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RESUMEN 

La sequía afecta el crecimiento y productividad de las plantas, y a nivel celular induce 

ajustes metabólicos y sobreproducción de especies reactivas del oxígeno (ROS). Entre 

los cambios metabólicos la acumulación de prolina (Pro) es una respuesta conservada 

en distintas especies de plantas frente a diferentes estreses. Hasta el momento no es 

claro el rol de la Pro durante el estrés, aunque durante mucho tiempo se la ha 

considerado un osmolito compatible con actividad antioxidante. 

En el capítulo 1 de esta tesis se compararon dos leguminosas forrajeras con tolerancia 

estival contrastante, trébol y lotus. Estas leguminosas respondieron de manera 

diferente en el control de la pérdida de agua, acumulación de prolina y actividad 

antioxidante enzimática y del fotosistema II. En lotus en condición de sequía, se 

indujeron las enzimas Mn-SOD y Fe-SOD y en trébol la actividad SOD total fue 

inferior a la de lotus. A su vez, la combinación de sequía y calor en lotus produjo 

descenso en la actividad del fotosistema II y degradación de la proteína D2. Esto 

permite suponer que el descenso de la actividad fotosintética, sin entrar en marchites 

permanente, puede ser una ventaja de lotus en la disipación de la energía lumínica y 

en la economía del agua.  

En la leguminosa modelo Lotus japonicus se evaluó el estrés nitro-oxidativo en 

condición de sequía. Los resultados evidenciaron que en hojas el estrés oxidativo es 

mayor que en raíces, mientras que en éstas es mayor el estrés nitrosativo, donde 

determinamos un patrón de proteínas nitradas específico. También se identificaron 

dos genes p5cs, que participan en la síntesis de Pro, que definimos como Ljp5cs1, 

inducible por estrés osmótico, y Ljp5cs2 constitutivo.  

En el capítulo 2 se analizó la capacidad antioxidante de la Pro. Mediante estudios in 

sillico determinamos que las barreras de reacción entre la Pro y el radical hidroxilo 

(•OH) son entre 3 y 9 kcal/mol. A su vez propusimos un ciclo Pro-Pro, en el cual la 

Pro capta •OH y rinde Pro radical, que reacciona con un segundo •OH y forma P5C 

que por catálisis enzimática con consumo de NADPH regenera Pro. Por otro lado 

también demostramos que si el •OH abstrae un H del grupo NH2
+ de la Pro, se 

produce la decarboxilación de la misma, generando un precursor del ácido γ-amino 

butírico (GABA), compuesto que también se acumula en condiciones de estrés. 

Mediante estudios in vitro, demostramos que la Pro no es capaz de extinguir oxígeno 

singulete como se consideró durante muchos años. A su vez aportamos evidencias de 

que la Pro es incapaz de atenuar la nitración de proteínas mediada por peroxinitrito, 

superóxido, óxido nítrico y dióxido de nitrógeno. Estos resultados llevan a 

reconsiderar el rol antioxidante que se le ha asignado a la Pro durante varios años, y 

contribuyen a orientar el planteo de hipótesis en cuanto a su funcionalidad. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La familia Leguminosae incluye especies de importancia agronómica 

La principal fuente de proteína en la dieta humana es de origen animal y la 

producción ganadera se basa en pasturas naturales o granos (feedlot). Entre las 

pasturas, varias especies de leguminosas son usadas en todo el mundo como forraje 

debido a su capacidad de establecer asociaciones simbióticas con bacterias capaces de 

fijar nitrógeno y por su alto contenido de proteínas y minerales (Ca+2 y Mg+2). Por 

esto los cultivos de leguminosas juegan un rol importante como fuente de proteínas, 

principalmente en regiones con suelos de baja fertilidad.  

Para aumentar la productividad de las leguminosas, un aspecto a considerar es la 

mejora de la tolerancia a estreses abióticos. La identificación de características 

fisiológicas y bioquímicas capaces de aumentar la producción de leguminosas en 

condiciones limitantes de crecimiento es el principal objetivo de los mejoradores de 

plantas para la agricultura y la ganadería. En esta tesis se propone explicar algunos 

mecanismos de tolerancia a estrés abiótico en leguminosas. 

Lotus japonicus es una leguminosa modelo 

 Lotus japonicus es utilizada como leguminosa modelo, por tener un genoma 

simple, ciclo de vida corto y contar con la secuenciación de su genoma completo 

(Sandal et al., 2002; Sato et al., 2001). A su vez, una serie de recursos y herramientas 

genéticas como ecotipos, líneas de mutantes, mapas genéticos, RIL (recombinant 

inbred lines) y EST (expressed sequence tags) se han hecho disponibles 

(VandenBosch and Stacey, 2003).  

Esta leguminosa modelo está emparentada con las leguminosas forrajeras Lotus 

corniculatus, Lotus uliginosus, Lotus glaber y Lotus subbiflorus (Choi et al., 2004; 

Díaz et al., 2005), ampliamente utilizadas en la producción animal. Por lo expuesto L. 

japonicus es un modelo útil para comprender y mejorar especies de uso agronómico.  
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El estrés abiótico genera diferentes respuestas en las plantas 

Las plantas se encuentran sometidas a condiciones ambientales que generan 

diferentes tipos de estrés, que afectan su crecimiento, desarrollo y productividad 

(Boyer, 1982). Entre las condiciones ambientales que pueden generar estrés abiótico 

se encuentra el exceso o déficit de agua, así como niveles inadecuados de salinidad, 

temperatura, concentración de minerales e irradiación (Bray et al., 2000).  

El déficit hídrico, o sequía, se establece cuando la tasa de transpiración excede a la de 

absorción de agua. La habilidad para tolerar la sequía está determinada por múltiples 

genes de vías bioquímicas responsables de productos o procesos que mejoran la 

tolerancia actuando aditivamente y a veces sinérgicamente (Bohnert et al., 1995). En 

general, y a diferencia del estrés biótico, la tolerancia a estreses abióticos no es el 

resultado de la acción de un gen específico (Zhu et al., 1997). 

La sequía induce cambios morfológicos, fisiológicos y bioquímicos (Lawlor and 

Cornic, 2002), que tienen como consecuencia la limitación del crecimiento y 

desarrollo de las plantas lo que puede llevar a significantes pérdidas en la 

productividad y calidad de granos, así como de la producción ganadera y lechera 

(McClaran and Wei, 2014). A nivel celular la sequía puede resultar en el incremento 

de la concentración de solutos, cambios en el volumen celular y alteración del 

potencial de agua, entre otros (Bray, 1997). Así, la habilidad de las plantas para 

responder y sobrevivir a la sequía depende de mecanismos que involucran la 

integración de respuestas celulares a través de toda la planta (Bray et al., 2000).  

 Las plantas sobreproducen ROS/RNS en condición de sequía 

La aclimatación de las plantas a la sequía está asociada con elevados niveles de 

especies reactivas del oxígeno (ROS), como el peróxido de hidrógeno (H2O2), radical 

superóxido (O2
∙-), oxigeno singulete (1O2) y radical hidroxilo (∙OH) los cuales son 

responsables del daño oxidativo asociado al estrés (Dat et al., 2000; Smirnoff, 1993). 

En las plantas, al igual que en otros organismos, en las mitocondrias y peroxisomas 

se producen altos niveles de ROS. A su vez, en los cloroplastos también se generan 
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ROS, como consecuencia de la alta concentración de oxígeno producido por la 

actividad fotosintética y de la excitación de electrones de pigmentos por la luz (Fig. 1).  

En condición de déficit hídrico y/o altas temperaturas, la actividad del ciclo de Calvin 

disminuye, lo que previene la oxidación de NADPH y regeneración de NADP+. 

Cuando se combina la falta de NADP+ con alta intensidad lumínica, los electrones de 

las clorofilas producen 1O2 en los centros de reacción y el flujo de electrones 

acumulación de ROS (Chaves et al., 2009). 

 

Figura 1. Producción de ROS en cloroplastos. Clr, clorofila; Clr*, clorofila excitada; FC, 

ficocianina; Fd, ferredoxina; FSI, fotosistema I; FSII, fotosistema II; Cit, citocromo, PQ, 

plastoquinona. El superóxido (O2
.-) puede ser producido a partir del O2 por transferencia 

electrónica desde la Fd reducida, un potente agente reductor. El peróxido de hidrógeno (H2O2) 

es producido por dismutación del O2
.- ya sea espontánea o catalizada por la SOD cloroplástica. 

El radical hidroxilo (∙OH) se genera por homólisis del H2O2 en presencia de luz UV-Vis, o por 

reacción de Fenton en presencia de Fe3+. El oxígeno singulete (1O2) es principalmente 

generado por transferencia de energía de clorofilas excitadas. 

Por otra parte, las especies reactivas del nitrógeno (RNS) como el óxido nítrico (∙NO) 

y sus derivados, peroxinitrito (ONOO-) y dióxido de nitrógeno (∙NO2), han tomado 

importancia en los últimos años en la biología de plantas. Se han descrito al menos 

siete vías biosintéticas de ∙NO en plantas, pero sólo se ha logrado caracterizar los 

componentes moleculares y enzimáticos de una de ellas (Gupta et al., 2011).  
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El ∙NO y el O2
∙- se combinan rápidamente en una reacción controlada por difusión 

para generar ONOO-. Esta molécula es un potente oxidante y su ácido, el ácido 

peroxinitroso (ONOOH), produce espontáneamente ∙OH y ∙NO2 por homólisis 

(Beckman et al., 1990). Varios trabajos han demostrado que las RNS también se 

incrementan en diversas situaciones de estrés (Begara-Morales et al., 2013; Chaki et 

al., 2013; Corpas and Barroso, 2013).  

 La sequía promueve respuestas adaptativas como la foto-inhibición 

El sistema fotosintético está diseñado para absorber grandes cantidades de energía 

lumínica y convertirla en energía química. La energía lumínica en exceso, puede 

aumentar la producción de ROS que producen daño, si no se disipa de manera segura 

(Asada, 1999; Horton et al., 1996; Müller et al., 2001). Para esto las plantas cuentan 

con mecanismos de reparación y regulación complejos (Fig. 2). En la primera línea de 

defensa, los carotenoides juegan un rol clave al capturar (quenching) rápidamente el 

estado excitado de las clorofilas, lo que evita la formación de 1O2. Los carotenoides no 

tienen la energía suficiente para formar oxígeno singulete por lo que decaen al estado 

basal perdiendo la energía como calor (Fig. 2).  

Otra forma de protección de la estabilidad del aparato fotosintético es la 

foto-inhibición, definida como la inhibición de la fotosíntesis por exceso de luz (Taiz 

and Zeiger, 2002). La foto-inhibición es reversible en estadios tempranos, sin 

embargo la inhibición prolongada resulta en el desensamblaje y reparación del centro 

de reacción (Melis, 1999). El principal blanco de este daño es la proteína D1 que 

cubre parte del centro de reacción del FSII (Fig. 1). Cuando la D1 es dañada, esta debe 

ser removida de la membrana y remplazada por una molécula sintetizada de novo 

(Fig. 2). Se cree que las otras piezas del fotosistema son recicladas y que solo la D1 se 

sintetiza de nuevo (Hu et al., 2004; Ohad et al., 1984). El daño foto-inhibitorio 

observado es el resultado neto del balance entre el foto-daño y la reparación 

(Lidholm et al., 1987; Samuelsson et al., 1985). 
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Figura 2. Esquema del mecanismo de protección y reparación del fotosistema II. La 

protección del foto-daño implica dos líneas de defensa. La primera línea corresponde a la 

captura del exceso de excitación como calor. En situaciones de estrés esta defensa no es 

suficiente y se forman productos tóxicos. La segunda línea de defensa elimina estos productos 

tóxicos mediante diferentes sistemas antioxidantes. Si esta línea de defensa es insuficiente, se 

daña la proteína D1 del FSII y se produce la foto-inhibición. La D1 es removida del centro de 

reacción del FSII y es degradada. Una nueva D1 es sintetizada y reinsertada en el centro de 

reacción del FSII para formar una unidad funcional.  

