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1. RESUMEN/SUMMARY.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa que participa en un amplio abanico
de funciones celulares, estando implicado en el crecimiento y desarrollo de las plantas.
Esta molécula puede generarse mediante mecanismos enzimaticos y no enzimaticos
y, dependiendo de su concentracion en la célula, puede actuar como molécula
sefalizadora o generar efectos téxicos. EI NO y las moléculas derivadas del mismo se
conocen como especies de nitrégeno reactivo (RNS) y pueden llevar a cabo
modificaciones post-traduccionales de proteinas como la nitracion o la S-nitrosilacion.
En este trabajo se observo el efecto del estrés por NaCl en cultivos celulares de
Arabidopsis thaliana, utilizando las técnicas de SDS-Page y Western-Blot para
detectar la nitracion proteica. Los resultados obtenidos demuestran la existencia de
nitracion endogena en los cultivos celulares, niveles que se incrementaron como
consecuencia del estrés abidtico por salinidad, lo que sugiere que esta situacion cursa

con un estrés nitrooxidativo.

Nitric oxide (NO) is a gaseous molecule that participates in a wide range of cellular
functions, being involved in the growth and development of plants. This molecule can
be generated by enzymatic and non-enzymatic mechanisms and, depending on its
concentration in the cell, it can act as a signaling molecule or generates toxic effects.
The NO and molecules derived from it are known as reactive nitrogen species (RNS)
and they can carry out post-translational modifications of proteins as nitration or S-
nitrosylation. In this study the effect of NaCl stress in cell cultures of Arabidopsis
thaliana was observed, using the techniques of SDS-PAGE and Western-Blot to detect
the protein nitration. The results show the existence of endogenous nitration in cell
cultures, nitration levels increased as a result of abiotic salinity stress, suggesting that

this stress causes a nitrooxidative stress.

2. INTRODUCCION.

2.1. Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una planta herbacea perteneciente a la familia

Brassicaceae, concretamente a la especie crucifera (Fig. 1). Este tipo de crucifera es



autoctona de Europa, Asia y del noroeste de Africa, siendo su habitat tipico los bordes

de los caminos y terrenos sueltos y secos.

Es una plata anual con un ciclo corto (inferior a cinco meses) y presenta una
altura comprendida entre 1 y 3 dm. Las principales caracteristicas de esta planta son
que presenta un tallo erecto cubierto de pelos ramificados, los cuales van
desapareciendo a medida que nos acercamos a las inflorescencias, presenta una
ramificacion un poco alejada de la base; las hojas son simples, elipticas u ovales con
los bordes enteros pudiendo diferenciarse dos tipos de hojas: basales y caulinares;
las flores son hemafroditas, normalmente estan compuestas de cuatro pétalos blancos
y espatulados formando inflorescencias en racimos, situados en los extremos de las
ramas o del tallo; finalmente, el fruto es una silicua linear que encontramos en el
interior de la flor, este presenta una forma cilindrica, poco arqueada y sin pelos
(Blamey y Grey-Wilson, 1989).

Arabidopsis no tiene una gran importancia agronémica, pero ofrece ventajas
importantes para la investigacion basica en Biologia Molecular y Genética, puesto que
gracias al proyecto de investigacién AGI (Iniciativa para el Genoma de Arabidopsis),
en el aflo 2000 se secuencid su genoma constituido por 25498 genes. Otras ventajas
por las cuales Arabidopsis es considerada una especie modelo en investigacion
molecular son la existencia de mapas genéticos y fisicos de sus 5 cromosomas; tiene
un ciclo de vida rapido (sobre unas 6 semanas); gran produccion de semillas; cultivo
facil en espacios pequefios; la existencia de una gran coleccién de lineas mutantes y
de recursos genomicos; métodos de transformacion eficientes utilizando
Agrobacterium tumefaciens; y finalmente, la existencia de una comunidad de
investigacion multinacional de laboratorios académicos, gubernamentales e

industriales (Meyerowitz, 1989).

Figura 1. Planta de
Arabidopsis thaliana



2.2. El estrés en plantas.

Las plantas se encuentran sometidas a la influencia de numerosos factores
externos en un medio ambiente cambiante, al cual no pueden escapar debido a que
son organismos incapaces de desplazarse y, como consecuencia, estos factores
externos pueden influir negativamente en su desarrollo 6ptimo (Tesis doctoral Juan
Carlos Begara, 2011).

Por tanto, el estrés se define como el conjunto de respuestas bioquimicas o
fisioldégicas que son caracteristicas de un estado particular del organismo diferente al

observado bajo un rango de condiciones 6ptimas (Larcher, 1995).

Los estreses pueden ser de tipo biético, causados por agentes que pueden resultar
patégenos (bacterias, hongos, virus, insectos, nematodos u otras plantas); o de tipo
abidtico, causados por las alteraciones fisico-quimicas producidas en el entorno de la

planta por los diferentes factores medioambientales.

Estos tipos de estreses provocan distintas respuestas en las plantas (Fig. 2), que
van desde la alteracion del metabolismo celular y de la expresion génica hasta
cambios en el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Bray et al., 2000). Dicha
respuesta va a depender de la especie, de la edad de la planta y del genotipo, aunque
también va a depender de la duracion y severidad del estrés.

Reconocimientodel
estrés

Estrés biodtico

Alteracién del
metabolismo celular

Figura 2. Mecanismos de respuesta a los estreses biotico y abiotico.
2.2.1. Estrés abidtico por salinidad.

Mas de una quinta parte de las tierras cultivables del mundo se encuentran

actualmente bajo la amenaza de estrés salino, las plantas deben ser capaces de
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sobrevivir a pesar del estrés por salinidad, conocido también como estrés por cloruro
sédico (NacCl) (Li et al., 2011).

Los niveles de salinidad en una tierra de cultivo dependen de varios factores, como
son la evaporacion, la cual provoca un aumento de la concentracion de sal, y las
precipitaciones, que disminuyen la concentracion de sal. En las tierras agricolas
intensamente regadas se produce un aumento de la salinidad debido a la pérdida
masiva de agua por evapotranspiracion (combinacion de la evaporacion y
transpiracion). Como resultado se obtiene un suelo con una textura alterada debido a
la reduccioén de su porosidad y de la aireacion como consecuencia de la conductancia
del agua, por tanto, se produce una zona con un potencial hidrico bajo que dificulta la
adquisicion de agua y nutrientes por la planta. Otras alteraciones causadas por las
altas concentraciones de sales presentes en el suelo son un desequilibrio iénico, un

potencial osmaotico bajo y la inhibicion de algunas enzimas (Munns et al., 2006).

El desequilibrio i6nico que surge como consecuencia de la salinidad se debe a que
el Na* externo afecta negativamente a la entrada de K* a la célula. Este descenso de
los nivels de K+ intracelular tienen efectos perjudiciales, ya que este idn es requerido
en altas concentraciones por la planta para regular el balance osmdtico, la apertura 'y
cierre de los estomas, actuando también como cofactor de diferentes enzimas. Por
otro lado, el incremento intracelular de Na* altera el potencial de membrana y facilita
la absorcion CI- a favor de gradiente quimico. Un exceso de Na* es téxico para el
metabolismo celular y tiene efectos nocivos para el funcionamiento de algunas
enzimas (Niu et al.,, 1995), ademas afecta negativamente la divisiébn y expansion
celular, provoca la desorganizacion de la membrana y desajustes osmaéticos (Tuteja,
2007), teniendo como consecuencia la inhibicion del crecimiento de la planta (Xiong
et al., 2002).

