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RESUMEN

La judia es una leguminosa ureidica puesto que transporta el nitrégeno fijado
en los nddulos hacia las partes aéreas en forma de ureidos, mientras que las
leguminosas amidicas lo hacen en forma de amidas. Los ureidos presentan una
alta eficacia como moléculas de transporte de nitrégeno por su elevado ratio
N:C, por lo que también podrian ser usados como forma de transporte de
nitrogeno en diferentes condiciones fisioldgicas. Las nucleasas son enzimas
que estan implicadas en la degradacion de acidos nucleicos y la familia S1/P1

se ha involucrado en este proceso durante la muerte celular programada.

En esta Tesis se han analizado las actividades nucleasas y ribonucleasas en
judia en diferentes procesos fisiologicos a lo largo de su desarrollo y se ha
comparado con la concentracion de ureidos. También se ha determinado la
expresion de los genes que codifican las nucleasas de la familia S1/P1. En ejes
en desarrollo de plantulas de judia se ha determinado una nucleasa mayoritaria,
cuya actividad precede a la acumulacion de ureidos que se produce en este
tejido. La proteina con actividad nucleasa de ejes se ha purificado y se ha
identificado el gen que la codifica, denomindndose PVNI. Este gen pertenece a
la familia S1/P1 junto con sus cuatro homologos en judia. PVNI fue el gen de
esta familia con expresion mayoritaria en plantulas de judia desarrolladas bajo
diferentes condiciones. La demanda de nutrientes por parte del embrion podria
regular la expresion de PVNI. Ademas, se han determinado las actividades
nucleasas y expresion de los miembros de la familia S1/P1 de judia en varios
procesos en los que se produce una significativa movilizaciéon de nutrientes,
como son la senescencia de hojas y de cotiledones. En ambos procesos se
observo un incremento en los valores de actividad de diferentes nucleasas, un
aumento en la expresion de diferentes miembros de la familia S1/P1 y una
acumulacion de los ureidos. Durante senescencia de hojas se ha observado la

induccion de los genes PVN2 y PVN5, mientras que durante la senescencia de
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cotiledones se indujo la expresion de PVN4 y PVN5. Los productos de las
reacciones de estas nucleasas podrian dar lugar a los ureidos y éstos

transportarse a otras partes de la planta.

ABSTRACT

French bean is a ureide legume since it transports the fixed nitrogen in nodules
to the aerial parts of the plants in form of ureides, whereas the amide legumes
transport the fixed nitrogen as amides. The ureides have a high rate N:C being
ideal nitrogen transport molecules, and they could have this role in others
physiological processes. Nucleases are enzymes involved in the catabolism of
nucleic acids and the S1/P1 family has been implicated in this process during

programmed cell death.

In this Thesis the nuclease and ribonuclease activities have been analyzed in
French bean along its development and they have been compared to ureide
levels. The expression of the genes coding for S1/P1 nuclease family has been
determined as well. In developing axes from French bean seedlings a major
nuclease has been determined, whose activity precedes ureide accumulation in
this tissue. A protein with nuclease activity has been purified and the gene that
codify it has been identified and named PVNI. This gene along with others
four form the S1/P1 family in French bean. PVNI was the predominant gene
expressed in seedlings developed under several physiological conditions. The
nutrient demand by embryos could regulate PV NI gene expression. In addition,
the nuclease activities and gene expression have been determined in several
processes with a significant nutrient mobilization, such as leaves and
cotyledons senescence. In both processes, the activity of several nucleases and
the expression of several genes of S1/P1 family increased, as well as the ureide
concentration. During leaf senescence the genes PVN2 and PVNS5 induced,

whereas in cotyledon senescence the genes PVN4 and PVNJ increased its
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expression. The products from the nuclease reactions could lead to ureide

production and those could be transported to other part of the plant.
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Introduccion

1. El nitrégeno como nutriente esencial para la vida de la planta

El nitrégeno es un elemento esencial para la vida de la planta (Prinsi y Espen
2015). Por su cantidad en la planta se considera un macronutriente y su
porcentaje en peso seco oscila entre el 2 y el 5%. Se encuentra formando parte
de biomoléculas tan importantes como aminoacidos, proteinas, &cidos
nucleicos, nucleodtidos, clorofila, vitaminas, coenzimas y hormonas. La
deficiencia de nitrégeno conlleva un menor y ralentizado crecimiento, asi como
una mayor sensibilidad al ataque de patdgenos o al estrés abiodtico. Este déficit
promueve ademas mayor desarrollo de la raiz y provoca clorosis en las hojas
adultas ya que al ser un nutriente movil se deriva a hojas jovenes. También se
reduce el nimero de flores y de frutos (Williams y Miller 2001). Sin embargo,
el exceso de nitrégeno también resulta perjudicial para la planta causando un
exceso en el tamafio y nimero de hojas, un desarrollo muy pobre de raices, un
retraso en la floracion y escasa formacion de frutos (Williams y Miller 2001).
La planta equilibra los requerimientos nutricionales de éste con su
disponibilidad modulando el metabolismo del nitrogeno, principalmente
mediante la toma del NO;”, su reduccion a NH," y su la asimilacién, asi como
su reciclaje tras el catabolismo de biomoléculas (Galloway et al. 2008; Prinsi y

Espen 2015).

La mayoria de las plantas requieren entre 20 y 50 gramos de N para producir 1
kg de biomasa seca, normalmente en forma de nitrato (NO3") y amonio (NHy").
Esta cantidad supone un factor limitante de la produccion en la mayoria de los
cultivos (Robertson y Vitousek 2009) y, por este motivo en las tltimas décadas
se ha incrementado la produccion y aplicacion de fertilizantes nitrogenados a
los cultivos. El uso de fertilizantes asegura una buena cosecha pero conlleva un
acusado incremento en el coste de la produccion en la agricultura acompafiado
ademas, de graves dafos para el medio ambiente (Galloway et al. 2008). El

exceso de compuestos nitrogenados afecta a la calidad del aire, agua y suelo, ya
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que produce un aumento en la lixiviacion provocando la eutrofizacién de los
rios y la acidificacion de los suelos. Ademas se produce la liberacion a la
atmosfera de 6xido nitroso y otros gases reactivos (Robertson y Vitousek 2009;
Guo et al. 2010) Por este motivo resulta de gran importancia el desarrollo de
una agricultura sostenible, planteando a la sociedad la necesidad de determinar
el uso eficiente del nitrogeno por parte de la planta (NUE) (Xu et al. 2012).
Incrementando el NUE puede reducirse la cantidad de fertilizantes, lo que
conlleva importantes ventajas econdmicas y medioambientales (Masclaux-
Daubresse et al. 2010). No obstante, para alcanzar este objetivo es necesario
ampliar el conocimiento en los procesos de absorcion, transporte, movilizacion
y reciclaje de nutrientes que acontecen durante el ciclo vital de la planta y que
guardan estrecha relacion con el NUE (Masclaux-Daubresse ef al. 2010). Junto
con la removilizacion del nitrégeno, la fijacion bioldgica de nitrogeno que
pueden llevar a cabo las leguminosas resulta un interesante un objeto de

estudio ya que permite un importante ahorro en el uso de fertilizantes.

El nitrégeno en la corteza terrestre esta presente en un 0,1% mientras que en la
atmosfera lo esta en un 80%, aunque en forma de dinitrégeno que no resulta
asimilable por todas las plantas. Las leguminosas no obstante, son capaces de
asimilar el este dinitrogeno gracias a la asociacion simbidtica con bacterias
fijadoras de N,, denominadas en su conjunto rizobios (Sprent 2002). Como
consecuencia de dicha simbiosis se origina una estructura denominada nddulo,
en cuyo interior se albergan los rizobios que mediante el complejo enzimatico
nitrogenasa reduce el N, a NH,". Este amonio es asimilado por la planta como
fuente de nitrogeno y ésta a cambio suministra a las bacterias acidos
carboxilicos, principalmente malato, como fuente de energia (Lodwig y Poole
2003). El NH4" rapidamente es asimilado a través del ciclo GS/GOGAT. El

nitrogeno fijado se transporta hacia las otras partes de la planta en forma de
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amidas en el caso de las leguminosas amidicas o bien en forma de ureidos en

las leguminosas ureidicas (Atkins 1991).

2. La judia comun: Phaseolus vulgaris, una leguminosa ureidica

La judia comun recibe el nombre cientifico de Phaseolus vulgaris L. (Linneo
1753) y pertenece al género Phaseolus. Su enclave taxondomico es Clase
Dicotyledoneae, Subclase Rosidae, Superorden Fabanae, Orden Fabales,
Familia Fabaceae y Subfamilia Papilionoidae (Liu et al. 2011). P. vulgaris es
una planta autégama, con un genoma relativamente pequefio (650 Mbp),
diploide y con 11 cromosomas (2n = 22). En el genoma de judia no se han
producido reordenaciones y duplicaciones cromosdémicas complejas como las
encontradas frecuentemente en otras leguminosas, como es el caso de la soja
(Shoemaker et al. 1996; Gepts et al. 2008). La judia es el resultado de la
evolucion a partir de un ancestro silvestre cultivado en dos areas geograficas
del continente americano: zona Mesoamericana y zona Andina (Grentry 1969;
Kaplan 1981; Briicher 1988). A partir de estos cultivos, denominados acervos o
grupos de germoplasmas surgen seis razas mas (Singh et al. 1988). El acervo
andino origina las razas: Chile, Nueva Granda y Peru, mientras que el acervo
Mesoamericano las razas: Durango, Jalisco y Mesoamérica. Con la llegada de
los europeos el cultivo de la judia se expandi6 por el resto de los continentes.
Actualmente los cultivares de mayor importancia econdmica pertenecen a las

razas Durango, Mesoamérica y Nueva Granada.

La judia comun es una de las leguminosas mas cultivadas e importantes para el
consumo, estimandose una produccion de 23,1 millones de toneladas al afio en
unas 8,7 millones de hectareas (FAO, 2014) (Esmaeilzadeh y Aminpanah
2015). La enorme utilidad de este cultivo radica en su gran valor nutricional
que lo convierte en una importante fuente de alimento. Debido al alto

contenido en proteinas en las semillas, asi como micronutrientes o vitaminas
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tan importantes como la biotina, proporciona grandes beneficios en la salud del
consumidor (Broughton et al. 2003). Ademas de los valores nutricionales, su
cultivo presenta ventajas econdmicas y ecologicas que radican en la capacidad

de fijar nitrogeno atmosférico al asociarse con bacterias del género Rhizobium.

3. Moléculas organicas transportadoras de nitrogeno

Las plantas han desarrollado a lo largo de la evoluciéon unos mecanismos
eficientes para optimizar al méximo la disponibilidad de los nutrientes. En la
célula vegetal las reacciones anabdlicas y catabdlicas estan interconectadas de
modo que los productos de degradacion pueden ser transportados donde se
requieran o bien acumularse para utilizarse en el momento adecuado. Esto
supone un ahorro energético muy importante para la planta que no siempre
puede tomar del suelo los nutrientes que precisa. La germinacion o la
senescencia son algunos de los procesos fisioldgicos en los que se produce la
hidrolisis de grandes biomoléculas como proteinas o acidos nucleicos, que
conlleva la liberacion de diferentes compuestos nitrogenados (Zrenner et al.
2006). Estos pueden incorporarse a su vez, a diferentes compuestos organicos
por la acciéon de ciertas enzimas o transportarse a otros tejidos donde se

requieran.

3.1. Aminoacidos

El amonio generado mediante varios procesos metabolicos (absorcion directa
por las raices, reduccion del nitrato, oxidacion del glutamato, fotorrespiracion o
de la desaminacion del glutamato) es muy téxico para la célula por lo que
rapidamente debe ser retirado del medio. Esto se lleva a cabo por la accion la
accion secuencial de dos enzimas: la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato
sintasa (Liang ef al.) que determinan el ciclo GS-GOGAT. El amonio es
incorporado al glutamato por la accion de la GS originando glutamina. La

GOGAT cataliza la transferencia del grupo amido de la glutamina al 2-
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oxoglutarato produciéndose dos moléculas de glutamato (Lehmann y Ratajczak
2008). En el caso de las leguminosas amidicas en condiciones de fijacion de
nitrogeno utilizan los aminoécidos asparragina y glutamina como las moléculas
de transporte del nitrogeno fijado desde las raices a las otras partes de la planta

(Lea et al. 2007).

Como consecuencia del catabolismo de las proteinas durante los procesos de
movilizacion de nutrientes se libera gran cantidad de aminoacidos, que a su vez
pueden actuar como materia prima para constituir nuevas proteinas o como
sustratos para la respiracion (Lehmann y Ratajczak 2008). La importancia del
reciclaje de proteinas se deduce del elevado niimero de proteasas presentes en
el genoma de plantas, asi en Arabidopsis se han identificado 826 genes (van
der Hoorn 2008). Nitrogeno reducido en forma de aminoécidos se ha
observado en distintos procesos de movilizacion de nitrogeno tanto en fase
vegetativa como reproductiva de la planta (Distelfeld e al. 2014). La mayoria
de los aminoécidos sufren modificaciones antes de incorporarse al floema. Las
enzimas del ciclo GS-GOGAT, la asparragina sintetasa y varias
aminotransferasas llevarian a cabo estas reacciones de transferencia de

nitrégeno, siendo relevantes en este proceso (Distelfeld ez al. 2014).

3.2. Nucleotidos

Los nucleotidos son cruciales para el crecimiento, desarrollo y metabolismo de
la planta (Zrenner et al. 2006). Los nucleétidos de purina y pirimidina son
precursores esenciales de los 4cidos nucleicos ademds de participar en
multiples procesos del metabolismo primario y secundario (Stasolla et al.
2003). Estos compuestos también son precursores directos de vitaminas de la
clase B y coenzimas esenciales (NAD, FAD y SAM) (Zrenner et al. 2006).Los

nucledtidos pueden ser sintetizados de novo a partir de aminoacidos y otras
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pequeiias moléculas o a partir de nucleobases o nucledsidos procedentes de la

ruta del reciclaje (Zrenner et al. 2006).

Los nucleétidos de pirimidina (CMP y UMP) se sintetizan de novo mediante la
ruta del orotato, basada en la formaciéon de UMP a partir de carbamilfosfato,
aspartato y 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP). E1 UMP es fosforilado por una
quinasa hasta UTP, a partir del cual se generan las deméas pirimidinas (Stasolla
et al. 2003). Por otro lado, el catabolismo de los nucledtidos de pirimidina
consiste en la eliminacion del 5'-fosfato en una reaccion catalizada por la 5-
nucleotidasa que libera nucledsidos. A continuacidn, las nucleosidasas actiian
sobre éstos hidrolizando la unioén entre la base pirimidinica y la pentosa ribosa

(Zrenner et al. 2006).

Los nucleétidos de purina son sintetizados de novo a través de una ruta
compleja que consta de diez reacciones enzimaticas secuenciales, que se llevan
a cabo en el interior de los plastidios y mitocondrias (Zrenner et al. 2006). El
primer paso de la ruta es la incorporacion de la glutamina a PRPP originando
5-fosforibosil amina (PRA), catalizado por la fosforribosil-pirofosfato
amidotransferasa (PRAT) y que es el paso clave en la regulacion de la sintesis
de purinas (Zrenner et al. 2006). Tras sucesivas reacciones origina IMP que es
el primer producto con un anillo purinico completo (Smith y Atkins 2002). El
IMP sintetizado es transformado en AMP que es transportado al citosol donde
genera el resto de nucledtidos de purinas (XMP y GMP) (Zrenner et al. 2006).
El catabolismo de nucledtidos de purinas también comienza con la eliminacién
del 5’fosfato de los nucledtidos por las nucleotidasas liberando nucledsidos
(Cabello-Diaz et al. 2012) que, mediante reacciones de hidrdlisis y
desaminacion, generarian xantina (Zrenner et al. 2006). Este compuesto es
oxidado a acido urico por la xantina deshidrogenasa (XDH) (Triplett et al.

1982). A continuacion, la uricasa o urato oxidasa (UO), localizada en el
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peroxisoma, cataliza la oxidacion del acido urico a 5-hidroxiisourato (HIU),
con la reduccion de oxigeno molecular a perdxido de hidrégeno. Finalmente la

oxidacion del HIU origina alantoina.

3.3. Ureidos

Los ureidos (alantoina y alantoato) proceden de la oxidacion de las purinas las
cuales pueden ser sintetizadas de novo en el interior de los noédulos de las raices
de las leguminosas gracias a la asociacion simbidtica con bacterias fijadoras de
N, (Atkins y Smith 2000). En base a sus propiedades, estos compuestos
resultan moléculas idoneas para el transporte y almacenamiento de nitrogeno
(Schubert y Boland 1990). Los ureidos se caracterizan por ser relativamente
solubles en sistemas acuosos y poseer una baja reactividad quimica, por lo que
son relativamente estables. Ademas, por su elevada relacion N:C constituyen
una forma concentrada de nitrégeno organico, lo que supone una eficaz
economia de carbono para la planta. En los ultimos afios, ademads, se les ha
conferido un papel protector como moléculas antioxidantes ante diversas
situaciones de estrés para la planta (Brychkova et al. 2008; Nakagawa et al.
2011). El primer paso en la degradacion de estos compuestos estd catalizado
por la alantoinasa que transforma alantoina en alantoato (Todd et al. 2006;
Raso et al. 2007b). El alantoato puede degradarse por la enzima alantoicasa o
alantoato amidinohidrolasa produciendo urea (Todd y Polacco 2006; Raso et
al. 2007a), o bien mediante la alantoato amidohidrolasa liberando CO, y NH,"
y ureidoglicina (Diaz-Leal et al. 2014). La ureidoglicina, que es un compuesto
muy inestable, se transforma en ureidoglicolato. El ureidoglicolato también
puede degradarse a glioxilato y urea por una uriedoglicolato urea liasa (Mufoz
et al. 2006; Todd et al. 2006) o a glioxilato, amonio y CO, por una
amidohidrolasa (Werner ef al. 2008; Werner y Witte 2011).
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4. Procesos fisioldgicos con importante movilizacion de reservas y reciclaje
de nutrientes

4.1. La germinacion en leguminosas

La semilla ocupa una posicion central en el ciclo de vida de las plantas y su
aparicion, junto con el desarrollo de la flor, fue uno de los principales avances
en la evolucion de las angiospermas. La semilla esta estructural y fisicamente
equipada para garantizar su dispersion y la viabilidad del embrion que alberga
en su interior. El almacenamiento de sustancias de reserva en la semilla
garantiza la disponibilidad de nutrientes para el embrion tras la germinacion
(Nonogaki ef al. 2010). El embrion originard una plantula que desarrollara un
metabolismo autétrofo originando un organismo independiente garantizando

asi la supervivencia de la siguiente generacion.

La germinaciéon se define como el conjunto de eventos que ocurren desde la
toma de agua por la semilla hasta la emergencia de la radicula a través de la
envoltura seminal (Bewley 1997). La regulacion de la germinacion se basa en
la accion de dos hormonas antagonistas, el dcido abscisico y las giberelinas,
que inhiben o inducen la germinacion, respectivamente (Seo et al. 2009) .Sin
embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios realizados en este campo aun
no se ha conseguido determinar con exactitud qué desencadena el inicio de la
germinacion (Rewers y Sliwinska 2014). Algunas semillas no completan la
germinacion a pesar de estar intactas, ser el embrion totalmente viable y
encontrarse ante las condiciones favorables. Esto se debe a que se encuentran
bajo el estado de dormicidén que, aunque no ocurre en todas las especies, se
trata de una adaptacion que optimiza y garantiza la distribucion y evita la

germinacion de la semilla mientras se encuentra en la planta (Bewley 1997).

El proceso de germinacion y desarrollo postgerminativo temprano engloba

multitud de eventos celulares y moleculares que comienza con la toma de agua

10
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por parte de la semilla o imbibicion que se divide en tres fases en la mayoria de

las especies (Figura 1) (Nonogaki et al. 2010).

GERMINACION POSTGERMINACION

Fase lll

Fase ll

Crecimiento de la plantula

Fase |

|
i
i
i
i
|
i
Movilizacién de reservas de
tejidos de almacenamiento :
Movilizacién

Emergencia de la radicula por expansion celular essmm  de
reservas

Movilizacién de reservas (oligosacaridos, inicio
degradacién de polimeros en embrién)
.

Transcripcion y traduccion de nuevos ARNm

'
'
'
'
'
'
'
1
I
'
T
'
'
'
]
|
'

1
Traduccién o degradacion

—— del ARNm almacenado
Sintesis ADN

Divisién celular ——

Reparacion ADN

Contenidoen aguade la semillay la plantula

Respiracion, reparacion y multiplicacion de mitocondrias

Imbibicién

Tiempo

Figura 1. Esquema de las fases de la germinacion y desarrollo postgerminativo temprano.
Se muestran los diversos acontecimientos fisicos y metabdlicos que tienen lugar durante la
germinacion y desarrollo postgerminativo. El rango de tiempo varia entre horas y semanas
dependiendo de la especie y las condiciones de germinacion. En la figura se representa la curva
de absorcion de agua. (Adaptado de Nonogaki et al., 2010).

La Fase I se caracteriza por una rapida entrada de agua hasta que se produce la
hidratacion de las matrices, paredes celulares y polimeros acumulados en las
células. Esto conlleva alteraciones temporales en las estructuras celulares,
especialmente en las membranas, debido al intercambio de los fosfolipidos de
las membranas desde el estado de gel alcanzado durante la maduracion y
desecacion, a nuevas membranas en un estado normal hidratado (Crowe et al.
1989). Este acontecimiento provoca una rapida pérdida de solutos y
metabolitos de bajo peso molecular al medio exterior (Bewley 1997; Nonogaki
et al. 2010), acompanado de graves dafios en organulos como las mitocondrias

que reducen drasticamente su nimero. La semilla cuenta con la maquinaria
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necesaria para reparar los dafos sufridos en las proteinas y el ADN durante el
proceso de deshidratacion de la semilla (Nonogaki et al. 2010). Con la entrada
de agua también se reanuda de forma gradual la actividad metabdlica y se
activa el metabolismo respiratorio. La semilla seca contenia mitocondrias con
membranas internas poco diferenciadas y las suficientes enzimas del ciclo de
Krebs y oxidasas para proporcionar la cantidad necesaria de ATP a las pocas
horas de la imbibicion (Nonogaki ef al. 2010). Estas enzimas se encontraban
almacenadas en la semilla seca y posiblemente protegidas por la acciéon de las
proteinas LEA (Grelet et al. 2005; Tolleter et al. 2007). Las especies reactivas
de oxigeno (ROS) generadas por la activacion del metabolismo se retiran del
medio por la acciéon de enzimas como la superdxido dismutasa, la catalasa, la
ascorbato peroxidasa o dehidroascorbatoreductasa y glutation reductasa

(Wojtyla et al. 2006).

La toma de agua se mantiene constante en la Fase I, se produce un incremento
el metabolismo energético y las mitocondrias sufren reparacion o reemplazo
por otras nuevas. Las semillas que se encuentran en dormicion o estdn muertas
no completan la germinacién y permanecen en este estado (Nonogaki et al.
2010). Por ultimo, y para completar la germinacidén, es necesario un nuevo
incremento en la toma de agua determinando el comienzo de la Fase III

(Nonogaki et al. 2010).