La sequía favorece la foto-inhibición y la combinación con otro estrés abiótico, como 

la alta temperatura, potencia este proceso (Takahashi and Murata, 2008). Varios 

estudios han evidenciado cambios en los parámetros de fluorescencia de clorofilas en 

respuesta a estreses ambientales como el calor, el frío, la helada y la salinidad (Smillie 

and Hetherington, 1983). Otros estudios han demostrado una correlación entre el 

decrecimiento en el rendimiento cuántico máximo del FSII (FV/FM) y la disociación 

física del centro de reacción del FSII producido por foto-inhibición, y utilizan esta 

técnica para discriminar cultivares tolerantes (Bonnecarrere et al., 2011). 
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 Los sistemas antioxidantes protegen a las plantas del daño oxidativo 

Las plantas controlan los niveles de ROS mediante diferentes sistemas antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos. En respuesta enzimática al estrés oxidativo se pueden 

encontrar inducidas las distintas isoformas superóxido dismutasa (SOD), la catalasa 

(CAT), las actividades del ciclo ascorbato-glutatión como la glutatión reductasa (GR) 

o la ascorbato peroxidasa (APX), quienes confieren mayor tolerancia frente a estreses 

ambientales específicos (Sade et al., 2011). En la figura 3 se esquematiza la acción de 

las principales enzimas antioxidantes y su localización sub-celular. 

 

Figura 3. Principales enzimas antioxidantes en plantas. CAT, catalasa; SOD, superóxido 

dismutasa; APX, ascorbato peroxidasa, GR, glutatión reductasa; GSH, glutatión reducido; 

GSSG, glutatión oxidado; Prx, perredoxinas; MDA, monodehidroascorbato; MDHAR, 

monodehidroascorbato reductasa; DHAR, dehidroascorbato reductasa; DHA, 

dehidroascorbato. Clr, clorofila; CR, cadena respiratoria; FS, fotosistema. 

Las actividades enzimáticas antioxidantes son analizadas comúnmente en varias 

especies ya que pueden ser utilizadas como marcadores de tolerancia a estrés, ya que 

su inducción está asociada a la aclimatación al estrés. Así, en cultivares tolerantes a 

sequía de trigo (Al-ghamdi, 2009), tomate (Sánchez-Rodríguez et al., 2012), alfalfa 

(Wang et al., 2009) y manzana (Wang et al., 2012) se ha observado una mayor 
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inducción de estas enzimas cuando se las comparó con un cultivar sensible. 

Entre los antioxidantes solubles no enzimáticos se incluye el glutatión (GSH), 

ascorbato, carotenos y tocoferol, que en respuesta al estrés oxidativo inducido por 

sequía se encuentran en niveles elevados (Feng et al., 2004). Estas moléculas son 

preferentemente oxidadas por especies reactivas respecto a otras biomoléculas como 

lípidos de membrana, proteínas, entre otros. El glutatión puede ser transformado en 

nitrosoglutation (GSNO) por nitrosilación de la cisteína mediada por ∙NO. Dado que 

la nitrosilación es un proceso reversible, el nitrosoglutation es considerado un 

reservorio móvil de ∙NO en plantas (Barroso et al., 2006). La enzima nitrosoglutatión 

reductasa (GSNOR) degrada el nitrosoglutatión (GSNO) en glutatión oxidado (GSSG) 

y NH3 (Airaki et al., 2011). También el ascorbato puede capturar varias especies 

reactivas como el O2
∙-, ∙OH, RO2

∙ y ONOO- (Halliwell, 2006).  

Durante muchos años se ha considerado a la prolina entre los antioxidantes no 

enzimáticos de bajo peso molecular (Alia et al., 1991; Chen and Dickman, 2005; Kavi 

Kishor and Sreenivasulu, 2014; Rejeb et al., 2014; Smirnoff and Cumbes, 1989; 

Szabados and Savouré, 2010). Esta función es re-evaluada y discutida a lo largo de 

esta tesis. 

Otro aspecto a considerar en la defensa antioxidante es el abastecimiento de los 

equivalentes de reducción en forma de NADPH (Mateos et al., 2009). Como se 

observa en la figura 3 el NADPH es requerido por 2 enzimas del ciclo 

glutatión-ascorbato, que mantiene el ascorbato y GSH necesario para la protección 

contra el daño oxidativo en plantas (Corpas et al., 1998; Noctor and Foyer, 1998; 

Noctor, 2006).  

El NADPH también es usado por la tiorredoxina reductasa en la regulación de vías 

metabólicas mediante la reducción de un grupo tiol (Nordman et al., 2003) y en la 

formación de tetrámeros de catalasa activa, donde cada monómero de enzima 

contiene ligado un NADPH (Kirkman and Gaetani, 2007). Por ello, la capacidad 

antioxidante de la célula puede estar limitada por la disponibilidad de NADPH. Las 

principales enzimas encargadas de generar poder reductor en forma de NADPH en 
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células de plantas son, a nivel citoplasmático la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PDH) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), ambas implicadas en la vía 

de las pentosas fosfato, la NADP-málica (NADP-ME) y la NADP-isocitrato 

deshidrogenasa (NADP-ICDH) y a nivel cloroplástico la ferredoxina-NADP reductasa 

(Fd-NADP) (Noctor et al., 2006; Valderrama et al., 2006). 

 El exceso de ROS/RNS produce estrés nitro-oxidativo  

En un principio las ROS se consideraron productos tóxicos del metabolismo aeróbico, 

sin embargo se ha demostrado que tanto las ROS como el ∙NO tienen una función en 

la respuesta de defensa frente a patógenos y en la señalización para producir la 

aclimatación a diversos estreses abióticos (Dat et al., 2000; Mittler et al., 2011; 

Molassiotis et al., 2010). Por ejemplo dentro de las ROS, el H2O2 que puede difundir a 

través de las membranas (Fig. 3) funciona como una de las principales moléculas 

señal en plantas (Miller et al., 2008). Se cree que la expresión de al menos 2% de los 

genes de Arabidopsis (algunos de ellos enzimas antioxidantes claves) es dependiente 

de H2O2 (Desikan et al., 2001). Entre las RNS, el ∙NO se ha relacionado con procesos 

de señalización, inhibición de la germinación, movimiento estomático, senescencia, 

respuesta a estrés abiótico, entre otros (León et al., 2014). El rol del ∙NO en el estrés 

abiótico como señalizador se ha destacado, ya que se demostró que al igual que el 

H2O2, está involucrado en la adaptación dado que pre-exposiciones a estas moléculas 

pueden inducir la tolerancia frente a sucesivos estreses más severos (Jasid et al., 

2006; Tanou et al., 2009). Por ello, las especies reactivas tienen un efecto positivo 

cuando sus concentraciones son bajas, cuando los sistemas de defensa antioxidante 

proveen una adecuada protección. Sin embargo, cuando la producción de ROS y RNS 

supera la capacidad de los sistemas antioxidantes se establece estrés nitro-oxidativo. 

El daño celular causado en esta situación incluye la oxidación o nitración de lípidos 

de membrana, proteínas y ácidos nucleicos. Gran parte de este tipo de daño depende 

de la compartimentación por membranas, que ofrecen una significativa resistencia al 

pasaje de la mayoría de estas especies reactivas (Möller et al., 2008). Sin embargo el 

1O2, el ∙NO (Denicola et al., 1996b) y el ∙NO2 (Signorelli et al., 2011) pueden difundir a 
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través de las membranas y reaccionar con antioxidantes de bajo peso molecular, 

lípidos insaturados y proteínas de diferentes compartimentos. 

Si bien nos referimos a estrés nitro-oxidativo cuando se establece una situación de 

estrés oxidativo y nitrosativo, estos estreses se determinan experimentalmente 

utilizando distintos marcadores. La peroxidación lipídica es utilizada comúnmente 

como marcador de estrés oxidativo, y en sequía se ha observado que la misma 

incrementa en varios tejidos (Sade et al., 2011). El marcador de estrés nitrosativo más 

usado es la nitración de residuos de tirosinas de proteínas (Corpas et al., 2007; Radi, 

2004).  

Se ha propuesto que la nitración de residuos de tirosinas puede causar cambios en la 

función de las proteínas, ya sea produciendo la pérdida de función, como ocurre con 

la MnSOD y la GR (Souza et al., 2008), o la ganancia de función como ocurre con la 

activación de la actividad peroxidatica del citocromo c (Batthyany et al., 2005).  

En general, la nitración de enzimas en plantas conduce su inactivación (Corpas and 

Barroso, 2013). A altas temperaturas la Fd-NADP reductasa y la anhidrasa carbónica, 

enzimas que participan en la asimilación del carbono, se inactivan por nitración de 

tirosinas (Chaki et al., 2013, 2011b). También se ha observado que la nitración de la 

NADP-ICDH de arveja pierde actividad al ser nitrada, un proceso que ocurre 

comúnmente en la senescencia (Begara-Morales et al., 2014, 2013). 

Otras modificaciones mediadas por las RNS son la formación de nitro-alcanos y la 

S-nitrosilación de proteínas, esta última es de particular interés debido a que puede 

estar involucrada en la regulación reversible de la función de proteínas, así como 

contribuir al daño por estrés nitrosativo (Cornwell et al., 2003; Marshall and Stamler, 

2001). 

Recientemente se ha demostrado que las RNS pueden tener un doble rol sobre la 

actividad de las enzimas, ya que si bien la APX de arveja puede ser inactivada 

irreversiblemente por nitración, su actividad es potenciada reversiblemente por 

nitrosilación (Begara-Morales et al., 2014). 
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 Las leguminosas acumulan prolina en respuesta a sequía 

En respuesta a la sequía las células de las plantas acumulan en el citoplasma 

compuestos de bajo peso molecular denominados solutos compatibles, como prolina, 

glicín betaina, azúcares y polioles, para controlar el balance iónico en la vacuola 

(Parida and Das, 2005). La acumulación de prolina también se ha reportado en 

condiciones alta salinidad, exposición a alta intensidad lumínica, metales pesados, 

estrés oxidativo y diversos estreses abióticos (Szabados and Savouré, 2010).  

En plantas superiores la prolina es sintetizada principalmente a partir del glutamato 

que es reducido a glutamato-semialdehido (GSA) por la enzima pirrolin-5-carboxilato 

sintetasa (P5CS). Este se convierte espontáneamente en pirrolin-5-carboxilato (P5C) 

(Hu et al., 1992; Savoure et al., 1995), figura 4. Por último la enzima P5C reductasa 

(P5CR) reduce el P5C a prolina. Esta vía ocurre en el citosol y en el estroma del 

cloroplasto con consumo de NAD(P)H.H+. Como vía alternativa la prolina también 

puede ser sintetizada a partir de ornitina, la cual es transformada en GSA por acción 

de la ornitín-aminotransferasa (OAT), que espontáneamente dará P5C y luego éste 

prolina (Delauney and Verma, 1993; Roosens et al., 1998).  
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Figura 4. Metabolismo de prolina. A. Síntesis de prolina. P5CS, pirrolin-5-carboxilato 

sintetasa; P5CR, pirrolin-5-carboxilato reductasa; OAT, ornitín amino transferasa. B. 

Degradación de prolina. P5CDH, pirrolin-5-carboxilato deshidrogenasa; PDH, prolina 

deshidrogenasa. GSA, glutamato-semialdehido; P5C, pirrolin 5-carboxilato. 

En la mayoría de las especies la enzima P5CS está codificada por 2 genes, mientras 

que la P5CR está codificada por uno (Szabados and Savouré, 2010). La acumulación 

de prolina en plantas es controlada por la acción de los genes P5CS, donde uno actúa 

como housekeeping y el otro es una isoforma especifica de estrés. Estos genes a pesar 

de ser muy similares en su secuencia la regulación transcripcional es diferente 

(Armengaud et al., 2004; Strizhov et al., 1997).  

Con el fin de contar con una herramienta para evaluar el rol de la prolina en estrés 

hídrico, en el laboratorio de Bioquímica de Facultad de Agronomía se desarrolló un 

transgénico de L. japonicus con silenciamiento de un gen p5cs mediante RNAi. En el 

Capítulo 1 de esta tesis se presentarán los resultados obtenidos al evaluar el 

transgénico y las conclusiones sobre los genes que participan en la síntesis de prolina 

en L. japonicus. 

Se ha demostrado que la mayor concentración de prolina se logra en cloroplastos, 

alcanzando concentraciones de 160 mM, incluso en situaciones no estresantes (Büssis 

and Heineke, 1998). Una explicación es que la proteína P5CS inducible por estrés se 

movilice hacia este organelo en dicha condición. Fusiones de green fluorescent protein 

(GFP) con la proteína P5CS1 de A. thaliana demostraron que en situación de estrés 

esta proteína se acumula en el cloroplasto (Szekely et al., 2008).  