Ademas, el estrés por cloruro sodico afecta al intercambio de gases limitando el
abastecimiento de CO:2 a la hoja, lo que provoca una reduccion de la regeneracion de
NADP* por el ciclo de Calvin, causando la sobrerreduccion de la cadena
transportadora de electrones fotosintética, dando lugar a la produccion de especies
de oxigeno reactivo (ROS) (Shao et al., 2007a,2007b).

Asimismo, también se observa una alteracibn en la ultraestructura de los

cloroplastos y tilacoides (Santos, 1998), dafiandose el aparato fotosintético debido a



la toxicidad directa de los iones Na* o al dafo oxidativo inducido por la salinidad
(Mittler, 2002).

Por tanto, la salinidad del suelo tiene un efecto importante en el crecimiento y

desarrollo de la planta y en la productividad de los cultivos (Zhu, 2001).

Para sobrevivir al estrés abidtico causado por salinidad, las plantas han
desarrollado varios mecanismos que les permiten percibir las sefiales externas y
mantener la homeostasis idnica intracelular de Na*/K* (Zhu, 2001, 2002, 2003). Uno
de estos mecanismos es la via SOS (sensores del idn calcio), la cual se activa por el
estrés salino y se encarga de mantener altos los niveles de iones K* y bajos los niveles

de iones Na* para asi mantener la homeostasis (Zhu, 2003).

Otras moléculas que también ejercen una funcion importante para hacer frente al
estrés por sal son el acido abscisico (ABA) y las fitohormonas. Principalmente, los
niveles elevados de ABA inducen la expresibn de muchos genes que parecen
desempefiar un papel multifacético en respuesta a la sal y en la tolerancia a esta
(Finkelstein et al., 2002). Los productos de los genes inducidos por ABA incluyen
proteinas reguladoras, tales como factores de transcripcion, proteinas quinasas y
fosfatasas; varios transportadores y enzimas implicadas en la sintesis de
osmoprotectores, en la sefalizacion de fosfolipidos, en el metabolismo de los acidos
grasos y en el metabolismo celular (Fujita et al., 2011).

2.3. Estrés oxidativo.

La produccion y consumo de oxigeno son funciones esenciales para la vida de las
plantas. Sin embargo, en ellas el metabolismo del oxigeno da lugar también a la
formacion de sustancias altamente toxicas. Para evitar que estas produzcan dafios,
las plantas han desarrollado en el curso de la evolucién sistemas de defensa
antioxidantes que incluyen antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Pero cuando
estos mecanismos son desbordados se produce una situacion conocida como estrés
oxidativo que puede ocasionar graves dafos llevando incluso a la muerte de la planta
(Asada, 2006). En estas condiciones, las especies reactivas de oxigeno reaccionan

con las macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos y lipidos) de las células



modificando su estructura y su funcion, dando lugar a alteraciones que pueden

conducir a la muerte celular (Mittler, 2002; Apel y Hirt, 2004).
2.3.1. Especies de oxigeno reactivo (ROS).

Los radicales libres se forman cuando una molécula con un par de electrones no
apareados en la oOrbita externa recibe o pierde un electrén. El radical libre mas comun
en la atmosfera es la molécula de oxigeno, la cual tiene dos electrones no apareados
en la Ultima Oorbita, esta distribucién de electrones hace al oxigeno un excelente
aceptor de electrones. Cuando la molécula de oxigeno diatbmico se activa
guimicamente, puede aceptar un maximo de cuatro electrones y cuatro protones,
produciendose dos moléculas de agua. Pero si la molécula de oxigeno recibe uno,
dos o tres electrones, se forman las especies de oxigeno reactivo (Lamb y Dixon,
1997), las cuales son el radical superoxido, el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo, respectivamente. Ademas, el oxigeno puede recibir un exceso de energia y

producir un singlete de oxigeno (*O2) (Fig. 3) (Mckersie y Leshem, 1994).
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Las ROS son producidas continuamente en las plantas como consecuencia de
numerosas rutas metabdlicas aerdbicas (respiracion y fotosintesis), apareciendo
fundamentalmente en mitocondrias, peroxisomas Yy cloroplastos (Apel y Hirt, 2004).
En condiciones normales, la produccion y eliminacion de las ROS esta estrictamente
controlada. Sin embargo, el equilibrio entre la produccion y la depuracion de éstas
puede ser perturbado por diversas situaciones de estrés bidtico o abibtico, provocando

dafios importantes en la célula (Cabrera, 2006).
2.3.2. Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo.

Las plantas han desarrollado diferentes estrategias para eliminar el exceso de
ROS que son los sistemas antioxidantes, los cuales se encargan de ceder potencial
reductor a los compuestos oxidantes capaces de dafar componentes celulares. Estos
antioxidantes pueden ser enzimaticos 0 no enzimaticos, y siendo esta diversidad
necesaria porque las ROS se producen en diferentes compartimentos celulares y

extracelulares (Perl-Treves y Perl, 2002).

Entre los antioxidantes enzimaticos encontramos las superoxido dismutasas
(SOD) (Hassan, 1989), la catalasa (Kirkman y Gaetani, 1978) y las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation (Foyer y Halliwell, 1976), mientras que los antioxidantes no
enzimaticos estan constituidos por vitaminas y micronutrientes (Sies y Stahl, 1995).

2.4. Metabolismo del 6xido nitrico (NO) en plantas.

El 6xido nitrico, también conocido como mondxido de nitrégeno, es un gas
inorganico de pequefio tamafio que se considera un radical libre porque tiene un
electron desapareado en su orbital externo, lo que explica su gran reactividad (Corpas
et al., 2011). Otra caracteristica mas de este gas es que presenta naturaleza lipofilica,
la cual le permite atravesar las membranas celulares y reaccionar con distintas

macromoléculas (Corpas et al., 2009c, 2011).

El NO puede presentarse como tres especies distintas e interconvertibles, ya que
puede adoptar una estructura energéticamente mas favorable ganando o perdiendo
un electron, dando como resultado la formacion de anion nitroxilo (NO") o cation
nitrosonio (NO™*), los cuales difieren en sus propiedades fisicas y en su reactividad

quimica (Astier et al., 2011).



El efecto del 6xido nitrico fue observado por primera vez en plantas (Klepper,
1975), pero esta publicacion no tuvo importancia hasta que el 6xido nitrico fue
identificado en sistemas animales como un factor relajante derivado del endotelio
(Ignarro et al., 1987).

El NO se encuentra en altos niveles en tejidos en fase de crecimiento como el eje
embrionario y los cotiledones, pero sus niveles son bajos en 6rganos senescentes y

maduros (Beligni y Lamattina, 2001).
2.4.1. Produccion del NO en plantas.

