas proteinas recombinantes.

Nombre Tipo de Hb Clase de Hb
Glb1-1 No simbidtica 1
Glb1-2 No simbidtica 1
Glb2 No simbidtica 2
Glb3-1 Truncada 3
Glb3-2 Truncada 3

4.1.1. Clonacion de las secuencias codificantes

El primer paso para la obtencidon de las proteinas recombinantes es la amplificacion de
las ORFs. Para ello se aislaron los mRNAs de las Hbs de nddulos, ya que se sabia
previamente que en este drgano los niveles de expresidon son maximos. La extraccién de
RNA total y la subsiguiente sintesis de cDNA se realizé tal como se detalla en el
apartado 3.3.

La amplificacion de las ORFs se realizd mediante PCR sobre el cDNA molde
empleando cebadores especificos para cada caso (Tabla 3.8 de Materiales y Métodos).
Como resultado de la amplificacién, se obtuvieron fragmentos del tamafio esperado
(Fig. 4.1A). Para los genes Glb1-1y GIb3-1 se observan dos bandas en cada caso, una
abundante y de menor tamafio y otra de menor abundancia y mayor tamafio. Esta
Ultima podria tratarse de una forma de splicing alternativo de los genes. En la Figura
4.1B se muestran las bandas correspondientes a los genes G/b1-1y GIb3-1 obtenidas en
un gradiente de temperatura 50-60°C. Ambas bandas estaban presentes en todas las
temperaturas de hibridacidn ensayadas y codifican globinas, tal como se confirmé por
secuenciacion, si bien en esta Tesis no continuamos el estudio de los posibles splicings

alternativos.
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Figura 4.1. Amplificacién de la secuencia de cDNA de los genes de las globinas de Lotus. (A)
Bandas obtenidas para los genes GIb1-1, GIb1-2, GIb2, GIb3-1y GIb3-2. En el caso de Glb1-1y
GIb3-1 se observa una segunda banda de mayor tamafio y menor intensidad. (B) Bandas
correspondientes a Glb1-1y Glb3-1 obtenidas en un gradiente de temperatura (50-60°C).

Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector pET200 (Invitrogen).
Este vector se encuentra bajo el control del promotor T7, contiene el gen nptll que
confiere resistencia a kanamicina como marcador de seleccidn, e incluye una sefial
6xHis para facilitar el proceso de purificacion mediante cromatografia de afinidad por
iones metalicos inmovilizados. Las construcciones se enviaron a un servicio de
secuenciacién para verificar las secuencias. Estas se analizaron mediante el algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI).

El andlisis de las secuencias de nucledtidos de las Hbs nos ha suministrado la
siguiente informacion. La ORF de Glb1-1 tiene 486 pb y codifica una proteina tedrica de
18,0 kDa, 161 aminoacidos y un punto isoeléctrico (pl) de 9,00. La ORF de Glb1-2,
también de 486 pb, codifica una proteina de 18,1 kDa, 161 aminoacidos y pl de 6,11. El
gen G/b2 tiene una ORF de 459 pb y codifica una proteina de 17,1 kDa, 152 aminodcidos
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y pl 5,45. En cuanto a las Hbs truncadas, G/b3-1 posee una ORF de 510 pb y codifica una
proteina de 169 aminodacidos, 19,6 kDa y pl 6,22, y GIb3-2 tiene una ORF de 507 pb, que
codifica una proteina de 168 aminoacidos, 19,5 kDa y pl 5,87.

En la Figura 4.2 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de
las cinco Hbs no simbidticas y truncadas. Las Hbs de clase 1 presentan un 84% de
similitud entre siy las de clase 3 un 87%. La Hb de clase 2 presenta una similitud de 55-

59% con las de clase 1y una similitud de 34-36% con las de clase 3.
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Figura 4.2. Alineamiento de las secuencias de las tres clases de globinas de Lotus realizado con
el programa Clustal Omega.

4.1.2. Expresion en bacterias

Una vez comprobada la integridad de las secuencias clonadas, el siguiente paso fue la

optimizacidn de la expresidon de las proteinas recombinantes. Inicialmente se trabajé

con minicultivos (10 mL) con el fin de determinar las condiciones mas adecuadas para la
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induccién de la expresion. En un principio se usé LB como medio de cultivo, pero luego
se cambid a TB, ya que es un medio que permite obtener cultivos de mayor densidad a
la par que retarda la lisis de las bacterias.

Los parametros que se analizaron durante la optimizacién de la expresidon
fueron: cepa de expresion de E. coli (BL21 y C41), concentracién de IPTG (0,1 a 0,5 mM),
temperatura de crecimiento del cultivo antes y después de la adicién del IPTG
(temperatura ambiente y 37°C) y tiempo de inducciéon (1-20 h). En cada caso se
analizaron extractos crudos de cultivos inducidos y no inducidos (1 mL) mediante
analisis western usando un anticuerpo comercial anti-6xHis (Fig. 4.3). Las condiciones
Optimas de crecimiento y expresion para cada globina recombinante se resumen en la
Tabla 4.2. Estas condiciones se aplican tanto para las proteinas silvestres como para las

mutantes.

Tabla 4.2. Condiciones de crecimiento y expresion de las globinas.

Proteina Cepade [IPTG] Temperatura Temperatura Horas
expresion (mM) crecimiento crecimiento induccion
antes IPTG (°C)  después IPTG (°C)

Glb1-1 Cc41 0,25 37 TA 8
Glb1-2 BL21/C41 0 37 37 -
Glb2 c41 0,25 37 TA 20
Glb3-1 Cc41 0,25 37 TA 20
Glb3-2 BL21/C41 0,25 37 TA 20

TA: temperatura ambiente.

En la Figura 4.3 se muestran las expresiones piloto de dos de las globinas que se
sobreexpresaron, para determinar el nimero de horas necesarias para su induccion. El
panel A corresponde a la Glbl-2, que no requiere IPTG para la induccidn ya que se
detecta en el cultivo desde el tiempo 0, si bien se observa un ligero aumento en la
cantidad de proteina en los cultivos inducidos. También se puede apreciar que la
proteina no es degradada por las bacterias al menos hasta 20 h posinduccion. El panel B
corresponde a la Glb2, pero es representativo para las restantes Glbs. La expresidn de
estas proteinas requiere IPTG, ya que no se detectan a tiempo O ni en los cultivos

control, y se mantiene estable al menos hasta 20 h posinduccion.
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A 290 F
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Figura 4.3. Inmunoblots mostrando las expresiones piloto realizadas para determinar las horas
de induccién con IPTG de (A) Glb1-2 y (B) Glb2. Se cargaron 10 ug de proteina y las diluciones
de los anticuerpos primario (6xHis) y secundario fueron 1:3000 y 1:20000, respectivamente. Los
numeros corresponden a las horas de crecimiento del cultivo tanto en la situacién control como
con IPTG.

4.1.3. Purificacién de las proteinas recombinantes

Una vez determinadas las condiciones éptimas de expresién, se amplié el volumen de
los cultivos desde los 10 mL hasta 8 L para cada ensayo de sobreexpresion. Salvo que se
especifique de otra forma, las proteinas fueron purificadas de acuerdo con el siguiente
procedimiento: fraccionamiento con sulfato de amonio (30-75%) y cromatografias de
afinidad con Ni** (HiTrap) e intercambio anidnico (DE-52) (ver apartado 3.5.1).

Las distintas fracciones del proceso de purificacidon fueron analizadas mediante
SDS-PAGE para evidenciar el enriquecimiento en la proteina recombinante y para
evaluar su pureza, en el caso de la fraccién final. En la Figura 4.4 se muestra el analisis
por SDS-PAGE del proceso de purificacion de la Glb1-1 (Fig. 4.4A) y Glb3-1 (Fig. 4.4B).
Como se puede observar, la purificacion de la Glb3-1 se completd tras la elucién de la
columna de afinidad; en cambio, la purificacidn de la Glb1-1 finalizé tras la elucidon de la
columna DE-52. El criterio seguido para determinar el grado de purificacién necesario
en cada caso fue el cociente entre la absorbancia en la regién Soret (banda

caracteristica de las hemoproteinas) y la absorbancia a 280 nm (que presentan todas las

60



Resultados

proteinas debido a los aminoacidos aromaticos). Este cociente Soret/A,g es muy Uutil
para evaluar la pureza de las hemoproteinas, siendo un cociente ~2,5 indicativo de una

pureza >90%.

A B
1 2 3 4 5 1 2 3 4
73 73
48 48
24 34
27 27
17 17
6 - 6 -

Figura 4.4. SDS-PAGE de las distintas fracciones del proceso de purificacion de las globinas
recombinantes. (A) Glb1-1, (B) GIb3-1. 1, extracto crudo; 2, extracto inducido (IPTG 0,25 mM);
3, extracto fraccionado (sulfato de amonio 30-75%); 4, fraccion eluida de la columna de
afinidad (fraccion final para Glb3-1); 5, fraccién eluida de la columna DE-52 (fraccion final para
Glb1-1). Se cargaron 5 ug de proteina en todos los carriles.

La purificaciéon de la Glb1-1 requiere la adicidn de 100-150 mM de NaCl a los
tampones a partir del paso de didlisis en el que se elimina el imidazol (después de la
columna de afinidad), ya que de otra forma la proteina precipita casi totalmente
(~90%). El andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF nos permitié determinar
que la fraccidon minoritaria que permanece soluble sin NaCl corresponde Unicamente a
la forma monomérica de la proteina y, en cambio, que la fraccién mayoritaria que
necesita NaCl estd compuesta por una mezcla mondmero/dimero (Tabla 4.3). Mediante
FPLC separamos las dos poblaciones de proteina de la fraccién con NaCl, y observamos
que el dimero se forma por medio de un enlace disulfuro, ya que se convierte en
mondémero mediante la adicion de DTT 20 mM (Fig. 4.5). Esto ultimo fue corroborado

mediante andlisis de espectrometria de masas MALDI-TOF (Tabla 4.3), que también
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sirvié para determinar la identidad de las Cys involucradas en el enlace disulfuro (Cys-

78). Asimismo, en la Tabla 4.3 se muestran las relaciones (m/z) de las distintas globinas.

== Glb1-1Nadl == Glb1-1NaCl+DTT20mM
450
400
c 350 44376 (m/z)
c 22157
2 L (m/2)
-]
o~
8 250
<
<
£ 200
150
100
50
0 LL
0 5 10 15 20 25
mL

Figura 4.5. Cromatograma FPLC mostrando que la fraccién de la Glb1-1 que requiere NaCl para
permanecer soluble es una mezcla de la forma dimérica y monomeérica (azul), y que la adicidon
de DTT 20 mM convierte el dimero a mondmero (rojo). Se indica asimismo la relacion m/z de
ambas fracciones.

Tabla 4.3. Relaciones m/z de las distintas globinas determinadas mediante

MALDI-TOF.