La prolina: un aminoácido con múltiples funciones en plantas 

La capacidad de acumular y utilizar prolina por algunos genotipos se ha relacionado 

con mayor tolerancia a la sequía (Al-Sulaiti et al., 1990; Hare et al., 1998), aunque no 

hay evidencias sólidas de que plantas que acumulan más prolina sean más tolerantes 

al déficit hídrico (Choudhary et al., 2005; Samaras et al., 1995). 

Si bien la acumulación de prolina en condiciones de estrés se conoce desde hace 

mucho tiempo (Barnnet and Naylor, 1966) y se han descrito numerosas especies 
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vegetales que la acumulan en respuesta a diferentes estreses (Chiang and Dandekar, 

1995; Delauney and Verma, 1993; Samaras et al., 1995), no se le ha podido asignar a 

la prolina una función en la respuesta a estrés. Por esto, se han manejado diversas 

hipótesis sobre funciones protectoras de la prolina, como: captador de especies 

reactivas, amortiguador celular del estatus redox y del pH celular, y estabilizador de 

estructuras subcelulares especialmente durante el estrés osmótico y salino (Szabados 

and Savouré, 2010).  

La prolina fue considerada por mucho tiempo un osmolito compatible, capaz de 

proteger estructuras subcelulares y macromoléculas del estrés osmótico (Csonka et 

al., 1988; Hare et al., 1997; Kavi Kishor and Sreenivasulu, 2014). A su vez, se ha 

demostrado que la prolina funciona como una chaperona molecular capaz de proteger 

la integridad de proteínas e incrementar la actividad de diferentes enzimas (Szabados 

and Savouré, 2010). 

La mayoría de los estudios en plantas en condiciones de estrés le atribuyen a la 

prolina funciones antioxidantes. Esta hipótesis se extiende a levaduras y otros hongos, 

en los que aplicaciones exógenas de prolina previenen la muerte celular programada 

(Chen and Dickman, 2005), y en células humanas en las que protegería frente a estrés 

oxidativo, potencialmente carcinogénico (Krishnan et al., 2008). En el Capítulo 2 se 

hará referencia en particular a las evidencias y avances referidos al rol antioxidante de 

la prolina en plantas.  

Otros autores proponen que la clave de la acumulación de prolina estaría en su 

anabolismo – catabolismo, que permitirían mantener un balance redox adecuado 

para la planta (Sharma et al., 2011). Estos autores sugieren que la prolina se sintetiza 

en los tejidos fotosintéticos para regenerar NADP+, necesario para que ocurra la 

fotosíntesis, mientras que su catabolismo sería necesario en las células en expansión y 

meristemáticas para mantener el desarrollo de la planta mediante el aporte de 

NADH.H+ y FADH2 a la cadena respiratoria (Hare et al., 1997; Kavi Kishor et al., 

2005; Sharma et al., 2011). 
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También se ha vinculado a la prolina con funciones regulatorias, como el control del 

desarrollo de las plantas y como molécula señal. En particular se cree que la prolina 

regula la división celular y la embriogénesis (Mattioli et al., 2009). Se ha observado 

que elevados niveles de prolina pueden llevar a un floración temprana y bajos niveles a 

retrasos o dificultades de floración (Mattioli et al., 2009, 2008). 

Defensa antioxidante mediada por prolina 

Una hipótesis manejada en los últimos 25 años es que la prolina actúa como captador 

de especies radicalarias, y hay evidencias de que es un eficiente captador de radical 

∙OH (Smirnoff & Cumbes, 1989). Sin embargo, no se conocía el mecanismo por el cual 

la prolina podría capturar ∙OH, ni los posibles productos de su reacción. También 

desde hace años se ha propuesto que la prolina es un eficiente extintor del 1O2 (Alia et 

al., 2001, 1991; Matysik et al., 2002) pero los estudios no establecieron si la prolina 

actuaba por quenching físico o químico. En esta tesis, aprovechando los avances 

metodológicos, se realizaron estudios con una metodología más adecuada con el fin de 

responder cómo la prolina protege frente al 1O2. 

Por otra parte, han surgido evidencias que permitieron plantear que plantas 

transgénicas que acumulan más prolina presentan menor daño oxidativo bajo estrés 

hídrico (Hong et al., 2000; Hoque et al., 2006). También se demostró que plantas 

mutantes en p5cs1 que acumulan menos prolina, tienen mayor acumulación de ROS y 

daño oxidativo (Szekely et al., 2008). Sin embargo estas evidencias son indirectas, e 

insuficientes para concluir que la protección de la prolina se debe a su capacidad de 

reaccionar con ROS/RNS. De hecho, en algunos trabajos se sugiere que la prolina 

protege a enzimas antioxidantes y mantiene un elevado estatus de glutatión reducido 

(Hoque et al., 2008, 2007; Islam et al., 2009). A su vez, la acumulación de prolina 

puede contribuir con la defensa antioxidante porque en su síntesis se regenera NADP+ 

necesario como aceptor de electrones, lo que mantiene el flujo electrónico 

fotosintético disminuyendo la foto-inhibición y el daño del aparato fotosintético (Hare 

et al., 1997). 
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En oposición, otros autores proponen que la acumulación de prolina en plantas 

sometidas a alta temperatura puede resultar en mayor producción de ROS (Lv et al., 

2011). Esta evidencia surge de pre-tratar con prolina exógena (50 mM) plantas 

transgénicas que sobre-expresan el gen p5cs en situación de estrés térmico y observar 

que en dicha condición produjeron más ROS. Estos autores consideran que el exceso 

de prolina genera la producción de ROS vía el ciclo Pro/P5C. Este ciclo es conocido 

en células de mamíferos y fue reportado en células de plantas (Miller et al., 2009). En 

la figura 5 se representa el ciclo Pro/P5C, que ayuda a mantener un equilibrio de 

pro-p5c que puede cumplir roles en algún proceso fisiológico (Miller et al., 2009). 

Cuando la prolina es sobre-producida la actividad del ciclo podría incrementar y esto 

aumentar la posibilidad de que un electrón generado por la oxidación de la prolina se 

escape del transporte de electrones mitocondrial y genere ROS (Lv et al., 2011). 

 

Figura 5. Ciclo Pro/P5C. El P5C rinde prolina en el citoplasma por acción de la P5CR. La 

prolina ingresa a la mitocondria por su trasportador o por el trasportador de glutamato, y es 

oxidada a P5C. El poder reductor que genera esta oxidación puede entrar en la cadena de 

trasporte electrónico, rindiendo ATP, o salir de la cadena favoreciendo la formación de ROS. 

El P5C puede salir de la mitocondria (trasportador aún no identificado en plantas) y rendir 

nuevamente prolina. αKG, α-cetoglutarato; Orn, ornitina; PDH, Prolina deshidrogenasa; POX, 

prolina oxidasa; P5CR, P5C reductasa. 

Debido a que el rol protector de la prolina como antioxidante aún tiene un 

componente especulativo alto, y no se avanzó en cómo la prolina podría reaccionar 

con especies reactivas ni los productos derivados de su oxidación, en esta tesis se 
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realizaron estudios in silico e in vitro con el fin de inferir la funcionalidad de esta 

molécula en relación a su capacidad antioxidante.  

Por otra parte, en especies de uso agronómico interesa conocer las respuestas frente 

al estrés nitro-oxidativo asociado a la sequía, ya que estas contribuirán con la 

tolerancia a esta condición. De esta forma, determinar la magnitud del estrés 

nitro-oxidativo generado por déficit hídrico y si la prolina tiene capacidad protectora 

frente a ROS/RNS, agregará evidencias sobre la habilidad que tienen las plantas de 

responder a la sequía. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general  

Establecer respuestas bioquímicas que expliquen la tolerancia-sensibilidad de las 

plantas a la sequía. 

Objetivos específicos 

1. Identificar respuestas bioquímicas y/o fisiológicas en leguminosas forrajeras que 

expliquen la diferente tolerancia a sequía.  

2. Determinar la magnitud del estrés nitro-oxidativo generado por sequía en diferentes 

órganos de la planta. 

3. Establecer si la prolina tiene capacidad de proteger frente a diferentes especies 

reactivas del oxígeno y nitrógeno.  
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Capítulo 1. Respuestas a sequía de leguminosas 

I. Evaluación de respuestas a sequía y calor mediante el uso de 

leguminosas forrajeras con tolerancia estival contrastante 

Las respuestas mencionadas en la Introducción están bien documentadas para 

diversas especies de plantas sometidas a un solo tipo de estrés. Sin embargo el efecto 

producido por la combinación de estreses ha sido escasamente evaluado. En esta 

sección, que trata sobre el estrés combinado en leguminosas, se presenta un artículo 

(Signorelli et al., 2013a) y un capítulo de libro (Signorelli et al., 2015).  

En general la sequía se establece principalmente en verano, por lo que las altas 

temperaturas acompañan al déficit hídrico en el establecimiento del estrés. En el 

artículo que se presenta a continuación se evaluaron las respuestas producidas por la 

combinación de déficit hídrico y alta temperatura en Lotus corniculatus (lotus) y 

Trifolium pratense (trébol), leguminosas forrajeras ampliamente utilizadas en 

praderas para alimentar ganado. Si bien trébol es más productivo que lotus, éste tiene 

mayor tolerancia estival, por lo que estas leguminosas con características diferentes 

se usaron como contrastantes en la respuesta a sequía y calor. Las plantas se 

sometieron a la combinación de déficit hídrico y alta temperatura (1 h a 42 °C) 

durante 5 días, para simular las condiciones de verano, y se midieron parámetros 

bioquímicos y fisiológicos con el fin de explicar la diferente tolerancia-sensibilidad. 

Los resultados mostraron que estas leguminosas responden diferente en el control de 

la pérdida de agua, la acumulación de prolina, la capacidad antioxidante enzimática y 

la funcionalidad del fotosistema II. En lotus, a diferencia de trébol, en condición de 

sequía se indujeron las enzimas Mn-SOD y Fe-SOD. A su vez en trébol la actividad 

SOD total fue inferior a la de lotus. En este último la actividad fotosintética fue 

afectada por la combinación de estreses, lo que sugiere un proceso de foto-inhibición 

que se acompañó de la degradación de la proteína D2. Nosotros proponemos que 

descender la actividad fotosintética sin entrar en marchites permanente puede ser 

una ventaja de lotus en la disipación de la energía lumínica no utilizada y en la 

economía del agua, lo que le confiere más tiempo para una eventual rehidratación y 
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así una mayor tolerancia.  

Por otra parte la sequía y/o el calor indujeron la acumulación de prolina en lotus, la 

especie más tolerante, mientras que trébol acumuló prolina sólo cuando la sequía se 

estableció en ausencia de calor. En la medida que con estrés combinado lotus 

acumuló prolina y toleró un día más el estrés que trébol, que no acumuló, podría 

hacer pensar que la acumulación de prolina confiere tolerancia al estrés combinado. 

Sin embargo otros aspectos como la diferente área foliar, conductancia estomática, 

actividad del fotosistema II, entre otras, pueden explicar diferencias en la 

tolerancia-sensibilidad. De esta forma, es demasiado especulativo explicar la 

tolerancia-sensibilidad a partir de la acumulación diferencial de prolina.  
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Supplementary information 

 

 
Figure S1. SOD isoforms profile under drought and heat-drought stress combination with (KCN 
and H2O2) and without inhibitors. C, Control; D, Drought; H, Heat at 42ºC; D + H, Drought + 
Heat at 42ºC. 40 μg and 200 μg of protein were loaded in lotus and clover respectively.  

 

 

 

Figure S2. D2 proteins of lotus subjected to stress conditions. Western blots were performed 
by loading 30 µg of chloroplastic protein of each treatment. C, Control; D, Drought; H, Heat 
at 42 ºC; D + H, Drought + Heat at 42 ºC. Numbers on the left side indicate molecular weight 
in kDa. 
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Table S1. 

Table S1. Heat and drought effects on the 

maximum quantum efficiency (Fv/Fm) of 

lotusand clover. C, Control; D, Drought; H, 

heat at 42 ºC; D + H, Drought and heat at 42 

ºC. ND: No data. Values are means ± SD of at 

least three biological replicate measurements. 
 