La produccion de 6xido nitrico en las plantas puede llevarse a cabo mediante

mecanismos enzimaticos y no enzimaticos.

Las vias no enzimaticas de produccion de NO son: la reducciéon de NOz a NO que
tiene lugar en condiciones de pH acido (Caro y Puntarulo, 1999), reaccion que puede
verse favorecida en presencia de reductores como el acido ascérbico o el glutatién
(Bethke et al., 2004); o la reduccién mediada por luz del NO2 a NO en la que

intervienen los carotenoides (Durner y Klessig, 1999).

Entre las vias enzimaticas de sintesis de 6xido nitrico, que son las que aportan la

mayoria del 6xido nitrico al organismo vegetal, podemos diferenciar las siguientes:

e Laruta dependiente de arginina (Fig. 4). La informacion que se tiene sobre esta
ruta proviene de los estudios realizados en modelos animales, gracias a los
cuales se caracterizaron las 6xido nitrico sintasas (NOS), que son las enzimas
que catalizan la sintesis de 6xido nitrico (Bredt y Snyder, 1990). En plantas se
produce L-citrulina a partir de L-arginina mediante un proceso que es
dependiente de los cofactores tipicos de los NOS de mamiferos (FAD, FMN,
BHa, calmodulina, Ca*?, oxigeno y NADPH) vy a partir de L-citrulina se sintetiza
el NO (Durner y Klessig, 1999; Corpas et al., 2001) aunque estas proteinas tipo
NOS no se han aislado ni secuenciado aun. Esta ruta ocurre durante la
regulacion de diferentes procesos como el desarrollo (Corpas, 2006; Corpas et
al., 2009c), repuesta a estrés por cadmio (Besson-Bard, 2009), respuesta a
patdgenos (Asai, 2009) y proteccion contra radiacion UV-B (Tossi et al., 2009).

e Las rutas dependientes de nitrito (Fig. 4). En plantas, el nitrito es normalmente
reducido hasta amonio por la accion de la nitrito reductasa (NiR) en la



membrana plasmatica (Miflin 1974), pero esta enzima también se encarga de
la produccion de NO (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2002). En cambio, otra
enzima que puede reducir el nitrito es la nitrato reductasa (NR), pero esta es
una enzima bi-funcional que puede reducir el nitrato a nitrito y, en menor
proporcién, el nitrito a NO (Klepper, 1990). EI NO producido por la nitrato
reductasa esta implicado en el cierre de los estomas (Neill et al., 2008), en la
respuesta de la planta a patégenos (Wu et al., 2009), en la respuesta al estrés
osmatico (Sang et al., 2008) y en procesos de desarrollo como la floracién
(Seligman et al., 2008) o la induccién de raices laterales (Kolbert et al., 2008).
Ademas, en el peroxisoma encontramos otra enzima denominada xantina-

oxido-reductasa (XOR) que también reduce el nitrito a NO (Godber et al., 2000).

Figura 4. Sintesis enzimatica de NO. En esta figura, NR: Nitrato
reductasa; MP-NR: nitrato reductasa unida a membrana plasmatica;
MP-NINOR: nicotiana-0xido nitrico reductasa (NiINOR) unida a
membrana plasmética; XOR: xantina 6xido reductasa; tipo NOS: 6xido

nitrico sintasa de plantas.

2.4.2. Funciones fisiologicas del oxido nitrico.

Las funciones fisiolégicas del oxido nitrico dependen de su concentracion en la
célula, pudiendo tener efectos toxicos o actuar como molécula sefial (Neill, 2003; Del
Rio et al., 2004).

Su principal funcion es intervenir en el crecimiento y desarrollo de la planta

(Corpas, 2006). Pero, ademas el oxido nitrico participa en otros procesos como la



induccion de la germinacion y la reducciéon de la dormancia de la semilla (Zheng,
2009), la regulacion del metabolismo de la planta y la senescencia (Guo y Crawford,
2005), la induccion de la muerte celular (Pedroso y Durzan, 2000), la regulacion del
movimiento estomatico (Garcia-Mata y Lamattina, 2007), la regulacion de la
fotosintesis (Takahashi y Yamasaki, 2002), el gravitropismo (Hu et al., 2005), la
regulacion del tiempo de floracion (He et al., 2004), el desarrollo floral y la dominancia
apical (Kwon et al., 2012) y la orientacion del crecimiento del tubo de polen (Prado et
al., 2004).

Sin embargo, los niveles elevados de NO tienen la capacidad de dafar las
membranas y el ADN (Pedroso y Durzan, 2000; Romero-Puertas et al., 2004), reducen
la fotosintesis en avena y alfalfa (Hill, 1970) y la respiracion en suspensiones celulares
de zanahoria (Zottini et al., 2002).

Recientemente se ha descrito la participacion del NO en la respuesta de la planta
frente a diferentes situaciones de estrés abiotico (Valderrama et al., 2007; Corpas et
al., 2008; Chaki et al., 2011a; Corpas et al., 2011; Chaki et al., 2011b).

2.4.3. Sefalizacion por 6xido nitrico en plantas.

A pesar de su naturaleza reactiva, el NO es capaz de actuar como molécula
sefalizadora en numerosos procesos biolégicos (Del Rio et al., 2004; Shapiro, 2005),
concretamente en procesos relacionados con la respuesta de la planta frente a
diferentes situaciones de estrés o en la codificacion de proteinas relacionadas con la
transduccion de sefiales como pueden ser proteinas quinasas y fosfatasas, también
interfiere en la expresién de algunos genes relacionados con el estrés oxidativo

(Begara-Morales et al., 2014).

Algunos ejemplos de la actuacion del NO como molécula sefalizadora son: su
actuaciéon durante la induccién y desarrollo de la respuesta hipersensible de la planta
en la interaccion panta-patdégeno (Durner et al., 1998); su implicacion en la resistencia
sistémica adquirida durante el estrés bidtico (Krasylenko, 2010) y su importancia en la
lignificacion de la pared celular (Hong et al., 2008). Ademas, su presencia aumenta
los niveles de acido salicilico (SA), que es una molécula sefial de la resistencia
sistémica adquirida (SAR) (Klessig et al., 2000), por tanto, tanto el NO como el SA
tienen la capacidad de inhibir de forma reversible la catalasa y la ascorbato

peroxidasa, regulando de esta manera los niveles de peroxido de hidrégeno durante
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la respuesta de la planta a situaciones de estrés (Clark et al., 2000). EI NO también
activa genes de defensa (fanilalanina amonio liasa, PAL) y de proteinas relacionadas
con la patogénesis en tabaco y en Arabidopsis (Durner et al.,1998; Klessig, 2000);
esta involucrado en las respuestas de defensa de la planta relacionadas con el acido
jasmonico (Huang et al., 2004); participa en las respuestas de las plantas a estreses
abidticos como son el estrés osmotico, la salinidad, la exposicién a altas y bajas
temperaturas, la radiacion ultravioleta, la exposicion al ozono, metales pesados y las
heridas ( Neill, 2003; Huang et al., 2004; Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2008;
Chaki et al., 2011a); participa en la regulacion, junto con el H202, del cierre del estoma
inducido por ABA (Neill et al., 2008); y esta relacionado con la muerte celular

programada (Neill et al., 2003).
2.4.4. Especies de nitrégeno reactivo (RNS) y estrés nitrosativo.