Durante las Fases I y II se produce una considerable actividad transcripcional
necesaria para que la germinacion se complete, de tal forma que la germinacion
viene regulada por la eliminacion selectiva de determinados transcritos y la
sintesis de novo de otros (Nonogaki et al. 2010). Las semillas almacenan todos
los componentes necesarios para la reanudacion de la sintesis de proteinas.
Durante los momentos iniciales de hidratacion, los ribosomas constituyen

polisomas y utilizando ARNm almacenados en la semilla comienzan a
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sintetizar nuevas proteinas necesarias para reanudar el metabolismo (Rajjou et
al. 2004). En semillas de Arabidopsis (Nakabayashi et al. 2005), trigo
(Sreenivasulu et al. 2008) o arroz (Howell et al. 2009) se ha encontrado una
gran cantidad de ARNm que quedaron almacenados desde la formacion de la
semilla resistiendo a la desecacion. La mayoria de estos ARN codifican
proteinas relacionadas con la respuesta a acido abscisico y contiene un motivo
central ACGT en sus regiones promotoras (Nakabayashi et al. 2005). Otros
ARNm codifican proteinas importantes en la maduracién y desecacion de la
semilla como las LEA, que se degradan rapidamente tras la imbibicion (Jiang y
Kermode 1994; Khan et al. 1997). A medida que la germinacion progresa, son
reemplazados y la sintesis de proteinas se hace mas dependiente de nuevos
transcritos (Bewley 1997). La degradacion del ARN almacenado podria
constituir una fuente de material para la sintesis de nuevos acidos nucleicos en
los ejes en desarrollo. De hecho se ha descrito un significativo incremento en la
actividad de ribonucleasas en semillas tras la germinacion en Ricinus
communis (Winchcombe y Bewley 1992) y Arabidopsis (Li et al. 2006). Por
otro lado, se ha descrito que Phaseolus vulgaris es una especie polisomatica
(Rewers y Sliwinska 2012). Es decir, se puede encontrar en un mismo 6rgano,
como en semilla seca, células con diferente nimero de copias de ADN
cromosdmico como resultado de procesos de endorreduplicacion. E1 ADN
sufre replicacion sin producirse una mitosis completa (endociclo) y por tanto
no se reparte el ADN en dos nuevas células (Rewers y Sliwinska 2012).
Muchos organismos emplean la endorreduplicacion como parte final del
proceso de diferenciacion de sus semillas para acumular gran cantidad de ADN
necesario para hacer frente a la gran sintesis de proteinas y al incremento en la
actividad metabolica necesarios durante los primeros momentos de la
germinacion (Lee et al. 2009). Algunos autores sugieren que la poliploidia en
el endospermo puede resultar una estrategia para almacenar nucledtidos para

ser usados rapidamente al inicio de la germinacion (Leiva-Neto et al. 2004).
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Los cotiledones de Phaseolus vulgaris sufren una intensa endorreduplicacion,
ya que en los cotiledones de semillas secas se encuentra un 37 % de los nucleos
endopoliploides, llegando a detectarse que el 0,5% de los nucleos contienen
128C. En ejes, sin embargo, se detecta endorreduplicacion pero a un nivel

mucho menor (Rewers y Sliwinska 2014).

La emergencia de la radicula establece el final de la germinacion y el comienzo
del crecimiento postgerminativo de la plantula. Esta expansion se debe a un
aumento en la turgencia de las células que provoca el aumento de su tamafio.
Estos procesos se producen gracias al reblandecimiento de las paredes celulares
como consecuencia de la entrada de agua en la Fase Il y por la accion de
diferentes enzimas (Nonogaki et al. 2010). Se ha propuesto que en semillas de
Arabidopsis y de Medicago truncatula el crecimiento de la radicula se produce
por expansion celular y no por division, como se demuestra por la germinacion
en presencia de un inhibidor de la mitosis en el medio de imbibicion (Gimeno-
Gilles et al. 2009). En semillas de Arabidopsis la region inicial de elongacion
no se localiza en la radicula sino en una pequefia region adyacente y de
transicion con el hipocotilo. En esta zona el aumento en el tamafio de la célula
se relaciona con procesos de endorreduplicacion, duplicindose el material

genético sin originar dos células por mitosis (Sliwinska et al. 2009).

Las semillas de distintas especies almacenan diferentes tipos de sustancias de
reserva, proteinas, hidratos de carbono o lipidos (Buckeridge et al. 2004). De
estas sustancias dependera el crecimiento y desarrollo postgerminativo del eje
tras la germinacion (Bewley 1997). El embrion demanda gran cantidad de N, P
y C, siendo la demanda de éste ultimo la mas estudiada (Stasolla et al. 2003).
Las globulinas son las principales proteinas de reserva en dicotiledoneas
(Tiedemann et al. 2000). Las proteinas de reserva se degradan en el interior de

los cuerpos proteicos por la accion de proteasas que pueden ser sintetizadas de
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novo o encontrarse almacenadas en la semillas protegidas de la protedlisis por
dos mecanismos (Tiedemann et al. 2000). En el primero, las proteinas de
reserva se acumulan durante la maduracion de la semilla en el interior de
compartimentos delimitados por membrana, como vacuolas de almacenamiento
de proteinas o cuerpos proteicos. En el segundo, las proteinas serian resistentes
a la proteolisis debido a la agregacion y al nivel de empaquetamiento que
adoptan al almacenarse (Shutov er al. 2003; Santos et al. 2012). Durante la
germinacion estas proteinas se degradan independientemente, detectandose al
tercer dia de imbibicion un descenso del 50% de la albumina frente a la
globulina, que lo hace a los 6 dias (Karmous et al. 2011). El patron en la
degradacion de las reservas es diferente en cada especie. El catabolismo de las
proteinas de reserva de los cotiledones libera gran cantidad de aminoacidos que
se exportan al eje para utilizarse en su crecimiento postgerminativo (Herrera-
Rodriguez et al. 2006) o como sustratos para la respiracion (Lehmann y
Ratajczak 2008). De forma generalizada la movilizacion de las proteinas de
reserva comienza en el eje y a su término comienzan a hacerlo las de
cotiledones (Tiedemann et al. 2000). La falta de aminoacidos para sintetizar
nuevas proteinas en el eje parece ser la sefial que desencadena la movilizacion
de reservas en cotiledones (Tiedemann et al. 2000). También se ha sugerido
una conexion entre las proteinas de almacenamiento y la movilizacién de los
hidratos de carbono en las semillas de Sesbania virgata, lo que aseguraria un
flujo equilibrado del carbono y nitrogeno para el desarrollo de la plantula
(Tonini et al. 2010). En este sentido, la expresion de muchos genes que
codifican enzimas proteoliticas asi como su actividad estaria regulada
negativamente por nivel de azicar (Borek y Ratajczak 2002). En las semillas
también existe como material de reserva polisacaridos cuya hidrélisis libera
azucares proporcionando energia asi como esqueletos carbonados (Santos y

Buckeridge 2004; Tonini et al. 2010).
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El nivel de aminoacidos libres en semillas secas de judia es de 63
umoles/unidad (Quiles ef al. 2009). Durante la germinacion este nivel
disminuye levemente para volver aumentar con la emergencia de la radicula
como consecuencia de la movilizacién proteinas de reserva (Quiles et al.
2009). En semillas secas de judia se ha encontrado ureidos a una concentracion
de 0,1% (p/p) procedentes de su acumulacion durante la fase de llenado de la
semilla. La concentracion de ureidos aumenta tras la emergencia radicular tanto
en ejes como en cotiledones (Quiles et al. 2009). Estos ureidos se sintetizan por
la oxidacion de purinas que podrian proceder del reciclaje o del catabolismo de
acidos nucleicos, ya que en los primeros momentos de la germinacion la
sintesis de novo resultaria insuficiente. Esta hipotesis esta apoyada por la
identificacion y purificacién de una fosfatasa con alta afinidad por nucledtidos
en ejes de judia cuya actividad incrementa tras la emergencia de la radicula
coincidiendo con el aumento en el nivel de ureidos (Cabello-Diaz et al. 2012).
Los nucledtidos necesarios para el desarrollo del eje durante la germinacion
proceden de la via del reciclaje debido a que la maquinaria enzimatica
responsable de la produccion de purinas no esta disponible durante las primeras
etapas de la germinacion y los nucleotidos de pirimidina se sintetizan a muy
baja velocidad (Mohlmann et al. 2010). El catabolismo de los 4cidos nucleicos
podria liberar nucledsidos y nucleobases con los que se sintetizarian a su vez
nucleotidos por accidon de quinasas y fosforribosil-transferasas (Mohlmann et
al. 2010). Por tanto, durante la germinacion debe existir una estricta regulacion

entre las rutas de sintesis, reciclaje y degradacion de nucleotidos.

4.2. La senescencia en las hojas

La senescencia de la hoja es un proceso muy complejo y altamente regulado
que acontece al final de su desarrollo y que termina con su degradacién (Woo
et al. 2013). Durante este proceso se producen secuencialmente una serie de

cambios en la fisiologia, bioquimica y en la expresion génica de sus células. La
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consecuencia de estos cambios es la muerte celular, que esta considera un tipo
de muerte celular programada (MCP) (Lopez-Fernandez et al. 2015). La MCP
durante la senescencia de hojas, a diferencia de lo que ocurre en otros procesos,
se produce lentamente y de forma secuencial. Esta comienza generalmente por
las células del mesofilo de los margenes y punta de la hoja y progresa hasta la
base (Lim et al. 2007). Este hecho, junto con el mantenimiento del buen estado
del sistema vascular hasta la fase final de la senescencia, permite una eficiente
movilizacion de los nutrientes originados por la degradacion de
macromoléculas durante la MCP. Esto es crucial para el desarrollo y
supervivencia de la planta ya que estos nutrientes son dirigidos via floema
hasta tejidos en desarrollo o son destinados al llenado de la semilla (Fukuda

1996; Cholewa y Griffith 2004).

La senescencia foliar estd regulada por la edad de la planta y por seiales
endogenas o externas, cuyos mecanismos de sefializacion estan altamente
coordinados (Sarwat et al. 2013). De modo que este proceso puede ocurrir
prematuramente en hojas jovenes si la planta se desarrolla en condiciones
ambientales desfavorables (Lim et al. 2007). El desarrollo fisioldgico de la
planta, asi como su edad o la acciéon de las fitohormonas intervienen en la
produccion de las sefiales endogenas (Sarwat et al. 2013). Respecto a las
sefiales externas hay que diferenciar entre factores medioambientales abioticos
y bidticos. Los factores abidticos mds importantes son la sequia, la limitacion
de nutrientes, las temperaturas extremas, el estrés oxidativo, la irradiacion por
UV-B y el ozono. En las plantas perennes la senescencia foliar resulta una
estrategia muy efectiva cuando bajo condiciones desfavorables se reduce la
actividad fotosintética y resulta mas rentable la pérdida de este 6rgano (Lim et
al. 2007). Entre los factores bidticos destacan la infeccion por patdgenos y la
competencia por la luz (Lim et al. 2007; Sakamoto y Takami 2014). La alta

concentracion de carbohidratos y una alta accesibilidad de carbono frente a una
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baja de nitrégeno en la hoja también regula el inicio de la senescencia (Wingler

et al. 2006).

El acontecimiento mas temprano que se produce durante la MCP de la hoja es
la degradacion de los cloroplastos, mientras que la mitocondria y el nucleo
permanecen intactos hasta la fase final del proceso para garantizar la
produccion de energia y la expresion de genes (Lim et al. 2007). Con la
desintegracion de los cloroplastos se interrumpe la actividad fotosintética de la
hoja reduciéndose el anabolismo y liberandose el 70% del nitrégeno contenido
en la hoja, que se encuentra formando parte principalmente de la rubisco. Este
proceso comienza con la pérdida de la integridad de la membrana del tilacoide,
que desestabiliza la estructura de la grana y finalmente originan unas
estructuras llamadas plastoglobulos (Hortensteiner y Feller 2002). La clorofila
y las proteinas que componian el cloroplasto se dirigen al interior de las
vacuolas probablemente para evitar la fototoxicidad en la célula por la
acumulacion los pigmentos, organulo donde se produce la hidrélisis completa
por la accion de endo y exopeptidasas (Christ ef al. 2012). Los aminoéacidos
derivados del catabolismo de las proteinas mediante reacciones de
transaminacién pueden producir glutamato que por accion de la GDH libera
oxoglutarato y amonio. Este amonio es retirado por la acciéon de la GS y
produce glutamina (Masclaux-Daubresse et al. 2010). Durante la senescencia
se ha detectado un incremento en la expresion de dos genes que codifican la
glutamina sintetasa y la glutamato deshidrogenasa (Terce-Laforgue et al.
2004), por lo que son utilizados como marcadores de la senescencia foliar
(Pageau et al. 2006). También se ha observado aumento en la expresion de
permeasas de aminodcidos involucradas en el paso de estos aminoacidos al
floema durante la senescencia de hojas de Brasica y Arabidopsis (Masclaux-
Daubresse et al. 2010). Ademas, se ha propuesto el papel de pequefios péptidos

como transportadores de nitrégeno en Arabidopsis (van der Graaff et al. 2006).
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La degradacion de los lipidos de membrana produce acidos grasos que pueden
oxidarse para producir energia o transformarse en a-cetoglutarato por el ciclo
del glioxilato. Este o -cetoglutarato a su vez, puede convertirse en aziicares
mediante la glucogénesis, o bien, ser usado para movilizar los aminoacidos
liberados tras la hidrdlisis de las proteinas (Lim et al. 2007; Sakamoto y
Takami 2014). Como consecuencia de la oxidacion de los lipidos se produce un
incremento en la concentracion de ROS lo que activa la expresion de diferentes
genes que participan en la regulacion de este proceso (Dai et al. 1999). Una vez
que se degrada la rubisco y se produce el catabolismo de las proteinas y lipidos
de membrana la senescencia es irreversible, considerandose el nivel de proteina
y la cantidad de clorofila como los principales marcadores de la senescencia

foliar (Sato et al. 2007).

Otros cambios celulares caracteristicos de la senescencia en la hoja son una
reduccion masiva en la concentracion de acidos nucleicos (Lim et al. 2007).
Los niveles de ARN descienden rapidamente, distinguiéndose inicialmente una
degradacion del ARNr del cloroplasto y ARNTr citoplasmatico, seguida por la
del ARNm y ARNt citoplasmatico. La disminucion en el nivel de ARN esta
acompafiado por el incremento en la actividad de las ribonucleasas (Lim et al.
2007). Por ultimo, en la fase mas tardia de la senescencia se produce un
colapso controlado de la vacuola y se degrada el nucleo. Es caracteristico en
células que sufren MCP la condensaciéon de la cromatina nuclear por la
hidrolisis endonucleolitica del ADN nuclear provocando una estructura en
forma de escalones (“laddering”) del ADN (Dominguez y Cejudo 2012). Se ha
sugerido que la degradacion de los acidos nucleicos del nucleo o de los
organulos durante la MCP libera gran cantidad de nucleotidos, bases de purinas
y pirimidinas y fosfato que pueden ser movilizados. Este proceso, a diferencia
del de otras macromoléculas, atn es poco conocido (Sakamoto y Takami

2014).
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El disefio de mutantes ha permitido ciertos avances en el conocimiento del
mecanismo por el que se desencadena y produce la senescencia. La MCP
durante la senescencia estd estrictamente controlada por un complejo programa
genético. En Arabidopsis se han identificado mas de 800 genes asociados a la
senescencia, los genes SAGs y los SEN (Buchanan-Wollaston et al. 2005). La
mayoria de ellos codifican enzimas hidroliticas que degradan macromoléculas
como proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos y lipidos, lo que conlleva la
dramadtica alteracion en fisiologia celular que subyace a la senescencia foliar
(Gepstein et al. 2003; Lin y Wu 2004; Soudry et al. 2005; Guo y Gan 2006;
van der Graaff et al. 2006). Se han descrito dos familias de factores de
transcripcion, NAC y WRKY, que participan regulando la expresion de dichos
genes y que son la clave del mecanismo que controla el proceso en
Arabidopsis. Estos factores de transcripcion se asocian con diferentes tipos de

MCP desencadenada bajo distintos tipos de estrés (Woo et al. 2013).

La regulacion hormonal juega un papel determinante en la senescencia foliar,
involucrando a una compleja red de mecanismos de sefializacion que participan
en sus diferentes fases (Sarwat et al. 2013). Las citoquininas retrasan la
senescencia y durante ésta sus niveles descienden gradualmente (Kollmer et al.
2011) Se desconoce con exactitud el mecanismo de accion, pero se ha
relacionado con la accion de una invertasa extracelular, que cuando se inhibe se
retrasa el descenso de citoquininas y el inicio de la senescencia (Lara et al.
2004). El etileno por el contrario la promueve, y en plantas transgénicas con la
sintesis de etileno bloqueada se retrasa la senescencia (Yang ef al. 2008; Xu et
al. 2011). Por otro lado, se ha observado que el acido abscisico (ABA), una
hormona que media las respuestas de las plantas al estrés ambiental, aumenta
su nivel en hojas senescentes y provoca la induccion de diversos genes SAGs
ademas de promover la abscision de la hoja senescente (Choi y Hwang 2011).

En plantas de Arabidopsis con el receptor del ABA RPKI1 no funcional se
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observa un retraso en el inicio de la senescencia natural, mientras que la
sobrexpresion de dicho receptor la acelera (Lee et al. 2011). El metiljasmonato
(MeJA) y el acido jasmoénico promueven la senescencia. La aplicacion exdgena
de MelJa induce la expresion de genes SAGs y produce la caida de la actividad
fotosintética al promover la degradacion de la clorofila (Shan ef al. 2011). El
acido salicilico (SA) aumenta su concentraciéon en hojas senescentes y estd
relacionada con la induccion de genes SAGs (Lim et al. 2007). Los
brassinosteroides (BRs) promueven la senescencia, como sugirieron los
trabajos con mutantes deficientes en su receptor en los que se retrasd la
senescencia (Lim et al. 2007). El nivel de auxina en la hoja senescente
incrementa y existen evidencias de que promueve el avance de la senescencia
(Lim et al. 2010). Las giberelinas retrasan la senescencia como han sugerido el
trabajo en Paris polyphylla, en el que la aplicacion endogena de esta hormona

impide la degradacion de la clorofila (Li ef al. 2010).

4.3. Floracion, formacion y maduracion de frutos

Las flores son unas estructuras esenciales para la reproduccion de las plantas.
El estudio del desarrollo floral ha permitido establecer los mecanismos
complejos implicados en la sefializacion hormonal asi como cambios en la
expresion génica (Vaddepalli et al. 2015). Durante la fase reproductiva de la
planta, el meristemo apical produce un meristemo floral a partir del cual se
origina los distintos organos de la flor. A pesar de los avances recientes, el
conocimiento sobre el desarrollo floral es aun bastante limitado. La estructura
central de la flor es el ginoceo, donde se encuentra el ovario con los 6vulos
(Seymour et al. 2013). La fertilizacion del oOvulo desencadena la
transformacion del ginoceo en un fruto en desarrollo, en un proceso con alto
control hormonal y donde el crecimiento y maduracion del ovario estd

altamente coordinado con el desarrollo de la semilla.
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Los frutos de las angiospermas permiten el desarrollo 6ptimo del 6vulo y de la
semilla dentro de una estructura protectora. A la vez que proporciona unos
mecanismos adecuados de dispersion. En general, los frutos se pueden agrupar
en secos y carnosos, dependiendo de la estrategia de dispersion. Mientras que
los primeros tienen una estrategia pasiva, los segundos han desarrollado
asociaciones con animales que usan como métodos de dispersion y, por tanto,
sufren modificaciones para atraer a estos vectores de propagacion (Goémez et
al. 2014). El conocimiento molecular y bioquimico del desarrollo del fruto se
ha realizado en dos organismos modelos, Arabidopsis como fruto tipo seco y
tomate como fruto carnoso, recogiéndose en varias revisiones recientes los
principales avances (Ruan et al. 2012; Seymour et al. 2013; Gémez et al.
2014). El desarrollo y senescencia de los frutos secos es un proceso en
principio bastante simple, el fruto crece tras la fertilizacion con poca
diferenciacion hasta que alcanza su tamafio final y entonces entra en
senescencia que acaba con el proceso de abscision. En cambio, en los frutos
carnosos el proceso de desarrollo es més complejo y tras la fase de crecimiento
se distinguen también fases de maduracion y sobre-maduracion (Gomez et al.

2014).

En el desarrollo del fruto de Arabidopsis se ha observado procesos de muerte
celular durante la fase temprana de desarrollo en el tubo de transmision del
polen, en el estigma y en los 6vulos no fertilizados (Farage-Barhom ef al. 2008;
Carbonell-Bejerano et al. 2010). Durante esta fase inicial el fruto crece
rapidamente tras la fertilizacion y este crecimiento es el resultado de una rapida
division celular asi como de expansion celular, proceso controlado
fundamentalmente por auxinas y giberilinas (Gomez et al. 2014). El fruto
dispone de células mesofilicas asi como de estomas. En la fase final del
desarrollo, las valvas entran en programa de senescencia y los componentes

van a ser movilizados para facilitar el reciclaje. El marcador general de
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senescencia, la clorofila, alcanza un maximo durante la formacién de fruto para
descender coincidiendo con la senescencia (Carbonell-Bejerano et al. 2010;
Kou et al 2012). Aunque se desconoce el mecanismo molecular que
desencadena la senescencia, en frutos de Arabidopsis se ha implicado a las
giberelinas (Dorcey et al. 2009) asi como a factores de transcripcion (Kou et al.
2012). Se ha realizado un estudio transcriptomico de genes asociados al
desarrollo y senescencia de frutos de Arabidopsis (Wagstaff et al. 2009).
Gomez y col (2014) han comparado el estudio transcriptémico de Arabidopsis
(Wagstaff et al. 2009) con otro de maduracion de tomate (Zhang et al. 2013) y
han encontrado similitudes que sugieren analogia entre el programa de

senescencia en ambos tipos de frutos.

5. Papel biologico de las nucleasas

Las nucleasas juegan un importante papel en el mantenimiento de la integridad
del ADN participando en procesos de recombinacion, reparacion y replicacion
(Mason y Cox 2012). Ademas, participan en la degradacion de los écidos
nucleicos que acontece durante el proceso de MCP (Sakamoto y Takami 2014).
Las nucleasas estan distribuidas ampliamente por todos los seres vivos,
habiéndose aislado a partir de hongos, bacterias, plantas y animales. La
mayoria de las nucleasas act@ian intracelularmente, aunque se han descrito
algunas enzimas de hongos que lo hacen extracelularmente, como la S1 de
Aspergillus oryzare (Uozumi et al. 1969) o Pl de Penicillium citrinum

(Kuninaka et al. 1961).

El estudio del catabolismo del ADN comenz6 a principios del siglo XX (Araki
1903) denominandose “nucleasas” a aquellas enzimas que llevaban a cabo la
hidrolisis del enlace fosofodiéster entre los nucleotidos. Las nucleasas pueden
degradar ADN de cadena simple (ADNmc) o ADN de doble cadena (ADNbc).

Algunas incluso son capaces de reconocer e hidrolizar zonas de cadena simple
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en hebras de ADNbc que se originan como consecuencia de un error en el
apareamiento de nucleotidos (Shishido y Ando 1985). También pueden
degradar ARN, denomindndose ribonucleasas si es su sustrato especifico

(Lesniewicz et al. 2013).

5.1. Clasificacion de las nucleasas que participan en procesos de muerte
celular en plantas.

El papel biologico de las nucleasas esta asociado con la degradacion de acidos
nucleicos que acontece durante la MCP. Para la planta la MCP es necesaria
para el correcto mantenimiento de la homeostasis celular y el desarrollo. En
base a su mecanismo de accidn, estas enzimas se clasifican en dos grandes
grupos, las endonucleasas y las exonucleasas, aunque también existen las exo-
endo nucleasas que pueden actuar indistintamente segin los dos modos

(Sakamoto y Takami 2014).

5.1.1. Endonucleasas

Son las enzimas que actiian sobre el enlace fosofodiéster de la cadena de acidos
nucleicos con independencia de que exista un extremo en la cadena, liberando
en la reaccion oligonucledtidos o mononucleétidos. Dentro de este grupo se
encuentran las familias de nucleasas tipo S1 y las del tipo estafilococos

(SNasa) (Sakamoto y Takami 2014).