  Lotus Clover 
Treatment Day Fv/Fm Fv/Fm 

C 

1 0.87 ± 0.01 0.88 ± 0.01 
2 0.87 ± 0.01 0.86 ± 0.01 
3 0.87 ± 0.02 0.87 ± 0.02 
4 0.85 ± 0.02 0.87 ± 0.01 
5 0.87 ± 0.02 0.86 ± 0.01 

D 

1 0.86 ± 0.01 0.86 ± 0.01 
2 0.86 ± 0.01 0.87 ± 0.02 
3 0.86 ± 0.01 0.86 ± 0.02 
4 0.85 ± 0.01 0.85 ± 0.03 
5 0.86 ± 0.01 0.85 ± 0.02 

H 

1 0.85 ± 0.02 0.83 ± 0.03 
2 0.85 ± 0.02 0.80 ± 0.05 
3 0.86 ± 0.01 0.80 ± 0.03 
4 0.85 ± 0.01 0.77 ± 0.08 
5 0.85 ± 0.02 0.77 ± 0.04 

D+H 

1 0.88 ± 0.02 0.82 ± 0.03 
2 0.86 ± 0.01 0.76 ± 0.08 
3 0.86 ± 0.01 0.75 ± 0.03 
4 0.82 ± 0.03 0.79 ± 0.02 
5 0.47 ± 0.15 ND 
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II. Respuestas a sequía en una leguminosa modelo 

 1. Uso de un transgénico para evaluar la funcionalidad de la prolina 

El utilizar mutantes o silenciantes para genes que participan en la biosíntesis de 

prolina es una aproximación más concreta que la comparación de distintas especies 

para evaluar la participación de esta molécula en el estrés. Para eso en nuestro 

laboratorio se generó un transgénico de L. japonicus (Sainz et al., 2008) con el fin de 

silenciar un gen p5cs y de este modo impedir la acumulación de prolina. La secuencia 

que se insertó para generar el RNAi fue obtenida a partir de un blast de una 

secuencia p5cs de Arabidopsis thaliana sobre el genoma de L. japonicus.  

Materiales y Métodos 

 Material vegetal  

Las semillas de L. japonicus (Regel) Larsen cv. Gifu fueron cedidas por la Ing. Agr. M. 

Rebuffo, INIA La Estanzuela, Uruguay. Las 12 líneas transgénica silenciantes de L. 

japonicus fueron cedidas por la Dra. Martha Sainz (Sainz et al., 2008). Los 

transgénicos llevan una construcción para generar un RNAi del gen p5cs, bajo el 

promotor constitutivo 35S del virus del mosaico del coliflor. En la figura 6 se 

esquematiza la construcción insertada en el plásmido. 

 

 

Figura 6. Construcción de silenciamiento. El vector binario pH7GWIWG2(I),0 

lleva fragmentos del gen p5cs de L. japonicus bajo el promotor fuerte 35S, genes de 

resistencia a higromicina (Hyg), estreptomicina (Sm) y espectinomicina (SpR). LB y 

RB (borde izquierdo y derecho del transposón respectivamente) y el intrón de la 

chalcona sintasa. 
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 Condiciones de crecimiento 

Las semillas se esterilizaron superficialmente en alcohol 96° GL durante 1 min, con 

un enjuague con agua estéril, seguido por 3 min en hipoclorito de sodio al 20% (v/v), 

y 5 lavados sucesivos de 5 min en agua estéril. Las semillas germinaron a 25°C por 5 

días en placas de Petri con agar-agua al 0,7 %, estéril. Las plantas crecieron en 

macetas que contenían arena:vermiculita (1:1) y solución nutritiva Rigaud y Puppo 

(Rigaud and Puppo, 1977) estéril cuya composición aparece a continuación. Las 

plantas crecieron durante 35 días en condiciones controladas con ciclos de 18/8 h 

luz/oscuridad y una densidad de flujo de fotones de 200 μmol . m-2 . s-1.  

La solución Rigaud y Puppo (1977) se preparó de la siguiente forma:  

 

Macroelementos     (g/L)   

K2SO4    0,174   

KH2PO4    0,068   

K2HPO4    0,044   

MgSO4.7H2O  0,123   

CaSO4    0,120 

KNO3    0,505 

 

Se ajustó a pH  7,5. 

Microelementos   (mg/L) 

EDTA-Fe    25  

Na2MoO4.2H2O  0,11 

H3BO3    2,85 

CuSO4.5H2O   0,2 

ZnSO4.7H2O   0,55 

MnSO4.H2O   3,07 

 

 

 Imposición de déficit hídrico 

El déficit hídrico se impuso por inmersión de los foliolos en una solución de 

polietilenglicol 8000 (PEG) al 30% en agua destilada (p/v). Esta solución genera un 

potencial hídrico de -1,5 Mpa. Como control se incubaron foliolos en placas de Petri 

con agua destilada. Los foliolos se mantuvieron durante 18 y 24 h en ambas 

condiciones, y se lavaron con agua destilada para remover el PEG inmediatamente 

antes de realizar las extracciones de ARN y prolina.  

  Extracción y cuantificación de Prolina 

La extracción se realizó según (Chares and Phan, 1990) con modificaciones. Los 

foliolos se congelaron en nitrógeno líquido y se molieron en mortero. Se tomaron 

entre 50-100 mg de muestra y se maceró en microtubos con 800 µL de 

metanol-cloroformo-agua (MCA, 12:5:1). El homogeneizado se centrifugó a 5.000 x g 
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2 min a temperatura ambiente. Al sobrenadante se le adicionó 200 µL de cloroformo, 

300 µL de agua destilada y se centrifugó a 5.000 x g 1 min. La fase superior (acuosa) 

se usó para la determinación de prolina, que se determinó según (Troll and Lindsley, 

1955) con modificaciones. La totalidad del volumen de la fase acuosa se pasó a un 

tubo con tapa y se agregó 1 mL de ácido acético y 1 mL de ninhidrina ácida, 

consistente en H3PO4 6 M, ácido acético 12,6 M y ninhidrina 0,14 M. Se calentó en 

baño de agua a 90 °C durante 1 h y se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

Seguidamente se adicionó 1 mL de tolueno, se agitó vigorosamente durante 5 min y 

se dejó decantar aproximadamente 12 h, hasta la formación de dos fases. Para 

cuantificar la prolina se tomaron muestras de la fase superior y se leyó la absorbancia 

a 515 nm. Como blanco se utilizó tolueno. La curva patrón se construyó con 

soluciones de prolina entre 0 y 120 nmoles . mL-1. Las determinaciones se realizaron 

por triplicado de cada réplica biológica.  

 Expresión de genes por qRT-PCR 

Los foliolos congelados en nitrógeno líquido se molieron en mortero y el ARN se 

extrajo según las instrucciones del fabricante del kit “Isolate RNA kits” (Bioline) para 

ARN de plantas.  

Para eliminar el ADN las muestras se trataron con DNAsa (New England Biolabs). 

Para ello se resuspendió 10 µg de RNA en 1X “DNase I Reaction Buffer” hasta un 

volumen final de 100 µL. Se agregó 2 unidades de DNAsa, se mezcló suavemente y se 

incubó a 37° C 10 min. Se agregó 1 µl de EDTA 0,5 M (concentración final, 5 mM) y se 

incubó a 75° C durante 10 min para inactivar la DNAsa. Para la obtención de cDNA a 

partir del RNA se siguieron las instrucciones del fabricante del kit “SuperScriptTM III 

First-Strand Synthesis System for RT-PCR” (Invitrogen).  

Para la PCR en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) se siguieron las instrucciones del 

fabricante del kit “QuantiFast SyBR Green RT-PCR” (QIAGEN). 

Los primers utilizados fueron: 

LjUBC4 (housekeeping) 

chr5.CM0956.27F  TTCACCTTGTGCTCCGTCTTC  

chr5.CM0956.27R  AACAACAGCACACACAGACAATCC  
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LjP5CS1 

chr1.CM0147.99F  CCCGTGGCCCTGTAGGAGT 

chr1.CM0147.99F  TCCCGTCCCTCTCAATATCCA 

 

LjP5CS2 

chr2.CM0011.16F   GACAGTGCGGCTGTTTTTCAC 

chr2.CM0011.16R  GTCCGAATAGTGCCCCATCA 

 Análisis estadístico 

Se realizó el análisis de varianza de los resultados utilizando el test de Tukey’s a un 

nivel de p ≤ 0,05. 

 

 Resultados y Discusión 

Identificación de potenciales secuencias p5cs en el genoma de L. 

japonicus 

Para estudiar la expresión de los genes p5cs en L. japonicus primero se debió analizar 

las posibles proteínas P5CS en la base de datos. Para ello se identificaron en el NCBI 

(National Center for Biotechnology Information) las secuencias proteicas para P5CS 

A y P5CS B de A. thaliana. Estas secuencias se alinearon con las secuencias proteicas 

de L. japonicus a través de un Blastp y se obtuvieron 10 secuencias para cada Blastp 

(ver apéndice). Estas 10 secuencias eran las mismas en ambos blastp y sólo diferían 

en el score de similitud. A partir de las secuencias proteicas se buscó la secuencia de 

nucleótidos en el ADN que codificaba para estas proteínas, así como su localización 

cromosómica. Al analizar las secuencias se observó que 8 de ellas eran EST que 

pertenecían a las otras 2 secuencias encontradas con mayor score de similitud (ver 

apéndice). A la secuencia de L. japonicus que alineó mejor con la p5cs A inducible de 

A. thaliana se la llamamos Ljp5cs 1 y a la que alineó mejor con la p5cs B constitutiva 

de A. thaliana la llamamos Ljp5cs 2. Estos resultados indican que cada gen p5cs de A. 

thaliana tiene su homólogo en L. japonicus. Para cuantificar el nivel de expresión de 

estos genes por qRT-PCR se diseñaron primers específicos. En el apéndice se 

encuentran las secuencias de las proteínas y la secuencia de nucleótidos de Ljp5cs 1 y 

Ljp5cs 2 de L. japonicus. 
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 Expresión de genes p5cs en plantas transgénicas 

De las distintas líneas transgénicas construidas para silenciar el gen p5cs por RNAi, 

se seleccionaron 3 líneas para este análisis. Dos de ellas fueron elegidas por ser las 

que acumulaban menos prolina (líneas 15 y 16) y la otra por ser de las pocas líneas 

cuyas plantas no presentaban problema para producir semillas (línea 33), lo que 

permitiría seguir trabajando con ella.  

Los foliolos de las líneas seleccionadas y del salvaje se sometieron a déficit hídrico 

impuesto por PEG 30 % y se determinó la concentración de prolina acumulada a 18 y 

24 h. La figura 7 muestra el aumento de la concentración de prolina a las 18 y 24 h 

después de imponer el déficit hídrico.  

 

Figura 7. Concentración de prolina en foliolos. Condición control (C) y déficit hídrico (PEG) a 

18 y 24 h. wt, salvaje; 15, 16 y 33 líneas transgénicas. Los asteriscos indican diferencias 

significativas con el wt correspondiente al mismo tratamiento, para 3 medidas de una misma 

réplica biológica. 

A partir de los datos obtenidos, se decidió estudiar los niveles de expresión de las 2 

p5cs encontradas en L. japonicus en control y PEG a las 24 h. Los valores de 

expresión de los genes para la P5CS 1 y la P5CS 2 se muestran en la figura 8. Como se 

puede observar el gen Ljp5cs1 es inducible por déficit hídrico produciéndose un 

incremento en la expresión de 4 veces. En las líneas transgénicas también se indujo 

ese gen, sin embargo las cantidades fueron menores en ambas condiciones. Por lo 

tanto y como se esperaba, la P5CS 1 de L. japonicus, homóloga a la P5CS A de 

Arabidopsis, también es inducible.  
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La P5CS 2 no es inducible por déficit hídrico, ya que tanto en el salvaje como en las 

líneas transgénicas su expresión no se incrementó en PEG 30 % (Fig. 8). Esto se 

podía predecir porque el gen con mayor similitud en A. thaliana también es 

constitutivo. A su vez se observó que los valores de expresión en las líneas 

transgénicas son muy inferiores a los del salvaje, lo que evidencia que el RNAi 

silenció efectivamente el gen.  

 

Figura 8. Expresión de los genes Ljp5cs1 y Ljp5cs2. La expresión se determinó en condición 

control (C) y déficit hídrico a las 24 h (PEG24). Los asteriscos indican diferencias 

significativas con el wt correspondiente al mismo tratamiento, para 3 medidas de una misma 

réplica biológica. 