Globina m/z’

Glb1-1 22163

Glb1-1 NaCl 22157 / 44376
Glb1-1 NaCl DTT 22154

Glb1-2 22179

Glb1-2 mutada 22147

Glb2 21244

Glb2 mutada 21244

Glb3-1 23695

Glb3-2 23555 /47152

® Error experimental <50 Da.
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4.2. Caracterizacion bioquimica de las globinas

4.2.1. Propiedades espectroscopicas

En este segundo apartado se presentan los resultados correspondientes a la
caracterizacion bioquimica de las globinas de Lotus, con especial énfasis en las Hbs no
simbidticas y truncadas, ya que hasta ahora no se habia realizado la caracterizacion del
conjunto completo de las globinas de una leguminosa. Aunque existe mucha
informacién estructural y funcional sobre las Hbs de clase 1, nuestro conocimiento
sobre las Hbs de clase 2 y 3 de plantas es muy limitado.

El espectro de la regidn Soret-visible de las Hbs brinda informacién estructural
importante. En las Figuras 4.6 a 4.11 se muestran los espectros de las distintas globinas
en las formas férrica (3+) y ferrosa (2+), asi como los espectros de los complejos con CO,
0,, NO y CN. Dichos espectros revelan el estado de coordinacién del hemo:
pentacoordinado o hexacoordinado. Las dos Hbs de clase 1 son mayoritariamente
hexacoordinadas, tanto en forma ferrosa (banda a ~557 nm y banda B ~530 nm) como
férrica (banda a ~530 nm y un hombro ~560 nm; Figs. 4.6 y 4.7). El espectro de la Glb1-
1** tiene una banda de Soret bien definida (425 nm) y bandas a y B divididas (554 y 563
nm, y 527 y 534 nm, respectivamente; Fig. 4.6). Este mismo espectro tan particular se
ha descrito también para la Glbl de cebada (Duff y cols, 1997). La banda de Soret
estrecha sugiere una especie Unica y el espectro visible de cuatro bandas podria reflejar
una interconversién lenta entre dos conformaciones proteicas, cada una
correspondiendo, probablemente, a distintos ambientes del ligando de los hemos (Duff
y cols, 1997).

De forma sorprendente para una Hb de clase 2, que se supone que es
hexacoordinada en las formas férrica y ferrosa (Smagghe y cols, 2009; Kakar y cols,
2010), la Glb2 presenta un espectro tipico hexacoordinado en la forma férrica, pero uno
pentacoordinado en la forma desoxiferrosa (Fig. 4.8). Las dos Hbs de clase 3 presentan
un espectro tipico de una globina pentacoordinada, tanto en estado desoxiferroso
(banda a ~560 nm y sin banda ) como férrico (bandas poco definidas a ~500, 540 y 580
nm; Figs. 4.9y 4.10).
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Figura 4.6. Espectros
Soret-visible de Ia
Glb1-1 férrica y ferrosa
y de algunos de sus
complejos mas
representativos.

Figura 4.7. Espectros
Soret-visible de la
Glb1-2 férrica y ferrosa
y de algunos de sus
complejos mas
representativos.
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Todas las globinas fueron capaces de unir O,, CO y NO en forma ferrosa y
cianuro en forma férrica (Figs. 4.6 a 4.10). Mediante las técnicas de flash photolysis
(Hargrove, 2000) y stopped-flow (Sturms y cols, 2010; Trent y cols, 2001), medimos las
constantes de afinidad de O, (K) de las Hbs no simbidticas. Los valores de K obtenidos
fueron muy distintos para cada clase de globina, pero también para las proteinas de
una misma clase (Tabla 4.4). La Glb1-1 tiene una afinidad por el O, extremadamente
alta (K= 50 pM) debido principalmente a una tasa de disociacién del O, muy lenta
(kow= 0,004 s). La afinidad de la Glb1-2 por el O, es también muy elevada
(K=0,90 nM), pero similar a la encontrada para las Hbs de monocotileddneas. Por el
contrario, la Glb2 tiene una afinidad moderada (K = 11 nM), que es consecuencia de

una tasa de disociacién de O, relativamente rapida (k.= 0,86 s*) (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Constantes de asociacion, disociacion y equilibrio* para el O, de diversas globinas
representativas.

Globina Kon (kM7 s Kot (s K (nM) Referencia

Globinas con alta afinidad

porel O,
Glb1-1 Lotus 81 0,004 0,05 Esta Tesis
Glb1-2 Lotus 300 0,27 0,90 Esta Tesis
Glb1 arroz 68 0,038 0,56 Smagghe y cols, 2009
Glb1 cebada 50 0,027 0,54 Smagghe y cols, 2009
Glb1 tomate 30 0,50 15 loanitescu y cols, 2005
Hb Trema 210 0,38 1,82 Sturms y cols, 2010
Glb2 Lotus 77 0,86 11 Esta Tesis
Glb1 Arabidopsis 74 0,12 1,61 Smagghe y cols, 2009
Glb2 Arabidopsis 86 0,14 2,0 Smagghe y cols, 2009
Glb2 Arabidopsis 150 2,00 13 loanitescu y cols, 2005
Hb Ascaris 1,5 0,004 2,73 Weber y Vinogradov, 2001
Neuroglobina humana 300 0,4 1,3 loanitescu y cols, 2005

Transportadores de O,

Lba soja 130 5,6 43 Smagghe y cols, 2009
Hb Parasponia 165 15,0 90 Sturms y cols, 2010
Mb esperma de ballena 14 12 857 Weber Yy Vinogradov, 2001

*kon, cONstante de asociacion; k., constante de disociacion; K, constante de equilibrio o de afinidad por O, (koft/Kon).
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Las Glb3-1 y GIb3-2 presentan una cinética de unién de O, y CO que es
independiente de la concentracion de sustrato, lo que imposibilita el calculo de las
constantes bimoleculares. Sin embargo, las constantes observadas de unién con O,
(ko), medidas por flash photolysis, fueron 240 sy 6540 s, para la GIb3-1 y Glb3-2,

respectivamente.

4.2.2. Ensayos de reduccién

El hecho de que se hayan localizado Hbs de clase 1 en el nucleo celular (Seregélyes y
cols, 2000; Qu vy cols, 2005; Hebelstrup y cols, 2007), que carece presumiblemente de
reductasas de Hbs como la monodeshidroascorbato reductasa (Dalton y cols, 1993;
Miyake y cols, 1998), nos llevé a plantear la hipétesis de que las flavinas participen en la
reduccidon del hemo en las tres clases de globinas. Para llevar a cabo estos ensayos,
usamos concentraciones fisiolégicas de nucleétidos de piridina y de flavinas en los
tejidos de leguminosas, que se estiman en el rango de 0,2-2 mM y 5-50 uM,
respectivamente (Pankhurst, 1974; Becana y Klucas, 1990; Rodriguez-Celma y cols,
2011). Los ensayos de reduccion de las cinco Hbs no simbidticas y truncadas se
realizaron sistematicamente con FMN y FAD, porque ambas flavinas son muy solubles y
cofactores de las flavoproteinas. Asimismo, observamos que la riboflavina, una flavina
muy abundante en nddulos (Pankhurst, 1974; Becana y Klucas, 1990), también reduce
las globinas, aunque su relativa insolubilidad dificulta su uso en los ensayos.

En la Figura 4.11, para simplificar, se muestran Unicamente los datos obtenidos
usando NAD(P)H 0,2 mM para las Hbs de clase 1 y 2, NAD(P)H 1 mM para las Hbs de
clase 3, y 20 uM de la flavina mas activa (FAD o FMN) para cada globina. Estos
resultados pueden resumirse como sigue. (i) EIl NADH o NADPH por si mismos no
reducen ninguna globina a velocidad significativa. (ii) Las flavinas catalizan la reduccion
del hemo a tasas que son dependientes del nucleétido de piridina, de la flavina y de la
clase de globina. (iii) Las dos Hbs de clase 1 presentan diferencias importantes en las
cinéticas de reduccion con FMN y FAD. Con NAD(P)H 0,2 mM, la Glb1-1 es reducida
bastante rapido (60-100 min) por NADH+FAD (~92%), por NAD(P)H+FMN (~95%) vy, en
menor medida, por NADPH+FAD (~33%). La Glb1-2 es reducida muy rapido (20 min) por
NADH+FAD (97%) y NADPH+FAD (75%) y, de forma mucho menos eficiente, por
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Figura 4.11. Reduccién de las globinas con NAD(P)H y flavinas. Los ensayos se realizaron en un
medio con la siguiente composicién: 50 mM tampédn fosfato (pH 7,0), 50 uM DTPA, 30 uM
globinas en estado férrico, 20 uM flavinas y 200 uM (para Glb1-1, Glb1-2 y Glb2) 6 1 mM (para
Glb3-1y Glb3-2) de NAD(P)H. Todos los ensayos de reduccidn se realizaron en tampdn saturado
en CO para estabilizar la forma ferrosa de las globinas como complejos con CO, excepto la
Glb1-1, que fue reducida en un tampdn aerdbico. Los datos se expresan como porcentaje de las
globinas reducidas, en forma de complejos con O, (Glb1-1) o con CO (las globinas restantes).
Los valores son medias * ES de 3-5 réplicas, correspondientes al menos a dos preparaciones de
proteina distintas.

NAD(P)H+FMN (20%). El aumento de la concentracién de NAD(P)H a 1 mM provoca la
reduccion completa de la Glb1l-1 con ambas coenzimas y ~90% de reduccidn de la
Glb1-2 con FAD, pero sélo un ~36% de reduccidn con FMN. (iv) La GIb2 es la globina que
se reduce mds lentamente. Tras 180 min con NAD(P)H 0,2 mM, la reduccién es 67% con
NADH+FAD o NADH+FMN, 58% con NADPH+FMN vy sdélo 26% con NADPH+FAD.
Aumentando la concentracion de NAD(P)H a 1 mM se consigue un 82% de reduccidn
con NADH+FAD o NADH+FMN. (v) No hay demasiadas diferencias en las tasas de
reduccién entre las dos Hbs de clase 3. GIb3-1 y GIb3-2 requieren NAD(P)H 1 mM para
alcanzar una reduccidn casi completa (60-100 min) con FMN (87-94%), a pesar de que
los niveles de reduccién son aun bajos con FAD (38-47%). Con NAD(P)H 0,2 mM, la
reduccién de ambas proteinas es de ~16% con FMN y ~40% con FAD. A partir de todos
estos datos se puede concluir que: (i) las Hbs de clase 1 se reducen muy rapido, siendo

la reduccion similar con FAD o FMN para Glb1-1, pero significativa sélo con FAD en el
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caso de la Glb1-2; (ii) las Hbs de clase 2 se reducen de forma lenta si se compara con las
otras globinas, con preferencia por NADH respecto a NADPH, pero sin preferencia por la
flavina; vy (iii) las Hbs de clase 3 requieren concentraciones mas altas de NAD(P)H que
las otras globinas y se reducen mas eficientemente con FMN que con FAD.