5.1.1.1. Endonucleasas tipo S1

Las nucleasas tipo S1 se caracterizan por tener una gran similitud en la
secuencia de su centro catalitico con el descrito en otras nucleasas de hongos
como la S1 de Aspergillus oryzae y P1 de Penicilum citrimun (Lesniewicz et
al. 2013). En todas estas nucleasas se conserva el dominio PF02265. Dentro de
este grupo se encuentra la familia S1/P1 (Sakamoto y Takami 2014). La

mayoria de las secuencias aminoacidicas de las nucleasas identificadas son
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ortdlogas a Pl y comparten caracteristicas cataliticas. Estas enzimas son
conocidas como las nucleasas Zn**-dependientes y se caracterizan por poseer
un pH Optimo 4acido y por el requerimiento de zinc, necesario para la
estabilizacion de estas enzimas y para su reactivacion tras tratamientos con
EDTA. Sin embargo, no siempre se requiere de la presencia de Zn>" para la
determinacion de la actividad enzimatica. Tienen la capacidad de degradar
ARN y ADN de cadena simple con preferencia de este ultimo. Son
glicoproteinas monoméricas con una masa molecular comprendida entre 30 y
45 kDa. Estas nucleasas son denominadas frecuentemente como nucleasas tipo
I (EC 3.1.30.1) por compartir las caracteristicas de este grupo. No obstante,
estudios recientes ha sugerido que no todas las nucleasas S1 presentan los
mismos requerimientos de pH o i6n (Lesniewicz et al. 2013). En Arabidopsis
se ha identificado una familia de nucleasas tipo S1, que estd compuesta por
cinco miembros a los que se les ha denominado ENDO (Triques et al. 2007).
La nucleasa codificada por ENDOI fue descrita inicialmente como BFN1 tras
aislarse de hojas senescentes de Arabidopsis (Pérez-Amador et al. 2000).
BFNI1 degrada ADNmc y ARN como sustrato, con preferencia a ADNbc, con
un pH 6ptimo neutro y requiere de Zn** como cofactor. El anélisis de la
expresion de su promotor ha sugerido que esta nucleasa se expresa en
diferentes tejidos donde se produce MCP, como la zona de abscision de la hoja
y flores o durante la formacién de vasos, ademds de en hojas senescentes
(Farage-Barhom et al. 2008). La endonucleasa ENDO2 se caracteriza por
degradar preferentemente ADNmc con un pH 6ptimo neutro, aunque puede
hidrolizar ADNmc a pH écido en presencia de Ca®" y Zn*" (Ko et al. 2012).
Por otro lado, ENDO3 es la Unica enzima de esta familia cuyas caracteristicas
se asemejan a la nucleasa S1, se trata de una enzima Zn>"-dependiente que
degrada ADNmc a pH 4cido. La enzima ENDO4 se caracteriza por hidrolizar
ADNmc a pH neutro y en presencia de Ca>" y Mn*". Respecto a la ENDO35 no

se detectd actividad en ninguna de las diferentes condiciones de ensayo. Otras
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nucleasas tipo S1 se han identificado. ZEN1 fue purificada a partir de cultivos
celulares de Zinia durante el proceso de muerte celular y formacion de los
elementos traqueales (Thelen y Northcote 1989) y es una glicoproteina de 42
kDa, dependiente de Zn>" y que hidroliza ADNbc, ADNmc y ARN (Aoyagi et
al. 1998; Ito y Fukuda 2002). Otras dos nucleasas, ZEN2 y ZEN3, de Zinia
pertenecientes a la misma familia muestran induccidn en su expresion en hojas
senescentes (Pérez-Amador et al. 2000). La nucleasa CEL1 de Celery tiene una
alta capacidad para actuar sobre nucleotidos desapareados como consecuencia
de una mutacion en el ADN. Esta enzima es una glicoproteina que requiere
para su actividad la presencia de Mg*" 0 Zn*" y un pH 6ptimo neutro (Yang et
al. 2000). Por su mecanismo de accion esta nucleasa es comunmente usada en

el andlisis TILLING (Triques et al. 2007).

5.1.1.2. Endonucleasas tipo SNasa

Las nucleasas SNasa se caracterizan por conservar el dominio PF00565. Estas
nucleasas se caracterizan por ser Ca’-dependientes (CAN), poseer un pH
6ptimo neutro y por la inhibicion de su actividad por Zn*". La mayoria de estas
enzimas hidrolizan ADN de cadena simple (ADNmc) con preferencia a ARN
(Sugiyama et al. 2000; Sakamoto y Takami 2014). En Arabidopsis se han
identificado dos SNasas, AtCAN1 y AtCAN2 cuya expresion se induce durante
la senescencia de la hoja (Isono et al. 2000; Guo et al. 2012; Lesniewicz et al.
2012). Se postula que estas nucleasas estarian localizadas en la membrana
plasmatica (Lesniewicz et al. 2012). En Cucumis sativus se ha identificado una
CsCAN cuya expresion se induce en flores femeninas por la accion del etileno
(Gu et al. 2011). En Eucommia ulmoides, ENCAN1 y EuCAN2, participan en

la formacion de los secundarios del xilema (Chen et al. 2012).
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5.2. Exonucleasas

La actividad de las exonucleasas ha sido implicada en procesos de replicacion
y reparacion del ADN (Mason y Cox 2012). Estas enzimas Gnicamente pueden
actuar sobre cadenas de acidos nucleicos abiertas, actuando sobre el extremo
57, 3’0 ambos. Liberan mononucledtidos monofosfato para corregir bases mal
apareadas (Mason y Cox 2012). So6lo unas pocas exonucleasas han sido
caracterizadas en plantas. WEX es una exonucleasa de Arabidopsis que tiene
un dominio exo similar al de la helicasa RecQ (familia 3'-5"-exonucleasa,
dominio PF01612) que desempefia un papel en la reparacion del ADN y que no
se ha relacionado con senescencia. La deficiencia de esta proteina provoca
enfermedades genéticas en humanos (Plchova ef al. 2003; Li et al. 2005; Smith
et al. 2013). Unicamente la proteina DPD1 de Arabidopsis se ha relacionado
con el descenso en el ADN de los organulos (mitocondria y cloroplastos) que
se produce durante la senescencia (Matsushima et al. 2011; Tang et al. 2012).
DPD1 codifica una proteina que conserva tres dominios Exo (familia
EXOnuclesa/Ribonucleasa, dominio PF00929), los cuales muestran una alta
similitud con una subunidad de la ADN polimerasa multimérica (pol III) de
E.coli. La proteina DPD1 sobrexpresada y purificada a partir de E.coli muestra
una actividad exonucleasa en presencia de Mg2+ (Matsushima et al. 2011). La
acumulacion de transcritos de DPD1 se observd en polen y en hojas
senescentes de Arabidopsis (Tang y Sakamoto 2011). La nucleasa DPDI
unicamente se ha sido localizada en mitocondrias y cloroplastos (Sakamoto y

Takami 2014).

6. Hipotesis y objetivos de la tesis

En esta Tesis se ha planteado que el catabolismo de los acidos nucleicos que
acontece durante la germinacion, asi como en diferentes procesos de muerte
celular programada durante la senescencia, podria generar compuestos con los

que sintetizar ureidos y de esta forma transportar nitrogeno a otras partes de la
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planta donde se requiere. Por tanto, cabria esperar que en diferentes procesos
en los que se produce muerte celular o existe una gran movilizaciéon de
nutrientes, la actividad las actividades nucleasas y ribonucleasas deberian
aumentar. Para determinar esta hipdtesis de partida se han presentado los
siguientes objetivos:

1. Analizar las actividades nucleasas y ribonucleasas en ejes y cotiledones de

judia durante la germinacion y desarrollo postgerminativo temprano.

2. Purificar e identificar la proteina con actividad mayoritaria determinada en
plantulas de judia y cuya actividad pudiera estar implicada en la acumulacion
de ureidos.

3. Identificar el gen que codifica la nucleasa, asi como posibles paralogos.

4. Analizar la actividad y la expresion de las nucleasas en plantulas de judia

desarrolladas en diferentes condiciones.
5. Analizar la actividad y la expresion de las nucleasas durante procesos con

alta movilizacidon de nutrientes de judia como la senescencia de cotiledones y

de hojas.
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1. Reactivos

1.1. Productos quimicos y enzimas comerciales

Los diferentes reactivos y enzimas que se utilizaron en este trabajo fueron
suministrados por las casas comerciales que se indican entre paréntesis en cada
caso. La conservacion y manipulacion de estos reactivos siempre se realizo

siguiendo las indicaciones de los diversos fabricantes.

1.2. Oligonucleotidos
Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados y

suministrados por Invitrogen.

2. Material bioldgico y condiciones de cultivo

2.1. Material vegetal

En los experimentos realizados con plantas de judia, (Phaseolus vulgaris L.) se
utilizaron semillas de la variedad Great Northern, suministradas por el Profesor
A. De Ron (Mision biolégica de Galicia, CSIC, Pontevedra). En los
experimentos realizados con plantas de otras especies, las semillas se

obtuvieron de Eurosemillas S.A y diferentes mercados locales.

2.1.1. Imbibicion de semillas y desarrollo postegermintaivo

De forma rutinaria el proceso de imbibicidn y esterilizacion de las semillas se
llevo a cabo en el interior de la cdmara de flujo laminar mediante un lavado con
etanol absoluto durante 30 s, seguido de otro lavado con solucion acuosa de
NaClO al 0,2% (v/v) durante 5 min. A continuacion, las semillas se enjuagaron
con agua destilada estéril, al menos seis veces, y se colocaron en placas de
Petri de 120 mm de didmetro (nunca mas de doce semillas) sobre tres discos de
papel estéril, humedecidos con 8 ml de la solucidon acuosa que se indique y se
cubrieron con un cuarto disco de papel humedecido con 4 ml de la misma

solucion. En los experimentos realizados con plantulas de judia, las semillas se
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mantuvieron en el interior de las placas desde su imbibicion hasta un méximo
de 6 DDI. Estas placas se mantuvieron en el interior de una cdmara de cultivo
con un fotoperiodo de 14 h de luz, a 26 °C y 10 h de oscuridad a 20 °C, con una
humedad relativa constante del 70% y una intensidad luminica de 200-300
pE.m™s"'. La humedad en el interior de la placa se mantuvo gracias a la
adicion regular de solucidon, manteniendo siempre las condiciones de

esterilidad.

2.1.2. Cultivo de plantas

En los experimentos en los que se analizo alguna parte de la judia de mas de 6
dias de desarrollo, las semillas se traspasaron al 3 DDI (dia después de la
imibicidon) a macetas que contenian como sustrato perlita y vermiculita en
relacion 1/3, depositando hasta 5 semillas por maceta. Las plantas se
mantuvieron en el interior de la camara de cultivo hasta el momento de la
recogida de muestras, en las condiciones indicadas anteriormente y se regaron
cada tres dias con medio de cultivo para plantas Harper y Gibson, diluido V4 y

enriquecido con KNO3 10 mM como fuente de nitrogeno.

* Solucién nutritiva Harper y Gibson: solucion compuesta por 25 ml de
soluciéon de macronutrientes, 1 ml de soluciéon de micronutrientes y agua
destilada hasta un volumen final de 1 litro.

- Soluciéon de macronutrientes: KH,PO, 0,05 g/1, K,SO, 0,2 g/l,
MgS0,4.7H,0 0,2 g/l, CaCl, 0,05 g/l y sandofer (quelato de Fe) 0,2 g/l.
La solucion debe ajustarse a pH 6,5 con KOH.

- Solucién de micronutrientes: H;BO; 2,86 g/l, MnSO4.H,O 2,08 g/l,
ZnS04.7H,0 0,22 g/1, CuS0O4.5H,0 0,08 g/l y NaM004.2H,0 0,15 g/1.
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2.1.3. Experimentos fisiologicos
Todos los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron un minimo
de tres ocasiones. El disefio de cada experimento en concreto, asi como el

momento de recogida y tratamiento de muestras se describe a continuacion.

2.1.3.1. Analisis de actividad nucleasa y expresion de genes en ejes y
cotiledones de plantulas de judia a lo largo de la germinacion y desarrollo
postgerminativo

A partir de plantulas de judia germinadas en las condiciones estandar, se
recogieron ejes y cotiledones en diferentes dias a lo largo de la germinacion y
desarrollo postgerminativo, obteniéndose sus extractos crudos. En los extractos
crudos se determiné la actividad nucleasa utilizando como sustrato ADNmc o
ARN. Los ensayos de actividad se llevaron a cabo como se describen en el
apartado 5.1. Los geles se cargaron normalizando por peso fresco (5 pl de
extracto con una relacion de tampodn:peso fresco de 4:1) y por proteina soluble
(10 pg). El ensayo se llevd a cabo con tampdén Tris 50 mM (pH 6,5) y se
incubaron a 50 °C durante 10 min las muestras de ejes y 60 min las de
cotiledones. En estas muestras también se analizo la expresion de las diferentes

nucleasas que componen la familia de nucleasas S1/P1 (apartado 15).

2.1.3.2. Analisis de la actividad nucleasa en ejes y cotiledones de plantulas
de varias leguminosas

La actividad nucleasa se determind en ejes y cotiledones de plantulas de 5 DDI
de diferentes especies de leguminosas ureidicas y amidicas, germinadas y
desarrolladas en condiciones estandar. Los geles se cargaron normalizando por
proteina soluble (15 pg) y el ensayo se llevo a cabo con tampoén Tris 50 mM
(pH 6,5) y se incub6 a 50 °C durante 20 min las muestras de ejes y 60 min las
de cotiledones (apartado 5.1.1.). En estas muestras también se determin6 el

nivel de ureidos (apartado 4.3).
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2.1.3.3. Analisis de actividad nucleasa y expresion de genes en distintas
partes de plantulas de judia

Plantulas de judia de 6 DDI se dividieron en radicula, hipocotilo e epicotilo y
se analiz6 la actividad nucleasa normalizando por proteina soluble (10 pg) y el
desarrollo de la actividad se realizdo en tampoén acetato 50 mM (pH 5.,5) e
incubando a 50 °C durante 10 min. (apartado 5.1.1). En estas mismas muestras

se analiz6 la expresion de los genes de la familia S1/P1 (apartado 15).

2.1.3.4. Efecto de la etiolizacion en ejes de judia

Tras la imbibicion de las semillas, las placas de Petri se mantuvieron envueltas
en papel de aluminio. Los ejes de estas plantulas etioladas se recogieron a los 4
y 6 DDI junto con los ejes de plantulas desarrolladas en condiciones estandar
(control). En estas muestras se determinaron la concentraciéon de proteina
soluble (apartado 4.1) y de ureidos (apartado 4.3), asi como la actividad
nucleasa (apartado 5.1.1). El ensayo de la actividad se llevd a cabo
normalizando por proteina soluble (10 pg), en tampon acetato 50 mM (pH 5,5)
e incubando a 50 °C durante 10 min. En estas mismas muestras se analizo6 la

expresion de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15).

2.1.3.5. Tratamientos con fosfato, nitrato y alopurinol en ejes de judia

Las semillas esterilizadas se colocaron en el interior de placas de Petri en las
que los discos de papel se humedecieron con una solucion de Pi (NaHPO,) 5
mM, nitrato 10 mM (KNOs), alopurinol 1 mM o agua estéril (control). Los
discos de papel se sustituyeron diariamente por otros nuevos y humedecidos
con dichas soluciones. Los ejes se recogieron a los 4 DDI. El ensayo de la
actividad se llevo a cabo normalizando por proteina soluble (10 pg), en tampon
acetato 50 mM (pH 5,5) e incubando a 50 °C durante 10 min (apartado 5.1.1).

En estas mismas muestras se analizd la concentraciéon de proteina soluble
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(apartado 4.1) y la concentracion de ureidos (apartado 4.3), asi como la

expresion de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15).

2.1.3.6. Efecto de las condiciones adversas en ejes de judia

En extractos crudos obtenidos de plantulas germinadas bajo diferentes

condiciones se determino la concentracion de proteina soluble (apartado 4.1) y

de ureidos totales (apartado 4.3), asi como la actividad nucleasa (apartado

5.1.1). El ensayo de la actividad se llevo a cabo normalizando por proteina

soluble (10 pg), en tampon acetato 50 mM (pH 5,5) e incubando a 50 °C

durante 10 min (apartado 5.1.1). En estas mismas muestras se analizo la

expresion de los miembros nucleasa de la familia S1/P1 (apartado 15).

* Tratamientos con NaCl. Las plantulas de judia germinaron y se
desarrollaron en el interior de placas de Petri con diferentes
concentraciones de NaCl (0, 50 y 100 mM). Los discos de papel
humedecidos se sustituyeron diariamente y los ejes se recogieron a los 4
DDI.

* Tratamientos con metil-jasmonato. Plantulas de judia a los 6 DDI se
trataron con una solucioén de metil-jasmonato 50 uM durante 24 h.

* Tratamientos con especies reactivas de oxigeno. Las plantulas de judia
germinaron y se desarrollaron en el interior de placas de Petri que
contenian discos de papel humedecidos con agua estéril (control) o con una
solucion de peroxido de hidrogeno 10 mM. Los discos de papel
humedecidos se sustituyeron diariamente y los ejes se recogieron a los 4

DDI.

2.1.3.7. Analisis de la movilizacion de reservas en cotiledones de judia
El analisis de la movilizacion de las reservas de los cotiledones de plantulas de
judia se llevd a cabo determinando la concentracion de proteina soluble

(apartado 4.1), de ureidos (apartado 4.3) y de la cantidad de globulinas
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(apartado 4.4). La actividad nucleasa se llevo a cabo segiin se indica en el

apartado 5.1, utilizando tampén TES 50 mM (pH 7) en ausencia y presencia de

cationes divalentes (Ca®", Mg™" y Zn*"), normalizando la actividad por cantidad

de proteina soluble (10 pg) y desarrollandola tras incubar a 50 °C durante 90

min (apartado 5.1.1). La expresion de los genes de las nucleasas de la familia

de nucleasas S1/P1 se analizd en todas las muestras (apartado 15).

* Efecto del rejuvenecimiento de los cotiledones. A plantulas sembradas en
macetas a los 7 DDI se les elimin6 el epicotilo con la ayuda de una cuchilla
estéril a la altura de la insercion de los cotiledones y, las plantulas se
mantuvieron en la cdmara de cultivo hasta los 11 DDI. El analisis de estos
cotiledones se realizo junto a otros recogidos a los 7 y 11 DDI a partir de
plantulas desarrolladas en condiciones estandar (control).

* FEfecto la deficiencia de nutrientes. Las plantulas se regaron desde el
momento de su siembra con solucion de riego carente de nitrato o fosfato.
Los cotiledones de estas plantulas se analizaron a los 8 DDI junto con
cotiledones procedentes de plantas regadas con solucioén nutritiva estandar

(control).

2.1.3.8. Analisis de diferentes 6rganos de planta adulta de judia

Se analizaron flores en diferentes momentos de su desarrollo: primordio floral,
flor joven y flor senescente, asi como frutos agrupados en base a su tamaio, de
4 cm, 10 y 12 cm aproximadamente. Los frutos de mayor tamafio contenian en
su interior semillas en desarrollo por lo que se separaron en vaina y en semilla,
analizdndose por separado. En todas las muestras se determind la actividad
nucleasa se llevo a cabo segtn se indica en el apartado 5.1, utilizando tampoén
acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7), en ausencia y presencia de
cationes divalentes (Ca*", Mg®" y Zn®") normalizando frente a la cantidad de

proteina soluble (10 pg) y desarrollandola tras incubar a 50 °C durante 60 min
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(apartado 5.1.1). La expresion de los genes de las nucleasas de la familia de

nucleasas S1/P1 se analiz6 en todas las muestras (apartado 15).

2.1.3.9. Analisis de la senescencia en hojas de judia

El estudio se realiz6 en la primera hoja trifoliada de plantas de judia

determinando el nivel de proteina soluble (apartado 4.1), el nivel de clorofila a

y b (apartado 4.4) y de ureidos (apartado 4.3). La actividad nucleasa también se

determind segun se indica en el apartado 5.1 de Material y Métodos, utilizando

tampon acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7), en ausencia y presencia
de cationes divalentes (Ca*", Mg®" y Zn>") normalizando frente a la cantidad de
proteina soluble (10 pg) y desarrollandola tras incubar a 50 °C durante 20 min
cuando se usaron como sustratos ADNmc y ARN, mientras que para ADNbc
durante 60 min (5.1.1). La expresion de los genes de las nucleasas de la familia

de nucleasas S1/P1 se analiz6 en todas estas muestras (apartado 15).

* Senescencia Natural. Las primeras hojas trifoliadas de judia se recogieron a
diferentes momentos del desarrollo de la planta de un intervalo
comprendido entre los 25 y 42 DDI. El estudio se realizo por triplicado.

* Senescencia Inducida. La senescencia inducida se llevé a cabo sometiendo
a oscuridad total a la primera hoja trifoliada de diferentes plantas, siguiendo
dos aproximaciones experimentales distintas. En la primera (SIO.1), tres
hojas se aislaron de diferentes plantas de 25 DDI con la ayuda de una
cuchilla estéril y se depositaron en el interior placas de Petri de 120 mm
(una hoja por cada placa), que contenian tres discos de papel en la base y
uno en la tapa, humedecidos con agua destilada estéril para mantener la
humedad relativa y evitar que las hojas se marchitaran. Transcurridos seis
dias se recogieron y se analizaron frente a tres hojas recogidas a los 25 DDI
que actuarian como los controles. El siguiente método (SIO.2) consistié en
envolver con papel de aluminio la primera hoja trifoliada de diferentes

plantas a los 25 DDI, manteniéndose asi durante seis dias y recogiéndose

37



Materiales y Métodos

finalmente, junto con otras tres hojas procedentes de plantas diferentes de
31 DDI y cultivadas en condiciones estandar, que actuarian como los

controles del experimento.

2.2. Cultivos bacterianos

2.2.1. Estipes bacterianas

Se utilizaron dos cepas diferentes del organismo Escherichia coli, la cepa
DH5a y la BL21. La cepa DHS5a es una estirpe que estd modificada
genéticamente y que resulta deficiente en algunos de los componentes del
sistema de restriccion y modificacion de bacterias. Esta cepa es util para
obtener células competentes para su transformacion. La cepa BL21 (DE3) es
una estirpe deficiente en diferentes proteasas celulares y que contiene en su
genoma el gen de la ARN polimerasa T7, cuyo promotor es inducible por
IPTG. Esta cepa resulta idonea para la expresion heteréloga de proteinas en E.

coli.

2.2.2. Condiciones de cultivo

Las dos cepas se cultivaron de forma rutinaria a 37 °C en medio LB (Luria-
Bertani) esterilizado en el autoclave durante 20 min a 126 °C. A los medios de
cultivo se les adicion6 los diferentes suplementos tras enfriarse y al alcanzar

aproximadamente los 50 °C.

* Medio de cultivo LB: compuesto por 10 g de NaCl, 10 g bacto-triptona, 5 g
de extracto de levadura y agua destilada hasta un volumen de 1 1. A los
medios solidos se debe afiadir agar 1,5% (p/v), previamente a Ia
esterilizacion por autoclave, distribuyéndose posteriormente en placas de
Petri estériles de 50 mm de didmetro.
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2.2.3. Obtencion de células competentes de E. coli

La estirpe bacteriana se cultivo en medio LB en agitacion a 240 rpm y a 37 °C
durante aproximadamente 14 h. Con este cultivo se inoculé un medio LB
fresco y se incubd a 37 °C en agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una densidad
Optica aproximada de 0,5. El cultivo se enfrié en hielo durante 10 min y a partir
de ese momento todo el proceso se realiz6 a 4 °C. Las células se recogieron por
centrifugacion a 2800 g durante 5 min y se resuspendieron en CaCl, 50 mM
estéril y frio, utilizando un volumen igual a la mitad del volumen inicial de
medio LB fresco. Estas células competentes se almacenaron a -80 °C tras

afiadir glicerol a una concentracion final del 10% (v/v).

3. Obtencion de extractos crudos

3.1. Extractos crudos a partir de material vegetal

El material vegetal fresco obtenido de cada experimento, tras pesarlo y
fotografiarlo, se congeld inmediatamente con nitrégeno liquido y se mantuvo a
-80 °C hasta su uso. En el momento de su analisis, el material se pulveriz6 con
nitrogeno liquido y se triturd a 4 °C con tampdn de extraccion en una relacion
entre 4 y 10 ml por cada gramo de peso fresco, segtn el tipo de tejido. Salvo
que especifique lo contrario, el tampo6n de extraccion estaba compuesto de TES
50 mM (pH 7) y DOC al 0,15% (p/v). Finalmente, la suspension homogénea
obtenida se incubd en hielo durante 15 min y se centrifugd durante 10 min a
24000 g a 4 °C, separando el sobrenadante resultante en partes alicuotas que se

mantuvieron almacenadas a -20 °C.

3.2. Extractos crudos a partir de Escherichia coli

Las bacterias transformadas con la construccion de interés y obtenidas de 25 ml
de cultivo liquido se resuspendieron en 5 ml de tampon de lisis que contenia:
urea 8 M, NaCl 300 mM, PSMF 1 mM, disueltos en TES 50 mM (pH 7) y se

rompieron por ultrasonidos en un equipo Vibra Cell (Sonic and Materials INC.,
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Danbury, Connecticut, USA), aplicando 6 pulsos de 5 s cada uno, manteniendo
las muestras siempre a 4 °C. El homogenado se centrifugé a 12000 g durante
15 min y a 4 °C, obteniéndose un sobrenadante que se denominé extracto crudo
de lisis y el precipitado con los restos celulares. En condiciones

desnaturalizantes se afiadi6 urea al tampon de lisis.

4. Determinaciones analiticas

4.1. Determinacion de la concentracion de proteina soluble

La concentracion de proteina se determind mediante el método Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) basado en el método de Bradford (1976) y
utilizando seroalblimina bovina como patrén. La concentracion de proteina en
los perfiles cromatograficos se estimdé mediante la medida directa de la

absorbancia a 280 nm.