La tabla 1 muestra el porcentaje de silenciamiento obtenido en cada línea. En Ljp5cs2 

el silenciamiento promedio fue del 94 % tanto en condición control como en PEG 24 

h. Esos valores de silenciamiento son mayores a los obtenidos para Ljp5cs1, que llegó 

a un 32 % en situación control y un 41% en PEG 24 h. Esta diferencia se debió a que 

la secuencia del RNAi usado era la del gen Ljp5cs2, por lo que silencia eficientemente 

a este gen, pero en menor grado al gen Ljp5cs1 ya que tiene una similitud del 80%. 

Tabla 1. Silenciamiento de los genes p5cs1 y p5cs2 en las transgénicas. 

  % Silenciamiento 

  Ev.15 Ev.16 Ev.33 Media 

Ljp5cs1 
CRL 39.7 36.3 31.7 31.7 

PEG 24 63.9 19.1 41.3 41.3 

      

Ljp5cs2 
CRL 87.7 97.5 95.9 93.7 

PEG 24 93.6 89.2 98.2 93.7 

Si se compara la expresión de los dos genes Ljp5cs se observa que la expresión de 

Ljp5cs1 es mayor al de Ljp5cs2, figura 9. Esto hace que el efecto del silenciamiento 
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sea poco relevante, ya que no solo se silencia el gen constitutivo, sino que es el gen 

que menos se expresa de ambos. De esta forma, se pudo concluir que la enzima 

P5CS1 en L. japonicus es la principal responsable de la acumulación de prolina y por 

esto los transgénicos también acumularon prolina.  

 

Figura 9. Expresión de Ljp5cs1 y Ljp5cs2. Las expresiones son relativas al control de 

Ljp5cs1. C, Control; PEG24, PEG 30% durante 24 h. 

Estos resultados forman parte de un capítulo de libro que figura a continuación (Díaz 

et al., 2014).  

 Conclusiones 

 L. japonicus cuenta con 2 genes p5cs, uno inducible al que denominamos Ljp5cs1 

y otro constitutivo al que denominamos Ljp5cs2.  

 La imposición de estrés osmótico por PEG al 30 % durante 24 horas es suficiente 

para producir la inducción del gen Ljp5cs1 y este es el responsable de la 

acumulación de prolina observada en ese periodo. 

 Una similitud del 82% entre la construcción de RNAi y el gen a silenciar no es 

suficiente para obtener un silenciamiento adecuado. 

 Estas líneas transgénicas de L. japonicus no son adecuadas como herramienta 

para explicar el rol de la prolina en respuesta a estrés. 
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 2. Estrés nitro-oxidativo inducido por sequía en L. japonicus 

En esta tesis se caracterizó el estrés nitro-oxidativo que se genera en las líneas 

transgénicas de L. japonicus y el salvaje con el fin de determinar si la prolina protege 

frente al daño oxidativo, como es considerado en la literatura. Los resultados no 

mostraron diferencias en el daño nitro-oxidativo ni en la respuesta antioxidantes 

entre las líneas transgénicas y el salvaje. De todas formas no se pudo descartar la 

participación de la prolina en la defensa antioxidante porque las líneas transgénicas 

igualmente la acumularon. Sin embargo, los resultados relacionados al estrés 

nitro-oxidativo inducidos por la sequía en el modelo L. japonicus son de interés y 

forman parte del próximo artículo que se presenta (Signorelli et al., 2013b). Este 

artículo incluyó la evaluación del estrés nitro-oxidativo en raíz, un órgano poco 

estudiado que podría tener un rol importante en la percepción de la sequía. Los 

resultados muestran que la sequía produce un estrés nitro-oxidativo donde el estrés 

nitrosativo es mayor en raíces que en hojas y el estrés oxidativo es mayor en hojas 

que raíces. Esto se observó posteriormente en plantas de tomate sometidas a estrés 

salino (Manai et al., 2014). En ambos órganos se evidenció la acumulación de prolina 

en respuesta a estrés, probablemente por la sobreexpresión del gen Ljp5cs1 como se 

demostró en esta tesis. Las actividades de las enzimas GR, CAT y APX también se 

indujeron en ambos órganos a excepción de la APX en raíz cuya actividad disminuyó. 

Nuevas evidencias demostraron que la APX citosólica de arveja se inactiva al ser 

nitrada (Begara-Morales et al., 2014). Considerando esto y que determinamos 

nitración de proteínas en raíces de L. japonicus, es posible que el descenso de la 

actividad APX se deba a su nitración.  
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Capítulo 2. La prolina en la protección frente al daño nitro-oxidativo 

 

Debido a las limitaciones encontradas para evaluar la funcionalidad de la prolina 

mediante el uso de las líneas transgénicas, se recurrió a diferentes aproximaciones 

como el modelado químico y experimentos in vitro.  

 

I. La prolina no extingue al oxígeno singulete 

Con el fin de establecer si la prolina protege frente al oxígeno singulete (1O2) 

inactivándolo por quenching físico o reaccionando con éste por quenching químico, 

se evaluó si había consumo de O2 al poner a reaccionar prolina con 1O2, lo que 

indicaría que hay quenching químico. Esta determinación se hizo con un Oxygraph 

(Hansatech Instruments) que consiste en un electrodo de oxígeno polarográfico de 

tipo Clark. Al no observa consumo de oxígeno por esta técnica, se infería que se 

trataba de quenching físico. Sin embargo al hacer un ensayo de competitividad y ver 

que el la presencia de prolina no afectaba el consumo de oxígeno por un quencher 

químico, nuestros resultados sugerían que no había ningún tipo de quenching. Con 

técnicas más directas se logró verificar que la prolina no protege del 1O2 como se creía. 

Adicionalmente se logró dar una explicación a los resultados que llevaron a una 

interpretación incorrecta. 

Los resultados de este trabajo se presentan en el siguiente artículo (Signorelli et al., 

2013c). 
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II. Mecanismos de reacción entre la prolina y el radical hidroxilo 

 

Debido a la alta reactividad del radical hidroxilo (∙OH), realizamos estudios in silico a 

nivel cuántico para establecer los mecanismos de reacción entre este radical y la 

prolina y determinar los posibles derivados estables. Para ello se consideraron los 

ataques del ∙OH sobre los átomos de C del anillo de la prolina, ya que en distintos 

trabajos se propone que la reacción genera hidroxiprolina. 

En esta sección se presenta un artículo (Signorelli et al., 2014) que demuestra que el 

∙OH reacciona con la prolina, principalmente por abstracción de H formando agua y 

produciendo prolina radical. Las diferentes abstracciones tienen barreras energéticas 

muy bajas, lo que concuerda con la rápida constante de reacción determinada de 4,8 

x 108 dm3 . moL-1 . s-1 (Davies, 2005). Por otra parte los resultados demuestran que el 

∙OH ataca a la prolina preferentemente por la cara del grupo carboxilo. La prolina 

radical puede reaccionar con otro ∙OH, esta posibilidad fue evaluada para probar la 

factibilidad de la formación de hidroxiprolina. Nuestro trabajo concluye que 

efectivamente la producción de hidroxiprolina puede darse por la adición directa del 

∙OH y la prolina radical. También demostramos que una segunda abstracción de H 

puede ocurrir en presencia de ∙OH, y la barrera más baja fue encontrada cuando 

ocurre sobre el grupo NH2
+. Esta abstracción puede llevar a la formación de P5C el 

cual es convertido enzimáticamente a prolina. Esto nos llevó a proponer un ciclo 

Pro-Pro donde una prolina reacciona con 2 ∙OH y se transforma nuevamente en 

prolina con consumo de NADPH por la enzima P5CR.  

Si bien el ∙OH puede reaccionar con un amplio espectro de moléculas, la 

co-localización en el cloroplasto de éste con la prolina, la que alcanza la mayor 

concentración en dicho organelo (Büssis and Heineke, 1998), favorece el encuentro 

entre ambos y así las reacciones propuestas. 

El ciclo Pro-Pro apoya a dos de los roles que se le han asignado a la prolina, el 

proteger frente a ROS y el de amortiguador redox por consumo de NADPH en tejido 

fotosintético. De este modo nuestra evidencia acompaña a la propuesta actual sobre 

las múltiples funciones de la prolina.  
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III. Formación de GABA como consecuencia de las reacciones Pro - ∙OH 

 

Al caracterizar las reacciones entre el ∙OH y la prolina (Cápitulo 2, sección II) sólo se 

consideraron las abstracciones de H sobre los C, porque el objetivo era establecer la 

factibilidad de formación de hidroxiprolina. En el artículo que se presenta en esta 

sección se consideró la posibilidad de que el ∙OH realice la primera abstracción de H 

en el grupo NH2
+ (Signorelli et al., n.d.). Nuestros resultados demostraron que esta 

reacción tiene una barrera energética más baja que las abstracciones de H unidos a 

los C (3,0 kcal/mol vs 4,1-8,9 kcal/mol). De todas formas, cuando la energía de las 

barreras que compiten son menores a 4,5 kcal/mol no hay especificidad entre una u 

otra reacción, ya que todas se encuentran controladas por difusión. Lo que 

determinará que el ∙OH reaccione con el H de la prolina unido al N (3,0 kcal/mol) o 

con el H unido al Cγ (4,1 kcal/mol) se debe más a la orientación con la que se 

encuentren estas moléculas. A diferencia de lo que sucede cuando las abstracciones 

ocurren sobre los H unidos al C, el electrón desapareado no queda sobre el átomo que 

sufrió la abstracción, sino que se moviliza espontáneamente hacia el Cα produciendo 

la liberación del grupo carboxilo como CO2. La molécula producida es un pirrolín 

radical que mediante otra abstracción de H por ∙OH, u otra molécula, puede 

convertirse en el sustrato de la enzima Δ1-pirrolín deshidrogenasa que lo convierte en 

ácido γ-aminobutírico (GABA). La acumulación de esta molécula en plantas ocurre 

en diferentes condiciones de estrés, y al igual que a la prolina se han planteado 

diversas hipótesis sobre su rol durante el estrés.  

La vía principal de síntesis de GABA es a partir del glutamato por actividad de la 

glutamato deshidrogenasa. Nosotros proponemos una vía alternativa que incluye 

reacciones enzimáticas y no enzimáticas que colaboran con su acumulación, 

estableciendo una conexión entre GABA y prolina, dos moléculas que se acumulan 

durante el estrés en plantas. 

Por otra parte, la transformación de Δ1-pirrolín en GABA así como las reacciones 

derivadas de degradar GABA en el ciclo de Krebs, producen poder reductor en forma 

de NADH.H+ y FADH2. El consumo de NADPH requerido para la 
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síntesis-acumulación de prolina y la generación de NADH y FADH2 a partir de la 

formación y catabolismo del GABA contribuyen con una mejor distribución del poder 

reductor en la planta.  

Por último, considerando que las reacciones ∙OH - prolina ocurren principalmente a 

nivel cloroplástico, el CO2 liberado por la descarboxilación de la prolina, cuando el 

ataque ocurre sobre el grupo NH2
+, podría ser utilizado en la fijación de CO2 

aportando, aunque mínimamente, al mantenimiento de la actividad fotosintética.  

A su vez la fijación de CO2 consume poder reductor en forma de NADPH y de este 

modo se generan NADP+ para ser utilizado como aceptor final en el fotosistema 

evitando la generación de ROS por falta de aceptores de electrones fotosintéticos.  

Nuevamente estas evidencias aportan elementos para fundamentar la hipótesis de un 

rol multifuncional de la prolina, con participación a nivel de la actividad fotosintética, 

la homeostasis redox y en protección frente al daño oxidativo. 

 

 



 

114 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

115 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

116 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

117 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

118 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

119 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

120 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

121 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

122 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

123 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

124 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

125 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

126 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

127 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPITULO 2. La prolina en la protección frente al daño nitro-oxidativo 
 

128 
 

IV. La prolina en la protección frente al daño nitrosativo 

 

Cada año se publican trabajos que hacen referencia a la prolina como antioxidante. En 

muchos de ellos se la considera como un antioxidante no enzimático de bajo peso 

molecular, en la misma categoría que el glutatión y el ácido ascórbico (Bandurska et 

al., 2013; Dinakar et al., 2009; Erdal, 2012; Filippou et al., 2014; Huang et al., 2014; 

Iqbal et al., 2014; Sekmen et al., 2014; Semida and Rady, 2014; Wilson et al., 2014). 