Debido a que las células de la raiz pueden experimentar episodios transitorios
de hipoxia causados, por ejemplo, por estrés hidrico o inundacién, y que las células
infectadas de los nddulos tienen una concentracion de O, libre de ~30 nM para evitar la
inactivacion de la nitrogenasa (Appleby, 1984), nos propusimos averiguar si la reduccidn
de las globinas ocurre en las condiciones casi anaerdbicas imperantes en algunos tejidos
vegetales. La Figura 4.12 muestra que cuatro de las cinco globinas ensayadas fueron
reducidas completamente a sus formas desoxiferrosa por el sistema NAD(P)H + flavina
cuando se eliminé préacticamente todo el O,. La excepcion fue la Glbl-1, que se
mantiene oxigenada (Glb1-1*0,) en estas condiciones. El comportamiento singular de
esta globina quedd evidenciado previamente durante los ensayos de reduccién con

tampon saturado en CO, ya que el CO fue incapaz de desplazar al O, del hemo. Esto

357 Glb1-22* Glb2?*

— NADH + FAD 10 min — NADH + FAD 90 min
-- NADH + FAD 0 min e == NADH + FAD 0 min
00 T 00 T

Glb3-12 Glb3-22*

Absorbancia

— NADPH + FMN 40 min : — NADH + FAD 15 min
== NADPH + FMN 0 min == NADH + FAD 0 min
0.0 T 00 T
450 550 650 450 550 650

Longitud de onda (nm)

Figura 4.12. Reduccidén anaerdbica de las globinas con NAD(P)H y flavinas. Los ensayos se
realizaron purgando el tampdn y todos los reactivos con N, dentro de una cubeta con tapa de
goma, en la cual se inyectd la proteina. Los espectros demuestran la reduccién completa de
cuatro globinas a la forma desoxiferrosa (Glb>*). En estas condiciones de reaccién, la Glb1-1 aun
retiene O, en forma del complejo oxiferroso (Glb2+02).
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puede explicarse por la extrema afinidad por O, de la Glb1-1 (Tabla 4.4). La Unica forma
de reducir esta globina a la forma desoxiferrosa fue mediante la adicidén de ditionito, ya
gue este potente reductor provoca, ademas, la eliminacion completa del O, en el medio

(Fig. 4.6).

4 3. Cuantificacion de flavinas

Para comprobar si las concentraciones de flavinas en los tejidos vegetales son
suficientes para mantener la actividad de las globinas, cuantificamos las flavinas libres
en raices y nddulos de Lotus y en nucleos de células de nddulos de soja. Estas medidas
requirieron la puesta a punto de métodos de determinacién de flavinas por HPLC con
deteccion por fluorescencia y de gradientes de Percoll para la purificacion de los
nucleos.

A partir de analisis western usando anticuerpos que reconocen la histona H3
(marcador de nucleos), Lb (proteina citosédlica) y NifH (subunidad de la nitrogenasa),
determinamos que las preparaciones de nucleos obtenidas mediante los gradientes de
Percoll se encuentran muy puras y libres de contaminacidn con citoplasma, bacteroides
o simbiosomas (Fig. 4.13A). Las distintas fracciones del proceso de purificacidn
(realizado segun se indica en el apartado 3.15), analizadas con los anticuerpos
mencionados anteriormente, son las siguientes: (i) Pellet obtenido por centrifugacién a
300g durante 3 min. (ii) ‘Pellet suelto’ resultado de la centrifugacién a 2000g durante 10
min. (iii) ‘Pellet normal’ resultado de la centrifugacién a 2000g durante 10 min (Fig.
4.13A). Hemos empleado los términos ‘pellet suelto’ y ‘pellet normal’ para diferenciar
los dos tipos de pellets encontrados: el primero, aunque queda en el fondo del tubo, no
se adhiere a las paredes del mismo, mientras que el segundo si queda adherido a las
paredes. En la Fig. 4.13 se observa claramente que la totalidad de los bacteroides se
encuentra en el ‘pellet suelto’ (fraccion 2 en la Fig. 4.13A), mientras que los nucleos se
encuentran principalmente en el ‘pellet normal’ (fraccion 3 en la Fig. 4.13A). En la
Figura 4.13B se observa el enriquecimiento en histonas al purificar mediante un

gradiente de Percoll 30-60% el ‘pellet normal’. Este mismo western se realizd con los
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anticuerpos NifH y Lb, pero no se detecté sefial en ningln caso, lo que confirma la
pureza de dicha fraccién.

Hemos estimado que la concentracidn de flavinas es ~5 UM en raices y ~30 uM
en noédulos de Lotus, valores similares a los encontrados en otras leguminosas
(Pankhurst y cols, 1974; Becana y Klucas, 1990; Rodriguez-Celma y cols, 2011). Por otra
parte, los nucleos de los nédulos de soja contienen ~25 nmoles de flavinas por mg de
proteina, lo que demuestra que estos organulos son particularmente ricos en flavinas. En
todos los casos, la flavina mas abundante es la riboflavina, encontrandose menores

cantidades de FMN y FAD (Fig. 4.13C).
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Figura 4.13. Inmunoblots mostrando las distintas fracciones de la purificacién de nicleos de
nddulos de judia mediante gradientes de Percoll. 1: Pellet obtenido por centrifugacion a 300g
durante 3 min; 2: ‘Pellet suelto’ resultado de la centrifugacién a 2000g durante 10 min; 3: ‘Pellet
normal’ resultado de la centrifugacion a 2000g durante 10 min. (A) /nmunoblots con los
anticuerpos NifH y H3. (B) Enriquecimiento en histonas de las fracciones interfase y pellet que
se obtiene al someter la fraccion 3 a un gradiente de Percoll. (C) Separacion cromatografica de
las flavinas de las distintas muestras ensayadas. Para poder representar los cuatro
cromatogramas en un mismo grafico, los valores se modificaron de la siguiente forma:
Nédulos x 3,5, Raices x 5, Nucleos x 10, Levaduras x 5.
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Asimismo, cuantificamos los niveles de flavinas en células de levaduras que
sobreexpresan Hbs de plantas, tras un crecimiento de 48 h, con el fin de averiguar si las
flavinas podrian contribuir a mantener la actividad de las globinas in vivo. Utilizando
factores de conversion para voliumenes celulares (Guthrie y Fink, 1991), encontramos
que las células de levadura contienen 4 uM riboflavina, 12 uM FMN y 19 uM FAD. De
esta forma, los niveles endégenos de flavinas de raices, nédulos, nucleos y levaduras se
encuentran en el rango necesario para mantener operativo el sistema NAD(P)H +

flavinas in vitro.

4.4. Inmunolocalizacion de las globinas

4.4.1. Anticuerpos policlonales

Las proteinas Glb1-2, Glb2 y Glb3-2 recombinantes de Lotus y la Lb nativa de P. vulgaris
(PvLb), purificadas segun se detalla en el apartado 3.5, fueron enviadas a un servicio
comercial (Biogenes) para producir anticuerpos policlonales monoespecificos para cada
clase de Hb no simbidtica o truncada y para la PvLb.

En una primera etapa, se analizaron los antisueros obtenidos a partir de dos
conejos para cada proteina con el fin de determinar si se procedia a la purificacién de
los mismos mediante columnas de afinidad. El andlisis de los antisueros revelé que
todos presentaban reactividad frente a las proteinas especificas, tanto recombinantes
como nativas (estas Ultimas presentes en nddulos, raices y hojas de Lotus), por lo que
se purificaron los anticuerpos policlonales monoespecificos. Estos anticuerpos son los
gue se han empleado en la Tesis. En la Figura 4.14A se puede ver la especificidad de los
anticuerpos generados frente a las Hbs no simbidticas y truncadas, y en la Figura 4.14B
se muestra la expresidn de las globinas en distintos tejidos de Lotus. De igual forma, en
la Figura 4.15A se puede observar la reactividad del anticuerpo PvLb frente a distintas
leguminosas y en la Figura 4.15B la especificidad de este anticuerpo. Se aprecia que el
anticuerpo reconoce la Lb de otras cuatro leguminosas, ademas de judia, y que también
presenta reactividad frente a la Glb2 de Lotus, lo cual era en cierto modo esperable

debido a la elevada similitud de ambos tipos de proteinas.
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Figura 4.14. Inmunoblots mostrando la especificidad de los anticuerpos de las Hbs no

simbidticas y truncadas, y la expresidon de las globinas en tejidos de Lotus. (A) Proteinas

recombinantes reconocidas por los anticuerpos generados frente a las tres clases de

globinas. Se cargaron 0,1 pg de proteina y las diluciones de los anticuerpos primario y

secundario fueron 1:2000 y 1:20000, respectivamente. (B) Expresion de las proteinas en

plantas de Lotus: hojas (H), raices (R) y nddulos (N). Se cargaron entre 50 y 150 ug de

proteina y las diluciones de los anticuerpos primario y secundario fueron 1:200 y 1:20000,

respectivamente. Las etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre de las globinas o de

los tejidos.
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Figura 4.15. Inmunoblots mostrando la reactividad y
especificidad del anticuerpo de PvLb. (A) Lb de
distintas leguminosas evidenciada con el anticuerpo
generado frente a la proteina nativa de judia. 1:
alfalfa, 2: guisante, 3: Lotus, 4: soja y 5: judia. Se
cargaron entre 100 ng y 4 ug de proteina y las
diluciones de los anticuerpos primario y secundario
fueron 1:2000 y 1:20000, respectivamente. (B)
Proteinas recombinantes reconocidas por el
anticuerpo PvLb. Se cargaron 0,1 ug de proteina y las
diluciones de los anticuerpos primario y secundario
fueron 1:1000 y 1:20000, respectivamente. Las
etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre de
las globinas.
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4.4.2. Inmunolocalizacion

La inmunolocalizacién precisa y sensible de las globinas no simbiéticas y truncadas, que
son muy poco abundantes en los tejidos vegetales (Gupta y cols, 2011), mediante
microscopia electrénica de transmisién requiere el empleo de anticuerpos
monoespecificos, junto con la preparaciéon del material con criotécnicas tales como
freeze substitution y/o fijacidon a baja temperatura e inclusidn en resina (Rubio y cols,
2009), ya que estos métodos preservan mejor los epitopos sensibles que las técnicas
convencionales de fijacién y deshidratacién (Dalton y cols, 1993).