Las especies de nitrogeno reactivo (RNS) se forman por la interaccion del éxido
nitrico (NO) con otros radicales y con oxigeno, siendo las principales RNS el NO, el
peroxinitrito (ONOQO"), el triéxido de dinitrdgeno (N20s3), el diéxido de nitrégeno (NO2)
y el catién nitrosonio (NO*) (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Las RNS son altamente reactivas y pueden dafiar y matar las células por distintos
mecanismos tales como la inactivacion de los diferentes complejos de la cadena
respiratoria (Brown, 1999), el dafio a proteinas y lipidos (Prescott, 1999) y la inhibicion

de la sintesis proteica o del ADN (Bundy et al., 2000).

Por consiguiente, se considera que una planta se encuentra en una situacion de
estrés nitrosativo cuando hay una sobreproduccion de NO y/o sus especies derivadas
que pueden conllevar efectos toxicos (Valderrama et al., 2007). En este tipo de
situaciones, es preciso definir un marcador fiable de estrés nitrosativo (Corpas et al.,
2007), el cual puede ser el aumento de la nitracion de tirosina en las proteinas
(Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2007; Chaki et al., 2011a; Chaki et al., 2011b).

2.4.4.1. Peroxinitrito.

El peroxinitrito (ONOO") es un potente oxidante procedente de la reaccion no
enzimatica entre el NO y el anién superéxido (O2) (Fig. 5) (Squadrito y Pryor, 1998),
este compuesto juega un papel importante en diferentes procesos fisiologicos tanto

en células animales como vegetales (Halliwell y Gutteridge, 2007).
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NO + O ONOOr

Figura 5. Formacion del peroxinitrito a partir de

oxido nitrico y anion superoéxido.

En los sistemas bioldgicos el anion peroxinitrito (ONOO") y el &cido peroxinitroso
(ONOOH), se encuentran en equilibrio (Ferrer-Sueta y Radi, 2009) pudiendo llevar a
cabo reacciones directas sobre diferentes biomoléculas.

El peroxinitrito (ONOO") reacciona con el dioxido de carbono, mediante una
reaccion rapida, generando radicales carbonato (CO3’) y dioxido de nitrégeno (NO2),
los cuales ejercen diferentes efectos sobre las macromoléculas celulares como con la
oxidacion y nitracion de tirosinas de proteinas y la oxidacion y nitraciéon del ADN (Fig.
6) (Radi, 2013).

Por otro lado, el acido peroxinitroso (ONOOH) es capaz de atravesar las
membranas celulares y de descomponerse mediante una reaccion mas lenta que la
anterior, en los radicales OH y NO2, que se encargan de iniciar la peroxidacion lipidica
y la nitracién de proteinas y lipidos (Fig. 6) (Carballal et al., 2014).

Reacciones mediante radicales

Nitracién tirosina de proteinas
Oxidacién de proteinas
Oxidacién y nitracion de ADN

‘NO + 0, ONOOr ‘NO, + €O,
He
ONOOH ONOOH
‘NO, + ‘OH

Figura 6. Reacciones del peroxinitrito (ONOO’) vy del acido
peroxinitroso (ONOOH). Imagen tomada de la Tesis doctoral de
Capilla Mata Pérez (2015).
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2.4.5. Modificaciones post-traduccionales de proteinas por 0xido nitrico.

Gracias a los avances realizados en modelos biologicos de plantas, esta bien
documentado que el NO es un mediador de diferentes modificaciones post-
traduccionales. Estas modificaciones pueden ser: la unién a centros metalicos de las
proteinas; la nitrosilacion de grupos tiol y amina; la nitracion de residuos de tirosina,
triptéfano y fenilalanina y la oxidacion de grupos tidlicos o de tirosinas (Gow et al.,
2004).

2.4.5.1. S-nitrosilacién de proteinas.

También conocida como nitrosilacion de cisteinas, consiste en la unién de NO con
el grupo tiol de un residuo de cisteina lo que ocasiona variaciones en la funcién de
diferentes proteinas (Stamler y Toone, 2002). Estas proteinas cubren un rango amplio
de actividades, incluyendo quinasas, canales ionicos, factores de transcripcion,

proteinas estructurales y proteasas, entre otras (Stamler et al., 2001).

Este proceso de nitrosilacidon requiere de la reaccion del NO con el Oz para formar
oxidos de nitrogeno (N20s3), los cuales se disocian generando cationes nitrosonios
(NO™*) que serian los encargados de llevar a cabo el ataque nucleofilico del grupo tiol
de las proteinas (Fig. 7) (Astier et al., 2011).

Tridxido de
dinitrégeno

2NO+0; wems 2NO, NO + NO, s N0,
P
sno ¢ NO* ¢ NO,
Nitraciondel Cation Nitrito
grupo tiel nitrosonic

Figura 7. Mecanismo de S-nitrosilacion de

proteinas.

La S-nitrosilacion de proteinas es una modificacidn reversible y especifica, la cual
modula diversas funciones fisiolégicas y bioldgicas ademas, dependiendo de la
proximidad y la orientacion de los grupos tiol, se puede inducir o inhibir la formacion

de puentes de disulfuro dentro o entre proteinas. Este proceso es especifico, puesto
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que los residuos de cisteina susceptibles a la S-nitrosilacién son aquellos que estan
flanqueados por aminoacidos acidos y béasicos (Lindermayr y Durner, 2009).

En plantas, las funciones fisiolégicas de las proteinas S-nitrosiladas aun son
bastantes desconocidas. Estudios recientes, han desvelado proteinas S-nitrosiladas
relacionadas con el estrés y con el estado redox celular, implicadas en la sefializacion
(Lindermayr et al., 2006) e involucradas en la respuesta hipersensible durante la
interaccion planta-patégeno (Palmieri et al., 2010).

2.4.5.2. Nitracién de proteinas.

Este proceso, también conocido como nitracion de tirosinas, consiste en la
modificacion covalente que resulta tras la adicion de un grupo nitro (NO2z) en uno de
los dos carbonos orto equivalentes del anillo aromatico de los residuos de tirosina (Fig.
8) (Ischiropoulos, 2003), actuando de esta manera el NO como fuente de nitrégeno

(Ischiropoulos, 1998).

f’i"t ,}H

= nitracién =
- |
RPN . TN W7 o
| |
OH OH o
Tirosina 3-Nitrotirosina
(M (3-nitroY)

Figura 8. Nitracion de la tirosina de las
proteinas.

Generalmente, este proceso es llevado a cabo por diferentes radicales. El
proceso se inicia con la oxidaciéon de un residuo de tirosina para formar un radical
tirosil, cuya oxidacion es producida por especies reactivas derivadas del peroxinitrito
como el COsy el OH. A continuacion el radical tirosil se nitra por su interacion radical-
radical con el NOz (Prutz et al., 1985; Radi, 2013). Otro mecanismo de nitracion de
proteinas es llevado a cabo por las hemoperoxidasas en presencia de H202 y NO2
(Carballal et al., 2014).
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La nitracion de tirosinas en las proteinas altera su actividad catalitica, su
solubilidad, su susceptibilidad a la agregacibn y aumenta su tendencia a la
degradacion (Radi, 2012).