En un trabajo publicado en PNAS Chen and Dickman (2005) proponen que la prolina 

es un potente antioxidante. Sin embargo el hecho de que la prolina no reaccione con el 

1O2, una especie más reactiva que la mayoría de ROS/RNS, pone en cuestionamiento 

dicha capacidad antioxidante. Además también hay evidencias de que la prolina tiene 

poca reactividad con el peroxinitrito (Alvarez et al., 1999), pero estas evidencias no 

han sido consideradas en el campo de las plantas.  

En el artículo que se presenta a continuación, que fue enviado para su publicación en 

Annals of Botany, se puso en evidencia que la prolina no protege frente al O2
∙-, ∙NO, 

ONOO- y ∙NO2. Estos resultados sumados a los del 1O2, nos permiten demostrar que el 

rol antioxidante que se le asigna a la prolina es marginal y sólo se limita a la 

protección frente al ∙OH.  

De todas formas no descarta que la acumulación de prolina pueda contribuir en la 

protección frente al daño oxidativo, algo que está propuesto en muchos trabajos.  

En el trabajo se busca aclarar que este efecto es poco probable que se deba a un rol 

antioxidante directo y se discuten distintos mecanismos por los cuales la 

acumulación de prolina contribuye a aliviar el daño oxidativo. 
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Abstract 

 Background and Aims: Proline (Pro) is accumulated in plants exposed to diverse 

types of stresses. In many of these stresses there is a nitro-oxidative component 

and for that reason, Pro has been considered to have antioxidant properties. This 

study evaluates whether Pro has the capacity to protect proteins against 

peroxynitrite, a molecule with a strong oxidant capacity which can mediate 

protein nitration.  

 Methods: Lotus japonicus leaf samples were exposed to SIN-1 

(3-morpholinosydnonimine), as peroxynitrite donor, in the presence and absence 

of 100 mM Pro. We measured the activity of NADP-dependent isocitrate 

dehydrogenase (NADP-ICDH), an identified protein susceptible to be nitrated, 

and the protein nitration profile. 

 Key Results: The presence of 100 mM Pro did not prevent enzymatic activity 

decay, suggesting that Pro did not protect against peroxynitrite. The protein 

nitration profile was not modified in presence of 100 mM Pro. However, the 

presence of 1 mM urate, a peroxynitrite scavenger, prevented protein nitration 

evidenced by NADP-ICDH activity and protein nitration profile.  

 Conclusion: Pro is not an efficient scavenger of peroxynitrite (ONOO-), 

superoxide (O2
•-), nitric oxide (•NO) and nitrogen dioxide (•NO2), revealing that 

this amino acid cannot protect against many ROS/RNS as has been extensively 

proposed. 

Keywords 

Antioxidant; scavenger; ROS; RNS; plant stress; proline; nitro-oxidative stress; 

superoxide; nitric oxide; peroxynitrite 
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Introduction 

Plants subjected to environmental stresses overproduce reactive oxygen species 

(ROS) and a family of nitric oxide (•NO) derived molecules, called reactive nitrogen 

species (RNS). When this overproduction occurs, nitro-oxidative damage and 

programmed cell death takes place (Corpas and Barroso, 2013; Serrano et al., 2012). 

In particular, •NO and superoxide (O2
•-) are rapidly combined to form peroxynitrite 

which is a potent oxidant molecule. In biological conditions the anionic form of 

peroxynitrite (ONOO-) coexists with its conjugated acid form (ONOOH), with a pKa ̴ 

6.8 (Carballal et al., 2014). Usually the term peroxynitrite refers to both peroxynitrite 

anion (ONOO-) and peroxynitrous acid (ONOOH) (Radi, 2012). Peroxynitrous acid 

spontaneously produces hydroxyl radical (•OH) and nitrogen dioxide (•NO2) by 

homolysis (Beckman et al., 1990). The presence of peroxynitrite in plant cells leads to 

protein nitration, by modification of tyrosine (Tyr) residues into 3-nitrotyrosine 

(Corpas et al., 2007), and nitration of unsaturated lipids producing nitroalkenes 

(Fazzari et al., 2014). On the one hand, it was demonstrated that protein nitration, 

developed in plants exposed to diverse abiotic/biotic stresses, can lead to the 

inactivation of specific proteins such as ferredoxin-NADP reductase (Chaki et al., 

2011a), carbonic anhydrase (Chaki et al., 2013), NADP-isocitrate dehydrogenase 

(NADP-ICDH) (Begara-Morales et al., 2013), NADH hydroxypyruvate reductase 

(Corpas and Barroso, 2013), superoxide dismutase (Mn- and CuZn-SOD) 

(Holzmeister et al. in press) and ascorbate peroxidase (Begara-Morales et al., 2014).  

On the other hand, plants accumulate proline (Pro) in response to many stress 

conditions, such as salinity, drought, heavy metals or UV-radiation, among others,  

reaching a concentration of over 160 mM (Barnnet and Naylor, 1966; Büssis and 

Heineke, 1998; Szabados and Savouré, 2010). Several hypotheses have been proposed 

to explain the role of Pro under stress (Dinakar et al., 2009; Kavi Kishor and 

Sreenivasulu, 2014; Rejeb et al., 2014; Szabados and Savouré, 2010). Some of them 

were put forward trying to find a link between Pro and ROS/RNS as both are 

produced upon exposure to stress conditions. Along that line of thought, it was 
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hypothesized that Pro acts as an antioxidant which could protect biomolecules from 

oxidative damage. Nowadays, it is known that some reactive species, like H2O2, O2
•- 

and •NO produce accumulation of Pro by inducing the expression of Pro biosynthetic 

genes and repressing its catabolic genes (Rejeb et al., 2014).  

Through different in vitro assays Pro was suggested to have antioxidant properties. In 

1989, Pro was shown to be an effective •OH scavenger by protecting against enzyme 

inactivation (Smirnoff and Cumbes, 1989). Later, it was proposed to have a protective 

role against singlet oxygen (1O2) (Alia et al., 2001, 1991). Then through an in vivo 

assay, Pro was proposed to have a potent antioxidant activity in yeast cells (Chen and 

Dickman, 2005). Using Arabidopsis knockout mutants for p5cs1, the osmotic 

inducible gene of Pro biosynthesis, it was observed that the imposition of salt stress 

produces greater accumulation of H2O2 and lipid peroxidation than that observed in 

wt plants (Szekely et al., 2008). These kinds of works raise the following question: Is 

Pro playing a role as an antioxidant by reacting with reactive species or through the 

protection or induction of detoxifying enzymes during stress? None of these 

properties have been unequivocally demonstrated yet (Trovato et al. 2008; Szabados 

and Savouré 2010; Signorelli et al. 2013a). Moreover, in case Pro acts as an 

antioxidant, why is there limited information about the reactivity of Pro and reactive 

species? Nevertheless, far from being questioned, every year many research papers 

consider or refer to Pro as a non-enzymatic low molecular weight antioxidant, in the 

same category as glutathione and ascorbic acid (Bandurska et al., 2013; Erdal, 2012; 

Huang et al., 2014; Semida and Rady, 2014; Wilson et al., 2014). 

Because of the absence of new and direct evidence on the protective role of Pro 

against reactive species and the mechanisms of reaction, very recently we evaluated 

the mechanisms in which Pro reacts with •OH and the products formed. The results 

revealed that proline can contribute to the scavenging of •OH by a Pro-Pro cycle 

without consumption of Pro (Signorelli et al., 2014). Also it was showed that when 
•OH attack to Pro by H-abstraction from the amine group, produces the 

decarboxylation of Pro and the product formed could contribute to the accumulation 

of GABA (Signorelli et al. in press). Along those lines, we also evaluated the 
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mechanism in which Pro could react with 1O2 and surprisingly we found that Pro does 

not quench 1O2 (Signorelli et al. 2013a) as was considered for many years. Taking 

into account that after •OH, 1O2 is the second most reactive specie compared with 

other ROS/RNS, this finding makes the role of Pro as scavenger of other ROS/RNS 

less reactive than •OH questionable.  

In this work, we evaluated the potential protective role of Pro against peroxynitrite, 

O2
•-, •NO and •NO2. Our results indicate that Pro does not protect against these 

reactive species, suggesting that the role of Pro as a general antioxidant needs to be 

reconsidered.  

Materials and Methods 

Plant material and crude extracts 

Lotus japonicus (Regel) Larsen cv. Gifu seeds were obtained from Ing. Agr. M. 

Rebuffo, INIA La Estanzuela, Uruguay. Plants were grown as described in Signorelli  

et al. (2013b). Leaf samples were collected and pooled from the first to the seventh 

expanded leaf. Then, leaves were frozen in liquid N2 and ground in a mortar with a 

pestle. The powder was suspended in a homogenizing medium composed of 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.4, 0.1 mM ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA), 5 mM 

dithiothreitol (DTT) and 0.2% (v/v) glycerol. Homogenates were centrifuged at 20,000 

x g for 20 min (4°C) and supernatants were used immediately for assays. Samples were 

passed through a desalting NAP-10 column (General Electric®) to remove low 

molecular weight compounds. 

Protection against protein nitration by Pro: treatments with SIN-1 

The molecule SIN-1 (3-morpholinosydnonimine) being a protein-nitrating compound, 

has been demonstrated to generate equimolar amounts of •NO and O2
•-, which reacts 

immediately to produce peroxynitrite (Daiber et al., 2004). Leaf extracts were 

incubated at 37 °C for 2 h with 0, 0.5 and 2.0 mM SIN-1 (Calbiochem) freshly made 

up before use. To evaluate the potential protecting effect of Pro, leaf samples 

incubated with SIN-1 were also supplemented with 100 mM Pro. As scavenger 

control, treated leaf samples with SIN-1 were also supplemented with 1 mM urate 

(Alamillo and García-Olmedo, 2001). All the samples were passed again through 
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desalting NAP-10 column to avoid any interference of SIN-1, Pro or urate with the 

following assays.  

Immune-detection of protein nitration  

Leaf samples (30 µg of protein) were separated by SDS-PAGE according to the 

method of Laemmli (Laemmli, 1970) in 12 % acrylamide slab gels (6 % for stacking). 

One gel was used to determine the protein load by staining with Coomassie Brilliant 

Blue G-250. For Western blot analysis, proteins were transferred to PVDF membranes 

with a semi-dry Trans-Blot cell (BioRad). Then, membranes were used in 

cross-reactivity assays with a commercial rabbit polyclonal antibody against 

3-nitrotyrosine (SIGMA) diluted 1:3000. For immuno-detection, an affinity-purified 

goat anti-(rabbit IgG)-horseradish peroxidase conjugate (Bio-Rad) and an enhanced 

chemiluminescence kit (Clarity Western ECL, Bio-Rad) were used. For detection of 

chemiluminescence on the membrane a digital imager was used (scanner C-DiGit, 

Li-Cor). 

NADP-dependent isocitrate dehydrogenase activity assay 

NADP-ICDH (EC 1.1.1.42) activity was determined spectrophotometrically by 

recording the reduction of NADP+ at 340 nm. The assay was performed with the 

different treatments, at 25 °C in a reaction medium containing 50 mM HEPES, pH 7.6, 

2 mM MgCl2, 0.8 mM NADP+. The reaction was initiated by the addition of 10 mM 

2R,3S-isocitrate as substrate (Leterrier et al., 2007). Protein concentration was 

determined using the Bio-Rad protein assay using BSA as standard. 

Statistical analysis 

An analysis of variance was performed with data from at least three independent 

experiments, and means from the results of experiments were compared using Tukey´s 

test at the p ≤ 0.05 level. 

 

Results 

To evaluate whether Pro can act as antioxidant and protect against protein nitration, L. 

japonicus leaf extracts were incubated with SIN-1, as peroxynitrite donor, in presence 

and absence of 100 mM Pro (Fig. 1).  
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Figure 1. Hypothetical protection of Pro to protein nitration. In the scheme we summarize 

the experimental design to evaluate the capacity of Pro to prevent the process of protein 

nitration. The molecule SIN-1 (3-morpholinosydnonimine) generates equimolar amounts of 
•NO and O2

•- which react to produce peroxynitrite, a strong oxidant molecule which can 

mediate nitration of tyrosine residues of proteins (NO2-Tyr-Protein). Urate is used as control 

because it is a recognized peroxynitrite scavenger. 