Los inmunoblots de las proteinas recombinantes purificadas muestran que los
anticuerpos son especificos para cada clase de globina y que presentan reactividad
cruzada entre las proteinas de la misma clase (Fig. 4.14A). La microscopia con marcado
de oro de nddulos de Lotus revela que las tres clases de globinas se localizan
predominantemente en el nucleo (Fig. 4.16A-D) y, en mucha menor medida, en el
citoplasma y en los plastidios de los nddulos o en los cloroplastos de las hojas (Fig.
4.16E), mientras que no se detecta marcaje en las mitocondrias o peroxisomas. A modo
comparativo, también se realizé la inmunolocalizacién de la Lb, con un anticuerpo
generado frente a la Lb1, una de las tres Lbs de Lotus. Se observa que esta globina
simbidtica estd presente en el citoplasma, como es esperarable para una proteina que
transporta O, en el citoplasma hasta los simbiosomas (Appleby, 1984), pero también, y
de forma muy abundante, en los nucleos de las células infectadas de los nédulos (Fig.

4.16F).
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Figura 4.16. Localizacion mediante inmunomarcado con oro de las globinas en tejidos de
leguminosas. La figura muestra algunas micrografias representativas para simplificar, ya que se
encontré una localizacion subcelular similar para las tres clases de globinas. Para la Glb1l, el
marcado (flechas) se observa predominantemente en los nucleos de las células nodulares (a) y
raices (b). Continta en la siguiente pdgina.
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Figura 4.16, continuacion. Asimismo, se puede observar un marcaje significativo (flechas) para
la Glb2 (c) y GIb3 (d) en nucleos de células de nédulos. Se observa una marcaje débil para la
Glb3 en cloroplastos (e). También se muestra, a modo comparativo, el marcaje de Lb en ntcleos
(flechas) y citoplasma (doble punta de flecha) de células nodulares (f). Se muestran controles
negativos (en los que los anticuerpos fueron reemplazados por suero no inmune) de nucleos de
células nodulares (g) y de cloroplastos (h). Simbolos: b, bacteroide; cyt, citoplasma; ch,
cloroplasto; is, espacio intercelular; n, nucleo; nu, nucléolo; s, grano de almidén; w, pared
celular. Barras, 1 um.

4.5. Nitracion de tirosinas como modificacion postraduccional

La nitracion de Tyr es una modificacién postraduccional de gran importancia en
animales y plantas, ya que puede inactivar enzimas o bien tener funciones en la
regulacion o sefializacion molecular (Souza y cols, 2008; Corpas y cols, 2009). Hay al
menos dos tipos de moléculas capaces de nitrar residuos de Tyr in vitro e in vivo
(Fig. 4.17). (i) EIl ONOO’, que puede generarse mediante la reaccion entre NO y O, o
entre NO, y H,0,. Asi, el compuesto nitrante SIN-1 genera cantidades equimolares de
NO y O, en forma continua. (ii) El radical diéxido de nitrogeno (NO,), que puede
generarse a partir de la oxidacion del NO,. En el caso de las Hbs, cantidades
equimolares de H,0, y proteina pueden oxidar las Hbs en estado ferroso o férrico a la
forma ferril (con valencia formal 4+), y la ferril Hb oxida el NO, a NO,. También se ha
descrito que los ‘OH generados por un sistema Fenton (Fe** + H,0,) pueden oxidar el
NO, a NO.. El H,0, puede atacar oxidativamente los residuos de Tyr formando radicales
tirosilo y estos reaccionar con el NO, producido por la ferril Hb o el sistema Fenton.

Las Hbs son proteinas capaces de catalizar su propia nitraciéon y también de
nitrar a otras proteinas (Grzelak y cols, 2001). En este apartado se presentan los
resultados obtenidos en experimentos cuyo objetivo fue determinar los mecanismos de
nitracién in vitro de los residuos de Tyr de las Hbs de plantas. La determinacidn
mediante anadlisis de espectrometria de masas de NO,-Tyr (aunque en niveles basales,
0,2-0,3% del total de moléculas) en la Lb de nédulos jévenes y senescentes de judia nos
llevéd a intentar reproducir este resultado en condiciones in vitro con el fin de

determinar posibles mecanismos para dicho proceso de nitracion.
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Figura 4.17. Esquema de posibles mecanismos de nitracién in vitro de residuos de Tyr. El
mecanismo i) indica dos formas de formacion de ONOQO’, y el mecanismo ii) indica dos formas de
formacién de la especie nitrante NO,’, una a través de la formacién de ferril-Hb y la otra a través
de la formacidn de "OH.

En una primera etapa, se realizé la puesta a punto de la técnica empleando BSA
como proteina blanco y SIN-1 y una reaccién de tipo Fenton como mecanismos de
nitracién. Se ensayaron distintas combinaciones de concentracidn de los reactivos y de
la proteina blanco, asi como tiempos de reaccidn variables (apartado 3.14.2). Con el
sistema Fenton, pero no mediante el tratamiento con SIN-1, se logré nitrar la BSA, por
lo que se continud utilizando Unicamente el sistema Fenton. La deteccidon de la nitracion
se realizd mediante analisis western empleando un anticuerpo monoclonal de ratén
anti-NO,-Tyr (Cayman). En todos los casos se incluyeron dos controles negativos: sin
H,0, y sin NO, en la mezcla de reaccién. Asimismo, se hicieron las membranas por
duplicado con el fin de incubar una de ellas con ditionito 100 mM durante 10 min a
100°C para reducir los grupo -NO; a -NH,. Esta membrana sirvié como control negativo
adicional ya que el anticuerpo no reconoce el grupo amino.

A continuacidén, se intentd poner a punto la nitraciéon de la Lb nativa de judia
empleando un sistema Fenton. La nitracion de las hemoproteinas, a diferencia de la
nitracién de la BSA, puede resultar mas complicada por la propia naturaleza del grupo
hemo ya que este es capaz de isomerizar rapidamente el ONOO™ a NO;™ (Bourassa y cols,
2001; Pietraforte y cols, 2001). En este caso, también se ensayaron distintas
combinaciones de concentracion de los reactivos y de la Lb, asi como de pH del tampdn

de reaccidn, que resultd ser crucial. Trabajando a pH > 7, no logramos nitrar la Lb en
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ninguna de las condiciones ensayadas, pero a pH 6,5 fuimos capaces de nitrar la
proteina. Ademads, este pH ligeramente acido es el que corresponde al pH fisiolégico de
los nédulos. Los reactivos y las concentraciones que resultaron exitosos se muestran en
la Tabla 3.14 (Lb) de Materiales y Métodos. Con las mismas condiciones con las cuales
se logrd nitrar in vitro la Lb de judia, se obtuvo nitracién también en las Lba y Lbc
(mezcla de ¢y, ¢,y ¢3) de soja. La nitracidn de las Lbs de soja se realizé con el fin de hacer
extensivo el mecanismo de nitracion de PvlLb a otras proteinas. En la Fig. 4.18 su

muestra el alineamiento de las Lbs nitradas y se resaltan los residuos Tyr.
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Figura 4.18. Alineamiento de las secuencias de las Lbs de judia (PvLb) y soja (GmLba, GmLbc;,
GmLbc,, GmLbc;) realizado con el programa Clustal Omega. Se indica en amarillo los residuos de
Tyr con la numeracion correspondiente.

En la Figura 4.19A se muestran las reacciones de nitracidn para las tres Lbs
mencionadas anteriormente. Se puede apreciar la presencia de formas diméricas en los
tres casos y de otros agregados de mayor peso molecular para PvLb y Lba. Esto es
consecuencia de la accién del H,0, que genera radicales tirosilo (Tyr’), cuya principal
reaccion es la dimerizacion formando di-tirosina (Jacob y cols, 1996). Cuando la
formacidn de este enlace tiene lugar entre distintas moléculas de Lb, se producen las

formas dimérica y demas agregados de la proteina. Dada la ausencia de sefial en los dos
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controles negativos, queda claro que sin H,0, o NO, no tiene lugar la nitracidon de

residuos Tyr.
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Figura 4.19. Inmunoblots que muestran la nitracion in vitro de residuos de Tyr en las Lbs. (A) Se
muestran las reacciones de nitracion y dos controles negativos para las Lb de judia y Lba y Lbc
de soja. Los controles negativos consistieron en eliminar el H,0, de la mezcla de reaccién en un
caso, y el NO, en el otro. Las etiquetas debajo de los pocillos indican la reaccién positiva y los
controles negativos. (B) Se muestra la reaccion de nitracién para PvLb en presencia de dos
compuestos quelantes, DTPA y DFO (se indican debajo de los pocillos). En Ay en B se cargaron
en el gel 20 pL de los 40 pl finales de la mezcla de reaccidén (3 ug). La dilucion de los anticuerpos
primario (NO,-Tyr) y secundario fue 1:1000 y 1:20000, respectivamente. DTPA: 4&cido
dietilentriaminopentaacético; DFO: mesilato de desferroxamina.

Las mismas reacciones de nitracion que habian sido analizadas mediante
inmunoblots (Fig. 4.19A) fueron digeridas con tripsina y los extractos resultantes
analizados mediante LC-MS/MS. Los resultados de estos analisis indicaron que todas las
Lbs se nitran preferentemente en la misma posicion, la Tyr-31, mientras que el nivel de
nitracion de las otras Tyr (Tyr-26 y Tyr-134) es residual (Tabla 4.5). La Lb de judia
presenta un residuo de Tyr adicional, Tyr-145, que no es detectable cuando se usa
tripsina en la digestidon. La Tyr-31, también llamada Tyr (B10), se encuentra en el
entorno del hemo y es un aminoacido relevante, ya que regula la estabilidad del O,

unido al hemo (Kundu y cols, 2004).
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Tabla 4.5. Porcentaje de residuos NO,-Tyr en las distintas Lbs nitradas en condiciones in vitro.

Tirosinas PvLb Lba Lbc, Lbc, Lbc;
Tyr-26 1,4 1,1 0,9 0,6 0,4
Tyr-31 75,9 77,7 64,4 65,6 55,2
Tyr-134 Detectada, no 2,3 No detectada No detectada No detectada

cuantificada

Una vez lograda la nitracién in vitro de distintas Lb nativas y con el fin de
dilucidar el mecanismo responsable de tal modificacién postraduccional, utilizamos dos
agentes quelantes, uno exclusivo de iones metdlicos (DTPA; 4cido
dietilentriaminopentaacético) y otro que intercepta radicales libres (0,”, '"HO,, "‘OH)
ademas de quelar Fe (DFO; mesilato de desferroxamina) (Fig. 4.19B). El DTPA no inhibe
la reaccidn, indicando que la nitracién es independiente de la presencia de iones
metalicos. Por su parte, el DFO inhibe completamente la nitracidn, por lo que se puede
concluir que el mecanismo depende, al menos en parte, de las ROS que este compuesto

inactiva.
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4.6. Nitrosoglutation reductasa de Lotus

La enzima GSNOR cataliza la reduccion, dependiente de NADH, del GSNO produciendo
glutatién oxidado y amonio y estd por tanto involucrada en el metabolismo de NO
(Jensen y cols, 1998; Liu y cols, 2001). En este apartado se presentan los resultados
relacionados con la identificacidn y analisis de expresidn de cinco genes ADH/GSNOR en
los distintos érganos de las plantas de Lotus. Debido a que en esta Tesis no se han
llegado a caracterizar bioquimicamente las proteinas ADH/GSNOR de Lotus, hemos
preferido mantener la doble terminologia. No obstante, como se verd en los analisis
filogenéticos, sélo ADH/GSNOR4 tiene una elevada homologia con la GSNOR de
Arabidopsis (Fig. 4.21) y es muy probablemente una auténtica enzima GSNOR.