4.2. Determinacion de aminoacidos libres

La cantidad de aminoacidos solubles se determindé mediante el método de la
ninhidrina-metilcelosolve descrito por Yemm y Cocking (1955). Una cantidad
adecuada de extracto crudo se diluyd hasta un volumen final de 1 ml con agua
y se le afiadieron 0,5 ml de tampén citrato 0,2 M (pH 5,0). A continuacion, se
le afiadieron 0,2 ml de la solucidon compuesta por ninhidrina al 0,5% (p/v) en
metilcelosolve (2-metoxietanol) y 1 ml de una soluciéon acuosa de acido
ascorbico al 0,1% (p/v). Tras agitar para mezclar, se incubaron las muestras en
un bafio a 100 °C durante 15 min. Una vez enfriadas las muestras con agua y
hielo durante 2 min, se afadieron 2 ml de agua destilada. Finalmente, se
determind la absorbancia a 405 y 575 nm. El coeficiente de extincion molar de
la mayoria de los aminoacidos es proximo a 24 mM™'em™, por lo que este fue

el valor con el que se determiné la concentracion de aminodacidos totales.
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4.3. Determinacion de ureidos totales

La concentracion de ureidos totales se determindé mediante el ensayo
colorimétrico descrito por van de Drift (1970). Este método se basa en la
transformacion fisico-quimica diferencial de los diferentes ureidos a glioxilato,
el cual, en presencia de fenilhidrazina y en medio 4cido forma difenilformazan
del glioxilato, que es un compuesto coloreado con un maximo de absorbancia a
520 nm. Para la determinacion de la concentracion de ureidos se tomod una
cantidad adecuada de extracto crudo y se mezclod con agua destilada hasta un
volumen final de 0,6 ml. A continuacion, se anadieron 0,2 ml de NaOH 0,5 M
y se incubd a 100 °C durante 10 min. Después de enfriar, se anadieron 0,2 ml
de tampon fosfato 0,4 M (pH 7) y 0,2 ml de fenilhidrazina-HCI 22,8 mM. Tras
10 min de incubacién a temperatura ambiente se le afiadié Iml de HCl1 12 N a 4
°C y 0,2 ml de ferricianuro potasico 48,6 mM. Transcurridos 15 min a
temperatura ambiente se determino la absorbancia a 520 nm. El coeficiente de

extincion molar del producto final fue de 42,36 mM'cm™.

4.4. Determinacion de las globulinas

Las globulinas 7S se extrajeron siguiendo el protocolo descrito en Carbonaro
(2006) con pequenas modificaciones. Los tejidos se homogenizaron con el
tampon Tris-HC1 0,15 M (pH 8,5) con la ayuda de un mortero y a 4 °C. La
relaciéon de tampoén por gramo de peso fresco fue de 4 para ejes y 6 para
cotiledones. Tras centrifugar a 4 °C durante 10 min a 12000 g, se tomaron
partes alicuotas de los extractos y se les afiadi6 HCIl para alcanzar una
concentracion final de 95 mM. Los extractos se centrifugaron de nuevo a 4 °C
durante 10 min a 12000 g, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron
los precipitados en un volumen igual al inicial con tampén Tris-HCI 0,025 M
(pH 8,5). Los extractos obtenidos se sometieron a SDS-PAGE tras mezclar

previamente con tampon de carga en presencia de agentes desnaturalizantes e
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incubaron 3 min a 95 °C. Tras la electroforesis el gel se tifid con solucion

Coomassie de un s6lo paso.

4.5. Determinacion de las clorofilas

El contenido en clorofilas se determin6 mediante el método descrito por
Lichtenthaler (1987) que se basa en la extraccion de las clorofilas del tejido
mediante sucesivos lavados con acetona al 80% (v/v). Se utilizo 0,09 gramos
de material vegetal almacenado a -80 °C. Este material se pulverizd con
nitrogeno liquido y se le afiadié 1,5 ml de una solucidén acuosa de acetona al
80%. Tras mezclar por agitacion con la ayuda de un vortex, se centrifugd a 4
°C durante 10 min a 12000 g y se recogi6 el sobrenadante. La extraccion con
acetona al 80% se repitid tres veces mas. Habitualmente, el precipitado
obtenido tras estas 4 extracciones era de color blanco indicando la ausencia de
pigmentos. Los sobrenadantes obtenidos en cada una de las extracciones se
mezclaron y se determin6 su absorbancia a 663 y 645 nm. La concentracion de

clorofila a y b se determin6 mediante las siguientes formulas algebraicas:

* Clorofila a (ug/ml) = 12,25% Ages - 2,79* Acas
e C(Clorofilab (ug/ml) = 21,5*A646 - 5,1*A663

5. Ensayos enzimaticos

5.1. Determinacion de la actividad nucleasa

5.1.1. Ensayo en gel

El ensayo de la actividad nucleasa en gel de acrilamida se realiz6 segiin se
describe en Yen y Green (1991) con algunas modificaciones. Los geles se
prepararon como se indica en el apartado 6 incluyendo en la mezcla del gel
separador ADN como sustrato de la reaccion (obtenido de testiculos de salmon,
D1626 Sigma Aldrich). E1 ADN se disolvi6 en agua miliQ a una concentracion

final de 0,24 mg/ml y antes de afiadirlo al gel se desnaturalizé hirviéndolo

42



Materiales y Métodos

durante 5 min. Los extractos se cargaron en el gel normalizando frente a la
cantidad de proteina soluble (10 o 15 pg) o por peso fresco (5 pl, utilizando un
ratio de tampon:peso fresco de 4 a 10 ml:g), tras mezclar con tampon de carga
(Laemmli 1970) en una relacion 1/3 y en ausencia de agentes reductores. Las
muestras con tampon de carga se incubaron durante 10 min a 65 °C. La
electroforesis se llevo a cabo aplicando 100 V y a 4 °C, como se indica en el
apartado 6. A continuacion, los geles se sometieron a dos lavados durante 10
min con una solucién tampoén de acetato 10 mM (pH 5,5) o TES 10 mM (pH 7)
que contenia isopropanol al 25% (v/v) para retirar el SDS de los geles.
Posteriormente, los geles se lavaron dos veces durante 10 min con acetato 10
mM (pH 5,5 o TES 10 mM (pH 7), respectivamente, para retirar el
isopropanol. Todos los lavados se realizaron a 4 °C y en agitacion constante.
Por ultimo, la actividad se desarrollé incubando los geles a 50 °C en presencia
de tampodn acetato S0 mM (pH 5,5) o TES 10 mM (pH 7) durante un tiempo
variable de incubacién (de 5 a 90 min) en funcidn de la muestra. Para detectar
la actividad los geles se tifieron con una solucién acuosa que contenia Azul de
Toluidina O (Sigma-Aldrich, detectindose la actividad como tincidon negativa.
Los geles fueron digitalizados mediante el sistema UVIDoc system y GelDoc
™ EZ Imager (Bio-Rad), cuya imagen invertida se muestra como los

resultados.

5.1.2. Ensayo in vitro

El ensayo de la actividad nucleasa in vitro se llevdé a cabo siguiendo el
procedimiento descrito en Wood y col. (1998), con algunas modificaciones. La
mezcla de reaccion del ensayo estaba compuesta por la cantidad adecuada de
extracto crudo, BSA a una concentracion final de 1 mg/ml, tampén acetato 50
mM (pH 5,5) o TES 50 mM (pH 7) y como sustrato ADN (obtenido de
testiculos de salmon, D1626, Sigma Aldrich), disuelto en agua miliQ y

desnaturalizado tras hervir 10 min. El ADN desnaturalizado se anadid
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inmediatamente a la mezcla de reaccidon a una concentracion final de 0,5
mg/ml. El volumen final de la mezcla de reaccion fue 0,6 ml y la reaccion se
llevd a cabo en un bafio termostatizado a 35 °C. En diferentes tiempos se
fueron tomando partes alicuotas de 0,3 ml a las que se le adicion6 1 ml de
acido perclorico al 3,4% (v/v). Tras homogenizar por inversidn suave se
centrifugd a 24100 g a 4 °C durante 15 min. Finalmente, se midio la
absorbancia del sobrenadante a 260 nm y la actividad nucleasa se determin6
por el incremento de la absorbancia en un periodo de tiempo. Este incremento
viene dado por el aumento en la concentracion de nucledtidos o pequefios
fragmentos de ADN en el sobrenadante como consecuencia de la hidrdlisis del
ADN, quedando en el precipitado las moléculas de ADN sin digerir. Una
unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que
produce un incremento en la absorbancia de 0,01 por minuto de acuerdo a

Yupsanis y col. (2004).

5.2. Determinacion de la actividad ribonucleasa

5.2.1. Ensayo en gel

El ensayo se realiz6 como se ha descrito para la nucleasa en el apartado 5.1.1
pero utilizando ARN como sustrato (obtenido de levadura, R3629, Sigma-

Aldrich) a una concentracion final de 1mg/ml, en lugar de ADN.

5.2.2. Ensayo in vitro
El ensayo se realiz6 como se ha descrito para la nucleasa en el apartado 5.1.2
pero utilizando ARN como sustrato (obtenido de levadura R3629, Sigma-

Aldrich) a una concentracion final de 0,5 mg/ml, en lugar de ADN.

5.3. Determinacion de la actividad alantoinasa
Para la determinacion de la actividad alantoinasa se sigui6 el protocolo descrito

en Raso y col. (2007b) basado en la cuantificacion de la formacion de alantoato
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mediante el método descrito por van der Drift (1970). La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 1,6 ml en un baflo termostatizado a una de
temperatura de 35 °C. La mezcla de reaccion estaba compuesta por la cantidad
adecuada de extracto crudo, utilizando alantoina 12 mM como sustrato disuelta
en Tris-HCI 50 mM (pH 7,8) junto con MnSO4 1 mM. El proceso se llevo a
cabo extrayendo de la mezcla de reaccion a distintos tiempos, partes alicuotas
de 0,2 ml que se mezclaron con 0,2 ml de HCl 0,15 N y 0,6 ml de agua
destilada fria. Tras incubar a 100 °C durante 10 min, se determiné el glioxilato.
En todos los ensayos se realizaron controles para determinar la produccion no
enzimatica de alantoato. La unidad de actividad enzimatica (U) se define como
la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de 1 umol de sustrato por

min.

6. Electroforesis de proteinas

6.1. Separacion de proteinas en gel de acrilamida

La separacion electroforética de proteinas en geles de acrilamida con SDS se
realizé segun se describe en Laemmli (1970) utilizando mini geles (20cm x 20
cm) del sistema de electroforesis miniprotean III (Bio-Rad). En condiciones
desnaturalizantes y reductoras las muestras se mezclaron con tampo6n de carga
en relacion 1/3 (v/v) en presencia de B-mercaptoetanol como agente reductor y
se incubaron a 100 °C durante 5 min. En condiciones no reductoras las
muestras se mezclaron con tampdn de carga en ausencia de agente reductor y
no se calentaron. La electroforesis siempre se llevé a cabo a 100 Vy a 4 °C.

En los geles se incluyeron marcadores de masa molecular que permitian
estimar el tamafio y la cantidad de proteina presente en cada uno de los
pocillos. Se utilizaron los marcadores de peso molecular pre-tefiidos: PageRule
Prestained Protein Ladder (Thermo scientific) que consiste en péptidos de 170,

130, 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 y 10 kDa.
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* Composicion de geles y tampones:

- Gel concentrador: tampon Tris-HCl 125 mM (pH 6,8), SDS al 0,1%
(p/v), APS al 0,05% (p/v), TEMED al 0,1% (p/v) y
acrilamida/bisacrilamida al 4%.

- Gel separador: tampon Tris-HCI 1,5 mM (pH 8,8), SDS al 0,1% (p/v),
APS al 0,05% (p/v), TEMED al 0,1% (p/v) y acrilamida/bisacrilamida
en un porcentaje comprendido entre 8 y 10%.

- Tampoén de electroforesis: Tris 250 mM (pH 8,3), glicina 520 mM y
SDS al 0,1% (p/v).

- Tampdn de carga Laemmli: Tris-HCI 100 mM (pH 6,8), SDS al 2%
(p/v), azul de bromofenol al 0,02% (p/v) y glicerol al 10% (v/v). En
condiciones reductoras se utilizé la misma composicion pero se afiadid
B-mercaptoetanol a una concentracion final de 715 mM.

6.2. Tincion de los geles de acrilamida
Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis, los geles se tifieron
con una solucidon de Azul de Coomassie diluido o tincion de plata mediante los

procedimientos que se describen a continuacion:

6.2.1. Tincion con solucion Azul de Coomassie

Los geles de acrilamida se sumergieron en solucioén azul de Coomassie diluido,
permaneciendo en agitacion constante y a temperatura ambiente hasta alcanzar
el grado de tincion deseado (Zehr et al. 1989). Debido a la baja concentracion
del colorante, esta solucion solo tifie las proteinas y, por tanto, no resulta
necesario destefiir posteriormente los geles. La soluciéon de Coomassie estaba
compuesta de etanol al 10% (v/v), acido acético al 5% (v/v) y Coomassie R-

250 al 0,0016% (p/v).

46



Materiales y Métodos

6.2.2. Tincion con solucion de plata

Cuando se requeria mayor sensibilidad los geles se tifieron con solucion de
plata utilizando el Kit Silver Stain (Bio Rad) basado en el procedimiento
descrito por Hesukeshoven y Dernick (1985). El primer paso consiste en
incubar el gel en una soluciébn compuesta por agua miliQ, etanol y acido
acético en una proporcion 55/30/15 (v/v/v) durante al menos una hora para fijar
las proteinas. A continuacion, se sumerge en una soluciéon compuesta por agua
miliQ, etanol y glutaraldehido en una proporcion 75/25/0,125 (v/v/v) ademas
de acetato sddico 0,5 M vy tiosulfato sddico 8,3 mM, durante un intervalo de
tiempo comprendido entre 1 y 12 h. Posteriormente, se lava tres veces con agua
miliQ, durante 10 min cada lavado, y se anade una solucion acuosa de nitrato
de plata 6 mM y formaldehido al 0,011% (p/v) incubando durante 30 min.
Todas las incubaciones se realizan en agitacion constante y a temperatura
ambiente. Por ultimo, se hacen dos lavados cortos de 10 s con agua miliQ y se
afiade la solucion de revelado compuesta por carbonato sodico 236 mM y
formaldehido al 0,011% (p/v) en agua miliQ, manteniéndose en agitacion
suave. Cuando se alcanza la coloracion deseada se retira la solucion de

revelado y se detiene la reaccion afiadiendo EDTA 50 mM.

7. Electrotransferencia y Western blot

Tras realizar la electroforesis, las proteinas del gel se transfirieron a una
membrana de PVDF (Sigma-Aldrich) mediante electrotransferencia en una
célula Mini-TransBlot (Bio-Rad) o por transferencia semiseca en TE 70 ECL
Semi-Dry Transfer Unit (Amersham Biosciences). La membrana de PVDF se
activo previamente sumergiéndola en metanol absoluto durante 1 min y que se
mantuvo sumergida en tampon de transferencia hasta su uso. La transferencia
se realizo aplicando 200 mA durante 90 min a 4 °C, independientemente del
sistema utilizado. Transcurrido este tiempo, la membrana se lavd con tampdn

T-TBS y se bloqued con leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en tampon T-
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TBS a temperatura ambiente durante 30 min y en agitacion constante. A
continuacion, se incubd la membrana con el anticuerpo primario (H1029,
Sigma-Aldrich) diluido en T-TBS (1:5.000) suplementado con un 0,5% (p/v)
de leche desnatada en polvo durante 12 h y a temperatura ambiente. Estos
anticuerpos son monoclonales y reconocen las colas de histidina de las
proteinas recombinantes. El anticuerpo se retir6 lavando la membrana tres
veces con T-TBS, durante 10 min cada lavado. Se afiadi6 como anticuerpo
secundario anti-imunoglobulina G de ratéon desarrollada en cabra y conjugada
con fosfatasa alcalina (A3562 de Sigma-Aldrich) en T-TBS (1:10.000). Se
incub6 durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante.
Posteriormente, se lavo 3 veces con T-TBS durante 10 min cada lavado, y
finalmente, se desarroll6 la actividad fosfatasa alcalina mediante la adicion de
revelado sobre la membrana de PVDEF. Una vez desarrollado el color parpura

(1-5 min), la reaccion se detuvo tras realizar varios lavados con agua destilada.

* Tampones utilizados:
- Tampédn de electrotransferencia: Tris-HCI 25 mM (pH 8,3), glicina 192
mM y metanol al 20%.
- Tampén TBS: Tris-HCI 25 mM (pH 7,4) y NaCl 137 mM.

- Tampon T-TBS: Tris-HCl 25 mM (pH 7,4), NaCl 137 mM y Tween-
20 al 0,1% (v/v).

- Tampon de desarrollo: Tris-HC1 100 mM (pH 9,5), MgCL, 5 mM,
BCIP 0,4 mM y NBT 0,37 mM.

8. Purificacion de proteinas

8.1. Purificacion de una proteina con actividad nucleasa a partir de ejes en
desarrollo de judia

Todos los pasos de la purificacion se realizaron a 4 °C, utilizando como tampéon

de trabajo TES 50 mM (pH 6,5). El extracto crudo se obtuvo a partir de 25 g de
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ejes de plantulas de 5 DDI, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
3. Los diferentes pasos que se siguieron en la purificacion se detallan a

continuacion;

8.1.1. Precipitacion fraccionada con sulfato amonico

Al extracto crudo se le fue afiadiendo lentamente sulfato amdnico en agitacion
suave y a 4 °C hasta alcanzar una saturacion del 65% y se mantuvo en estas
condiciones durante 30 min. La suspension resultante se centrifugd a 22000 g y
a 4 °C durante 15 min. El sobrenadante se recogioé y se repitio el proceso
afiadiendo de nuevo sulfato amonico hasta alcanzar una saturacion del 90% y
se volvio a centrifugar a 22000 g y a 4 °C durante 15 min. El precipitado
resultante se resuspendioé en el tampon de trabajo en un volumen menor al
inicial para concentrar la muestra. A continuacion, la preparacion enzimatica se
dializé utilizando una membrana de celulosa siguiendo el procedimiento

descrito en el apartado 9.

8.1.2. Tratamiento térmico

A la preparacion enzimatica procedente del paso anterior se le afiadié ZnCl, 5
mM y se calent6 a 60 °C durante 30 min. Tras incubar a 4 °C durante 30 min,
se centrifugd a 22000 g y a 4 °C durante 10 min. Finalmente, se recogid el

sobrenadante y se sometio al siguiente paso de purificacion.

8.1.3. Cromatografia de intercambio ionico

El sobrenadante obtenido en el paso de purificacion anterior se sometié a una
cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephacel utilizando una
columna de 1 ml (GE Healthcare) acoplada a un sistema AKTA purifier HPLC
(GE Healthcare). La columna fue equilibrada previamente con el tampdn de
trabajo. Tras la carga, la columna se lavd con 5 volimenes de columna de

tampon de trabajo y la elucion de las proteinas se llevd a cabo mediante un
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gradiente en 30 volimenes de columna de NaCl desde 0 a 0,5 M. Por tltimo, la
columna se lavo con 5 volumenes de tampon de trabajo suplementado con
NaCl 1 M. Todo el proceso se realiz6é a un flujo de 1 ml/min y las fracciones
que se recogieron fueron de 1 ml, a las que se les midi6 la concentracion de
proteina (apartado 4.1) y la actividad nucleasa mediante ensayo in vitro
(apartado 5.1.1). Las fracciones con actividad se reunieron y se dializaron

como se describe en el apartado 9.

8.1.4. Cromatografia de afinidad a la concanavalina-A

La preparacion enzimatica procedente de la cromatografia de intercambio
i6nico y dializado se sometio a una cromatografia de afinidad en una columna
con concanalavania-A, la ConA-Sepharose de 1 ml (GE Healthcare) acoplada a
un sistema AKTA purifier HPLC (GE Healthcare). La columna se equilibro
previamente con el tampoén TES 50 mM (pH 7,4) suplementado con NaCl
0,500 mM, CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM. Tras la carga, la columna se lavé con 5
ml de tampon de trabajo y la elucion se realizé en un gradiente de 30
volumenes de columna de 0 a 0,5 M de metil a-D-manopiranosa, seguidos de 8
voliimenes de 0,5 M de metil a-D-manopiranosa. Todo el proceso se realizé a
un flujo de 0,5 ml/min y las fracciones recogidas fueron de 1 ml, a las que se
les midi6 la concentracion de proteina (apartado 4.1) y la actividad nucleasa
mediante ensayo in vitro (apartado 5.1.1). Las fracciones con actividad se

reunieron y se dializaron como se describe en el apartado 9.

8.2. Purificacion de la proteina PVN2 recombinante

La proteina recombinante con colas de histidinas y expresada en E. coli se
purificé por unién a Ni** en una columna de 1 ml de Chelating sepharose (GE
Healthcare) preparada siguiendo las indicaciones del fabricante. La
purificacion se llevd a cabo bajo condiciones desnaturalizantes que permitieran

la solubilizacion de la proteina. En la columna se aplicaron 5 ml de extracto
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crudo de lisis procedente del cultivo de células que contenian la construccion
con la proteina recombinante., en presencia de con urea 8 M y tras incubar 5
min a 100 °C. A continuacion, se lavo con 5 ml tampoén de lisado y se lavo tres
veces la columna con 2 ml de tampoén de lisado que contenia imidazol en una
concentracion creciente: 75, 100 y 200 mM, con los que se eluy6 la proteina.
Las fracciones obtenidas se mantuvieron a 4 °C para su posterior analisis
mediante SDS-PAGE y Western blot. La purificacion de la proteina en
condiciones no desnaturalizantes se llevd a cabo del mismo modo pero en

ausencia de urea.

9. Dialisis de proteinas

La diélisis se llevo a cabo introduciendo el extracto proteico en el interior de
una membrana de celulosa de 25 mm (D9777, Sigma-Aldrich) que previamente
se lavd con abundante agua desionizada durante al menos 14 h a 4 °C. La
membrana de didlisis se colocod en un vaso de precipitado que contenia 1 1 de
tampon de trabajo correspondiente y se mantuvo en agitacion constante durante
12 h a 4 °C. El proceso se repitid con tampoén nuevo 3 veces mas, en las

mismas condiciones durante 1 h.

10. Caracterizacion de la nucleasa de 37 kDa de ejes embrionarios de judia
La caracterizacion de la proteina de 37 kDa con actividad nucleasa se realizo
mediante el ensayo en gel (apartado 5.1.1) utilizando como fuente de enzima
extracto crudo obtenido a partir de ejes de 3 DDI cargando por cada carril 10 o

15 pg de proteina.
10.1. Especificidad de sustrato

La actividad nucleasa se determin6 utilizando como sustrato ADNmc (hervido

5 min), ADNbc (sin hervir) y ARN, todos a la concentracion final de 1 mg/ml
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en tampon acetato 50 mM (pH 5,5). La actividad se determin6 a 50 °C durante

10 min.

10.2. Determinacion de la temperatura y pH optimos

La temperatura Optima se determind incubando los geles a diferentes
temperaturas (10, 20, 30, 40, 50 y 60 °C). El pH oOptimo se estudio
desarrollando la actividad nucleasa a valores de pH comprendidos entre 4,5 y

8,5. En ambos casos, la actividad se desarrolld a 50 °C durante 10 min.

10.3. Efecto del EDTA y de cationes divalentes

El efecto del EDTA en la actividad nucleasa se analizé incubando tiras del gel
con diferentes concentraciones de agente quelante durante 12 h, en agitacion
constante y a 4 °C. A continuacion, la actividad se desarroll6 a 50 °C durante

10 min.

La recuperacion de la actividad por cationes tras inhibir con el tratamiento por
EDTA se llevo a cabo mediante el siguiente procedimiento. Las tiras de gel se
incubaron durante 1 h con acetato 50 mM (pH 5,5) que contenia EDTA 1 mM,
Posteriormente, se realizaron dos lavados de 10 min con acetato 50 mM (pH
5,5) para retirar el agente quelante y las tiras de gel se incubaron con tampoén
de ensayo que contenia los cationes, Ca>", Mg®" o Zn®" a una concentracion
final de 5 mM durante 12 h. A continuacion, se desarrollo la actividad a 50 °C
durante 10 min. Todas las incubaciones y lavados del ensayo se realizaron a 4

°C y en agitacion constante.

El efecto de los cationes y el pH en la actividad nucleasa de 37 kDa u otras
nucleasas se realizd desarrollando la actividad nucleasa en gel en tampon
acetato 50 mM (pH 5,5) y TES 50 mM (pH 7) en ausencia o presencia de

cationes divalentes (Ca2+, Mg2+ 0 Zn2+) a una concentracion final de 0,1 mM.
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10.4. Efecto de la concanavalina-A
Extracto crudo se incub6 con la proteina concanavalina-A, en una relacion de
12 pg de concanavalina por 10 pg de extracto crudo, durante 1 h a temperatura

ambiente y posteriormente, se determino la actividad.