Recently, the enzyme NADP-ICDH was detected to be a target of nitration and it was 

demonstrated that this process caused an activity inhibition (Begara-Morales et al., 

2013). Therefore, this enzyme activity was measured to evaluate the potential 

protective effect of Pro on a specific protein. Figure 2 depicts the inhibitory effect of 

peroxynitrite on NADP-ICDH activity that ranges from 24 % with 0.5 mM SIN-1 to 

68 % with 2 mM SIN-1. When 100 mM Pro was added activity also was inhibited, 24 

% of inhibition with 0.5 mM SIN-1 and 55 % with 2 mM SIN-1. The addition of 1 

mM urate, which is well-known as a peroxynitrite scavenger, was enough to prevent 

the inhibitory effect of SIN-1 on NADP-ICDH activity (Fig. 2).  
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Figure 2. NADP-ICDH activity. Leaf samples were incubated with SIN-1 (0.5 or 2 mM) at 

37 ºC for 2 h in the absence or presence of 100 mM Pro or 1 mM urate. The specific activity 

of NADP-ICDH without any treatment (C, 100% activity) was 8.2 nmol NADPH . min−1 . 

mg−1 protein. Data are means ± SD of at least three replicates. Same letters indicate that no 

statistically significant differences (P < 0.05).  

Considering that Pro could not prevent the inactivation of NADP-ICDH activity, we 

evaluated the protein nitration profile to observe if this phenomenon occurred to all 

proteins. Because the inhibitor effects were greater at 2 mM SIN-1, we chose this 

concentration to perform the immunoblot analysis of leaf samples probed with an 

antibody against 3-nitrotyrosine.  The addition of SIN-1 caused a significant increase 

in protein nitration (Fig. 3, upper panel) and the addition of 100 mM Pro did not 

reduce it (Fig. 3, upper panel). In contrast, the addition of 1 mM urate to samples 

treated with SIN-1 clearly showed a protective effect against protein nitration since no 

immunoreactive bands were detected (Fig. 3, upper panel). The protein profile 

indicating an equal sample loading is shown in Figure 3 (lower panel).   
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Figure 3. Immunoblot analysis of L. japonicus protein extract with an antibody against 

nitrotyrosine. Upper panel, protein nitration profile obtained by incubation of leaf protein 

samples with SIN-1 (peroxynitrite donor) in the presence and absence of 100 mM Pro or 1 

mM urate. Lower panel, loading control of proteins stained with Coomassie Brilliant Blue 

G-250. 

Discussion 

Under certain stress conditions such as salinity or drought, higher plants can 

synthesize high levels of Pro in the milimolar range (Szabados and Savouré, 2010; 

Trovato et al., 2008). Considering that many of these stresses have a nitro-oxidative 

stress component, Pro has been suggested to have an antioxidant role (Bandurska et 

al., 2013; Dinakar et al., 2009; Erdal, 2012; Filippou et al., 2014; Huang et al., 2014; 

Iqbal et al., 2014; Sekmen et al., 2014; Semida and Rady, 2014; Wilson et al., 2014). 

We evaluated whether Pro can protect plant proteins against tyrosine nitration 

mediated by peroxynitrite, a NO-derived molecule which is a strong oxidant molecule 

(Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek, 2011; Ischiropoulos, 2003; Radi, 

2004). 

The molecule SIN-1 (3-morpholinosydnonimine) has been demonstrated to generate 

equimolar amounts of •NO and O2
•-, which reacts rapidly to produce peroxynitrite 

(Fig. 4) (Daiber et al., 2004). The use of SIN-1 is better considered than the direct use 

of peroxynitrite because it is more representative of a cellular context where •NO and 

O2
•- are present to form peroxynitrite.  

Our results showed that NADP-ICDH activity was reduced by the addition of 0.5 and 

2 mM SIN-1 (Fig. 2) which is in concordance with results observed for NADP-ICDH 

of pea (Begara-Morales et al., 2013). When the leaf sample was incubated 

simultaneously with SIN-1 and 100 mM Pro, the inhibitory effect of SIN-1 was not 

prevented (Fig. 2). As Pro could not prevent NADP-ICDH inactivation, this result 

suggests that Pro does not have a protective role against nitration. 

Because nitration does not occur by direct reaction of peroxynitrite and proteins we 

will described the nitration mechanism in order to analyse the putative scenarios in 

which Pro could establish a relationship with ROS/RNS (Fig. 4).  
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The anionic form of peroxynitrite (ONOO-) is in equilibrium with its conjugated acid 

form (ONOOH) which decays by homolytic cleavage to •NO2 and •OH  with a rate 

constant of 0.9 s-1 (Fig. 4, kb) (Ferrer-Sueta and Radi, 2009). In our experimental 

conditions, pH 7.4 and 37°C, peroxynitrite anion will be present in a proportion of 

80% (Carballal et al., 2014). This form reacts with CO2 with a rate constant of 1.6 × 

104 M−1 s−1 (Fig. 4, kc), at that temperature, and can yield CO3
•- and •NO2  (Denicola 

et al., 1996a). The radicals •NO2, •OH, and CO3
•- produced from peroxynitrite can 

react with Tyr residues to produce the tyrosyl radical (•Tyr) whit rate constants of 3.2 

× 105 M−1 s−1, 6.5 × 108 M−1 s−1 and 4.5 × 107 M−1 s−1, respectively (Fig. 4, kc, kd and 

ke) (Radi, 2012).  Once •Tyr is produced through any of these pathways, a •NO2 can 

be added to form 3-nitrotyrosine with a rate constant of 3.0 × 109 M−1s−1 (Fig. 4, kg) 

(Radi, 2012). Uric acid rapidly reacts with •OH and •NO2, with rate constants of 1.0 × 

109 M−1s−1 and 1.8 × 107 M−1s−1, respectively (Simic and Jovanovic, 1989) and 

therefore it can completely inhibit protein nitration (Fig. 4, Uric acid).  

Our results demonstrated large amounts of Pro (100 mM) cannot prevent protein 

nitration in crude extracts of L. japonicus leaves (Fig. 3). If Pro reacted directly with 

peroxynitrite it would reduce protein nitration by reducing the formation of •OH, 

CO3
•- and •NO2 (Fig. 4, Scenario 1). Since it did not happen (Fig. 2 and 3) we 

conclude that Pro does not react efficiently with peroxynitrite, and this result is in 

accordance with in vitro assays which showed that Pro had poor reactivity with 

peroxynitrite (Alvarez et al., 1999).  

Considering that Pro reacts with •OH with a rate constant of 4.8 x 108 M−1s−1 (Davies, 

2005), half of that of uric acid, formation of •Tyr by •OH would be reduced, explaining 

the slight reduction in protein nitration observed in presence of Pro (Fig. 3). However, 

in case Pro does not react with CO3
•- or •NO2, •Tyr will be formed and a •NO2 could 

be added to it, unless Pro reacts with •NO2. Because nitration is observed in presence 

of Pro, we concluded that Pro does not protect against •NO2 and so Scenario 2 of 

figure 4 is unlikely to happen.  
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Figure 4. Putative scenarios to analyse protection against RNS/ROS by Pro. At the top 

we represented the Tyr nitration mechanism by SIN-1 in absence of scavengers. ka, 4.3 x 

109M−1 s−1; kb, 0.9 s-1; kc, 1.6 × 104 M−1 s−1; kd, 3.2 × 105 M−1 s−1 for •NO2 and Tyr; ke, 6.5 × 

108 M−1 s−1 for •OH and Tyr; kf, 4.5 × 107 M−1 s−1 for CO3
•- and Tyr; kg, 3.0 × 109 M−1s−1. Uric 

acid protection of Tyr niration by scavenging of •NO2 and •OH (marked in green). Below we 

represented four putative scenarios in which Pro could avoid nitration of Tyr by the 

scavenging of different molecules (marked in red). Scenario 1, if Pro reacted with 

peroxynitrite the formation of radicals compounds that form •Tyr would be reduced. Scenario 

2, if Pro reacted with •NO2, nitration of •Tyr would be reduced. Scenario 3, if Pro scavenged 

O2
•-, formation of peroxynitrite would be reduced. Scenario 4, if Pro scavenged •NO, 

formation of peroxynitrite would be reduced. 

Finally, although O2
•- and •NO react very fast, with a rate constant of 4.3 x 109 M-1 s-1 

(Fig. 4, ka) (Goldstein and Czapski, 1995), the concentration of these molecules in 

this experiment cannot reach more than the µM range, while Pro concentration is 100 

mM (at least 1000-fold grater). So a hypothetical rate constant for the reaction of Pro 
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and these molecules in the order of 106 M-1 s-1 would compete with the formation of 

peroxynitrite. Several plant phenols such as delphinidin, epicatechingallate, myricetin, 

rutin, quercetin, gallic acid and proanthocyanidins have rate constants for reaction 

with O2
•- greater than 106 M-1 s-1, i.e. 2.9 x 107 M-1 s-1 for proanthocyanidins (Taubert 

et al., 2003). A good scavenger of O2
•- or •NO, like the molecules mentioned above, 

would reduce the formation of peroxynitrite and eventually protein nitration (Fig. 4, 

Scenario 3 and 4 respectively). So as Pro could not prevent protein nitration, we can 

conclude that Pro does not have the capacity to protect against neither O2
•- nor •NO. 

This partly explains the absence of evidence for rate constants between O2
•- or •NO 

and Pro at physiological conditions.  

In accordance with the results of our in vitro assay, in vivo experiments were carried 

out to elucidate the protective mechanisms of Pro against saline stress (NaCl 200 

mM), revealing that exogenous Pro (20 mM) did not change O2
•- or •NO levels in 

tobacco Bright Yellow-2 cells (Banu et al., 2010).  

In summary, our work shows that Pro does not prevent protein nitration and only 

would contribute to reduce •OH toxicity. In a plant cellular context there are many 

low molecular weight compounds which can also react non-specifically with •OH. In 

this assay low molecular weight compounds of crude extract were removed 

maximizing the protective role of Pro against •OH. In addition, peroxynitrite in vivo 

can react directly with several molecules with relatively high rate constants, much 

higher than the homolysis rate constant, so that the contribution of the •OH pathway to 

peroxynitrite toxicity in a cellular context is minimal, and it is considered that most 

peroxynitrite will react before homolyzing (Alvarez and Radi, 2003). These facts 

reveal that the cellular context poses a greater challenge for Pro than in vitro 

experiments to prevent protein nitration. 

Instead, it is known that Pro contributes to maintaining an adequate redox balance 

(Sharma et al., 2011). Its biosynthesis generates NADP+, which can be used as final 

acceptor of electrons in the photosynthetic electron chain (Hare et al., 1998).  Also 

the Pro-Pro cycle, produced in the scavenging of •OH by Pro, contributes to NADP+ 

regeneration (Signorelli et al., 2014). In this way, increased availability of NADP+ by 
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Pro accumulation would reduce ROS formation by photosynthetic electron leakage. 

Lower production of ROS in chloroplasts would result in lower damage of the 

photosynthetic machinery and therefore in greater tolerance to the stress condition. In 

contrast, Pro accumulation is known to activate the Pro-P5C cycle which produces 

ROS by electron leakage in mitochondria (Miller et al., 2009). However, recent 

evidence suggested that the production of ROS via activation of Pro-P5C cycle may 

induce antioxidant enzymes giving more tolerance to stress conditions 

(Khavari-Nejad et al., 2013). 

Returning to our question, we consider that it is more likely that Pro accumulation 

alleviates oxidative damage due to reduction of ROS production in chloroplasts 

and/or the induction of antioxidant enzymes than because it has antioxidant 

properties. 

 

Conclusions 

Briefly, Pro is not an efficient scavenger of peroxynitrite, •NO, O2
•- and •NO2. Further 

investigation will be required to understand how Pro accumulation can mitigate 

oxidative damage in stress conditions, either by reducing ROS formation or inducing 

the expression of antioxidant enzyme genes but not as a general antioxidant. 
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CONCLUSIONES 

Capítulo 1. Respuestas a sequía de leguminosas 

 En las leguminosas forrajeras trébol y lotus, la respuesta antioxidante enzimática 

y la actividad del fotosistema II contribuyen a explicar su diferente 

tolerancia-sensibilidad a la sequía cuando las temperaturas son altas. 