Como puede observarse en la Tabla 4.6, el numero de ESTs (expressed
sequence tags) sugiere claramente que el nivel de expresion de ADH/GSNOR1 es mucho
mayor que el de los otros cuatro genes. ADH/GSNOR1 y ADH/GSNOR2 se disponen en
tdndem y con la misma orientacién en el cromosoma 1, y sus ORFs estan separadas por
tan sélo 1703 pb. ADH/GSNOR1 presenta 82% de identidad con AtADH1 en sus ORFs,
93% con ADH/GSNOR2 y 82% con ADH/GSNOR3, lo que sugiere que ADH/GSNOR1 vy
ADH/GSNOR?2 se originaron a partir de un evento de duplicacién reciente. ADH/GSNOR1
y ADH/GSNOR2 contienen nueve exones, mientras que los otros genes ADH/GSNOR
contienen diez exones (Fig. 4.20). Ninguna de las secuencias de los cinco genes revela la
presencia de péptidos sefial que dirijan las proteinas a orgdnulos, y los programas de

prediccion sugieren que las cinco se localizan en el citoplasma.

Tabla 4.6. Identificacién de genes ADH/GSNOR de Lotus

ADH/GSNOR  Clon TC EST ORF Proteina (aa)
1 LjT43005 (1) 57246 895 1143 380
2 LjT43005 (1) - - 1143 370
3 LjT18013 (1) 71584 9 1143 380
a4 LjT27B01 (1) 70357 10 1143 380
5 LjT16L14 (2) 66339 10 1137 378
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Figura 4.20. Organizacion exén-intrén de los genes LJADH/GSNOR. La longitud de los exones
(ORFs, rectangulos rojos; UTRs, rectangulos azules) y de los intrones (rectangulos amarillos) se
muestran en pares de bases. Excepto donde se indica, las longitudes se dibujaron a escala.

Basandonos en el alineamiento de las secuencias ADH/GSNOR y a los datos
presentados en la Figura 4.20, se pueden distinguir tres clusters de proteinas: (i)
ADH/GSNOR1, ADH/GSNOR2 vy ADH/GSNOR3 se agrupan con las alcohol
deshidrogenasas clasicas; (ii) ADH/GSNOR4 se agrupa con las proteinas GSNOR; y (iii)
ADH/GSNOR5 se ubica dentro de un grupo de proteinas con caracteristicas enzimaticas
desconocidas.

La abundancia relativa de los transcritos de las ADH/GSNOR se determind
mediante gRT-PCR en nddulos, raices, hojas y flores de Lotus. Se observd que
ADH/GSNOR5 presenta los mayores niveles de mRNA en la mayoria de los drganos,
mientras que los de ADH/GSNOR4 son los menos abundantes. ADH/GSNOR3 se expresa
mas en hojas y flores que ADH/GSNOR1 y ADH/GSNOR2. Si se compara con los otros
drganos, las hojas presentan niveles de transcritos al menos 10 veces mayores de cada

uno de los cinco genes.
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Actualmente, en el laboratorio se estd llevando a cabo la clonacidn de los cinco
genes ADH/GSNOR de Lotus en el vector pET200 (Invitrogen) con el fin de obtener las

proteinas recombinantes para caracterizarlas bioquimicamente.
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Figura 4.21. Arbol filogenético de las secuencias de las cinco proteinas ADH/GSNOR de Lotus
japonicus (Ljap) comparandolas con todas las ADH de plantas disponibles. Arabidopsis thaliana
(Atha), Brassica juncea (Bjun), Glycine max (Gmax), Gossypium hirsutum (Ghir), Medicago
truncatula (Mtru), Nicotiana tabacum (Ntab), Oryza sativa (Osat), Phaseolus acutifolius (Pacu),
Populus trichocarpa (Ptr), Ricinus communis (Rcom), Solanum lycopersicum (Slyc), Solanum
tuberosum (Stub), Trifolium repens (Trep), Vitis vinifera (VWvit), Zea mays (Zmay). El arbol se
realizé por el método neighbor joining (Larkin y cols, 2007) del programa ClustalX2.
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4.7. Estrés oxidativo y nitrosativo en levaduras

Las levaduras constituyen un sistema eucariota Optimo para el andlisis y la
caracterizacion de genes de plantas (Mulet y cols, 2004). En este apartado se presentan
los resultados sobre la complementacion de levaduras con las globinas de Lotus. Para
ello, las células de levadura se transformaron con cada una de las cinco globinas no
simbidticas y truncadas, y se sometieron a distintas condiciones de estrés oxidativo y
nitrosativo. Para la transformacion de las levaduras con el plasmido episomal pVVv214,
gue contenia cada una de las globinas de Lotus bajo el control del promotor
constitutivo fuerte PGK1, utilizamos una cepa de levadura mutante deficiente en
flavoHb (yhb1). El promotor PGK1 controla, en condiciones fisioldgicas, la expresion del
gen que codifica la 3-fosfoglicerato quinasa, enzima que participa en la glucdlisis y en la
gluconeogénesis. Mediante andlisis western confirmamos que todas las proteinas se
expresan, excepto la Glb1-1 (Fig. 4.22), lo que atribuimos a la inestabilidad de la
proteina o del mRNA. Por esta razon, los datos de tolerancia a estrés que se presentan a

continuacién no incluyen la Glb1-1.
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Figura 4.22. Inmunoblots de células de levadura mostrando la expresién de las globinas de Lotus.
Se cargaron entre 10 y 40 pg de proteina y las diluciones de los anticuerpos primario y secundario
fueron 1:250 y 1:20000, respectivamente. Las etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre
de las globinas o de las cepas silvestre (wt) o deficiente en flavoHb (yhb1).

Se han usado distintos inductores de estrés oxidativo y nitrosativo, ya que se
conoce que la flavoHb de levaduras participa en la desintoxicacién de NO (Angelo y cols,

2008; Gardner, 2012). EI MV, conocido comercialmente como paraquat, es un
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generador muy potente de radicales superdxido y sus efectos sobre las mitocondrias de
las levaduras son bien conocidos (Cochemé y Murphy, 2008). En la Figura 4.23A se
muestra que la adicion de MV 1,5 mM al medio YPD es tdxico para las células pues se

produce un retraso en el crecimiento comparado con el control. Sin embargo, también
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Figura 4.23. Tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo de células de levaduras que expresan las
distintas globinas. (A) Los ensayos de goteo se realizaron creciendo las células transformadas en
medio SD hasta la saturacidn. Después, los cultivos celulares fueron diluidos 1:10, 1:100 y 1:1000
y sembrados en placas con medio YPD suplementado con MV (1,5 mM) o CuSO, (10 mM). Estos
compuestos se afiadieron tras esterilizar el medio en un autoclave, pero antes de la gelificacion
de las placas, y el crecimiento de las células fue evaluado a los 4-5 dias. El estrés por frio se
aplicé creciendo las placas en YPD a 10°C durante cuatro semanas. Se realizaron tres
experimentos completos independientes, usando en cada uno placas diferentes y dos replicados
bioldgicos por placa, obteniéndose resultados similares. (B) Los cultivos celulares liquidos
crecieron a saturacién en medio SD, luego se diluyeron hasta una ODgy inicial de 0,01 en medio
YPD suplementado con GSNO 5 mM (izquierda) o GSH 5 mM (derecha). El crecimiento fue
monitorizado en placas multipocillo usando una Bioscreen C Microbiological Workstation
(Thermo Fisher Scientific). Cada punto representa la media de tres réplicas con un ES<2% en la
mayoria de los casos (no se muestran las barras de error para mayor claridad). El experimento se
realizé tres veces de forma independiente con resultados similares.
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se observa que las células que expresan Glb2, GlIb3-1 o Glb3-2 son mas tolerantes que el
mutante deficiente en flavoHb (Figura 4.23A). Otra forma para inducir estrés oxidativo
es el tratamiento con CuSO,. El Cu** extracelular es reducido a Cu* mediante el sistema
reductasa de hierro Ftrl/2. El Cu® es luego transportado al citoplasma donde puede
participar en reacciones Fenton que dan lugar a radicales hidroxilo (Rios y cols, 2013).
Como se puede apreciar también en la Fig. 4.23A, todas las células que expresan las
globinas son mas tolerantes al CuSO, 10 mM que la cepa mutante, si bien el efecto es
mas pronunciado en el caso de la Glb3-2.

Otros autores han descrito que el estrés por frio altera la funcionalidad de las
membranas y genera estrés oxidativo en levaduras, lo que se pone de manifiesto por el
incremento de los niveles de H,0, y la induccién de las enzimas superdxido dismutasa y
catalasa (Zhang y cols, 2003). En nuestros experimentos, las células que expresan Glb2,
Glb3-1 o GIb3-2 son mas tolerantes que el mutante frente a un descenso de la
temperatura de crecimiento desde los 30°C a los 10°C (Fig. 4.23A).

Por otro lado, las células de levadura fueron expuestas a GSNO, un donador
fisioldgico de NO que genera estrés nitrosativo a concentraciones milimolares
(Perazzolli y cols, 2004). Este tratamiento se hizo en medio YPD liquido porque el GSNO
es relativamente inestable durante los dos dias de incubacidn que requieren los
tratamientos en medio sdlido. Se realiz6 en paralelo un control con GSH ya que la
descomposicidon del GSNO genera GSH ademas de NO (Fig. 4.23B). Las células mutantes
tratadas con GSNO 5 mM muestran una inhibicion del crecimiento del 50% con
respecto a las células de tipo silvestre, lo que evidencia toxicidad en ausencia de
flavoHb. En este caso, solo la expresion de la Glb2 y, en mucho menor medida la de
Glb1-2, pudieron complementar la deficiencia en flavoHb. No se observaron efectos en
las células de levaduras control crecidas en presencia de GSH 5 mM (Fig. 4.23B).

Con el fin de determinar si los residuos de Cys intervienen en la desintoxicacién
de NO, se generaron versiones mutantes de las Glbs, en las que la Unica Cys presente en
las globinas Glb1-2, Glb2 y GIb3-2 fue reemplazada por una Ser. En la Glb3-1, que
contiene dos Cys, se cambid el residuo conservado Cys-159 por una Ser (apartado
3.4.2). Con las proteinas mutantes se procedio de igual forma que con las versiones de
tipo silvestre, transformando la cepa de levadura deficiente en flavoHb (yhb1) con el

plasmido episomal pVV214 conteniendo las ORFs de las globinas mutantes, y se
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realizaron los mismos tratamientos de estrés oxidativo y nitrosativo. Debido a que las
Unicas globinas que complementaron la deficiencia en flavoHb en condiciones de estrés
nitrosativo fueron la Glb1-2 y Glb2, continuamos el estudio sélo con estas proteinas y
sus mutantes.