Normalmente, en tejidos y células los niveles de nitracion de proteinas son
bajos, lo cual es debido basicamente al consumo de los agentes nitrantes, la accion
de diversas enzimas que atenuan la formacion de oxidantes o por la reparacion del
radical tirosil (Petruk et al., 2012).

El proceso de nitracion se define como un proceso selectivo, ya que solo afecta
a un pequefio grupo de proteinas y a pocas tirosinas dentro de cada proteina (Corpas
et al., 2009a; Radi et al., 2012).

La nitracion de tirosinas puede causar tanto pérdida como aumento en la
funcién de las proteinas aunque, en otras ocasiones, no altera la funcionalidad de la
proteina (Radi, 2004). Estudios recientes, han demostrado que la nitracion fisioldgica
de proteinas participa en procesos como la fotosintesis, la ruta del proteosoma, en el
metabolismo de carbohidratos y nitrégeno y en la fotorrespiracion. También, se han
descrito cambios en la nitracion de proteinas bajo diferentes condiciones de estrés
biético y abidtico en plantas, encontrandose un incremento de los niveles de proteinas
nitradas en respuesta al estrés abidtico por salinidad (Valderrama et al., 2007;Corpas
et al., 2009b), luz continua, alta intensidad luminosa, altas y bajas temperaturas
(Corpas et al., 2008), heridas mecanicas (Chaki et al., 2011a;Chaki et al., 2011b) y
como consecuencia de la exposicion a materiales pesados como el arsénico (Leterrier
et al., 2012). Igualmente, se ha demostrado un incremento de las proteinas nitradas
en la respuesta de la planta frente al estrés biético provocado por la interaccién planta-
patégeno (Chaki et al., 2009).

3. OBJETIVOS.

El objetivo principal del presente trabajo fue la caracterizaciébn bioquimica y
molecular en cultivos celulares de Arabidopsis thaliana, del efecto del estrés por

salinidad sobre la participacion de modificaciones post-traduccionales por éxido nitrico
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mediante nitracion. Para llevar a cabo este objetivo general, se establecieron los

siguientes objetivos parciales:

e Determinacion del patron de nitracion enddégeno de proteinas de los cultivos
celulares de Arabidopsis thaliana.
e Deteccion del patron de nitracion de proteinas en los cultivos celulares

sometidos a estrés por salinidad y comparacién con la situacion control.

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Cultivos celulares de Arabidopsis thaliana.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron cultivos celulares en suspension de
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia (Fig. 9), de los que disponia el grupo BIO-

286 del area de Bioquimica y Biologia Molecular.

Figura 9. Cultivos celulares en
suspension de Arabidopsis thaliana en

el incubador.

Estos cultivos se mantuvieron en 200 ml de un medio especifico para el
crecimiento de estas células basado en el medio JPL (JP y C, 1967) con algunas
modificaciones para adaptarlo a los cultivos de Arabidopsis thaliana (Axelos et al.,
1992) y se subcultivaron cada 7 dias con una dilucion del medio de 1/20 en
condiciones estrictas de esterilidad utilizando para ello una campana de flujo laminar.
Estos cultivos celulares se mantenian en agitacion continua (140 rpm), con una
temperatura constante de 23,9 °C y bajo iluminacion con luz blanca fotosintética
durante las 24 horas (Fig.9).
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4.2. Induccion de estrés por salinidad en los cultivos celulares.

Para someter a los cultivos celulares de Arabidopsis thaliana a un estrés por
salinidad se utilizé un disefio experimental similar al descrito por Fares et al., (2011).
Para provocar el estrés por salinidad se trataron los cultivos celulares con una
disolucion de NaCl 100mM. Se utilizaron 4 matraces, cada uno de los cuales contenia
un volumen de 20ml de cultivo celular, a tres de ellos se les afiadio NaCl 100mM vy al
restante se le adicciond el mismo volumen de agua milli Q. Los tres matraces que
contenian NaCl 100mM se expulsieron al estrés durante: 5, 30 y 60 minutos. Durante
ese tiempo los cuatro matraces se mantuvieron en las condiciones de cultivo
anteriormente indicadas. Tras el periodo de incubacion, se recogieron las muestras y

se procesaron para los diferentes estudios bioquimicos.

4.3. Homogeneizacion de los cultivos celulares.

A los 20ml de cultivos celulares previamente tratados con agua milli Q o NaCl se
les extrajo el medio liquido mediante vacio. Tras retirar el medio, las células se
homogeneizaron en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino,
después a este se le afiadié el tampon de homogeneizacion (Tampén Tris-HCI 0,1mM
pH 7,6; sacarosa 5%; triton X-100 0,05%; EDTA (&cido etilendiaminotetraacético)
0,1mM; PVPP (polivinilpolipirrolidona) 7%; DTT (ditiotreitol) 15mM; inhibidores de
proteasas 2x (Sigma) y PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1mM) en proporcién 1/2.
A continuacién, el homogenado pasé por una capa de Miracloth, con el objeto de
eliminar restos solidos, el cual fue previamente humedecido con tampén Tris 0,1M pH
7,6. Después se llevo a cabo una centrifugacion durante 10 minutos a 3000xg y 4°C
y se recogié el sobrenadante, que seria utilizado para la determinacion de la

concentracion de proteinas y para los ensayos de inmunoblot.

4.4. Determinacion de la concentracion de proteinas.

Esta determinacion se llevd a cabo por el método de Bradford (1976) utilizando
albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 0,6 mg/ml para elaborar la recta
patrén. Se realizaron cuatro diluciones de cada muestra con un volumen final de 800ul

a los que se le afiadian 200pl del reactivo de Bradford comercial, se agitaron los tubos
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y se dejaron reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion,
se analizo la absorbancia a 595nm interpolando las absorbancias experimentales en

la recta patrén.

4.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Este método se basa en someter el extracto que contiene las proteinas a
electroforesis sobre geles discontinuos de poliacrilamida constituidos por dos zonas
distintas: el gel concentrador y el gel separador. Los geles de poliacrilamida se forman
por la polimerizacion de la acrilamida comercial, con la participacion del persulfato
amonico y TEMED. En este tipo de geles al aplicar un campo eléctrico, el complejo

SDS-proteina debido a su carga negativa migra hacia el anodo.

Este tipo de electroforesis en condiciones desnaturalizantes minimiza la
agregacion molecular y asegura la completa disociacién de las proteinas en sus
subunidades, ademas, permite separar las proteinas de acuerdo a sus masas

moleculares debido a la seleccion de tamafios impuestos por los poros del gel.

La masa molecular de la proteina se determina sometiendo a una misma
electroforesis una proteina problema junto con varios patrones de proteinas de masas

moleculares conocidas.