10.5. Efecto del Pi y PPi

Las tiras de gel se incubaron con acetato 50 mM (pH 5,5) suplementado con Pi
y PPi (concentraciones entre 0 y 5 mM) en agitacion constante y a 4 °C,
durante 1 h. A continuacion se desarroll6 la actividad nucleasa a 50 °C durante

10 min, en presencia de estos compuestos.

11. Caracterizacion e identificacion de la nucleasa de 37 kDa purificada

Las principales caracteristicas de la actividad nucleasa de la proteina resultante
de la purificacién, se analizaron mediante ensayo in vitro, siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 5.1.2. Salvo que se especifique lo
contrario, siempre se utilizd 10 ul de proteina pura y se desarrollo la actividad

a 35 °C durante 10 min.

Para estudiar la cantidad 6ptima de ADNmc como sustrato para el ensayo, se
determind la actividad utilizando en la mezcla de reaccion diferentes
concentraciones de ADNmc (0, 0,5 1, 1,5 y 2 mg/ml). El pH 6ptimo se obtuvo
incluyendo en la mezcla de reaccion diferentes tampones (acetato, succinato,
MES y TES 50 mM) ajustados a diferentes valores de pH comprendidos en un
rango entre 4,5 y 8. La temperatura dptima del ensayo se analiz6 incubando la
mezcla de reaccion a diferentes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 °C y
desarrollando posteriormente el ensayo de la actividad en condiciones estandar.
El efecto de los cationes divalentes en el ensayo de la actividad in vitro se

., .. <7 2 2+ 2+
determiné adicionando a la mezcla de reaccion Ca”’, Mg~ y Zn”" a una
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concentracion final de 12 mM, incubando previamente la preparacion

enzimatica con EDTA 3,3 mM durante 90 min a temperatura ambiente.

La proteina purificada se someti6 a SDS-PAGE en ausencia de agentes
reductores y calor. Tras la electroforesis, se tifié con plata y la porcion del gel
de acrilamida que contenia la proteina se recortd y se analiz6 en la unidad de
protedmica del Centro Nacional de Biotecnologia (Madrid). En primer lugar, la
muestra se sometio a una digestion por tripsina y la huella peptidica se analizo
mediante programas informaticos para buscar homologia con otras proteinas
incluidas en sus bases de datos, no identificandose ninguna proteina. A
continuacion, la proteina se sometié a secuenciacion de novo y los espectros
obtenidos se analizaron empleando el programa Peaks 6.0 Bioinformatics

solutions, y el motor de busqueda MASCOT.

12. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos
Para el aislamiento de 4cidos nucleicos se empled material libre de
ribonucleasas y estéril. Por tanto, todo el material empleado se esterilizé dos

veces en el autoclave durante 20 min a 126 °C.

12.1. Aislamiento y purificacion de ARN total

12.1.1. Extraccion con TRI Reagent

El ARN total se extrajo a partir de muestras congeladas y pulverizadas con
nitrogeno liquido, utilizando el reactivo comercial TRI Reagent (Sigma
Aldrich). El proceso se basa en la disociacion de proteinas y la eliminacion de
componentes no hidrosolubles mediante una separacion en fases con distinta

solubilidad. Se siguieron las indicaciones de la casa comercial.

El proceso siempre se llevd a cabo en el interior de la cdmara de extraccion de

gases. En primer lugar, se afiadié 1 ml de reactivo por cada 100 mg de tejido
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pulverizado y se mezcld inmediatamente por agitacion. A continuacion, se
incubd durante 5 min a temperatura ambiente para disociar los complejos
nucleoproteicos. Se afiadieron 0,2 ml de cloroformo mezclando muy
suavemente por inversion durante unos segundos y se centrifugd a 24000 g
durante 15 min a 4 °C, separandose la mezcla en dos fases. La fase inferior
contiene lipidos, proteinas solubles y restos celulares, mientras que la fase
superior de menor densidad contiene el ARN junto con polisacaridos y otras
pequeiias moléculas hidrosolubles, quedando en la interfase las moléculas de
ADN. Se recogi6 cuidadosamente la fase superior y se transfirié a un vial de 2
ml afiadiendo 0,5 ml de isopropanol y tras mezclar suavemente por inversion,
se incubd durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugd
a 24000 g durante 15 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante y se afladié 1 ml de
etanol al 75% sobre el precipitado que se centrifugd nuevamente a 24000 g
durante 5 min y a 4 °C para lavar el precipitado. Después, se elimind el
sobrenadante y tras dejar secar el precipitado, se resuspendio en 200 pl de agua
miliQ estéril y se afiadieron 133 pl de cloruro de litio 8 M, mezclando
suavemente por inversion y dejando incubar 12 h a -20 °C. Transcurrido este
tiempo, se centrifugd 24000 g durante 15 min a 4 °C, se elimind el
sobrenadante y se lavéd de nuevo el precipitado con 1 ml de etanol frio al 75%,
mezclando suavemente por inversion. Se centrifugd nuevamente a 24000 g
durante 5 min a 4 °C. Finalmente tras eliminar el sobrenadante, el precipitado
se dejo secar y se resuspendié en un volumen de agua miliQ comprendido entre

25 y 40 pl. Esta preparacion de ARN se almacen6 a -20 °C hasta su uso.

12.1.2. Extraccion con fenol caliente

Este procedimiento se usé en aquellas muestras en las que se obtuvo bajo
rendimiento en la extraccion de ARN con el método anterior. A 100 mg de
tejido pulverizado se le anadi6 0,25 ml de fenol a 80 °C y 0,25 ml de tampdn de
extraccion compuesto por: Tris 100 mM (pH 8), CILi 0,1 M, EDTA 8§ mM y
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SDS al 1% y se homogenizé mediante el vortex. Se afiadieron posteriormente
0,250 ml de cloroformo y tras mezclar, se centrifugd a 24000 g durante 10 min
a 4 °C. La fase acuosa del sobrenadante se recogié cuidadosamente y se le
afiadi6 0,5 ml de etanol al 75% y 0,025 ml de NaAc 3 M. Se dejo incubar a -20
°C durante 30 min o 12 h. El proceso continu6 tras centrifugarse a 24000 g
durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se elimind, el precipitado se lavo con 1
ml de etanol al 75% y se centrifugd de nuevo a 24000 g durante 10 min a 4 °C.
El precipitado se resuspendié en 200 pl de agua miliQ esterilizada y se
afiadieron 133 pl de cloruro de litio 8 M, mezclando suavemente por inversion
y dejando incubar 12 h a 0 °C. Transcurrido este tiempo, se centrifugd 24000 g
durante 15 min a 4 °C, se eliminé el sobrenadante y se afiadio 1 ml de etanol
frio al 75%, mezclando suavemente por inversion. Nuevamente se centrifugé a
24000 g durante 5 min a 4 °C. Finalmente, tras eliminar el sobrenadante, el
precipitado se dejo secar y se resuspendié en un volumen de agua miliQ
comprendido entre 25 y 40 pl. El ARN aislado se almacen6 a -20 °C hasta su

uso.

12.1.3. Cuantificacion, pureza e integridad del ARN

La cuantificacion y el andlisis de la pureza del ARN se realiz6 mediante un
espectrofotometro NanoValue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare)
basandose en los valores de la absorbancia de las muestras a 260, 280 y 320
nm. Valores del cociente Ajs/Azso por debajo de 2 indica la presencia
contaminacion de naturaleza proteica, mientras que valores del cociente
Axeo/Azy menor a 2 indica la presencia de contaminacion de naturaleza

glucidica.

La integridad y la pureza del ARN se analiz6 mediante una electroforesis en
gel de agarosa al 1% utilizando como tampdn de electroforesis MOPS (0,5x) y

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.2.
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12.2. Aislamiento de ADN plasmidico

A partir de una colonia bacteriana que contenia la construccion de interés, se
inocularon 3 ml de medio de cultivo liquido LB suplementado con los
antibioticos adecuados. Tras 12-14 h en agitacion a 37 °C, se tom6 1,5 ml del
cultivo y se centrifug6 a 1100 g durante 5 min a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizé el aislamiento del plasmido mediante lisis alcalina y
precipitacion por isopropanol de las células del precipitado o bien mediante kit

comercial.

12.2.1. Lisis alcalina y precipitacion por isopropanol

Las bacterias del precipitado se resuspendieron en 200 pl de la solucion
compuesta por: glucosa 50 mM, Tris-HC1 25 mM (pH 8) y EDTA 10 mM. Tras
incubar 5 min a temperatura ambiente, se afiadieron 400 pl de una solucion
compuesta por: NaOH 0,2 N y SDS al 1% (p/v), preparada justamente antes de
su uso. Tras mezclar por inversion, se incubd durante 5 min a temperatura
ambiente provocando la lisis de las células. A continuacion, se afiadieron 200
ul de la solucién que contenia acetato potasico 3 M y acido acético glacial 5 M,
se mezclo por inversion y se incubo en hielo durante 5 min. Posteriormente se
centrifugd a 24000 g durante 15 min a temperatura ambiente y se recogid el
sobrenadante. Un volumen de 540 pl de isopropanol se mezclé con el
sobrenadante obtenido y tras mezclar por inversion suavemente, se incubd
durante 10 min a temperatura ambiente, permitiendo la precipitacion de los
acidos nucleicos cuando se centrifugd a 24000 g durante 15 min a 4 °C. Tras
eliminar el sobrenadante, sobre el precipitado se afiadié 1 ml de etanol 75% y
se mezcld suavemente por inversion. Tras centrifugar nuevamente a 24000 g
durante 15 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se dejo secar el
precipitado. Finalmente se resuspendi6 el precipitado en 20 pl de agua miliQ
estéril junto con 2 pul de ARNasa (5 U/ pl; R4875 de Sigma-Aldrich), y se

almaceno a -20 °C hasta su uso.
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12.2.2. Kits comerciales
A partir del precipitado de bacterias obtenido, se aislo el plasmido mediante el
kit comercial FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (FAVORGEN),

siguiendo detenidamente las indicaciones del fabricante.

12.3. Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN

Se utilizaron los Kits comerciales QIAquick Gel Extraction (Quiagen) y
QIAquick PCR Purification (Qiagen). El uso de estos Kits permitié purificar el
fragmento de ADN de interés directamente a partir de productos de PCR,
eliminando los componentes de la reaccion de PCR, o bien aislar fragmentos de
ADN tras su separacion por electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%,

siguiendo el procedimiento que se describe en el apartado 13.1.

13. Electroforesis de acidos nucleicos

13.1. Electroforesis de ADN

La separacion electroforética del ADN se llevd a cabo empleando geles de
agarosa con un porcentaje entre 0,8 y 1,2%, en funcion de las moléculas de
ADN a separar, disuelta en tampon TBE (0,5x) y suplementado con bromuro
de etidio. La electroforesis se realizd aplicando un voltaje comprendido entre
30 y 120 V y utilizando el tampén TBE (1x). Las preparaciones de ADN se
mezclaron de forma rutinaria con un volumen adecuado de tampdn de carga de
ADN. Los productos de PCR en los que se utiliz6 la polimerasa Go taq Flexi
(Promega) se cargaron directamente en el gel. Con la finalidad de estimar la
cantidad y tamafio del ADN, siempre se cargd junto a la muestra un marcador
de peso molecular. Como marcadores se utilizaron 500 ng de ADN procedente
del fago y digerido con las endonucleasas de restriccion EcoRI y HindIII
(Fermentas), o bien el marcador de masa molecular de 100 pb Ladder
(Biotools). La visualizacion de las moléculas de ADN vy digitalizacion del gel

se realizo tras la exposicion del gel a luz UV en un transiluminador.
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* Soluciones tampo6n de la electroforesis de ADN:
- Tampon TBE (10x): Tris-HCI 90 mM (pH 8), Hs:BOs; y EDTA 2 mM.
- Tampon de carga de ADN (6x): Tris-HC1 10 mM (pH 7,6) EDTA 60

mM, azul de bromofenol al 0,03% (p/v), xilen-cianol FF al 0,03%
(p/v) y glicerol al 30% (p/v).

13.2. Electroforesis de ARN
El ARN aislado se mezcl6é con el tampon de carga en una relacion 1/3 (v/v) y
calentando previamente a la carga a 65 °C durante 10 min. La electroforesis se
realizod en gel de agarosa al 1% en tampon TBE vy utilizando como tampén de
electroforesis TBE (0,5x). La electroforesis se realizd entre 50 y 100 V. La
imagen del ARN aislado se obtuvo visualizando el gel con un transiluminador
de luz UV. Previamente a la electroforesis, se lavo la cubeta y se utilizo
tampon de electroforesis de uso unico, para evitar contaminacién por
ribonucleasas.
* Soluciones tampo6n de la electroforesis de ARN:

- Tampodn de carga de ARN (3x): MOPS (1,25x%), formaldehido al 9,25%

(v/v), formamida desionizada al 62,5% (v/v), azul de bromofenol al

0,03% (p/v), xilen-cianol FF al 0,03% (p/v) y bromuro de etidio al
0,0025% (p/v).

- Tampon MOPS (10x): MOPS 400 mM, acetato sédico 60 mM y
EDTA 0,5 mM disuelto en agua miliQ, que se ajusté a pH 7 con
NaOH vy se esterilizo en autoclave.

14. Sintesis de ADN¢
La sintesis de ADNc se realizé mediante una reaccion de retrotranscripcion y

utilizando como molde el ARN aislado de diferentes tejidos.

14.1. Tratamiento con ADNasas
En primer lugar se eliminé del ARN aislado cualquier traza de ADN gendmico

mediante un tratamiento con ADNasa. Para ello, se mezclé 2,5 pg de ARN con
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1 pl de tampéon ADNasa (10x), 1 pl (1 U) de ADNasa I (Promega) y agua
miliQ estéril hasta u volumen final de 10 pl y se mantuvo a 37 °C durante 30
min. Transcurrido este tiempo, se afladié6 de EDTA 50 mM y se incubd a 65 °C
durante 10 min para inactivar la ADNasa. La ausencia de ADN gendmico se

comprobd mediante la deteccion de expresion del gen constitutivo de la actina

(nimero de acceso KF569608.1).

14.2. Expresion de actina
Los oligonucleotidos utilizados para estudiar la expresion del gen de actina
fueron los siguientes:

- ACT.1: 55CCAAGGCCAACAGAGAGAAG 3

- ACT.2: S’ AACCGAAGAATTGCATGAGG 3’

La reaccion de PCR estaba compuesta por: 4 pl de tampén GoTaq Flexi (5x),
1,2 pul de MgCl, 25 mM, 0,5 pul ANTPs 10 mM, 1 ul de oligonucledtido ACT.1
5 uM y 1 ul de oligonucledtido ACT.2 5 uM (Invitrogen), 0,1 ul (0,5 U) de
enzima ADN polimerasa, GoTaq Flexi Polimerase (Promega), 1 ul de ARN
tratado con ADNasa I y agua miliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de
20 pl. Las condiciones de esta PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de 25 ciclos de 95 °C durante 30 s, 58 °C
durante 30 s y 72 °C durante 40 s y una extension final a 72 °C durante 10 min.
El producto de esta PCR se analiz6 mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1%, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.1.

14.3. Reaccion de retrotranscripcion

El ADNc se sintetiz6 a partir de 2,5 pg de ARN aislado libre de contaminacion
gendmica tratando con 1 pl de Oligonucleotido dT,-13 25 M e incubando a 65
°C durante 10 min. A continuacion, se afiadido 4 pl de tampon RT, 2 pl de

dNTPs, 1 pl de enzima retrotranscriptasa Rever Avid (Fermentas) y 2 pul de de
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agua miliQ, incubando a 65 °C durante 10 min y posteriormente a 70 °C
durante 15 min. Para analizar la cantidad e integridad del ADNc sintetizado, se
utilizo 1 pul como molde estudiando la expresion del gen de actina siguiendo el
procedimiento descrito para la PCR del apartado 14.2. EI ADN sintetizado se

almaceno a -20 °C, hasta su uso.

15. Analisis de expresion de genes mediante RT-PCR semicuantitativa

La expresion de los genes de la familia S1/P1 se analizé mediante RT-PCR.
Esta técnica informa de la expresion de un determinado gen comparando su
expresion con el del gen de la actina que se expresa constitutivamente. Se
disefiaron oligonucledtidos especificos para las secuencias de los extremos de
cada gen de modo que originen productos de amplificacion de tamanos
similares. Las caracteristicas de los cebadores utilizados se muestran en la
siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de oligonucledtidos

GEN N°DE ACCESO OLIGONUCLEOTIDO
PvAl 5" CCAAGGCCAACAGAGAGAAG3’
PvA2 5'AACCGAAGAATTGCATGAGG 3’

ACTINA KF569608

PVN1.1 5’AGAACAGGAGTTAAAAACCGATG 3’

o
PVNI Phvul 003G030200 PVN1.2 5'CTAAATAACCGCTGCATACTTTG 3’

PVN11 5'GAAAAGTGGAATTAAAGGGCGAT 3’

PVN2 Phvul. 003G030500
PVN1.1 5TTACATTGACATTGAAGACTGTGA 3’

PVN3.1 5TGGTTCCAGTAAGGTGATCTGA 3’

.002G22310
PV Phuvul 0026223100 PVN3.2 5TGCATCGTATAGTTGTATATTCCT 3’

PVN4.1 5TAGAAACTGGTACAAATATAGGTG 3’

PV Phvul 006G190700 PVN4.2 5'TGTTCCAGGTTTAACACCTTCAT

PVN5.1 5'ATCGTGTCAGGITITATTTGGACT 3’

2
PV Phvul 007G028400 PVN5.2 GGGCAAGTAGTTTCTTTAGAATTGS' 3’

La mezcla de reaccion de la PCR estaba compuesta por: 4 pl de tampon GoTaq
Flexi (5x); 1,2 ul de MgCl, 25 mM; 0,5 pl dNTPs 10 mM; 1 upl de
oligonucle6tido ACT.1 5 uM y 1 pl de oligonucledtido ACT.2 5 uM; 0,2 ul
(0,5 U) de enzima GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega); 1 ul de ADNc y
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agua miliQ estéril hasta 20 pl. Las condiciones de esta PCR fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 1 min, seguida de 25 o
27 ciclos de amplificacion, para estudiar la expresion de la actina o de las
nucleasas respectivamente. Cada ciclo consistié en una desnaturalizacion a 95
°C durante 2 min, un alineamiento a 58 °C durante 40 s y una extension a 72 °C
durante 1 min y una extension final a 72 °C durante 10 min. El producto de esta
PCR se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, siguiendo

el procedimiento descrito en el apartado 13.1.

16. Clonacion y expresion heterdloga de PV N2

16.1. Amplificacion del ADNc de PVN2

La secuencia codificante de PVN2 se amplifico por PCR usando como molde el
ADNc de las primeras hojas trifoliadas de judia en estado de senescencia
avanzado. Para la amplificacion se usd la polimerasa incluida en el kit
Advantage 2 PCR (Clontech) y los oligonucleétidos pETPVN2.1 vy
pETPVN2.2 que contenian las secuencias de corte de las enzimas de restriccion
Ncol y Xhol (Biolab) respectivamente, de modo que introducian dichas
secuencias a ambos extremos del fragmento amplificado.

* Oligonucleotidos pETPVN2.1 y pETPVN2.2:

- pETPVN2.1: 55GAACCATGGGGAGTTATAGAATTGAGATA 3’
!

Secuencia de corte de Ncol

- pETPVN2.2: 5"AAACTCGAGCTAAATAACCGCTGCATAC 3’
!

Secuencia de corte de Xhol
La mezcla de reaccion de la PCR estaba compuesta por: 2 pl de tampon (10x),
0,5 pul de dNTPs 10 mM, 1 ul de cada oligonucledtido 5 uM, 0,5 pl de
polimerasa Advantage, 2 ul de ADNc y agua miliQ estéril hasta alcanzar un
volumen final de 20 pl. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: una

desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de 35 ciclos
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compuestos por 95 °C durante 30 s, 58 °C durante 30 s y 68 °C durante 40 s y

por ultimo una extension final a 68 °C durante 10 min.

16.2. Clonacion de PVN2 en pSpark y transformacion de E.coli

El producto de PCR amplificado utilizando los cebadores pETPVN2.1 y
pETPVN2.2, con un tamafio aproximado de 885 Kb, se purificé a partir de un
gel de agarosa tras su electroforesis, siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado de Material y Métodos 12.3 y se insertd en el vector de clonacion
mediante una reaccion de ligacion. Las ligaciones se llevaron a cabo utilizando
el kit de clonacion SparkIl® (Canvax Biotech). Este kit contiene el plasmido
pSpark en forma abierta después de haber sido digerido enzimaticamente
mediante la endonucleasa RcoRV y haber sido modificado quimicamente
mediante la adicion de dos restos de timidina en la posicion 3'de los dos
extremos romos. Estos residuos permiten la ligacion directa de los fragmentos
de PCR en el plasmido gracias al residuo de deoxiadenosina que la polimerasa
termoestable que anade a los extremos 3. La cantidad de inserto y vector

necesaria en las ligaciones se calculé mediante la formula:

3*tamafio del inserto (pb)-cantidad de vector (ug)

ul de plasmido  —

Tamafio del vector (pb)

La ligacion del inserto y el pldsmido se llevé a cabo mediante la reaccion
compuesta por: 75 pul de plasmido pSpark, 0,75 ul del fragmento purificado,
1,5 pl tampon de ligacion (5x), 0,75 pl de ligasa T4, 75 pl de PEG (10x) y agua
miliQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 7 pl. La ligaciéon se mantuvo
12 h a 15 °C. Con la construccion resultante de la ligacion se transformaron

células DH5a de E.coli.
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16.3. Seleccion de los transformantes positivos

Las células transformadas se sembraron en placas que contenian LB solido
suplementado con: amplicilina 0,1 mg/ml, IPTG 0,3 mM y X-gal 0,02 mg/ml, y
se incubaron a 37 °C entre 12 y 14 h. Los transformantes positivos se
seleccionaron por el color blanco que adquieren como resultado de la
interrupcion del gen de la B-galactosidasa a causa la insercion del fragmento
del ADN exdgeno. Este fragmento de ADN impide la sintesis correcta de la
enzima que permite a la bacteria hidrolizar el X-gal y producir el compuesto 5-
bromo-4-cloro-3-indol por lo que las colonias no transformadas adquieren un
color azul. Los transformantes positivos se comprobaron mediante

amplificacion por PCR y digestion con enzimas de restriccion.

16.3.1. Analisis mediante PCR

La presencia del inserto se comprobd mediante reaccion de PCR utilizando
plasmido aislado de los transformantes positivos y los oligonucleétidos
pETPVN2.1 y pETPVN2.2. El resto de componentes de la PCR fueron: 0,2 pl
de polimerasa Go Taq Flexi DNA Polymerase (Promega), 4 pul de tampon (5x),
1,2 pul de MgCl, 25 mM, 0,5 ul ANTPs 10 mM, y agua miliQ estéril hasta 20 pl.
Las condiciones de esta PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de 30 ciclos compuestos por 95 °C
durante 30 s, 58 °C durante 40 s y 68 °C durante 1 min y una extension final a
72 °C durante 10 min. El producto de esta PCR se analiz6 mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%, siguiendo el procedimiento descrito

en el apartado 13.1.

16.3.2. Digestion con enzimas de restriccion
Las construciones se sometieron a una doble digestion con las enzimas de
restriccion Ncol y Xhol, cuyas secuencias de corte estaban contenidas en los

oligonucleétidos usados para amplificar el inserto de la construccion. La
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mezcla de reaccion de la digestion estaba compuesta por: 0,1 pl de Neol y 0,1
ul Xhol, 4 pl tampén Tango ™ (2x) (Fermentas), 4 ul de construccion y agua
miliQ hasta alcanzar un volumen final de 10 pl. La digestion se llevd a cabo
durante 1 h incubando la mezcla a 37 °C. El producto de la digestion se
resolvid mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% y tras purificarse se

envio a secuenciar utilizando los oligonucledtidos T7 y SP6.

16.4. Clonacion del ADNc de PVN2 en el vector pET30b(+)

El fragmento de ADN purificado en el apartado anterior se clond en el vector
de sobreexpresion pET30b(+) (Novagen) linearizado con las enzimas de
restriccion Ncol y Xhol. Este plasmido es de bajo numero de copias y afiade a
uno o ambos extremos de la proteina recombinante una cola de histidinas. La
reaccion de ligacion se llevo a cabo a 16 °C durante un periodo de 12 h. La
mezcla de reaccidon contenia: 2 pl de tampon de ligacion (10x), 50 ng de vector
pET30b(+) linearizado, 2 pl (unidades Weis) de ADN ligasa T7 (Biotools), y la
cantidad adecuada del fragmento de ADN (que se calcul6é del mismo modo que
se describid anteriormente para el vector pSpark), afiadiendo agua miliQ estéril
hasta alcanzar un volumen final de 20 pl. Con la construccion resultante se
transformaron células de BL21 de E.coli que se cultivaron en medio LB so6lido

suplementado con 0,03 mg/ml de kanamicina y se incubaron a 37 °C entre 12 h.