En la Figura 4.24 se muestra la expresiéon de las Glb1-2 y GIb2 y sus respectivos
mutantes mediante andlisis western. Como puede observarse, los niveles de expresién
de Glb1-2 y Glb1-2 mutada no difieren demasiado, pero Glb2 se expresa mucho mas

gue su version mutante.
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Figura 4.24. Inmunoblots de células de levadura mostrando la expresién de las Glb1-2 y Glb2 y
sus versiones mutantes. Se cargaron 10 pg de proteina y las diluciones de los anticuerpos
primario y secundario fueron 1:250 y 1:20000, respectivamente. Las etiquetas debajo de los
pocillos indican el nombre de las globinas o de las cepas silvestre (wt) o deficiente en flavoHb
(yhb1).

En la Figura 4.25A se observa que no existen diferencias entre la Glb1-2 y su
mutante Cys-79-Ser, asi como entre la GIb2 y su mutante Cys-65-Ser, en cuanto a la
tolerancia frente a MV (1,5 mM) y frio (10°C), condiciones que generan estrés oxidativo.
En cambio, en condiciones de estrés nitrosativo (GSNO 5 mM) se observa que las
globinas de tipo silvestre son mas resistentes que sus respectivas versiones mutantes

(Fig. 4.25B).
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Figura 4.25. Tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo de células de levaduras que expresan las
globinas Glb1-2, GIb2 y sus versiones mutantes. (A) Los ensayos de goteo se realizaron creciendo
las células transformadas en medio SD hasta la saturacion, y los tratamientos se realizaron segun
se indica en la leyenda de la Figura 4.23. Se realizaron tres experimentos completos
independientes, usando en cada uno placas diferentes y dos replicados bioldgicos por placa,
obteniéndose resultados similares. (B) Los cultivos celulares liquidos crecieron a saturacién en
medio SD, luego se diluyeron hasta una ODgy inicial de 0,01 en medio YPD suplementado con
GSNO 5 mM (izquierda) o GSH 5 mM (derecha). El crecimiento fue monitorizado en placas
multipocillo usando una Bioscreen C Microbiological Workstation. Cada punto representa la
media de tres réplicas con un ES<2% en la mayoria de los casos (no se muestran las barras de
error para mayor claridad). El experimento se realizé tres veces de forma independiente con

resultados similares.
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5. DISCUSION

5.1. Caracterizacién de las globinas de Lotus

En esta Tesis nos propusimos estudiar distintos aspectos de la estructura y funcién de
las Hbs no simbidticas y truncadas de la leguminosa modelo Lotus. Las Hbs de plantas
han sido estudiadas in vivo e in vitro. La mayoria de las estrategias in vivo se han basado
en la expresién de genes o proteinas durante las etapas del desarrollo o en condiciones
de estrés, ya sea midiendo la expresion de genes y proteinas endégenos o manipulando
los niveles de expresidn en lineas transgénicas. Los estudios in vitro se han focalizado en
la estructura de las proteinas y en la cinética de unién de ligandos. No obstante, la
mayor parte de estos experimentos se han llevado a cabo en Arabidopsis, planta
modelo que codifica tres Hbs (Glb1, Glb2 y Glb3) (Trevaskis y cols, 1997; Watts y cols,
2001). Sin embargo, el genoma de Lotus contiene cinco genes de Hbs no simbidticas y
truncadas (Bustos-Sanmamed y cols, 2011) y lo mismo parece ocurrir en otras
leguminosas como soja o M. truncatula (Andersson y cols, 1996; Lee y cols, 2004;
Vieweg y cols, 2005). Algunas otras especies, como el arroz (Arredondo-Peter y cols,
1997) o la remolacha (GeneBank, nimeros de acceso KF549981.1 y KF549980.1),
también contienen mds de una Hb de clase 1. Sin embargo, no se sabe la razén de esta
aparente redundancia, aunque en ambas especies los patrones de expresidon dependen

del drgano vegetal (Arredondo-Peter y cols, 1997; Leiva-Eriksson y cols, 2014).

91



Discusion

Como se ha mencionado anteriormente, las leguminosas son una fuente muy
importante de proteina y su cultivo se considera beneficioso desde el punto de vista
agrario y medioambiental debido a que la fijacion simbidtica de N, permite reducir el
uso de fertilizantes nitrogenados. La relevancia de este proceso y la gran abundancia de
Hbs simbidticas en los nddulos ha favorecido que estas Hbs hayan sido caracterizadas
exhaustivamente. Sin embargo, este no es el caso de las Hbs no simbidticas y truncadas,
qgue al ser mucho menos abundantes y haber sido descubiertas con posterioridad a las
Lbs, tienen funciones en su gran mayoria desconocidas. La baja concentracion de estas
globinas en los tejidos vegetales (Gupta y cols, 2011) hace inviable la purificacion de las
proteinas nativas, y por esta razén se recurrié a clonar los distintos genes de Lotus y
obtener asi las proteinas recombinantes. La expresidn de estas proteinas en un sistema
heterdlogo nos ha permitido obtenerlas en cantidades suficientes para llevar a cabo su
caracterizacion.

La caracterizacion bioquimica de proteinas requiere disponer de una cantidad
de proteina acorde a los experimentos, pero también que se encuentre lo mas pura
posible. Por ello, es importante optimizar los procesos de sobreexpresion y purificacién.
Respecto a la sobreexpresion de las globinas, la eleccion de la cepa de E. coli (BL21 o
C41) resultd ser un factor decisivo para obtener un rendimiento razonable en cada
experimento de sobreexpresion. Esto fue particularmente notorio para Glb3-1, ya que
fuimos capaces de producirla, Unicamente, en la cepa de expresiéon C41. Otro factor
relevante en este sentido fue el descenso de la temperatura de crecimiento del cultivo
una vez agregado el IPTG; el cambio de 37°C a temperatura ambiente (~25°C) condujo a
un aumento del rendimiento del 20-30% en todas las proteinas (excepto Glb1-2). De
acuerdo con nuestra experiencia, concluimos que es muy dificil delinear normas
generales respecto a las condiciones de expresion Optimas de una proteina
recombinante, ya que en ningln caso queda claro por qué ciertos parametros
funcionan para algunas proteinas y no para otras, aunque estas presenten una similitud
muy alta.

En cuanto al proceso de purificacidn, la combinacidn de un primer paso de
fraccionamiento con sulfato de amonio seguido de dos cromatografias, una de afinidad
(Ni*) y otra de intercambio anidnico (DE-52), resultd exitosa con las globinas de Lotus.

Siguiendo este protocolo, se obtuvieron todas las globinas con una pureza >90%. La
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Glb1-1 presentd particularidades durante la purificacién debido a su baja solubilidad en
los tampones empleados rutinariamente para purificar proteinas recombinantes. Para
evitar la precipitacidon de esta proteina fue necesario afiadir NaCl 150 mM a todos los
tampones. Ademas, debido a que se obtienen dos poblaciones de la proteina, el
mondmero y el dimero, se realizd una tercera cromatografia, de filtraciéon en gel, para
separar dichas poblaciones.

El genoma de Lotus codifica tres Lbs y cinco Hbs no simbidticas y truncadas
(Uchiumi y cols, 2002; Bustos-Sanmamed y cols, 2011). Nuestro grupo ha publicado
recientemente que los niveles de mRNA de G/b1-1, GIb2 y GIb3-1 son ~15, 2 y 7 veces
mayores, respectivamente, en nddulos que en raices, y que son muy bajos o no se
detectan en los otros o6rganos de la planta (Bustos-Sanmamed vy cols, 2011).
Probablemente, esto mismo ocurre en otras leguminosas, si nos basamos en el andlisis
de transcritos del “Gene Expression Atlas” de Medicago truncatula (http://mtgea.
noble.org/v3/). Por tanto, es razonable pensar que estas tres globinas son especificas
del nddulo y que sus funciones deben ser adecuadas para el particular ambiente
microaerdbico y metabolismo de los nédulos.

Con el fin de caracterizar todas las globinas y comparar Glb1-1 y Glb3-1 con los
otros miembros de la misma clase (Glb1-2 y Glb3-2, respectivamente), medimos en
primer lugar las constantes de afinidad por O, (K) de todas las globinas en las mismas
condiciones experimentales (Tabla 4.4). Las Hbs de clase 1 son las que presentan, por lo
general, las mayores afinidades por O,, pero la Glb1-1 resultd ser un caso excepcional
en este aspecto. Su afinidad por el O, (K = 50 pM) es 50 veces superior a la de la Hb
octamérica del nematodo Ascaris suum (K = 2,7 nM), que se consideraba la Hb con
mayor afinidad por O, conocida hasta el momento (Weber y Vinogradov, 2001; Angelo
y cols, 2008). Debido a su afinidad tan alta, la Glb1-1 se mantiene oxigenada y activa
incluso en presencia de CO. Esto podria ser relevante en los nddulos, ya que en ellos
pueden formarse cantidades significativas de CO como consecuencia de la degradacion
de la Lb mediada por las hemo-oxigenasas (Baudouin y cols, 2004). La afinidad por O,
de la GIb1-2 es también demasiado alta para que esta proteina actue transportando O,,
pero la afinidad moderada de la Glb2 y el estado pentacoordinado inusual de su forma
desoxi (GIb2**) son compatibles con el hecho que esta proteina pueda ser un sensor

(Smagghe y cols, 2009) y/o un transportador (Spyrakis y cols, 2011) de O,. Sin embargo,

93



Discusion

para que la Glb2 pueda desempefiar un papel facilitando la difusion de O, debe estar
presente en altas concentraciones (milimolar), lo que es poco probable que ocurra para
una Hb no simbidtica o truncada en los tejidos vegetales (Mur y cols, 2013; Hebelstrup y
cols, 2013). El valor observado de k,, para la Glb3-1 es similar al valor de la Glb3 de
Arabidopsis (400 s™'; Watts y cols, 2001), pero el de la Glb3-2 es 30 veces mayor, lo que
evidencia que las dos Hbs truncadas de Lotus presentan distintas afinidades por el O, y
gue no son redundantes funcionalmente, como ocurre con las Glb1-1y Glb1-2.