» Reactivos.

e Tampon gel concentrador: Tris-HCI 0,5M, pH 6,8.

e Tampon gel separador: Tris-HCI 1,5M, pH 8,8.

e Persulfato amonico 10%.

e Tampon de electroforesis: Tris-HCI 0,025M, pH 8,3; glicina 0,192M y SDS
0,1%.

e Tampon de tratamiento de muestra 4x (Sample buffer 4x): Tris-HCI 0,425M,
pH 6,8; glicerol 40%; SDS 8%; azul de bromofenol 0,4% y DTT 0,04M.

e Solucion colorante para geles: azul Comassie 0,0025%, metanol 50% y
acético 7%.

e Solucion decolorante para geles: metanol 50% y acético 7%.

18



4.5.1. Preparacion de geles y muestras.

Se utilizaron geles de 6,5 x 8 cm y con un grosor de 1mm. El gel separador se
preparé al 10%. En este estudio también se utilizaron geles en gradiente comerciales,

(4-20% de acrilamida), que permiten una mayor separacion de las proteinas.

Las muestras se trataron con sample buffer 4x, después fueron calentadas a 95°C

durante 5 minutos para asegurar la desnaturalizacion proteica.

Para realizar la electroforesis se normaliz6 la cantidad de proteinas de cada
muestra. Ademas se cargaron los patrones de peso molecular y albumina sérica
bovina nitrada (BSA-NO) (Sigma), la cual es utilizada como control positivo de

proteinas nitradas.

La electroforesis se realiz6 con el tampén de electroforesis anteriormente
mencionado, iniciAndose con un voltaje de 100V, el cual después se aumentaba a

200V cuando las muestras alcanzaban el limite del gel separador.

Tras finalizar la electroforesis, se tefiia el gel con una solucion de azul de
Comassie en agitacién durante 30 minutos y después se realizaron varios lavados con
la solucién decolorante. Esta tincidn se realiz6 para corroborar que habia habido una

correcta separacion de las proteinas.

4.6. Western-Blot.

4.6.1. Transferencia semiseca de proteinas.

Tras la SDS-PAGE, se realizé la transferencia de las proteinas del gel a una
membrana de PVDF (6,5 x 8 cm), utilizando para ello, un sistema de transferencia

semiseco Trans-Blot SD (Bio-Rad).

e Reactivos.
» Tampon de transferencia: Tris-base 48mM, glicina 39mM, SDS
(dodecilsulfato sédico) 0,037% (v/v), metanol 15% y pH 8,9.

» Solucién de tinciébn de membranas: rojo Ponceau 0,1% y acético 5%.
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e Técnica.

Primero se activaron las membranas durante 15 segundos con metanol 100%,
después se lavaron durante dos minutos en agua milli Q y finalmente se equilibraron

en el tampon de transferencia.

Para este proceso también se utilizaron papeles Whatman cortados con las
mismas dimensiones del gel (6 papeles para cada gel), los cuales también fueron
equilibrados en tampdn de transferencia. Tras finalizar la transferencia se lavaron las
membranas con agua milli Q para eliminar posibles restos de acrilamida adheridos a

ellas.

La transferencia se realizé a una intensidad de 1,5mA/cm?2 de membrana durante

dos horas.

Como control de la eficacia del proceso de transferencia, las membranas se tifieron
de manera reversible con una solucién de rojo Ponceau. Estas membranas se
mantuvieron durante 10 minutos en agitacion con la solucion de rojo Ponceau, y

después se realizaron varios lavados con agua mili Q para eliminar fondo.

4.6.2. Inmunodeteccion por quimioluminiscencia.
4.6.2.1. Blogueo.

El bloqueo de la membrana evita la union inespecifica de los anticuerpos a ella.

e Reactivos
» TBS (tampon fosfato salino) 10x: Tris-HCI 20mM pH 7,8 y NaCl 1,8M.
» Solucion de bloqueo: TBS 1x; leche 1,5% y tween 0,1%.
» Solucion de lavado: TBS 1x y tween 0,01%.

e Técnica

Tras lavar con agua milli Q las membranas procedentes de la transferencia, estas
se sumergieron en la solucién de bloqueo durante 2 horas, en agitaciéon y a una

temperatura de 4°C.

Tras finalizar el blogueo se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con la

solucién de lavado.
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4.6.2.2. Incubacion con el anticuerpo primario.

A continuacion, la membrana se incubd con el anticuerpo primario a-NTyr de
Sigma diluido 1/1000 en TBS 1x y tween 0,05%. Esta incubacion se realizé en

agitacion y a 4°C durante toda una noche.

Posteriormente, la membrana se sometio a varios lavados durante un tiempo total
de dos horas utilizando para ello la solucion de lavado mencionada anteriormente.
Este lavado se realiza con la finalidad de eliminar el exceso de anticuerpo no unido de

manera especifica a las proteinas diana.
4.6.2.3. Incubacion con el anticuerpo secundario.

Después la membrana se incub6 con el anticuerpo secundario anti-igG (anti-conejo
IgG) acoplado con peroxidasa de Biorad diluido 1/10000 en TBS 1x, leche 1% y tween
0,05%, en agitacion suave y a temperatura ambiente durante una hora. Por ultimo, la
membrana se lavéd durante una hora y cuarto con la misma solucion de lavado utilizada

anteriormente.
4.6.2.4. Deteccion de las proteinas por quimioluminiscencia.

Para realizar el revelado se utilizé el kit clarity ECL de Bio-Rad que permite la
deteccion de proteinas por quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron con la
solucion del kit, produciéndose una sefial luminosa como consecuencia de la
oxidacion llevada a cabo por la peroxidasa, que esta conjugada con el anticuerpo
secundario, del sustrato quimioluminiscente (luminol). Ademas en este kit contiene
presente un potenciador que aumenta la longevidad y la intensidad de la luz emitida.
Dicha emisién de luz impresion6é una pelicula de autorradiografia que se ponia en
contacto con la membrana en el interior de un cassette de exposicion. Los tiempos de
exposicion variaron desde segundos hasta una hora, dependiendo de la intensidad

luminosa obtenida.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Analisis del patréon proteico en cultivos celulares de Arabidopsis
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Figura 10. Gel en gradiente (4-20% de acrilamida) tefiido con azul Comassie
gue representa el total de proteinas presentes en los cultivos celulares
control de diferentes dias tras el subcultivo. PM) Marcadores de peso
molecular. Calle 1) Albumina sérica bovina nitrada (control positivo de
nitracion) (1pg/pocillo). Calle 2) Cultivos celulares con 3 dias tras el
subcultivo. Calle 3) Cultivos celulares con 6 dias tras el subcultivo. Calle 4)
Cultivos celulares con 9 dias tras el subcultivo Calle 5) Cultivos celulares con

14 dias tras el subcultivo. En las calles 2-5 se cargaron 10ug de proteina.

En la figura 10, observamos el patron de proteinas totales que tenemos en la
muestra de cultivos celulares de diferentes dias (3, 6, 9 y 14 dias) tras el subultivo en
un gel en gradiente (4-20% de acrilamida), no apreciandose cambios en el patron ni

en la intensidad de las bandas.