16.5. Seleccion de transformantes positivos en BL21 (DE3) de E.coli

La seleccion de transformantes positivos para las construcciones derivadas del
vector pET30b(+) se realizé sembrando las células transformadas sobre placas
que contenian LB-agar suplementado con 0,03 mg/ml de Kanamicina. Estas
placas se incubaron a 37 °C durante unas 14 h. Las colonias obtenidas se
analizaron por PCR y aquellos clones en los que se obtuvo un producto de PCR

del tamafio esperado se secuenciaron seglin se indica en el apartado 17 con el
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objetivo de confirmar que la secuencia introducida era el gen esperado y que

carecia de mutaciones.

El fragmento de ADN clonado en el vector se amplificé por PCR utilizando el
plasmido aislado de los transformantes positivos y los oligonucleétidos
pETPVN2.1 y pETPVN2.2. Los componentes de la PCR fueron: 1ul de cada
oligonucleétido (10 uM), 0,2 pl de polimerasa Go Taq Flexi DNA Polymerase
(Promega), 4 ul de tampén (5x), 1,2 ul de MgCl, 25 mM, 0,5 pl dNTPs 10
mM, y agua miliQ estéril hasta 20 pl. Las condiciones de esta PCR fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida de 30
ciclos compuestos por una desnaturalizacion de 95 °C durante 30 s, 58 °C
durante 40 s y 68 °C durante 1 min y una extension final de a 72 °C durante 10
min. El producto de esta PCR se analizdo mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 0,8%, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 13.1.

16.6. Induccion de la expresion de la proteina recombinante

Los transformantes positivos se cultivaron en 25 ml de medio liquido LB de
induccion a 37 °C y en agitacion constante a 200 rpm, hasta alcanzar una
densidad optica de 0,5 a 595 nm, momento en el que se afiadi6 IPTG a una
concentracion final de 1 mM. Para inducir la expresion de la proteina His-
PVN2, se ensayaron diferentes concentraciones de IPTG y varias temperaturas
de incubacion. No obstante, en todos los casos se obtuvieron niveles de
induccion muy similares. De forma rutinaria la induccion se realizo a 35 °C
durante 2 horas, recogiendo finalmente las bacterias por centrifugacion a 2000
g a4 °C. A continuacion se utilizaron para su lisis o se mantuvieron a -20 °C

hasta su uso.
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17. Secuenciacion de acidos nucleicos

La secuenciacion se realizd en el Servicio Centralizado de Apoyo a la
Investigacion de la Universidad de Coérdoba, utilizando el secuenciador
automatico ABI PRISM™ *” (Applied Biosystem, Foster City, CA, EEUU).
Para la secuenciacion se utilizé entre 0,2 y 0,4 ug de ADN plasmidico y 3,2

pmoles del oligonucledtido T7 y SP6.

18. Transformacion de células competentes

Un volumen de 100 pl de suspension de células competentes que se
descongelaron en hielo instantes previos a la transformacion, se afiadio el
producto de ligacion, realizada segun se ha descrito en el apartado 16.4. Tras
mezclar muy suavemente por pipeteo se incubaron durante 10 min en hielo. A
continuacion, las células se sometieron a un choque térmico de 42 °C durante 2
min e inmediatamente se enfriaron manteniéndolas en hielo durante 5 min. El
siguiente paso fue afadir 0,9 ml de medio SOC estéril y se incubd a 37 °C
durante 60 min sin agitacion. Finalmente, el cultivo obtenido se centrifugd a
1.500 g durante 1 min y el precipitado con las células se resuspendié en 100 pul
medio SOC. Unos 50 pl se sembraron en una placa de medio LB solido
suplementado con los antibidticos adecuados, y se incubaron a 37 °C durante

120 14 h.
*  Composicion del Medio SOC: una mezcla homogénea entre la Solucion Iy
la Solucion 11, ajustando finalmente a pH 7.

- Solucion I: NaCl 8,6 mM, bacto-triptona 20 g/, extracto de levadura 5
g/l y KCI 2,5 mM esterilizada en el autoclave.

- Solucion II: glucosa 20 mM y MgCl, 10 mM esterilizada por filtracion
en poro de 0,2 pm.
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19. Base de datos y programas de analisis y de prediccion

19.1. Base de datos

Las bases de datos en las que se realizaron las biisquedas bibliograficas fueron:
ISI Web of Knowledge (http://wokinfo.com) y NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Las bases de datos en las que se buscaron
secuencias de genes y proteinas fueron: Phytozome
(http://www.phytozome.net), NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y
Brenda (http://www.brenda-enzymes.org), EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk).

19.2. Programas de analisis y de prediccion

El andlisis de las secuencias, alineamientos y generacion de cladogramas se
llevo a cabo utilizando los diferentes programas del paquete informatico
Lasergene (DNASTAR). Para el disefio de los oligonucledtidos se usaron los
programas Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) y Oligo6 (Molecular Biology
Insight, Inc.). La identificacion de posibles motivos funcionales en secuencias
de aminoécidos se realizO mediante los programas TargetP Server vl.l
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP), SignalP 4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), Conserved Domain Database and
Search Service (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), NetN
Glyc1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).
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CAPITULO 1

PURIFICACION DE UNA NUCLEASA EN EJES DE PLANTULAS DE
JUDIA
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1.1 Actividades nucleasa y ribonucleasa en ejes y cotiledones de judia
durante la germinacion y el desarrollo postgerminativo

Las actividades que catalizan la degradacion de acidos nucleicos se analizaron
en ejes y cotiledones de judia durante la germinaciéon y el desarrollo
postgerminativo temprano mediante ensayo en gel utilizando ADNmc y ARN
como sustratos. Los datos de actividad se normalizaron por cantidad de peso
fresco de material y por proteina soluble total. Con ADNmc como sustrato, a
partir del 2 DDI y coincidiendo con la emergencia radicular, momento en el
que el 50% de las semillas habian germinado, se detect6 una tnica banda con
actividad nucleasa en extractos de ejes que se correspondid con una proteina de
37 kDa (Figura 2 A y B). En cotiledones no se detectd ninguna proteina con
actividad nucleasa en las mismas condiciones de ensayo. No obstante, al
aumentar el tiempo de ensayo se detectd una actividad nucleasa con una masa

molecular de 37 kDa en el 5 DDI (Figura 3 C y D).

EJES COTILEDONES

AO0O 235 BOL2 3 5 CcO0235 DO0OZ2 35

37— 37— 37— 37 —

Figura 2. Actividad nucleasa de ejes y cotiledones de judia. La actividad nucleasa
se determind en extractos crudos de ejes (A y B) y de cotiledones (C y D) de plantulas
de judia a los dias indicados tras el inicio de la imbibicion utilizando 5 pl de extracto
(ratio tampoén: peso fresco de 4:1) (A y C) o 10 pug de proteina (B y D) por calle. La
actividad se desarrollé con TRIS 50 mM (pH 6,5) durante 10 min para las muestras de
ejes y 60 min para cotiledones. La masa molecular (kDa) de la proteina con actividad
nucleasa se indica en el margen izquierdo.
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Mediante el ensayo de la actividad ribonucleasa en los mismos extractos
utilizando ARN como sustrato, se detectd actividad mayoritaria de
varias proteinas con masas moleculares aproximadas de 22, 26 y 37
kDa. Esta tltima podria corresponderse con la proteina con actividad
nucleasa descrita anteriormente en el ensayo con ADNmc. Las
actividades de estas proteinas incrementaron a partir del 2 DDI,
coincidiendo con la emergencia de la radicula (Figura 3). En los
extractos de cotiledones se detectaron mayoritariamente las

ribonucleasas al 5 DDI.

EJES COTILEDONES

37— | 37—
28—
26— 26—
2-

26—
n-

Figura 3. Actividad ribonucleasa en ejes y cotiledones de judia. La actividad
ribonucleasa se determind en los extractos, utilizando las mismas cantidades, tampon
de ensayo y tiempo de incubacion indicados en la Figura 2. La masa molecular (kDa)
de la proteina con actividad nucleasa se indica en el margen izquierdo.

Se determind el nivel de ureidos en ejes y cotiledones de judia en estos
mismos dias del desarrollo (Figura 4). Un incremento en Ila
concentracion de ureidos se observd a partir del 3 DDI, coincidiendo

con el aumento en la actividad nucleasa y actividades ribonucleasas

(Figuras 2y 3).
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Figura 4. Concentracion de ureidos en plantulas de judia. La concentracion de ureidos
determinada en los mismos extractos de ejes (A) y cotiledones (B) que se utilizados en la
Figura 2 y 3.

1.2. Actividad nucleasa en plantulas de varias leguminosas

La actividad nucleasa con ADNmc como sustrato se determind en extractos
crudos obtenidos a partir de ejes y cotiledones de plantulas de 5 dias de
desarrollo de leguminosas ureidicas (judia, soja, soja verde, caupi) y amidicas
(garbanzo, lenteja, guisante, haba, titos) (Figura 5 A y B). El nimero proteinas
con actividad nucleasa, su tamafio y los valores de actividad obtenidos en las
diferentes especies fue diverso, tanto en ejes como en cotiledones. En ejes de
algunas especies analizadas se detectd una proteina con actividad nucleasa de
masa molecular de 37 kDa y que podria tratarse de la misma detectada en judia,
donde mostr6 ademas, el mayor nivel de actividad (Figura 5). Los valores de
actividad nucleasa no siguieron una relacidon con respecto a la concentracion de

ureidos (Figura 5 C y D).
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Figura 5. Actividad nucleasa y concentracién de ureidos en plintulas de leguminosas. La
actividad nucleasa se determind en extractos crudos de ejes (A) y cotiledones (B) de las
plantulas indicadas a los 5 DDI. La actividad se normalizé frente a 15 pg de proteina soluble
total en cada carril y el tiempo de desarrollo de la actividad fue de 20 min en ejes y 60 min en
cotiledones. La posicion de algunos de los marcadores de tamafio (kDa) se indica la izquierda
de la figura. Se analiz6 la concentracion de ureidos en los mismos extractos de ejes (C) y
cotiledones (D) que se utilizaron en la Figura 3.
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1.3. Caracterizacion de la actividad nucleasa de 37 kDa de ejes de judia

Las principales caracteristicas enzimaticas de la actividad nucleasa de 37 kDa
de judia se determinaron utilizando extractos crudos obtenidos a partir de ejes
en desarrollo a los 3 dias tras el inicio de la imbibiciébn. A menos que se
indique lo contrario, los ensayos se realizaron segin se describe en el
apartado10 de Material y Métodos, cargando 10 o 15 pg de proteina junto con
el tampon de carga que contenia SDS en ausencia de agentes reductores. El
extracto crudo con el tampdn de carga se incub6 a 65 °C durante 10 minutos,
antes de cargar la muestra en el gel para favorecer la migracion de las proteinas

durante la electroforesis.

1.3.1. Especifidad de sustrato

La especificidad de sustrato se determiné utilizando como sustratos ADNmc,
ADNbc y ARN a una concentracion final de 1 mg/ml (Figura 6). En estas
condiciones de ensayo la nucleasa de 37 kDa sélo utiliz6 como sustratos los
acidos nucleicos de cadena simple, ADNmc y ARN, mostrando mayor afinidad

por ARN. No se detecto actividad con ADNbc como sustrato.

ADNmc ADNbe ARN

37—

Figura 6. Especificidad de sustrato de la actividad nucleasa de ejes de judia. El
ensayo de la actividad nucleasa se realizd con los sustratos indicados a una
concentracion final de 1 mg/ml con extractos obtenidos de ejes de 3 DDI. En cada
carril se cargd 5 pl de extracto crudo (ratio tampodn: peso fresco de 4:1) y el tiempo de
desarrollo de la actividad fue de 15 min. La masa molecular (kDa) de la proteina con
actividad nucleasa se indica en el margen izquierdo.
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1.3.2. Temperatura y pH optimo

La temperatura Optima del ensayo de la actividad nucleasa fue de 50 °C (Figura
7.A). A temperaturas superiores se produjeron alteraciones en la integridad del
gel de acrilamida. En los ensayos de actividad realizados a distintos valores de
pH (4,5 a 8,5) solo se detectd la actividad nucleasa con masa molecular de 37
kDa. La maxima actividad se obtuvo a valores de pH de 5,5 y 6,5, lo que indica
que es una nucleasa acida (Figura 7.B).

°C
A 10 20 30 40 50 60 70

37—

Figura 7. Temperatura y pH 6ptimo de la actividad nucleasa de ejes de judia. La
actividad nucleasa con ADNmc como sustrato se desarrolld a las temperaturas
indicadas (A) y a los pH (B) indicados.

1.3.4. Efecto del EDTA y de cationes divalentes

La actividad nucleasa se determin6 en presencia de diferentes cationes tanto a
pH acido como neutro (Figura 8). La inclusion de los cationes al sistema de
ensayo no indujo la actividad de otras nucleasas y en todas las condiciones se

detectdé una tUnica actividad con masa molecular de 37 kDa, mostrando un

ligero incremento en presencia de Zn>" (Figura 8.A).
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pHS5,5 pH7

A - +Ca2t +Mg2+ +7n>t B - +Cat +Mg2+ +7n>t

37— 37—

Figura 8. Actividad nucleasa en presencia de cationes. La actividad nucleasa se
desarroll6 en acetato S0 mM (pH 5,5) (A) y TES 50 mM (pH 7) (B), en ausencia (-) y
presencia de los cationes indicados a una concentracion final de 0,1 mM.

El tratamiento con el agente quelante EDTA produjo una inhibicion total de la
actividad a concentraciones superiores a 0,5 mM (Figura 9.A). Por tanto, esta
enzima precisa de un cofactor para desarrollar su actividad. Unicamente la
inclusion de Zn** consigui6 revertir de forma especifica la inhibicion causada
por el EDTA (Figura 9.B). Por este motivo, se estudi6 el efecto de la inclusion
de distintas concentraciones de Zn>" en el ensayo (Figura 9.C). La inclusién de
Zn”*" a concentraciones hasta 1 mM no afectd a la actividad, mientras que se

observd inhibicion a concentraciones superiores (Figura 9.C).
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EDTA (mM)
A 0 0,1 0,5 1 5
37— | . | ——
+EDTA
B -EDTA - +Ca2* +Mg> +Zn*
37— -
+Zn*t (mM)
C 0 0,5 1 2 5
37— - R ————

Figura 9. Efecto de EDTA y de los cationes divalentes en la actividad nucleasa de
judia. La actividad nucleasa se determiné a las concentraciones de EDTA indicadas
(A). La actividad nucleasa se determind en ausencia (-EDTA), o en presencia de ImM
de EDTA (+EDTA) y en ausencia (-) o en presencia de los cationes indicados (5 mM)
(B). La actividad se determind en presencia de Zn*" a las concentraciones indicadas

©.

1.3.5. Efecto de la concanavalina-A

Con el objetivo de determinar si la nucleasa de 37 kDa es una glicoproteina se

incubd el extracto con la proteina concanavalina-A previamente a la

determinacion de la actividad. Este tratamiento dio lugar a la pérdida total de la

actividad indicando que la nucleasa de 37 kDa es una glicoproteina (Figura 10).
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- +Conc-A

37— -

Figura 10. Efecto de la concanavalina-A en la nucleasa de judia. Extracto crudo se
incubod en ausencia (-) o en presencia de concanavalina-A (+Conc-A) a temperatura
ambiente durante 60 min y posteriormente se desarrollo la actividad nucleasa.

1.3.6. Efecto del fosfato y pirofosfato

La actividad nucleasa se inhibi6 por la inclusion en el tampon de ensayo de

concentraciones superiores a 100 uM de Pi o de PPi (Figura 11).

+P1( M)
A 0 1 10 100 500
37—
+PPi ( M)
B 0 1 10 100 500
37 —| .

Figura 11 Efecto del Pi y PPi en la actividad nucleasa de judia. El ensayo de la actividad
nucleasa se realizd en presencia de Pi (A) y PPi (B) a las concentraciones finales indicadas.

1.4. Purificacion de la nucleasa de ejes de judia

La proteina de 37 kDa con actividad nucleasa, determinada en extractos crudos
obtenidos a partir de ejes en desarrollo de judia, se purificoé hasta
homogeneidad electroforética utilizando como material ejes en desarrollo de

judia de 5 dias mediante el procedimiento que se resume en la Tabla 2.
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Tabla 2. Purificacion de la actividad nucleasa de ejes de Phaseolus vulgaris. El
extracto crudo se obtuvo a partir de 25 gramos de peso fresco de ejes de plantulas judia
de 5 DDI.

Actividad

Actividad Proteina especifica Rendimiento  Factor de
0 . .

total (KU)  total (mg) (KU/mg) (%) purificacion
Extracto crudo 210,7 2333 0,9 100 1
Sulfato amoénico 70,9 7,7 9,2 34 10
Tratamiento 66,6 3 222 31 25
termico
DEAE 38,0 0,448 84,8 18 94
Concanavalina-A 23,4 0,035 668,8 11 743

Durante todo el proceso se obtuvo un tnico pico de actividad nucleasa en los
diferentes pasos de purificacion. El proceso de purificacion completo alcanzé
un factor de purificacion final de 743 y un rendimiento del 11% (Tabla 2). El
primer paso de purificacion consistido en una precipitacion fraccionada con
sulfato amodnico con el que se eliminé el 96% de la proteina total y se consiguio
un factor de purificacion de 10. La preparacion enzimatica resultante se dializo
y, aprovechando su estabilidad térmica, se sometié a un tratamiento térmico en
presencia de Zn>". A continuacion, se realizo una cromatografia de intercambio
i6nico en DEAE-Sephacel. La elucion de la proteina con actividad nucleasa se
llevo a cabo con una concentracion superior a 400 mM de NaCl (Figura 12). El
ultimo paso de purificacién consistié en una cromatografia de afinidad con
concanavalina-A y la actividad nucleasa se eluyo a partir de una concentracion

aproximada de 350 mM de metil a-D-manopiranésido (Figura 13).
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Figura 12. Cromatografia de intercambio idénico. La preparacion procedente del
tratamiento térmico se cargd en una columna de intercambio iénico DEAE-Sephacel.
La cromatografia se desarrollé a un flujo de 1 ml/min y se recogieron fracciones de 1
ml. Las proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,5 M (linea
discontinua). En cada fraccion se analizo la actividad nucleasa in vitro (linea con
circulos negros) y el contenido en proteinas (linea con triangulos). El 100% de la
actividad se corresponde con 7,54 KU/ml.
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Figura 13. Cromatografia de afinidad en concanavalina-A. La preparacion
procedente de la cromatografia en DEAE-Sephacel se cargd en una columna de
afinidad en concanavalina-A. La cromatografia se desarroll6 a un flujo de 1 ml/min y
se recogieron fracciones de 1 ml. Las proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de
metil o -D-manopirandsido de 0 a 0,5 M (linea discontinua). En cada fraccion se
analiz6 la actividad nucleasa in vitro (linea de circulos negros) y el contenido en
proteinas (linea con triangulos). El 100% de la actividad se corresponde con 8.3
KU/ml.
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La proteina purificada mostré actividad nucleasa con una masa molecular de 37
kDa (Figura 14.A). Cuando se someti6 a SDS-PAGE, en ausencia de agentes
reductores y calor y, se tifid con plata se obtuvo una tUnica proteina con la
misma masa molecular (Figura 14.B). No obstante, cuando la proteina
purificada se tratdé con agentes reductores y calor, antes de separar mediante
SDS-PAGE, la masa molecular de la banda con actividad (Figura 14.C) asi

como la de la proteina tefiida con plata (Figura 14.D) cambi6 a 47 kDa.

A B C D
k|

37—

Figura 14. Anilisis mediante electroforesis de la nucleasa purificada. La proteina
purificada se mezcl6 con tampdn de carga que contenia SDS y en ausencia de DTT.
Una parte alicuota de ésta se sometid6 a SDS-PAGE determinandose la actividad
nucleasa (A) y otra parte se resolvid en un gel que se tifio con plata (B). La proteina
purificada se mezcld con tampoén de carga que contenia SDS, DTT, se incubd durante
5 min antes calor antes del someter a SDS-PAGE, posteriormente una parte alicuota de
ésta se sometio a SDS-PAGE determinandose la actividad nucleasa (C) y otra parte se
resolvié en un gel que se tifid con plata (D). Las masas moleculares (kDa) de la
proteina se muestran en la parte izquierda de la figura.

1.5. Principales caracteristicas de l1a nucleasa purificada
Cuando la actividad nucleasa se determindé mediante el ensayo in vitro
utilizando distintas concentraciones de ADNmc se obtuvo una cinética

hiperbolica (Figura 15). La actividad maxima se obtuvo a una concentracion en

la mezcla de ensayo de 1,0 mg/ml (Figura 15.A). La actividad mostré un pH
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optimo de 5,5 (Figura 15.B) y una temperatura 6ptima de 70 °C (Figura 15.C).
La actividad enzimatica fue resistente a los tratamientos con calor y la enzima
mantuvo su actividad tras 30 minutos de incubacién a 65 °C. El tratamiento
con EDTA de la enzima pura inhibi6 su actividad enzimatica sugiriendo que
los cationes son esenciales para la actividad (Figura 15.D). La adicién de Ca®",
Mg®* 0 Mn®" no afecté a la actividad inhibida por EDTA, mientras que la

inclusion de Zn** logré revertirla a un valor del 75% del inicial (Figura 15.D).
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Figura 15. Principales caracteristicas de la nucleasa purificada. La actividad
nucleasa in vitro se determiné a las concentraciones de ADNmc indicadas (A). El pH
optimo se determiné mediante el ensayo de la actividad en presencia de los tampones
(50 mM) indicados y a los valores de pH indicados (B). La temperatura Optima se
determind mediante el ensayo de la actividad a las temperaturas indicadas (C). El
efecto del EDTA y varios metales en actividad se determino tras tratar la enzima pura
con 3,3 mM de EDTA durante 90 min a temperatura ambiente e incubando y
determinando la actividad posteriormente con los metales indicados a una
concentracion final de 0,1 mM (D). Para todas las determinaciones la desviacion
estandar fue menos del 10%.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACION DE LA NUCLEASA PURIFICADA.
ANALISIS DE LA FAMILIA S1/P1 EN JUDIA
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2.1. Identificacion de la proteina purificada de 37 kDa de ejes mediante
secuenciacion de novo

La proteina de 37 kDa purificada a partir de ejes de judia se sometido a
electroforesis en ausencia de condiciones reductoras y sin tratamiento térmico
previo a la carga en el gel. Tras separarse mediante SDS-PAGE se aislo del gel
y se analizd mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF. Los
péptidos obtenidos, no permitieron identificar ninguna proteina en las bases de
datos disponibles. Por tanto, algunos péptidos se sometieron a una segunda
digestion y secuenciacion de novo y se obtuvieron cuatro secuencias peptidicas
(Figura 16). Estas secuencias permitieron la identificacion de una nucleasa tipo
S1 de Glycine max (XP_003516835.1) en la base de datos. Esta proteina estd
constituida por 295 aminodcidos y contiene 32 aminoacidos de los 60
identificados en los cuatro péptidos obtenidos mediante secuenciacion de novo,

lo que supone una cobertura del 10,8% del gen que la codifica.

Durante el desarrollo de este trabajo se hizo disponible el genoma completo de
judia y mediante la busqueda en la base de datos con los cuatro péptidos

(www.Phytozome.org) se identifico el gen Phvul.003G030200. El transcrito

que se predice para este gen contiene todos los aminoacidos identificados en
los péptidos (Figura 17). Este gen estd situado en el cromosoma 3 y se le
asign6 el nombre PVNI. Ademas, la base de datos predice la posible existencia
de 3 transcritos distintos para dicho gen: Phvul.003G030200.1,
Phvul.003G030200.2 y Phvul.003G030200.3, a los que se les denomino
respectivamente: PVN1.1, PVN1.2 y PVN1.3.
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Figura 16. Espectro de la identificacion de las secuencias mediante secuenciacion
de novo. En los cuatro espectros obtenidos se muestra la intensidad de sefial emitida
para cada fragmento y las secuencias deducidas para cada péptido.
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2.2. Analisis de los transcritos del gen PVN1

El alineamiento de las proteinas deducidas para los tres posibles transcritos del
gen PVNI con los péptidos obtenidos mediante la secuenciacion de novo de la
proteina purificada sugirié que el transcrito PVN1.1 codificaria dicha proteina,

al ser el unico que contiene todos los aminoécidos de los péptidos (Figura 17).