Para que las Hbs sean capaces de unir O,, el hierro de sus grupos hemo debe
estar en forma ferrosa. Por tanto, es imprescindible que existan mecanismos que
reduzcan las Hbs férricas in vivo y que las devuelvan a su estado activo. Se han
propuesto varias enzimas que contienen FAD como grupo prostético como posibles
candidatos involucrados en la reduccién de las Hbs de plantas. La ferri-Lb reductasa y la
dihidrolipoamida deshidrogenasa son enzimas capaces de reducir la Lb in vitro, pero
parecen estar localizadas exclusivamente en la mitocondria (Moran y cols, 2002), y por
tanto es improbable que tengan un papel fisiolégico en la reduccién de las Hbs. Por otro
lado, la monodeshidroascorbato reductasa en una enzima que se encuentra presente
de forma abundante en los plastidios, peroxisomas y paredes celulares, y de forma mas
escasa en el citoplasma (Dalton y cols, 1993; Miyake y cols, 1998; Becana y cols, 2010).
Igamberdiev y cols (2006a) observaron que una isoforma citosdlica de esta enzima
antioxidante co-purificaba con la Glbl de cebada cuando ensayaban las distintas
fracciones buscando alguna actividad de consumo de NO, lo que sugiere que esta
enzima podria ser responsable, al menos en parte, de la reduccién de las Hbs in vivo.
Usando un anticuerpo frente a la monodeshidroascorbato reductasa de nédulos de soja
(Dalton y cols, 1993), hemos observado que en los nédulos de Lotus la mayor parte de
esta enzima se localiza en las paredes celulares, especialmente en los haces vasculares,
no detectdndose nada de ella en los nucleos (datos no publicados de nuestro
laboratorio). Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que isoformas
especificas de la monodeshidroascorbato reductasa actien como reductores de las Hbs
en el citoplasma, o que otras flavoproteinas con capacidad para reducir Hbs se localicen
en el nucleo.

El NAD(P)H ha sido descrito como un reductor directo, pero poco eficiente, de

la Lb de soja (Becana y Klucas, 1990). Sin embargo, el NAD(P)H es capaz de reducir de
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forma significativa la Glbl de Arabidopsis (Perazzolli y cols, 2004). En este trabajo
hemos encontrado que la reduccion directa de las Hbs mediada por NAD(P)H es
irrelevante fisiolégicamente y que es inhibida por la catalasa, lo que indica que el H,0,
estd involucrado en el proceso. En cambio, hemos demostrado que las tres clases de
globinas vegetales pueden ser reducidas por las flavinas, que actian como
intermediarios en el transporte de electrones entre el NAD(P)H y las Hbs (Fig. 4.11).
Asimismo, hemos determinado que esta reacciéon es independiente de H,0, o
superéxido, y que tiene lugar también en condiciones anaerdbicas (Fig. 4.12), por lo
gue no seria inhibida in vivo por la ascorbato peroxidasa o las SODs, enzimas
abundantes en el citoplasma, plastidios y nucleos (Dalton y cols, 1993; Rubio y cols,
2009; Becana y cols, 2010)

Nuestros resultados indican que la tasa de reduccién del hemo varia con la clase
de globinay el tipo de flavina, siendo muy rdpida para las Hbs hexacoordinadas de clase
1. La tasa de reduccién de la Glb2 es lenta si se compara con las Hbs de clase 1 0 3, pero
es similar a la que se ha observado para la Lb de soja (Becana y Klucas, 1990). Esta es
otra evidencia bioquimica que apoya una relacién evolutiva entre las Hbs de clase 2 y
las Lbs (Trevaskis y cols, 1997; Smagghe y cols, 2009). Podemos concluir, por tanto, que
a diferencia de los nucledtidos de piridina o de algunas flavoproteinas, el sistema
NAD(P)H + flavina reduce las tres clases de Hbs in vitro en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas. Esta reaccion no es inhibida por la SOD o catalasa, y estaria operativa a las
concentraciones estimadas de flavinas en las células vegetales y en los nucleos aislados.
Ademas, ya que las flavinas son capaces de reducir activamente las Hbs de plantas, y de
una manera especialmente rapida las de clase 1 (Fig. 4.11), cabe la posibilidad de que
las flavinas puedan reemplazar a la monodeshidroascorbato reductasa en el ciclo
Hb/NO propuesto originalmente por Hill y colaboradores (Dordas y cols, 2003b;
Igamberdiev y cols, 2006a). Este ciclo evidencia la capacidad de las Hbs para modular el
nivel de NO y podria jugar un importante papel en el metabolismo del nitrégeno en la
hipoxia, donde la oxidacion del NO a NO; por las oxi-Hbs (actividad NOD) evita la
pérdida de nitrégeno en forma de emisién de NO (Hebelstrup y cols, 2012). En estas
mismas condiciones de hipoxia, la oxidacion del NO por la Hb estd acoplada a la

reduccion del NO;" a NO, ', que hace uso del NADH generado en la glucdlisis por lo que
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se regenera NAD" permitiendo asi mantener el flujo electrénico y la produccién de ATP
(ver Fig. 1.5) (Dordas y cols, 2003a; Stoimenova y cols, 2007).

Dada la eficiencia y versatilidad del sistema NAD(P)H + flavina, es probable que
las flavinas reducidas sean capaces de sustentar la actividad NOD de las Glbl
reduciendo las formas férricas a las oxiferrosa/desoxiferrosa en condiciones
aerdbicas/anaerdbicas. La posibilidad de que la actividad NOD de las globinas vegetales
observada in vitro tenga relevancia fisioldgica in vivo se apoya en varias observaciones:
(/) el nivel de expresion de las Hbs aumenta en respuesta a NO3, NO, y NO (Ohwaki y
cols, 2005); (ii) las plantas transgénicas que sobreexpresan Hbs poseen una mayor
capacidad para eliminar NO (Dordas y cols, 2003a); (iii) las plantas transgénicas con
silenciamiento de la expresién de Hbs muestran un descenso del nivel de enzimas
sensibles a NO (lgamberdiev y cols, 2006b); y (iv) en cianobacterias expuestas a altas
concentraciones de RNS, la sobreexpresion de la GIbN disminuye los niveles de RNS lo

cual se traduce en un aumento del crecimiento celular (Scott y cols, 2010).

5.2. Inmunolocalizacion de las globinas

La produccién de anticuerpos policlonales monoespecificos frente a cada clase de
globina (Glb1, Glb2, GIb3) nos ha permitido inmunolocalizar las proteinas en distintos
tejidos de Lotus. Debido a la elevada similitud entre las proteinas Glb1-1 y Glb1-2 y
entre Glb3-1y GlIb3-2, no se pudo distinguir entre los miembros de una misma clase.

A nivel subcelular, es de esperar que las Hbs no simbidticas y truncadas se
localicen en el citoplasma de la célula debido a que carecen de péptidos sefial que las
dirijan a organelos o al exterior celular. Sin embargo, en esta Tesis hemos demostrado
que las tres clases de globinas co-localizan y se encuentran de forma abundante en
nucleos, y en menor medida en el citoplasma y plastidios de las células vegetales (Fig.
4.16). Debido a que se han encontrado cantidades significativas de Hbs en el citoplasma
(Ross y cols, 2001) y en los plastidios (Kim y cols, 2013) de especies monocotileddneas,
asi como también en los cloroplastos del alga verde C. eugametos (Couture y cols,
1994), nuestro resultado sugiere que podrian existir diferencias entre las distintas

especies de plantas y/o movimiento de las proteinas entre los compartimientos
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mencionados anteriormente en respuesta a distintos estimulos, por ejemplo, segln
estado de desarrollo o en situacidn de estrés. Algo similar ocurre con la citoglobina, una
Hb de vertebrados con propiedades similares a las Hbs no simbidticas (Burmester y cols,
2002). Esta proteina se encuentra ampliamente distribuida en las células de mamiferos,
pero su localizacién subcelular parece ser dependiente del tipo celular, ya que en
algunos se localiza en el nucleo y citoplasma y en otros Unicamente en el citoplasma
(Schmidt y cols, 2004).

Todavia se desconoce la forma por la cual las globinas entran en el nucleo. No
se ha detectado seial de localizacion nuclear en la secuencia de ninguna de las globinas
para las que se ha confirmado su presencia en nucleos, es decir, las Hbs no simbidticas
de alfalfa (Seregélyes y cols, 2000), algodén (Qu y cols, 2005) o Lotus (Sainz y cols,
2013), y la citoglobina de vertebrados (Geuens y cols, 2003). Sin embargo, dado el
pequefio tamafio de estas proteinas (~17-21 KDa), no puede descartarse que entren en
el nucleo por difusion simple a través del canal acuoso de los poros nucleares (Quadrini
y Bieker, 2002).

Las funciones que puedan desempefiar las globinas en el nucleo celular se
desconocen. Mediante la modulacién de los niveles de NO en los nucleos, las globinas
podrian prevenir la formacién de ONOO’, molécula muy téxica, o bien regular la
expresion génica a través de la nitrosilacion de factores de transcripcidn en respuesta a
hormonas u otros compuestos reguladores. Se piensa que la S-nitrosilacién es el
mecanismo mas importante de transduccidn de la bioactividad del NO. Las primeras
proteinas nitrosiladas que se encontraron en las células fueron proteinas citopldasmicas
(Lindermayr y cols, 2005) o aisladas de mitocondrias y peroxisomas (Kovacs y
Lindermayr, 2013; Lounifi y cols, 2013). Asimismo, se ha demostrado que factores de
transcripcién sensibles al estado redox también son susceptibles de nitrosilacién, y que
esta modificacion puede afectar la localizacién subcelular de las proteinas o regular la
interaccion con otras proteinas, modulando por tanto la transcripcién y/o el
metabolismo general del nicleo (Mengel y cols, 2013).

El hecho de que las globinas estén presentes no sélo en los cloroplastos, sino
también en plastidios de raices y nddulos, hace suponer que las funciones que estarian
desempeiiando no son exclusivas del proceso fotosintético. Por otro lado, la

coexistencia en el nucleo de las tres clases de Glbs, que presentan propiedades
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bioquimicas tan distintas, también sugiere funciones mas bien especificas que

redundantes.

5.3. Nitracidn de tirosinas como modificacién postraduccional

Durante mucho tiempo se pensé que la nitracién de los residuos de Tyr de las proteinas
era una consecuencia Unicamente de la accion del ONOO™ y, por tanto, que esta
modificacion postraduccional era la ‘huella’ de la formacién de ONOO™ en los sistemas
biolégicos (Beckman, 1996). Sin embargo, este punto de vista se vio cuestionado al
demostrarse que existen otros sistemas quimicos capaces de nitrar en condiciones
fisiolégicas compuestos fendlicos, entre ellos los residuos de Tyr. Uno de estos sistemas
se basa en la oxidacion del NO,™ por el H,0,, estd catalizado por peroxidasas, y el
intermediario reactivo responsable de la nitraciéon es el NO, (Eiserich y cols, 1998).
Otros sistemas incluyen al NO,~, que a pH < 6 provoca una hidroxilacidon dependiente de
NO,™ en las moléculas blanco (Oury y cols, 1995), y la reaccién del NO con radicales
tirosilo seguido de una oxidaciéon (Goodwin y cols, 1998).