Tras observar en el gel en gradiente que el rango de proteinas totales de los
cultivos celulares control a diferentes dias tras el subcultivo, se encontraba entre los
15kDa y los 100kDa, utilizamos para realizar en los siguientes estudios de
inmunodeteccion geles al 10% de acrilamida, donde se produce una correcta

separacion de las proteinas totales prensentes en este rango de pesos moleculares.
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Figura 11. Membrana tefiida con rojo Ponceau perteneciente a un gel de
acrilamida al 10%, que representa el patron de proteinas transferidas,
normalizadas a 10ug de proteina/pocillo, en los cultivos celulares de
diferentes dias tras el subcultivo. PM) Marcadores de peso molecular. Calle
1) Albumina sérica bovina nitrada (control positivo de nitracién) (1ug/pocillo).
Calle 2) Cultivos celulares con 3 dias tras el subcultivo. Calle 3) Cultivos
celulares con 6 dias tras el subcultivo. Calle 4) Cultivos celulares con 9 dias

tras el subcultivo. Calle 5) Cultivos celulares con 14 dias tras el subcultivo.

En la figura 11 se observa una membrana de PVDF tefiida tras la transferencia
para chequear la eficacia del proceso, donde se encuentra representado el patrén de
proteinas presentes en los cultivos celulares pertenecientes a los 3, 6, 9 y 14 dias tras
el subcultivo. Todas estas bandas presentan la misma intensidad en cada una de las

calles. Esta membrana procede de un gel al 10% de acrilamida.
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5.2. Analisis del patron enddgeno de nitracion proteica en cultivos

celulares de Arabidopsis thaliana.
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Figura 12. Autorradiografia obtenida tras la inmunodeteccion donde se
encuentran representadas las proteinas nitradas presentes, en los
cultivos celulares obtenidos en diferentes dias tras el subcultivo. PM)
Marcadores de peso molecular. Calle 1) Albumina sérica bovina
nitrada (control positivo de nitracion) (1ug/pocillo). Calle 2) Cultivos
celulares con 3 dias tras el subcultivo. Calle 3) Cultivos celulares con
6 dias tras el subcultivo. Calle 4) Cultivos celulares con 9 dias tras el
subcultivo. Calle 5) Cultivos celulares con 14 dias tras el subcultivo.

Las calles 2-5 se normalizaron cargando 10ug de proteina.

En la figura 12 observamos el patrén de nitracién que presentan los cultivos a
3, 6, 9 y 14 dias tras el subcultivo, habiendo normalizado la carga a 10ug

proteinas/pocillo.

Los cultivos celulares de Arabidopsis thaliana presentan un crecimiento
exponencial desde el sexto dia tras el subcultivo hasta el décimocuarto, alcanzando a
partir del décimocuarto dia tras el subcultivo una fase de crecimiento estacionaria
(Szuba et la., 2015). Por tanto, la existencia de estas fases de crecimiento de los
cultivos celulares, tal y como vemos en la figura 12, provocan diferencias en el patron

de nitracion enddgena.

A los 3 dias tras el subcultivo, los cultivos celulares contienen la cantidad
maxima de proteinas nitradas con respecto a los demas dias, sobre todo en el rango

de tamafos comprendidos entre 45kDa y 74kDa. No obstante, podemos decir que el
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patron de nitracién endégena se mantiene a lo largo del crecimiento de los cultivos
celulares, excepto al 6° dia tras el subcultivo, en el que se observa una ligera
disminucién en la intensidad de las bandas, aunque estas diferencias no fueron

significativas.

Concretamente, a los 6 dias tras el subcultivo se observa la desaparicion de
algunas bandas de proteinas nitradas con pesos moleculares alrededor de los 50kDa
y 100kDa.

Finalmente, a los dias 9 y 14 tras el subcultivo, los cultivos celulares presentan
una menor nitracién con respecto a los cultivos celulares de 3 dias tras el subcultivo y
una mayor nitracion con respecto a los cultivos celulares de 6 dias tras el subcultivo.
Por tanto, podemos decir que a los 9 y 14 dias tras el subcultivo existe un equilibrio
en cuanto a la cantidad enddgena de proteinas nitradas, es decir, en estos dias se
encuentra el patron de nitracion estabilizado de la situacion control, por ello, para la
determinacién del patrén de nitracion de proteinas en una situacion de estrés abidtico

se seleccionaron los cultivos celulares de 9 dias.

La presencia de nitracion enddgena en los cultivos celulares sugiere que la
nitracion podria modular diferentes procesos fisiolégicos y metabdlicos de

funcionamiento celular.

5.3. Analisis del patréon proteico en cultivos celulares de Arabidopsis

thaliana con diferentes cantidades de proteina.
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Figura 13. Gel al 10% de acrilamida tefildo con azul Comassie que

representa el total de proteinas presentes, cargando diferentes
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cantidades de proteina en los pocillos, en los cultivos celulares control
de 9 dias tras el subcultivo. PM) Marcadores de peso molecular. Calle
1) Albumina sérica bovina nitrada (control positivo de nitracion)
(1png/pocillo). Calle 2) 5ug de proteina. Calle 3) 10ug de proteina. Calle
4) 15ug de proteina. Calle 5) 20ug de proteina. Calle 6) 25ug de
proteina. Calle 7) 30ug de proteina.

En la figura 13, observamos el patrén de proteinas totales que presenta la
muestra de cultivos celulares de 9 dias tras el subcultivo, la intensidad de las bandas
aumenta conforme se incrementa la cantidad de proteina cargada pero se mantiene
el mismo patron a lo largo del gel. Ademas la tincion del gel también nos permitio

comprobar que no habia habido problemas durante el proceso de electroforesis.

kDa

150

100
75

50

37

25

15

PM 1 2 3 4 5 6 7

Figura 14. Membrana tefiida con rojo Ponceau que representa el total de
proteinas transferidas, cargando diferentes cantidades de proteina por
pocillo, en los cultivos celulares de 9 dias tras el subcultivo. PM)
Marcadores de peso molecular. Calle 1) Albumina sérica bovina nitrada
(control positivo de nitracion) (1pg/pocillo). Calle 2) 5ug de proteina. Calle
3) 10ug de proteina. Calle 4) 15ug de proteina. Calle 5) 20ug de proteina.
Calle 6) 25ug de proteina. Calle 7) 30ug de proteina.

En la figura 14, observamos el patron de proteinas totales transferidas en una
membrana de PVDF correspondiente a los cultivos celulares de 9 dias del subcultivo.

La intensidad de las bandas aumenta conforme aumenta la cantidad de proteina
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cargada pero se mantiene el patrén de bandas. Esta imagen nos permite corroborar

la eficacia del proceso de transferencia.

5.4. Analisis del patron enddgeno de nitracion proteica en cultivos

celulares de Arabidopsis thaliana con diferentes cantidades de

proteina.
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Figura 15. Autorradiografia obtenida tras la inmunodeteccion donde se
encuentran representadas las proteinas nitradas presentes, cargando
diferentes cantidades de proteina por pocillo, en los cultivos celulares de 9
dias tras el subcultivo. PM) Marcadores de peso molecular. Calle 1) Albumina
sérica bovina nitrada (control positivo de nitracion) (1ug/pocillo). Calle 2) 5ug
de proteina. Calle 3) 10ug de proteina. Calle 4) 15ug de proteina. Calle 5)
20ug de proteina. Calle 6) 25ug de proteina. Calle 7) 30ug de proteina.