 En estreses combinados las respuestas de las leguminosas son variadas, con 

efectos aditivos, sinérgicos e incluso antagónicos, comparados a cuando se establecen 

de manera individual. Como la sequía y altas temperaturas por lo general ocurren 

simultáneamente, es necesario evaluar las respuestas de la planta en esa condición. 

 En L. japonicus se identificaron 2 genes que codifican para P5CS, enzimas que 

participan de la vía de síntesis de prolina: Ljp5cs1 inducible en condición de estrés 

osmótico y responsable de la acumulación de prolina y Ljp5cs2 constitutivo. 

 La sequía induce estrés nitro-oxidativo diferencial en L. japonicus: mientras que 

en raíces es mayor el daño nitrosativo, en hojas es mayor el oxidativo. 

Capítulo 2. La prolina en la protección frente al daño nitro-oxidativo 

 El rol antioxidante de la prolina debe ser reconsiderado en la medida que no 

protege frente al oxígeno singulete, superóxido, óxido nítrico, peroxinitrito ni dióxido 

de nitrógeno. Estas evidencias permitirán orientar el planteo de nuevas hipótesis 

sobre el rol de la prolina en plantas. 

  La protección que ofrece la prolina como antioxidante está dada por la 

capacidad de captar al ∙OH, lo que se ve favorecido por la concentración que alcanza 

la prolina en condiciones de estrés.  

 Propusimos un ciclo, al que denominamos Pro-Pro, que capta 2 ∙OH y permite la 

regeneración de NADP+ el cual contribuye a mantener la actividad fotosintética y 

disminuir la generación de ROS por fuga de electrones. 

 En plantas el GABA se produce por la acción de la glutamato decarboxilasa.  

Nosotros relacionamos la síntesis y acumulación de GABA con la prolina, a través de 

otra vía que consiste en la descarboxilación de la prolina por reacción de esta con ∙OH 

sobre su grupo amino, seguida de dos reacciones. 
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APENDICE 

Potenciales secuencias p5cs en L. japonicus 

Secuencias proteicas de L. japonicus homologas a la P5CS A (717 aa) de A. thaliana: 

 

                                                    Score   E 

Sequences producing significant alignments:           (bits) Value 

chr1.CM0147.210.r2.m - phase: 0                           915    0.0    

chr2.CM0011.280.r2.m + phase: 0                          648    0.0    

LjSGA_032463.1 + phase: 0 /pseudo/partial               377    e-104  

LjSGA_006172.2 + phase: 2 /partial                         354    8e-98  

chr2.CM0803.760.r2.m - phase: 2 /partial                    216    3e-56  

chr4.CM0179.70.r2.a - phase: 0 /partial                      204    7e-53  

LjSGA_045289.1 + phase: 0 /pseudo/partial                 202    5e-52  

LjSGA_136569.1 - phase: 1 /pseudo/partial                  169    3e-42  

LjSGA_053689.1 - phase: 2 /partial                          121    1e-27  

LjSGA_068114.2 - phase: 1 /partial                           117    2e-26  

 

Secuencias proteicas de L. japonicus homologas a la P5CS B (726) de A. thaliana: 

 

                                                    Score   E 

Sequences producing significant alignments:           (bits) Value 

chr1.CM0147.210.r2.m - phase: 0                928  0.0    

chr2.CM0011.280.r2.m + phase: 0                       666  0.0    

LjSGA_032463.1 + phase: 0 /pseudo/partial            388  e-108  

LjSGA_006172.2 + phase: 2 /partial                    352  4e-97  

chr2.CM0803.760.r2.m - phase: 2 /partial              226  2e-59  
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chr4.CM0179.70.r2.a - phase: 0 /partial                     215  4e-56  

LjSGA_045289.1 + phase: 0 /pseudo/partial                206  3e-53  

LjSGA_136569.1 - phase: 1 /pseudo/partial                  179  3e-45  

LjSGA_053689.1 - phase: 2 /partial                          124  1e-28  

LjSGA_068114.2 - phase: 1 /partial                          119  3e-27  

 

Secuencia Ljp5cs 1: 

>chr1.CM0147.210.r2.m - phase: 0 

ATGGATCCTACCCGAGCTTTTGTCAAGGGTGTCAAGCGTGTTGTCGTCAAGGTTGGAACAGCTGTGGTT

ACTCGAAGTGATGGAAGATTAGCATTGGGAAGAATAGGAGCTCTCTGTGAGCAGCTTAAAGAACTAAAT

ATGAAGGGGTATGAGGTTATATTGGTGACTTCAGGTGCAGTTGGTCTTGGCCGCCAAAGACTAAGATAT

CGCAGATTAGCCAATAGCAGCTTTTCTGATCTTCAGAAGCCGCAAGGAGAACTTGATGGCAAAGCATGT

GCAGCTGTTGGGCAGAGTAGTCTCATGGCCCTATATGATATCATGTTTAGCCAGCTTGATGTGACTTCA

TCCCAACTTCTAGTGAATGATGGGTTTTTTAGGGATACAGGTTTCAGAAAACAACTATCAGATACTGTG

AACTCATTATTAGATTTAAGGGTTATCCCCGTTTTCAATGAAAATGATGCTGTTAGTACTAGGAAGGCA

CCATATGAGGATTCTTCTGGAATATTCTGGGATAATGACAGCTTGGCTGGTCTATTGGCTCTGGAACTT

AAAGCTGACCTCCTTGTTTTATTGAGTGATGTTGAGGGCCTTTACAGTGGCCCTCCAACTGATCCAAAG

TCAAAGTTAATTCACACATATGTAAAAGAAAAACATCAAACAGAAATTACTTTTGGAGACAAGTCAAGA

TTGGGAAGAGGTGGTATGACTGCCAAAGTTAATGCTGCTGTTTGCTCTGCCTATGCTGGCACACCTGTG

ATTATTACTAGTGGCTATGCAACAAATAACATCATGAGAGTGCTTCAAGGAGAAAAAATTGGTACTGTC

TTTCATAAAGATGCTCATATGTGGACCAGCATAAAGGAAGTGAGTGCACATGAAATGGCAGTTTCCGCA

CGTGATAGTTCTAGAAGACTTCAGATTCTAAATTCTGAAGAGAGGAGGCAAATATTGCTAGATATGGCT

GATGCATTAGAGAATAATGATAGTATGATAAGGCTTGAGAATGGAGCTGATGTTGCTGATGCAGAAGAG

GCTGGATATGAGAAATCATTGATATCACGTTTAACCCTGAGACCCGAAAAGATGTCTAGTCTTGTAAAG

TCTGTTCGCATGCTGGCAGACATGGAAGAACCCATTGGTCAGATGATAAAGAGAACTGAGCTAGCAGAT

GAACTCATCCTGGAGAAAATATCATGTCCTTTGGGTGTATTTCTGGTTATATTTGAGTCTCGGCCTGAT

GCTCTTGTTCAGATAGCTGCATTGGCAATAAGAAGTGGAAATGGTTTACTGCTTAAAGGAGGAAAGGAA

GCCAAACGGTCAAATGCAGTCCTACACAAGGTCATTACATCAGTTATTCCTGATAAAGTTGGTAACAAA

CTTATCGGGCTTGTAACTTCAAGAGAAGAAATTCCAGATCTGCTCAAGCTTGATGACGTGATAGATCTT

GTGGTCCCTAGAGGCAGTAGTAAACTTGTTTCTCAAATCAAGGCTTCAACAAGGATTCCTGTTCTTGGT

CATGCTGATGGAATATGCCATGTATATGTTGATAAAACAGCTAATATGGATATGGCAAAGAAGATTGTT

AGGGATGCAAAGGTTGATTATCCTGCAGCATGCAATGCAATGGAAACCCTTCTTGTACACAAAGATCTA

TCAGAAAATGGTGGACTTGAAGAACTTGTTGCTGAACTCCAACGTGAAGGTGTTCAACTATATGGTGGA

TCAAAAGCTAGTGCCTTGTTAAATATCACTGAAGCAGACACTTTTCATCATGAGTATAGTTCACTGGCT

TGTACAGTTGAAATTGTAGATGATGTATCTGCTGCCATTAACCACATACATGAACATGGAAGTTCTCAT

ACTGAATGCATTGTTACAGAAGACTGTGAAGTTGCTAAAACTTTCTTAAGTCAAGTTGACAGTGCTGCT

GTATTCCACAATGCAAGTACAAGGTTTTGTGATGGAGCACGCTTTGGGCTTGGTGCAGAGGTTGGAATA

AGCACAAGCAGAATTCATGCCCGTGGCCCTGTAGGAGTTGAGGGGTTATTATCAAATAGATGGATATTG

AGAGGGACGGGACAAGTGGTAGATGGCGATCGAGGGGTCACTTATACTTACAAGGAACTGCCAATAAAA

GCATAA 
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ATGTTTCTGCAGGATTCTTCTGGAATATTTTGGGATAATGATAGTTTATCTGCTTTATTGGCTCTGGAG

TTACAAGCCGATCTTCTTGTTTTGTTGAGTGATGTTGAAGTCTTTATATTGGCCCTCCAATCTAGGGTG

GGAAGAGGTGGAATGACAGCCAAAGTAAAAGCTGCTGTTCATGCTGCTGAGGCTGGCATTCCTGTTATT

ATTACCAGTGGTTTTGCAGCTGAAAGCATCATTAACATTCTCCAAGGACAACGTATTGGAACCCTCTTC

CATAAAGATGCACATGAGTGGACCCCATTAAAAGAGGTTGATGCACGCGAGATGGCTGTTGCAGCCCGG

GAATGTTCCAGACGGCTTCAGGCATTATCTTCAGAAGAGAGGAAACAAATTTTACTAAAAATAGCTGAT

GCGCTGGAAGCAAATGAAAAAGTGATCAAGAATGAAAATGAAGCTGATATAGCTTCTGCACAGCAAGCA

GGATATGAAAAATCTTTGGTGGCTAGGCTAGCTTTAAAACCTGTGAAGATTGAAAGCCTTGAGAACAAC

TTGCGAATTATTGCAAATATGGAAGAACCAATTGGCCAAGTATTAAAACGAACTGAGCTTTCAGATGGG

CTAATTTTGGAGAAAACATCATCTACTTTGGGAGTTCTCCTGATTGTTTTTGAGTCTCACCCTGAGGCA

CTAGTACAGAGAGCTTCCTTGGCAATCAGAAGTGGGAATGGACTTCTCTTGAAAGGAGGCAAGGAAGCT

TTGCGATCAAATGCAATTTTGCACAAAGTAATTACTGAAGCCTTACCAGATACTGTTGGTGGAAAACTT

ATTGGACTTGTGACGTCAAGAGCAGAAATTCATGAACTGCTTAAGCTGGATGACGTAATTGATCTGGTG

ATTCCAAGAGGCAGCAATAAACTTGTATCTCAGATCAAGAGTTCCACAAAAATTCCCGTTTTGGGTCAT

GCAGATGGAATTTGCCACGTCTATGTTGATAAGTCTGCTAACGCAGAGATGGCAAGGAAGATTGTACTG

GATGCAAAAGTAGATTATCCAGCAACCTGCAATGCCATGGAAACACTTCTTGTGCACAAGGAATTAATA

GAGAAAGGTTGGCTTAATGATATTATAGTTGACCTACAAACGAAAGGTGTTGCATTATATGGAGGACCA

AAGGCAACTTCTTTGTTAAATATTCCACATGCACGTTCGTTTCATCATGAGTACAGTTCATTGGCTTGC

ACTGTTGAAATTGTGGATGATGTGCATGCAGCTATTGATCATATAAATCTTTATGGAAGTGCACATACT

GATTGCATCGTTGCAGAAGATCATGAAGCAGCTGATGTGTTCCTACGCCAAGTAGACAGTGCGGCTGTT

TTTCACAATGCAAGCACAAGATTTTGTGATGGGGCACTATTCGGACTAGGTGCAGAGGTTGGAATAAGT

ACAAGCAGGATTCATGCTCGAGGTCCAGTTGGAGTTGAAGGACTGTTGACAACAAGATGGTATGAGCTG

GTACTGGTGATCATTATAATGCTTAAGAAACAGTACAAATGGAGTATTATACAACTAACAATTTCATTC

TGTCTCTTGGTTAATATTATGTACTTGAATGTCACTAATCACTTTTGCATGAGGAATGAAAGATTTATC

ATTCATATAAAATTAATCTATATGTGCTAA 

 