PVN1.1l MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENMAME{elejdeinyd 71

PVN1.2 MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENMAME{elejdeinyd 71

PVN1.3 MGSYRIEIVVIVSLMVLVPNAKGWGKDGHAIVCKIGQGRLSSAAAEAVSKLLPRSAENAME{elejgeinyd 71
AENELASQCSWPDDVR

PVN1.1l KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142
PVN1.2 KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142
PVN1.3 KVIPWSSALHFADTADSVCSYDHTRDCVDQRTGVKNRCVVAAISNYTNQLLQYGTYTQSNYNLTEALLFLS 142

PVN1.l1 HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRZUNDESSASHAIHAINANIIEAMOKNITEHCSN 213
PVN1.2 HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRAINDESSASHAIHAINANYIEIAMAOKNITKV-~-~ 210
PVN1.3 HFIGDIHQPLHCGFVSDLGGNTINVLWYNTTQKLHRAUNDFRSAYAIHIGNAYEIAYB - MAOKNI T-———— 208

VWDDNIIETEFERFDEDFDGLVDAI

PVN1.1 NDISCPALYASESAEDSCKWAYKNIRGIAIINR4PRIRIP I VNLRLAQGGVRLAATLNRIFNTKYAAVI 283

PUN1.2 —===—=—m—mmm——mmm WA-—————~ NEVE 217

PUN1.3 —=—=—=—=—————m—————e- T mmmm o 1 211
DATEGSVLDDEYFLSR

Figura 17. Alineamiento de la secuencias aminoacidicas deducidas para PVNI1.1,
PVN1.2, PVN1.3 con las secuencias peptidicas obtenidas mediante secuenciacion
de novo. El alineamiento se realizé por el método Clustal W del programa MegAlign.
Los aminoacidos de los transcritos que coinciden con las secuencias péptidicas se
sombrean en negro.

Segun la informacion disponible en la base de datos (www.Phyotozome.org)
los tres transcritos del gen PVNI tienen tamafios distintos y codificarian tres
proteinas de tamafios diferentes. En la Tabla 3 se indica el niimero de
nucleotidos de las distintas secuencias, asi como la masa molecular de la

proteina correspondiente.
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Tabla 3. Tamafio de los transcritos del gen PVNI y de las posibles proteinas. En la
tabla se indican el nimero de nucleétidos (n) que compone cada secuencia y masa
molecular de la proteina (kDa)

. ., . Proteina
Transcrito (n) Region codificante (n) (kDa)
PVNI1.1 852 852 29,9
PVN1.2 995 654 243
PVN1.3 927 636 23,5

El gen PVNI contiene 3667 nucleétidos en su secuencia y estaria compuesto de
9 exones. En la Figura 18 se esquematiza el origen de los distintos transcritos
del gen por posible splicing alternativo. El transcrito PVNI1.1 presenta los 9
exones (I al IX) y cuya traduccion completa origina una secuencia peptidica de
29,9 kDa. El transcrito PVN1.2 presenta los 6 primeros exones (I al VI) y parte
del séptimo (VII) dando lugar a un péptido de 24,3 kDa. El transcrito PVN1.3
presenta 6 exones (I al VI) y una pequefia parte del séptimo exén (VII) y daria

lugar a un péptido de 23,5 kDa (Figura 18).

PVN1.1

| I v VooV VvIE Vi IX
- - ..t 6 &
PVN1.2

| I v AR/

- -s

PVN1.3

| I v vV VI VIl

- - -. = >

Figura 18. Esquema de los exones que componen los posibles transcritos del gen

PVNI. Los diferentes exones se enumeran en la parte superior con niimeros romanos.
Los exones transcritos se representan mediante rectangulos, mostrando en negro los
que se traducen y en gris lo que no lo hacen.
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A partir de las secuencias de los tres transcritos se disefiaron 4 oligonucle6tidos
que permitieran, por los tamafios de los fragmentos originados mediante
amplificacion por PCR, la discriminacion de transcrito presente en una
muestra. El tamafio de los productos de PCR esperados para cada pareja de
cebadores y para cada transcrito, cuando se utiliza como ADNc ejes de

plantulas de judia, se esquematiza en la Tabla 4.

Tabla 4. Tamafio de los productos esperados por PCR (pb) con las diferentes
combinaciones de cebadores y para cada transcrito. El guion indica que la pareja
de cebadores no amplifica ese transcrito.

Cebadores PVN.1 PVN1.2 PVNI1.3
PVNI1.D-PVNI1.R 549 579 511
PVN1.D-PVNI1.2-3.R - 606 538
PVN1.D-PVNI1.2.R - 350 -

Se llevaron a cabo PCRs utilizando un oligonucleétido directo (PVN1.D) y tres
reversos (PVNIL.R, PVN1.2.R y PVN1.2-3.R) y utilizando como molde ADN
copia obtenido a partir de ARN de ejes de judia (Figura 19). Cuando se
utilizaron los oligonucledtidos PVN1.D y PVNI1.R, disenados a partir de los
extremos de las secuencias de los tres transcritos, se obtuvo un producto de
PCR de aproximadamente 579 pb. Cuando se realizd una segunda PCR
utilizando los oligonucledtidos PVN1.D y PVNI.2-3.R, se obtuvo un
fragmento de aproximadamente 606 pb. Por tltimo, cuando se realizé una PCR
con PVNI1.D y PVNI1.2.R, se obtuvo un fragmento de aproximadamente de 350
pb. Los resultados de estas PCRs indicaron que el transcrito que se esta
expresando en ejes en desarrollo es PVN1.2. Sin embargo, esto estaba en
contradiccion con el hecho de que el péptido codificado por dicho transcrito no
contiene los péptidos obtenidos por secuenciacion de novo a partir de la

proteina purificada de ejes en desarrollo.
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PVNLD PVN1D PVN1.D
PVN1I.R PVNL 2-3.R PVN1.2R

Figura 19. Escrutinio mediante PCR del transcrito PVN1 en ejes de judia.
Productos de PCR originados utilizando como molde ADN copia de ejes de 4 DDI y
utilizando las parejas de oligonucleétidos indicadas en la figura. El tamafio (pb) de
cada producto se indica sobre cada banda. El programa de PCR fue de 30 ciclos.
2.3. Analisis de la secuencia del gen PV NI
Para confirmar que PVN1.2 es el transcrito a partir del cual se sintetiza la
proteina purificada en ejes de judia, se clond el fragmento de 579 pb
amplificado por PCR con los oligonucledtidos PVN1.D y PVNI.R. El
alineamiento de la secuencia obtenida a partir de dicho producto y los
diferentes transcritos confirmé que PVNI1.2 codificaria la nucleasa de ejes
(Figura 20). No obstante, se encontraron algunas diferencias en varios
nucledtidos que no implican cambios en la proteina final, a excepcion del
situado en la posicion 653 de PVN1.2. En esta posicion se introduce un codon
de fin de lectura presente en la secuencia de PVN1.2 y que originaria una
proteina truncada (Figura 20). La sustitucion de éste nucleotido mediante el
programa SeqBuilder origind una nueva proteina (PVNI1.2*) que contenia
todos los péptidos obtenidos mediante la secuenciacion de novo de la proteina
purificada, que tendria los 9 exones indicados en la Figura 18 y que daria lugar

a una proteina con una masa molecular de 32 kDa.
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PNV1.1 ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA 617
PVN1.2 ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA 630
PVN1.3 ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA 630
CLONADA ACATAATTGAAACAGAATTCGAAAGATTTGATGAGGATTTTGACGGCTTGGTTGATGCAATTCAAAAGAA 627

PNV1.1 TATTACG-==-=========== === ———— = —— GAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA 657
PVN1.2 TATTACGAAAGTATGGGCTAATGAAGTAGAAGATHNEGAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA 700
PUNL.3 TATTACGA= === === === = = o o e o e e o 638

CLONADA TATTACGAAAGTATGGGCTAATGAAGTAGAAGATTGGGAGCACTGCAGTAATAATGACATATCATGCCCA 697

PNV1.1 GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG 727
PVN1.2 GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG 770
PVN1.3 ------ TATGCATCEE;AAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG 702
CLONADA GCTTTATATGCATCTGAAAGTGCGGAAGATTCCTGTAAATGGGCCTATAAAGATGCCACTGAAGGTTCAG 767

PNV1.1 TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG 797
PVN1.2 TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG 840
PVN1.3 TATTAGATGATGAATACTTCTTATCTCGTTATCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG 772
CLONADA TACTAGATGATGAATATTTCTTCTCTCGTTTTCCGATAGTGAATTTGCGGTTAGCTCAAGGAGGAGTTCG 837

PNV1.1 ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTNEY 852
PVN1.2 ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAGTGTGATTGGATCATG 910
PVN1.3 ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTTAGTGTGATTGGATCATG 842
CLONADA ATTGGCTGCAACTCTTAATCGTATCTTTAACACAAAGTATGCAGCGGTTATTRNECTCGA-——~—-———— 897

Figura 20. Alineamiento de un fragmento de los transcritos de PNV1.1, PNV1.2 y
PNV1.3 y la secuencia clonada a partir de ejes de judia (CLONADA). El
alineamiento se realizd por el método Clustal W del programa MegAlign. Los
nucleétidos sombreados en negro indican el codon de fin de lectura de cada transcrito
y en gris el cambio que elimina el codon de fin de lectura.

El gen PVNI pertenece a la familia S1/P1 de las nucleasas por contener un
dominio PF02265 (www.Phytozome.org). Los miembros de esta familia
codifican proteinas con actividad endonucleasa (dominio GO: 004519),
actividad hidrolasa sobre enlaces éster (GO: 0016788) y poseen capacidad para
degradar acidos nucleicos (dominio GO: 0006308). Ademas, presentan sitios
de reconocimiento y uniéon a acidos nucleicos (dominio GO: 0003676). El
analisis de PVNI, mediante el programa Conserved Domain Database and
Search Service de la base de datos NCBI, permiti6 identificar dominios
altamente conservados caracteristicos de la familia S1/P1 nucleasas y de la
superfamilia de las ZnPC-S1/P1. Por otro lado, el andlisis de la secuencia
aminoacidica deducida para el transcrito PVNI1.2 secuenciado mediante el
programa SeqBuilder predijo una proteina de masa molecular de 32 kDa y un
punto isoeléctrico de 4,9. El programa Signal P 4.0 con los algoritmos de la

herramienta TargetP 1.1 predijo la presencia de un péptido senal de secrecion a

95



Resultados

reticulo endopldsmico, con un probable sitio de rotura entre los aminoécidos de

23 y 24 en la region N-terminal.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PNV1 frente a las de otros
miembros de la familia S1/P1 reveld una gran identidad entre dichas secuencias
(Figura 21). Todas las secuencias tienen conservados los nueve aminodcidos
caracterizados en P1 e involucrados en la unién del i6n Zn*". La secuencia de
aminoacidos de PVNI1 también contiene los cuatro residuos cisteina que
participan en la formacion de los dos puentes disulfuro responsables de la
estructura terciaria en P1 y S1 (Figura 21). Los aminodcidos que sufren
glicosilacion, asi como aquellos que constituyen sitios activos en las nucleasas
S1/P1, también se encuentran altamente conservados en PVNI (Figura 21). De
las dos secuencias de unidon descritas en P1, las secuencias de plantas solo
tienen el primero aunque con ciertas diferencias, mientras que el segundo no se

encuentra en ninguna de las secuencias (Figura 21).
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- [
PVN1.2% -——-MGSYRIEIVVIXSLMVVVP-NAKGJYGKDE:AIVCKIAGGRLSTAAAEAVSKLIFPRSA 56
ZEN1 -MALIRLSI--ISCLGFFMINNYNAVQAWSKE®:VMTCQOIAWGELLSPDAAHAVOMLIRPDYV 58
BFN1 MASAFRSSTRLILVLGILILCSVSSVRYSKE@:IILTCRIAGNLLEAGPAHVVENLI#PDYV 6l
CEL1 ---MTRLYS--VFFLLLALVVEP-GV. SKE@:VMTCOIAWDLLEPEAAHAVKMLI#PDYA 55
ENDO2 MANQKGLHVVMMIITVWLLYAAP-NIHG}GKE@:EIICKIAGTRLDETAAKAVKELI#PESA 60
prL | GALEEIATVAYVASHYVSPEAASWAQGIMGSSS 33
st |Emmmmmm e GNLEeEIETVAY IAMSFVASSTESFCONIMGDDS 33

°
PVN1.2* ENELASQCSEPMDVR--KVIPWSSAL SYDHT|IJ&VDORTGVKN A 112
ZEN1 SEDY T l&HDS ~NGMV D! AG 115
BFN1 SYEYS|sleHDO-HGLKD! DG 118
CEL1. SEDYQi3isléHDP-HGGKD! AG 112
ENDO2 SYQYNIJI®KDE -SGEKG AG 114
P1 SSYLASIASYAMEYRLTSAGKWSASL:ELDAEWMNPPTNENVDYEIANEGSS—————— GeSIS 88
sl TSYLANVATQAMTYKYTDAGEFSKPYIFIDAQENPPQSEGVDY DiJi@GSA—————— GeSIS 88
PVN1.2* OLLQYGTYT--QSNYNLTEFR VLWYN 171
ZEN1 SOLSHYQHGTS-DRRYNMTER DLRWEFR 175
BFN1 SOLOHYGEGTS-DRRYNMTER DLRWYK 178
CEL1 SOLGHFRHGTS-DRRYNMTEF DLRWFR 72
ENDO2 TOLLSYKTAASSQSQYNLTE: VHWYT 175
Pl ORVSDSSLSSE-—---N-HAEL VTFDG 143
S1 ILLESPNGSE------— ALNE DVTYDG 142
L L ¢
PVN1.2* TTKKIM:RV|YSDNIIET-EFERFDEDFDGLVDAIQKNITK-VWANEVEDREHCSNND--ISC 228
ZEN1 HKSN:HV|YSREIILTAASELYDKDMESLOKAIQANFTHGLWSDDVNSRKDCDDI---SNC 233
BFN1 HKSN:HV|YSREIILTALKENY DKNLDLLOQEDLEKNITNGLWHDDLSSRTECNDL---IAC 236
CEL1 HKSN#:HV|YSREIILTAAADYHGKDMHSLLODIQRNFTEGSWLQODVESRKECDDI---STC 230
ENDO2 RKANM:HI|YSSNIIETAEADLYNSALEGMVDALKKNITT-EWADQVKRQETCTKK---TAC 232
Pl E-@\I SD lTE/IPQKLIGGHALSDAESWAKTLVQNIESGNYTAQAIG IKGDNISEPITT 204
S1 ETTN#:H IS TNMPEEAAGGYSLSVAKTYADLLTERIKTGTYSSKKDSTDGIDIKDPVST 203
[

PVN1.2* PALYR\SESAEDSEKWAYKD---ATEGSVIDDENFFSRFPIVNLRLAQGEVE TLNRIEN 286
ZEN1 VNKYHKESIAL (KWGYEG---VEAGETI#SDDMEFDSRMPIVMKRIAQGEVIASMI LNRVEG 291
BFN1 PHKYHSESIKL (KWGYKG---VKSGETI#SEEMFNTRLPIVMKRIVQGEVIS ILNRVES 294
CEL1 ANKYHKESIKL INWGYKD---VESGETI#SD. FNTRMPIVMKRIAQGE\I]I' SMILNRVLG 288
ENDO2 PDIYHSEGIQ DWAYKG---VTEGDTIEDEMFYSRLPIVYQRLAQGEVIZ TLNRIFG 290
Pl ATRWINSDANALV®TVVMPHGAAALQTGDIYPTMYDSVIDTIELQIAKGEYIRPANWINE THG 265
S1 SMIWEADANTY STVLDDGLAYINSTDISGEMYDKSQPVFEELIAKARYIZ WLDLIAS 264
PVN1.2* --TKYAAVI. 294
ZEN1 SSSSLEDALVPT 303
BFN1 DDHAIAGVAAT 305
CEL1 —--SSADHSLA 296
ENDO2 290
Pl SEIAK 270
S1 QPS 267

Figura 21. Alineamiento de la secuencia de PNV1.2* frente a otras secuencias de
nucleasas S1/P1. El alineamiento se realizd por el método Clustal W del programa
MegAlign con las secuencias aminioacidicas de PNV1.2* de Phaseolus vulgaris, de
Arabidopsis thaliana (BFN1 y ENDO?2), Zinnia elegans (ZEN1 (BAA28948)), Apium
graveolens (CEL1 (AF237958.1)), Penicillium citrinum (P1 (P24289)) y Aspergillus
oryzae (S1 (P24021)). En la figura se indican: los aminoacidos conservados en todas
las secuencias (sombrado negro), los conservados al menos en 4 de las secuencias
(sombreado gris), los residuos que componen los sitios de unién de los ligandos Znl,
Zn2 y Zn3 en P1 (cuadros negros), los residuos involucrados en la formacion de
puentes disulfuro en la nucleasa P1 (circulos negros), los péptidos sefial (marco rojo),
los residuos implicados en sitios de glicosilacion en P1 (diamantes) los aminoacidos
involucrados en los sitios de union a acidos nucleicos 1 (marco verde) y 2 (marco azul)
descritos en P1.
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2.4. Identificacion y analisis de la familia S1/P1 nucleasas en judia

Ademas de PVNI, en la base de datos Phytozome se identificaron otros cuatro
genes pertenecientes a la familia S1/P1 nucleasas en judia: Phvul.003G030500,
Phvul.002G223100, Phvul.006G190700 y Phvul.007G028400 localizados en
los cromosomas 2, 3, 6 y 7 respectivamente. A estos genes se les denomind:
PVN2, PVN3, PVN4 y PVNS5, respectivamente. Todos ellos contienen en la
secuencia de aminoacidos deducida el dominio PF(02265 caracteristico de la
familia S1/P1 de nucleasas. Al gen Phvul.003G030500 se le asignd la
nomenclatura PVN2 por estar en el mismo cromosoma que PVNI, ademas de
mostrar con éste la menor distancia filogenética (Figura 22) y tener una
identidad a nivel proteico del 68.6% (Tabla 5). Por otro lado, PVNI mostro
mayor divergencia con PVN4 (Tabla 6) y como se puede observar en el

cladograma son las nucleasas mas alejadas filogenéticamente (Figura 22).

B 1
r[ B3
L BiRfRes.
PR

BURAS
] B3
PUi4
428

40 35 30 25 20 15 10 5 0

SUSTITUCION DE NUCLEOTIDOS

Figura 22. Distancias filogenéticas entre las proteinas deducidas para las
nucleasas de la familia S1/P1 en judia. El cladograma ha sido construido con las
secuencias aminoacidicas de las nucleasas: PVNI1.1, PVNI1.2*, PVNI1.3, PVN2,
PVN3, PVN4 y PVNS.
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Tabla 5. Grado de identidad y divergencia a nivel proteico entre las nucleasas de
la familia S1/P1 de judia. La tabla ha sido construida con las secuencias
aminoacidicas de la figura 22.

PVN1.2* | PVNI1.1 | PVN1.3 | PVN2 | PVN3 | PVN4 | PVN5

PVN1.2* ook 97.5 96.2 68.6 | 54.1 | 447 | 61.8 |PVNIL.2*
PVNI1.1 2.5 ok 98.6 69.6 | 54.8 45 63.4 | PVNI.1
PVN1.3 3.9 1.4 kK 664 | 51.7 | 459 | 61.1 | PVNI13
PVN2 40.6 38.9 44.5 kK 54 45 66.8 PVN2
PVN3 69.5 67.9 75.5 69.9 ook 49.8 | 57.6 PVN3
PVN4 953 943 91.4 942 | 80.3 ook 46.3 PVN4
PVNS5 52.9 49.9 544 437 | 61.6 | 903 ook PVNS5

El andlisis mediante SeqBuilder de secuencias aminoacidicas de los miembros
de la familia S1/P1 revel6 que tenian masas moleculares muy similares, aunque

los valores de su punto isoeléctrico eran diferentes.

Tabla 6. Caracteristicas predichas para las nucleasas de la familia S1/P1 de judia

AMINOACIDOS | kDa | PI
PVNI 293 32 4.9
PVN2 294 32 | 6.02
PVN3 300 35 | 7.02
PVN4 308 35 | 5.28
PVN5 284 32 | 7.03

El alineamiento de la secuencias de aminodcidos de la familia S1/P1 nucleasas
de judia reveld que los nueve aminoacidos involucrados en la uniéon de los
ligandos Zn, asi como los cuatro residuos cisteina que participan en la
formacion de los dos puentes disulfuro, estan altamente conservados en todas
las secuencias (Figura 23). Los aminoacidos susceptibles de estar glicosilados,
asi como aquellos que constituyen sitios activos en las nucleasas S1/P1,

también se encuentran altamente conservados en dichas secuencias.
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Figura 23. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las nucleasas de la
familia S1/P1 de judia. El alineamiento se realiz6 por el método Clustal W del
programa MegAlign con las secuencias aminoacidicas de PVNI1.1, PVN1.2*, PVN1.3,
PVN2, PVN3, PVN4 y PVNS. En la figura se indican: los aminoacidos conservados en
todas las secuencias (sombrado negro), los conservados al menos en 4 de las
secuencias (sombreado gris), los residuos que componen los sitios de union de los
ligandos Znl, Zn2 y Zn3 en P1 (cuadros negros), los residuos involucrados en la
formacion de puentes disulfuro en la nucleasa P1 (circulos negros) y los péptidos sefal
(marco roja).
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La tendencia evolutiva de las nucleasas se estudié mediante el analisis del arbol
filogenético construido a partir de las secuencias aminoacidicas de las
nucleasas P1, S1 y los componentes de la familia S1/P1 que se identificaron
tras realizar un BLAST en las bases de datos Phytozome, Plaza y NCBI. La
busqueda se realizé con la secuencia de PVN1 en hongos y en algunas plantas
vasculares como judia, Medicago y arroz (Figura 24). Los diferentes genes que
codifican las nucleasas en plantas surgieron a partir de un ancestro comun que
poseia una tUnica copia del gen S1 y que fue diferente al que origind las
nucleasas en musgos, ya que como puede observarse en la Figura 24, los dos
genes que componen la familia S1/P1 en Physcomitrella se encuentran
separados del gran grupo constituido por las nucleasas de plantas. En
Arabidopsis, al igual que en judia, la familia S1/P1 estd compuesta por 5
miembros, mientras que en Medicago y arroz cuentan con 6 y 4 miembros,
respectivamente. Las secuencias que codifican las nucleasas de la familia
S1/P1 constituyen tres grandes clados tanto en plantas monocotiledéneas como
en dicotiledoneas encontrandose en cada uno de ellos representados al menos

por un miembro.
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Figura 24. Distancias filogenéticas de las proteinas deducidas de diferentes
nucleasas de la familia S1/P1. El cladograma ha sido construido con las secuencias
aminoacidicas de las nucleasas de P.citrinum: P1; de 4. oryzae : S1; de P. vulgaris:
PVN1.2*, PVN2, PVN3, PVN4 y PVNS5; de Medicago truncatula: MTI
(MT1G110510), MT2 (MT2G012440), MT3 (MT4G09610), MT4 (MT5G056140),
MT5 (MT5G056160), MT6 (MT5G056560); de Arabidopsis thaliana: BFNI
(ENDO1: AT1G11190), ENDO2 (AT1G68290), ENDO3 (AT4G21590), ENDO4
(AT4G21585), ENDOS5 (AT4G21600); de Oryza sativa: OS1 (0S01G3730), OS2
(0S01G3740), OS3 (0S04G54390), OS4 (0S04G55850) y de Physcomitrella patens:
PP1 (Phpat.010G052800), PP2 (Phpat.015G004800). Los tres recuadros representan
los clados mas importantes en los que se distribuyen las diferentes nucleasas de
plantas.
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CAPITULO 3.

ACTIVIDAD NUCLEASA Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS
NUCLEASAS DE LA FAMILIA S1/P1 EN EJES DE JUDIA
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3.1. Nucleasas S1/P1 en ejes de judia durante la germinacion y desarrollo
postgerminativo temprano

El estudio de la expresion de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1 en
ejes durante la germinacion y desarrollo postgerminativo indicé que
unicamente hay expresion del gen PVNI y que ésta fue méxima alrededor del
momento de la emergencia de la radicular (Figura 25). En ejes aislados de
semillas embebidas no se observé expresion del gen a los 0 DDI. El patrén de
expresion coincide con el de la actividad nucleasa en estos momentos (Figura

25).