En la figura 15, observamos el patron de proteinas nitradas que tenemos en la
muestra de cultivos celulares control de 9 dias. La intensidad de las bandas
inmunodetectadas se incrementa a medida que aumenta la cantidad de proteina
cargada. Se decidio seleccionar la cantidad de proteina de 10ug/pocillo para realizar
las siguientes determinaciones, puesto que cargando esa cantidad se observaba el

rango de proteinas nitradas endégenas mas representativas de la situacion control.

Como se aprecia en la imagen los niveles enddgenos de nitracion de proteinas
son bajos y son debidos basicamente al consumo de los agentes nitrantes, la accién

de diversas enzimas que atenudan la formacion de oxidantes o a la reparacion del
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radical tirosil (Petruk et al., 2012). Estos niveles de nitracion sugieren que esta
modificacion post-traduccional pudiera estar relacionada con procesos de

sefalizacion.

Observando la figura 13 y 14, donde se encuentran representadas el total de
proteinas que presentan un peso molecular entre 10kDa y 150kDa que vamos a
encontrar en las células control, y la figura 15, donde se hallan aquellas proteinas
nitradas endogenas de las células control, podemos decir que el proceso de nitracion
no es indiscriminado porque no todas las proteinas observadas en el gel presentan

inmunorreactividad positiva en la autorradiografia.

5.5. Analisis del patron proteico en cultivos celulares de Arabidopsis

thaliana sometidos a estrés por salinidad.
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Figura 16. Gel en gradiente (4-20% de acrilamida) tefildo con azul Comassie
gue representa el total de proteinas presentes en cultivos celulares de 9 dias
sometidos a estrés por NaCl. PM) Marcadores de peso molecular. Calle 1)
Albumina sérica bovina nitrada (control positivo de nitracion) (1pg/pocillo). Calle
2) Cultivos celulares control. Calle 3) Cultivos celulares sometidos durante 5
minutos al tratamiento de NaCl 100mM. Calle 4) Cultivos celulares sometidos
durante 30 minutos al tratamiento de NaCl 100mM. Calle 5) Cultivos celulares
sometidos durante 60 minutos al tratamiento de NaCl 100mM. Calles 2-5

normalizadas a 10ug de proteina.
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En la figura 16, tenemos el patron de proteinas totales que presentan las
muestras de cultivos celulares sometidos a un tratamiento con cloruro sédico a
diferentes tiempos (5 minutos, 30 minutos y 60 minutos) con respecto a los cultivos
celulares control. Todas las muestras corresponden a cultivos celulares de 9 dias tras

el subcultivo y presentan 10ug de proteina.

Como se desprende de la imagen, podemos afirmar que la induccion de un
estrés abidtico por salinidad en cultivos celulares de 9 dias no ocasionaba cambios

significativos en cuanto al patrén total de proteinas observado en las diferentes

muestras.
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Figura 17. Membrana tefiida con rojo Ponceau procedente de un gel de
acrilamida al 10%, que representa el total de proteinas presentes en
cultivos celulares de 9 dias sometidos a estrés por NaCl transferidas a una
membrana de PVDF. PM) Marcadores de peso molecular. Calle 1)
Albumina sérica bovina nitrada (control positivo de nitracién) (1ug/pocillo).
Calle 2) Cultivos celulares control. Calle 3) Cultivos celulares sometidos
durante 5 minutos al tratamiento con NaCl 100mM. Calle 4) Cultivos
celulares sometidos durante 30 minutos al tratamiento con NaCl 100mM.
Calle 5) Cultivos celulares sometidos durante 60 minutos al tratamiento con

NaCl 100mM. Calles 2-5, normalizadas a 10 ug de proteina.

En esta figura, 17, se encuentran representadas el total de proteinas presentes

en los cultivos celulares de 9 dias tanto en la situacion control como en los sometidos
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a estrés por salinidad transferidas a una membrana de PVDF. De la imagen se

desprende que el proceso de transferencia transcurrié correctamente.

5.6. Analisis del patrén de nitracion proteico en cultivos celulares de

Arabidopsis thaliana sometidos a estrés por salinidad.
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Figura 18. Autorradiografia obtenida tras la inmunodeteccién donde se
representan las proteinas nitradas en cultivos celulares de 9 dias sometidos
a estrés por NaCl. PM) Marcadores de peso molecular. Calle 1) Albumina
sérica bovina nitrada (control positivo de nitracion) (1upg/pocillo). Calle 2)
Cultivos celulares control. Calle 3) Cultivos celulares sometidos durante 5
minutos al tratamiento con NaCl 100mM. Calle 4) Cultivos celulares
sometidos durante 30 minutos al tratamiento con NaCl 100mM. Calle 5)
Cultivos celulares sometidos durante 60 minutos al tratamiento con NaCl

100mM. Calles 2-5 normalizadas a 10ug de proteina.

En la figura 18 podemos observar que el patrén de nitracion de las proteinas
cambia a medida que aumenta el tiempo de exposicion de los cultivos celulares al

estrés por NacCl.

Si se comparan los patrones de nitracion de los cultivos celulares control con los
cultivos celulares sometidos al estrés por salinidad durante 5 minutos se observa que
apenas hay diferencias significativas. En cambio, cuando aumenta el tiempo de

exposicion al estrés (30 y 60 minutos), los cultivos celulares presentan un aumento en
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el patron de nitracion proteico (aumenta la intensidad de las bandas

inmunodetectadas).

Por tanto, la situacion de estrés por salinidad provoca un aumento en el patron de
nitracion de las proteinas de los cultivos celulares de Arabidopsis thaliana a los 9 dias
tras el subcultivo. Estos resultados evidencian que el tratamiento de los cultivos con
NaCl incrementa los niveles tanto de ROS como de RNS, lo que también ocurre en
respuesta a otras situaciones de estrés abioético, tal y como queda reflejado en la
bibliografia consultada (Valderrama et al., 2007; Corpas et al., 2008; Chaki et al.,
2011a; Corpas et al., 2011; Chaki et al., 2011b). Como consecuencia del desequilibrio
entre los sistemas de sinteis y de eliminaciéon de ROS y RNS, se generan especies

nitrantes (fundamentalmente peroxinitrito) que actiian sobre las tirosinas proteicas.

6. CONCLUSIONES.
Las conclusiones que se pueden extraer de este estudio son las siguientes:

e Enlos cultivos celulares de Arabidopsis thaliana existe un proceso de nitracion
endogena de proteinas, lo que indica que esta modificacién post-traduccional
pudiera estar relacionada con procesos de sefializacion celular.

e EIl patron de nitracidon de proteinas detectado sugiere la selectividad del
proceso, ya que no todas las proteinas observadas sufren nitracién.

e Alo largo del tiempo de exposicion al estrés por NaCl se produce un aumento
en la nitracion de las tirosinas proteicas, lo que indica que esta situacion

provoca un estrés tanto oxidativo como nitrosativo.
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