Las Hbs exhiben distintas actividades pseudoenzimaticas, entre las que se
encuentra la actividad peroxidasa. Sakamoto y cols (2004) observaron que las tres Hbs
no simbidticas y truncadas de Arabidopsis poseen actividad ‘tipo peroxidasa’ con
distintos sustratos, entre ellos el NO,™. Esta reaccidon involucra la oxidacién de Tyr y
NO,™ por parte de los productos de la reaccion entre el H,0, y la forma férrica de las
peroxidasas, es decir ‘Hb"=0 y Hb"“=O (también denominados Compuesto | y
Compuesto I, respectivamente). La rdpida reaccién entre los dos radicales producidos,
NO, y Tyr’, genera NO,-Tyr (Goldstein y cols, 2000).

En la reaccién entre las Hbs y el H,0, se origina la forma ferril (IV) de la
proteina, pero también radicales en la globina como consecuencia de la transferencia
del segundo equivalente de oxidacién del H,0,. Una Tyr en las inmediaciones del hemo
es un buen candidato para ser convertido en radical (Davies y Puppo, 1992). La
formacidn de radicales tirosilo en las Lbs y otras Hbs puede desencadenar, ademds de la
formacidn de NO,-Tyr, otras dos moléculas. Una de ellas es un derivado verde de la Lb,

gue se ha atribuido a una unidn covalente intramolecular entre el hemo y la globina
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(Moreau y cols, 1995). La otra molécula es un dimero de la Lb formado por la reaccion
entre dos radicales tirosilo, o entre un radical tirosilo y un radical situado en un
aminoacido distinto a Tyr (Moreau y cols, 1995).

Los datos de espectrometria de masas que indicaban la presencia de residuos
de Tyr nitrados en la Lb de nédulos senescentes de judia nos llevé a intentar reproducir
esta nitracién en condiciones in vitro. En este trabajo hemos logrado nitrar in vitro tres
Lbs nativas (Lb de judia y Lba y Lbc de soja) empleando H,0, y NO,, y llevando a cabo
la reaccién a pH 6,5. La finalidad de reproducir in vitro un proceso que tiene lugar en los
nodulos fue esclarecer la forma en la que tiene lugar dicha nitracidn. Si bien esto es algo
gue no se ha podido completar en esta Tesis, el uso de agentes quelantes y scavengers
de ROS ha aportado informacion sobre el mecanismo. EI DTPA es un quelante de
metales muy eficaz. EIl DFO es un sideréforo usado comuinmente para establecer la
dependencia de Fe libre en las reacciones bioldgicas, olviddndose a menudo de que
también es capaz de interceptar radicales libres como O, y 'OH (Bartesaghi y cols,
2004). Velsor y cols (2003) han observado que el DFO inhibe la nitraciéon de proteinas
durante la exposicién a NO,, y Adgent y cols (2012) concluyen que esta inhibicién no
tiene lugar eliminado el NO,, ya que el DFO tiene una capacidad mas bien modesta de
eliminarlo, sino principalmente reduciendo el radical tirosilo, previniendo la unién del
NO, y por tanto la nitracién. De esta forma, hemos determinado que la nitracién de las
Lbs no depende de iones metadlicos y que estd mediada, al menos en parte, por RNS.

Puesto que la Tyr que se nitra preferencialmente en todos los casos se situa en
el entorno del hemo (Tyr-31), hay que concluir que en la reacciéon probablemente
interviene la ferril-Hb como intermediario. Este residuo de Tyr es importante porque
interacciona con la Hp y regula la estabilidad del O, unido al hemo (Kundu y cols, 2004).
La Lb podria perder su funcién si esta Tyr estuviera nitrada ya que el aumento de
volumen que supone el grupo NO, (en posicion orto del OH de la Tyr) en la cavidad del
hemo, o un cambio en la distribucién o intensidad de los puentes de hidrégeno, es mas
gue probable que alteren el enlace coordinado del Fe con el O,. Este aspecto podria
comprobarse experimentalmente midiendo la constante de afinidad por O, de la
proteina nitrada; si la modificacidn del residuo de Tyr afecta su interaccién con la Hp,

esto se veria reflejado en la tasa de disociacion (kqs).
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5.4. Estrés oxidativo y nitrosativo en levaduras

Los resultados de esta Tesis, en los que se demuestra que las globinas protegen frente a
estrés oxidativo en levaduras (Fig. 4.23A), son novedosos y evidencian que las Hbs
pueden interceptar el superdxido y el H,0,. Estas ROS son citotdxicas si se producen en
exceso y no son eliminadas por las defensas antioxidantes (Dalton y cols, 1993; Becana
y cols, 2010). La tolerancia al estrés oxidativo estd correlacionada con los niveles de
expresion de las proteinas (alta para Glb3-1 y Glb3-2, intermedia para Glb2 y baja para
Glb1-2), lo que indica que la proteccion frente a este tipo de estrés se debe
principalmente a los grupos hemo y no a alguna caracteristica intrinseca de las globinas.

Por otro lado, sdlo la expresion de Glb1-2 y Glb2 protege a las células de
levadura frente al estrés nitrosativo (Fig. 4.23B), lo que es coherente con la observacion
de que las Glbl y GIb2 de Arabidopsis son capaces de desintoxicar NO in vivo
(Hebelstrup y Jensen, 2008). La tolerancia selectiva que ofrecen las proteinas Glb1-2 y
Glb2 en levaduras sugiere que la desintoxicacién de GSNO, molécula que participa en
reacciones de trans-nitrosilacion con grupos tiol, involucra la S-nitrosilacién del Unico
residuo de Cys de las proteinas. Para intentar averiguar si efectivamente los residuos de
Cys son necesarios para la desintoxicacién de GSNO, se generaron mutantes de las
globinas Glb1-2 y Glb2 en los que la Cys se sustituyé por Ser. Estas proteinas se
expresaron en E. coli para producir proteinas recombinantes y en levadura para los
ensayos de tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo. La mutacion Cys-65-Ser de la Glb2
provocd un descenso muy drastico en la producciéon de la proteina recombinante en E.
coli, lo que puede ser atribuido a que esta Cys es importante para la estabilidad de la
proteina, como se ha descrito para la Glb1l de cebada (Bykova y cols, 2006). En cambio,
la mutacion Cys-79-Ser de la Glb1-2 no causé dichos problemas de rendimiento.

En los experimentos de transformacidon de levaduras es importante que los
niveles de expresidn de cada globina y de su mutante sean similares, de manera que las
posibles diferencias de tolerancia conferidas por las dos globinas frente al GSNO sean
genuinas y no queden enmascaradas por diferencias en sus niveles de expresion.
Desafortunadamente, la Glb2, que es la globina que mejor complementa la deficiencia
de flavoHb en la levadura, se expresa mucho mas que su mutante (Fig. 4.24), por lo que

no fue posible concluir que la Cys de la GIb2 participa en la tolerancia al estrés inducido
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por GSNO. La menor expresidén de la proteina mutante podria ser debida a una menor
estabilidad como consecuencia de una alteracion en su estructura terciaria. Esto esta de
acuerdo con nuestra observacién de que la Glb2 mutante se produce en mucha menor
cantidad que la Glb2 silvestre en E. coli, tal como se ha mencionado anteriormente.
Ademas, el hecho de que las diferencias encontradas entre las globinas y sus versiones
mutantes en condiciones de estrés nitrosativo estén relacionadas con los niveles de
expresion de las proteinas, sugiere que los mecanismos de desintoxicacién de NO no
implican a las Cys, sino a los grupos hemo. En este contexto, la contribucidn relativa de
los grupos hemo y de las Cys estd muy debatida actualmente con respecto a la Hb
humana, y no se ha demostrado concluyentemente que la Cys-93 sea esencial para el
transporte o metabolismo de NO (Gladwin y cols, 2000; Angelo y cols, 2008). En nuestro
caso, se han planificado experimentos, mas alla del alcance de esta Tesis, para expresar
en E. coli las proteinas Glb1-1, Glb1-2 y Glb2, asi como sus formas mutantes, utilizando
un plasmido (pANX) en el que las globinas se expresan bajo el control del promotor
hmp (flavoHb de E. coli) (Gardner y cols, 1998). Esperamos que con esta estrategia, a
diferencia de lo encontrado en levaduras, las proteinas silvestres y mutantes se
expresen a niveles similares. Estos experimentos podrian proporcionar informacién
sobre el papel de las Cys conservadas en el metabolismo de NO tanto en globinas

vegetales como animales.
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6. CONCLUSIONES

1. Las cinco hemoglobinas no simbidticas y truncadas recombinantes de Lotus (Glb1-1,
Glb1-2, Glb2, Glb3-1 y GIb3-2) se expresan con rendimientos razonables en Escherichia
coli y pueden purificarse alcanzando una pureza mayor del 90% mediante la
combinacion de una etapa de fraccionamiento con sulfato de amonio y cromatografias

de afinidad e intercambio idnico.

2. La GIb1-1 presenta caracteristicas excepcionales. Tiene la mayor constante de
afinidad por O, (50 pM) conocida hasta el momento para cualquier hemoglobina animal
o vegetal. Ademads, es mayoritariamente insoluble en condiciones en las que las

restantes globinas son solubles y estables.

3. Las tres clases de globinas pueden ser reducidas por el sistema NAD(P)H + flavina en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. La velocidad de la reaccion es dependiente de la
clase de globina y de la flavina, siendo muy rdpida para las hemoglobinas de clase 1.
Este sistema es capaz de reducir las Glb1 férricas, que podrian producirse por la accién

del ciclo 6xido nitrico/hemoglobina que tiene lugar en condiciones de hipoxia/anoxia.

4. Todas las globinas se localizan mayoritariamente en el nicleo celular, si bien estan
presentes en mucho menor medida en el citoplasma y en los plastidios de los nédulos o

en los cloroplastos de las hojas.
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5. Las leghemoglobinas de judia y soja son susceptibles de nitracion mediante un
mecanismo que es independiente de iones metdlicos y que parece estar mediado por
especies reactivas de oxigeno en condiciones in vitro. En todos los casos, hay un residuo
de tirosina que se nitra preferentemente, la Tyr-31, y que es esencial para el transporte

de O, por la leghemoglobina.

6. Las globinas de Lotus son capaces de complementar una cepa mutante de levadura
deficiente en flavohemoglobina en condiciones de estrés nitro-oxidativo. Las proteinas
Glb2, GIb3-1 y Glb3-2 lo hacen cuando las células se someten a estrés oxidativo (metil
violégeno 1,5 mM; CuSO, 10 mM; frio 10°C), y la proteina Glb1l-2 y, de forma mas

marcada, la Glb2, cuando se aplica estrés nitrosativo (nitrosoglutatién 5 mM).
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