0 2 3 5 6 9 DDI

- o = == | DN]

PVN2

PVN3

PVN4

PVN5

e - —— | ACTINA

Figura 25. Expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes. El analisis se
realizé con muestras de ejes a los dias indicados mediante RT-PCR, utilizandose un
programa de 25 ciclos para e la expresion de la actina y 27 ciclos para de las nucleasas.

Los ejes embrionarios de judia de plantulas de 6 DDI se separaron en radicula,
hipocotilo y epicotilo. En dichos tejidos se analiz6 la actividad nucleasa en gel
asi como la expresion de los distintos genes de la familia S1/P1 (Figura 26). En
el ensayo de actividad tanto a pH acido como neutro se detectdé una unica

banda con actividad nucleasa correspondiente a la proteina de 37 kDa (Figura
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26.A). El tejido con mayor actividad fue hipocotilo y el de menor epicotilo. La
inclusion de varios cationes a la mezcla de ensayo no supuso la deteccion de
otras proteinas con actividad nucleasa a ambos valores de pH y apenas se
afectd a la actividad de la proteina de 37 kDa (Figura 26.A). El analisis de
expresion de los genes de la familia S1/P1 reveld expresion mayoritaria del gen
PVNI en todos los tejidos analizados, registrandose en epicotilo el menor nivel
de expresion. Unicamente en radicula se detectd una baja expresion de los

genes PNV2y PVN5 (Figura 26.B).
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Figura 26. Actividad nucleasa y expresién de nucleasas de la familia S1/P1 en
plantulas de judia. A) La actividad especifica se determiné a los valores de pH
indicados en extractos crudos obtenidos de radicula (R), hipocotilo (H) y epicotilo (E)
de plantulas de 6 DDI. B) Expresion de los genes nucleasas de la familia de S1/P1 en
las mismas muestras del apartado A, mediante RT-PCR con un programa de PCR de
25 ciclos para estudiar la expresion de la actina y 27 ciclos para de las nucleasas.

106



Resultados

3.2. Actividad nucleasa y expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 en
ejes de plantulas etioladas de judia

Se analizo el efecto de la ausencia total de luz durante la germinacion y el
crecimiento postgerminativo en ejes a los 4 y 6 dias. En ejes completos de 4
dias etiolados no se observaron diferencias significativas en el desarrollo, en la
concentracion de proteina soluble, ni en la concentracion de ureidos (Figura
27.A). Tras 6 dias de desarrollo, la ausencia de luz produjo la etiolizacion de
las plantulas, provocando descenso en el contenido de clorofilas, un mayor
desarrollo del eje embrionario e hipocotilos engrosados. Ademas, la
etiolizacion dio lugar al descenso en la concentracion de proteina soluble total
por gramo de peso fresco y se observd un descenso en la concentracion de

ureidos totales tanto en radicula como en parte aérea (Figura 27.B).
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Figura 27. Efecto de la etiolizacion. Plantulas de judia germinaron y se desarrollaron
en condiciones estandar (C) o en ausencia total de luz (E). Se determind el nivel de
proteina soluble total y ureidos totales en extractos crudos obtenidos de ejes completos
de 4 DDI (A) y en radicula y parte aérea (P.AEREA) de plantulas de 6 DDI (B).
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La actividad y los valores de expresion de los genes de las nucleasas de la
familia S1/P1 se analizaron en ejes en desarrollo de plantulas a los 4 y 6 dias
desarrolladas en ausencia de luz desde el momento de la imbibicion (Figura
28). La unica actividad detectada corresponde a la proteina de 37 kDa (Figura
28.A). La actividad fue similar en ejes completos de 4 DDI asi como en partes
aéreas de 6 DDI mientras que disminuyd en raices de 6 DDI de plantulas
etioladas (Figura 28.A). El mismo resultado se obtuvo en el andlisis de la
expresion, no hubo cambios en ejes a los 4 DDI ni en parte aérea a los 6 DDI
mientras que la expresion de los genes PVNI, PVN2 y PVN5 disminuy6 en
radiculas de plantulas etioladas (Figura 28.B).

A EJES 4 DDI RADICULA 6 DDI PARTE AEREA 6 DDI
C E C E C E

ACTIVIDAD
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Figura 28. El efecto de la etiolizacion en la actividad nucleasa y en la expresion de
las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes de plantulas de judia. En los mismos
extractos de la figura 3.2 de determind: A) Actividad especifica determinada a pH 5,5
y B) Expresion de los genes nucleasa de la familia S1/P1 mediante RT-PCR con un
programa de PCR de 25 ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.
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3.3. Efecto del fosfato, nitrato y alopurinol en la actividad nucleasa y en la
expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 en ejes de plantulas de judia
La actividad nucleasa en gel de ejes de judia se inhibi6 por la inclusion de Piy
PPi en el medio de ensayo (Figura 11). Esto podria ser consecuencia de un
efecto de inhibicion por el producto, ya que estas moléculas son liberadas
durante el catabolismo de los acidos nucleicos. Para analizar el efecto del
estado nutricional de las plantulas sobre las nucleasas se afiadid fosfato (SmM)

y nitrato (10 mM) en el medio de imbibicion (Figura 29).
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Figura 29. Actividad nucleasa y expresion de las nucleasas S1/P1 en plintulas tratadas
con fosfato y nitrato. Semillas de judia germinaron y se desarrollaron en presencia de fosfato
5 mM (+P1i), nitrato 10 mM (+NO03) y en condiciones estandar (C) hasta los 5 dias de desarrollo.
A) Determinacion del peso fresco, de la concentracion de proteina soluble y de ureidos totales.
B) Actividad especifica nucleasa a pH 5,5. C) Expresion de los genes nucleasa de la familia
S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de PCR de 25 ciclos la actina y de 27 ciclos para
las nucleasas.
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La inclusion de fosfato o nitrato no alter6 la germinacion ni el desarrollo
postgerminativo de plantulas de judia, tampoco afect6 a la concentracion de
proteina soluble o de ureidos determinados a los 5 DDI (Figura 29.A). No
obstante, la actividad de la nucleasa de 37 kDa fue menor en los extractos
obtenidos de las plantulas desarrolladas en presencia de fosfato y nitrato
(Figura 29.B) no detectandose ninguna otra proteina con actividad nucleasa en
estas condiciones de ensayo. El analisis de la expresion de los miembros de la
familia nucleasas S1/P1 mostré una inhibicién en la expresion de PVNI y
PVN2 en ejes de plantulas desarrolladas en presencia de estos compuestos
(Figura 29.B). No se detect6 expresion de otro miembro de la familia S1/P1 en

presencia de fosfato o nitrato (Figura 29.C).

Para determinar la posible relacion entre la concentracion de ureidos y la
actividad nucleasa se incluy6 en el medio de imbibicion alopurinol, un
inhibidor de la xantina deshidrogenasa y que reduce la concentracion de
ureidos en judia. El alopurinol provocd un menor desarrollo de los ejes y una
reduccion de la concentracion de ureidos en ejes de 4 DDI, mientras que la
concentracion de proteina soluble no vario (Figura 30.A). La actividad
nucleasa en gel de la proteina de 37 kDa no mostrd variaciones significativas
(Figura 30.B), ni tampoco se detectd otra proteina con actividad nucleasa en el
gel. La inclusion de alopurinol no afectd a la expresion de las nucleasas de la

familia S1/P1 (Figura 30.C).
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Figura 30. Efecto de la inclusion del alopurinol en el medio de imbibiciéon de
plantulas de judia. Plantulas de judia germinaron y se desarrollaron en ausencia (C) y
presencia de alopurinol (I mM) en el medio de imbibicién hasta los 4 dias y se
analizaron ejes completos. A) Determinacion del peso fresco, la concentracion de la
proteina soluble total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa especifica a pH 5,5.
C) Expresion de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1, con un programa de 25
ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.

3.4. Efecto de condiciones adversas en la actividad nucleasa y expresion de
la familia S1/P1 en ejes de plantulas de judia

Se analiz6 el efecto de la inclusion de cloruro soédico 50 y 100 mM al medio de
imbibicion durante la germinacion y desarrollo postgerminativo en plantulas a
los 5 DDI (Figura 31). El tratamiento con estas concentraciones de sal no
afectd a la tasa de germinacion aunque el peso fresco de los ejes si se redujo
ligeramente con 100 mM de sal. No se observo diferencias en la concentracion

de proteina soluble total ni en la de ureidos en las plantulas tratadas (Figura
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31.A). La actividad nucleasa fue similar en todos los casos, observandose s6lo
actividad de la proteina de 37 kDa (Figura 31.B). El tratamiento tampoco
afectd a la expresion de la nucleasa PVNI, ni se detectd expresion de ningin

otro miembro de la familia S1/P1 (Figura 31.C).

A B 0 50 100 mM CINa
030
ACTIVIDAD
o | NUCLEASA
&) 012
175
E B 0w C 0 50 100 mM CINa
2
E 002 PVNI
000
— PVN2
<): E: 30 I
"E A 12
)
o o
Mé n PVN3
[a W
2
0 PVN4
e L
O on
Y PVNS5
B3 .
F|
> ACTINA

0 50 100
mM CINa

Figura 31. Efecto del estrés salino en ejes de judia. Plantulas de judia se
desarrollaron hasta los 5 DDI en presencia de 50 mM y 100 mM de NaCl en el medio
de imbibicién. A) Determinacion del peso fresco, la concentracion de proteina soluble
total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa especifica a pH 5,5. C) Expresion los
genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR con un programa de PCR de 25 ciclos
para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.

También se analizd el efecto del tratamiento con metil-jasmonato durante 24
horas en radiculas y partes aéreas de plantulas de 6 DDI (Figura 32). Este
tratamiento afect6 al desarrollo de las radiculas, incrementando ligeramente el

namero de raices secundarias. No se encontraron diferencias en el contenido en
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proteina soluble. El nivel de ureidos en radiculas de las plantulas tratadas fue
ligeramente superior tanto por peso fresco como por proteina soluble (Figura
32.A). La actividad nucleasa de la proteina de 37 kDa mostré6 un ligero
incremento en radiculas de las plantulas tratadas (Figura 32.B), siendo la unica
actividad detectada. El andlisis de la expresion de las nucleasas S1/P1 revelo un
incremento significativo en la expresion de la nucleasa PVNI y PVN2 sélo en
raices tratadas con jasmonato. La nucleasa PVN5 no modifico su expresion y

las otras dos nucleasas de la familia S1/P1 se detectaron bajo estas condiciones

(Figura 32.C).
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Figura 32. Efecto del metil-jasmonato en plantulas de judia. Plantulas de judia de 6 DDI se
trataron durante 24 horas con metil-jasmonato (Jasmin ef al.) y se analizaron frente a plantulas
germinadas y desarrolladas bajo condiciones estandar (C). Los ejes de las plantulas se
separaron en radiculas y partes aéreas (P.AEREA). A) Determinacion del peso fresco, de la
cantidad de proteina soluble total y de ureidos totales. B) Actividad nucleasa especifica a pH
5,5 C). Expresion de los genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de
PCR de 25 ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.
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Con la finalidad de determinar el efecto de las especies reactivas de oxigeno
(ROS) en la actividad nucleasa y en la expresion de las nucleasas de la familia
S1/P1 de ejes de judia, se estudio el efecto de la adicion de peroxido de
hidrogeno (10 mM) desde el inicio de la imbibicion hasta 4 DDI. El
tratamiento no afect6 a los valores de proteina soluble ni de ureidos, pero si
provoco la reduccion del peso fresco de los ejes (Figura 33.A). La actividad
nucleasa de la proteina de 37 kDa no se afectd y fue la tnica actividad
determinada en el ensayo en gel (Figura 33.B). Tampoco mostrd variacion la
expresion de PVNI ni de los demas miembros de la familia S1/P1 nucleasas

(Figura 33.C).
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Figura 33. Efecto del peroxido de hidrogeno en plantulas de judia. Plantulas de
judia se desarrollaron hasta los 4 DDI en condiciones estindar (C) y en presencia de 1
mM de H202 (H202). A) Peso fresco del material, cantidad de proteina y ureidos de
los extractos crudos obtenidos. B) Actividad nucleasa especifica a pH 5,5. C).
Expresion de los genes de la familia S1/P1 mediante RT-PCR, con un programa de 25
ciclos para la actina y 27 ciclos para las nucleasas.
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CAPITULO 4.

LAS ACTIVIDADES NUCLEASAS Y EXPRESION DE NUCLEASAS
DE LA FAMILIA S1/P1 DURANTE EL DESARROLLO DE LA
PLANTA ADULTA DE JUDIA
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4.1. Actividades nucleasas y expresion de la familia S1/P1 en flores y frutos
La actividad nucleasa se determind en extractos crudos obtenidos a partir de
flores en distintos estadios del desarrollo, llevando a cabo el ensayo tanto a pH
acido como neutro y en presencia de cationes (Ca®", Mg®" y Zn*") (Figura 34).
Unicamente se detecté una proteina con actividad nucleasa con una masa
molecular aparente de 37 kDa cuando el ensayo se realizd6 a pH 5,5 y los
valores de actividad fueron similares en los tres estadios (Figura 34.B). La
actividad de esta nucleasa increment6 con la inclusion de Zn*" en el ensayo y
no se detectd ninguna otra actividad nucleasa con la inclusion de los cationes

en el ensayo (Figura 34.B).
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Figura 34. Actividad nucleasa en flores de judia. A) Fotografias de flores en los
distintos estadios analizados (P.F: primordio floral, F: flor adulta, F.S: flor senescente)
B) Actividad nucleasa especifica en extractos crudos obtenidos a partir del material
indicado en el panel A, determinada a los valores de pH indicados y en ausencia (-) o
presencia de los cationes indicados a una concentracién final de 0,1 mM C) La
actividad nucleasa se determindé a pH 5,5 en ausencia de EDTA y metales (-), en
presencia de 1 mM EDTA (+EDTA) y en presencia de EDTA de los cationes
indicados a una concentracion final de 5 mM.
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La actividad nucleasa se inhibi¢ tras la incubacion con el agente quelante
EDTA. Dicha inactivacion solo se revertio por la inclusion de Zn*" (Figura
34.C). Estos datos sugieren que se trata de una metaloenzima dependiente de
Zn®". La proteina de 37 kDa con actividad nucleasa en los extractos de
diferentes estadios de flor es una glicoproteina, puesto que la determinacion de
la actividad tras incubar con concanavalina-A mostrd una inhibicion total de la

actividad (Figura 35).

PF F FS

+ Con-A

Figura 35. Efecto de la concanavalina-A en la nucleasa de flor. El extracto crudo de
las muestras de la Figura 4.3 se incubo 1 h a temperatura ambiente en ausencia (-) y en
presencia de concanavalina-A (+Conc-A) y a continuacion se determiné la actividad
nucleasa especifica a pH 5.5.

El andlisis de la expresion de los miembros de la familia S1/P1 en los
diferentes estadios de flores mostrd expresion mayoritaria del gen PVNI, sin
diferencias en el nivel entre los diferentes estadios (Figura 36), también se
detectd una expresion muy baja de PVN2 en todos los estadios y un ligero
incremento de la expresion PVN5 a lo largo del desarrollo (Figura 36.A). Entre
los posibles transcritos del gen PVNI s6lo se observd expresion de PVNI.2

(Figura 36.B).
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Figura 36. Estudio de la expresion de nucleasas de la familia S1/P1 en flores de
diferentes estadios de desarrollo. A) El analisis de la expresion se realiz6 mediante
RT-PCR y utilizando ADN molde procedente de primordio floral (P.F), flor
desarrollada (F) y flor senescente (F.S). El programa de PCR fue de 25 ciclos para la
actina y 30 para las nucleasas. B) Estudio de la expresion de los diferentes transcritos
en flor de judia. En la figura se muestran los productos de las PCRs realizadas
utilizando como molde ADN copia de flor (F) y utilizando las parejas de
oligonucleotidos indicadas en la figura. El programa de PCR fue de 30 ciclos y las
distintas. EL tamafo (pb) de los productos de PCR se indica encima de cada banda.

La actividad nucleasa se determin6 en frutos de plantas de judia agrupados en
base a su tamafio en frutos A (2-4 cm), B (4-10 cm) y C (11-12 c¢m) (Figura
37). Los frutos en los estadios A y B se analizaron completos y el fruto en
estadio C se separ6 en vaina (V) y en semilla en formacion (S) (Figura 37.A).
La actividad nucleasa de la semilla en desarrollo (S) fue mucho mayor a la
determinada en las demas muestras de frutos y por lo tanto se analizd por
separado. Los ensayos de actividad en gel se realizaron a pH acido (5,5) y
neutro (7) y en ausencia o presencia de metales (Figura 37.B). En los frutos
mas pequefios (frutos A) se detectaron dos proteinas con actividad nucleasa de
masas moleculares de 37 y 34 kDa. La mayor de ellas mostré mayor actividad
a pH acido, mientras que la menor tuvo mayor actividad a pH neutro. En los

frutos B, asi como en las vainas de los frutos C, aunque con menor actividad,
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se detectd actividad solo de la nucleasa de 34 kDa. En muestras de semilla en

desarrollo (S) unicamente se detectdé una nucleasa de 32 kDa cuando el ensayo

se realiz6 a pH neutro.
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+Mg >

+ Zn2+

Figura 37. Actividad nucleasa en frutos de plantas de judia. A) Fotografia de los
frutos en los distintos estadios estudiados: A (4 cm), B (4-10 cm), C (10 cm) separados
en valvas (V) y semilla en desarrollo (S). B) Actividad nucleasa especifica. Los geles
se desarrollaron a los valores pH indicados y en ausencia (-) o presencia de los
cationes indicados a una concentracion final de 0,1 mM. El tamafio de las proteinas
(kDa) se indica a la izquierda de cada gel.

La presencia de cationes (Ca’’, Mg®" y Zn®") en el ensayo no afectd a las
p gy y

actividades nucleasas, a excepcion de la nucleasa de 32 kDa de semilla que se

. e, . 2 . .
inhibié en presencia de Zn”". Tampoco en presencia de estos cationes se
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detectd ninguna nueva actividad nucleasa (Figura 37.B). El tratamiento con
concanavalina-A de los extractos de frutos y semillas en desarrollo provoco la
inhibicion total de las actividades nucleasas sugiriendo que todas ellas se tratan

de glicoproteinas (Figura 38).

37—
34— L e—
32— -

+Conc-A

Figura 38. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas de frutos y semillas. El
extracto crudo de las muestras de la Figura 37 se incubd 1 h a temperatura ambiente en
ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) y posteriormente se
determind la actividad nucleasa especifica a pH 7.

Con respecto a la expresion de los genes de las nucleasas de la familia S1/P1 en
los diferentes estadios de fruto, se observé expresion de PVNI y PVN5 (Figura
39). La expresion de PVNI disminuy6 a lo largo del desarrollo, de tal forma
que, en vainas del estadio C su expresion fue practicamente nula. En cambio, la
expresion de PVN5 aumento6 a lo largo del desarrollo mostrando una elevada
expresion en semillas (Figura 39.A). En fruto A y en semillas en desarrollo se
analiz6 cudl de los tres posibles transcritos del gen PVNI se estaban
expresando (Figura 39.B). El andlisis de los fragmentos de PCR indico que

PVNI1.2 era el transcrito expresado en ambos tejidos.
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Figura 39. Estudio de la expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 en frutos y
semillas en desarrollo de judia. A) Expresion mediante RT-PCR utilizando ADN
molde procedente de las muestras de la Figura 4.6. La PCR consistié en un programa
de 25 ciclos para la de actina y 27 ciclos para las nucleasas. B) Estudio de la expresion
de los diferentes transcritos en fruto A y semilla en desarrollo de judia. En la figura se
muestran los productos de las PCRs realizadas utilizando como molde ADN copia de
ejes de fruto A y semilla en desarrollo, utilizando las parejas de oligonucledtidos
indicadas en la figura. El programa de PCR fue de 30 ciclos. Sobre cada producto de
PCR se indica su tamafio en pb.
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4.2. Actividades nucleasas y expresion de la familia S1/P1 en hojas de judia
4.2.1. Desarrollo natural de la hoja

En primer lugar se determinaron diferentes compuestos asociados con la
senescencia en extractos crudos obtenidos a partir de la primera hoja trifoliada
de plantas cultivadas con nitrato. Se analizd6 el intervalo de tiempo
comprendido entre los dias 25 y el 45 desde el inicio de la imbibicion. La
cantidad de clorofila (Figura. 40.A) y de proteina soluble (Figura 40.B) se
mantuvieron constantes hasta el dia 35. A partir de ese momento comenzaron a
descender y los valores en el dia 45 fueron de aproximadamente el 50% de los
iniciales. Este descenso coincidi6 con el amarilleamiento de la hoja e indicaria

el inicio de la senescencia.
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Figura 40. Concentracion de clorofila y de proteina en la primera hoja trifoliada
de judia a lo largo de su desarrollo. Se recogieron las primeras hojas trifoliadas de
plantas de judia cultivadas con nitrato a los dias indicados tras el inicio de la
imbibicion de las semillas. A) Concentracion de clorofila a (columnas blancas) y
clorofila b (columnas grises). B) Concentracion de proteina soluble total.
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La concentracion de ureidos, a diferencia de la de proteina o clorofila, se
mantuvo constante durante el desarrollo cuando los valores se normalizaron
por peso fresco de la hoja (Figura 41.A). El descenso en el nivel de proteina
soluble hace que los valores incrementen durante la senescencia al normalizar
los ureidos por este parametro (Figura 41.B). La actividad alantoinasa se
detectd en todas las hojas analizadas observandose un descenso en la actividad
por peso fresco a lo largo de la senescencia de la hoja (Figura 41.C). La
actividad alantoinasa especifica fue mayor en las hojas mas jovenes (25 DDI) y

en el resto de las hojas los valores fueron similares (Figura 41.D).
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Figura 41. Concentraciéon de ureidos y actividad alantoinasa a lo largo del
desarrollo de hojas de judia. Las determinaciones se realizaron en los mismos
extractos analizados en la Figura 40. A) Concentracion de ureidos totales normalizados
por gramo de peso fresco. B) Concentracion de ureidos totales normalizados por
proteina. C) Actividad alantoinasa normalizada por peso fresco. D) Actividad
alantoinasa especifica.
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En los mismos extractos se analizd la actividad nucleasa normalizada por peso
fresco y por cantidad de proteina soluble total (Figura 42) tanto a pH &cido
como neutro. Solo se detectaron dos nucleasas de 39 y 34 kDa en los extractos
de hojas senescentes y s6lo cuando la actividad se desarrollé a pH 7 (Figura
42). Estas dos nucleasas que se inducen durante la senescencia en hojas son
glicoproteinas, ya que el tratamiento con concanavalina-A inhibi6 por

completo su actividad (Figura 43).
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A p c p
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Figura 42. Actividad nucleasa a lo largo del desarrollo de la primera hoja
trifoliada de judia. La actividad nucleasa se determind en los mismos extractos
indicados en las Figuras 40 y 41 a los valores de pH indicados y normalizando frente a
la misma cantidad de proteina soluble (A y C) y por peso fresco (B y D). La masa
molecular aparente de las nucleasas identificadas se indica a la izquierda de cada
panel.

- +Conc.A

kDa

39— s
34— .

Figura 43. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas hojas senescentes. El
extracto crudo de las muestras de hojas senescentes de 45 dias se incub6é 1 h a
temperatura ambiente en ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) y
posteriormente se determind la actividad nucleasa a pH 7, desarrollando la actividad
durante 90 min.
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El analisis de expresion de los miembros de la familia S1/P1 en la primera hoja
trifoliada a lo largo del desarrollo reveld expresion de los genes PVN2 y PVNS
en todos los estadios estudiados (Figura 44). La expresion de ambos genes fue
superior en las hojas senescentes, y la induccion fue superior para el gen PVN2

(Figura 44).
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Figura 44. Expresion de la familia S1/P1 durante el desarrollo de la primera hoja
trifoliada de judia. El analisis de la expresion de los genes de la familia S1/P1 se
realizé6 mediante RT-PCR en las mismas muestras indicadas en para las Figuras 40 y
41. El programa de PCR fue de 25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas.

4.2.2. Senescencia inducida por oscuridad

La senescencia inducida por oscuridad se analiz6 en la primera hoja trifoliada
de plantas de judia de 25 dias cultivadas con nitrato. El proceso de senescencia
se indujo sometiendo a la hoja a oscuridad continua utilizando dos
aproximaciones experimentales distintas. Las hojas se cortaron de plantas y se
mantuvieron en placas de Petri sobre papel humedecido en oscuridad continua,
o bien, las hojas se envolvieron en papel de aluminio en la propia planta sin
cortarlas. En primer lugar, se determinaron diferentes compuestos asociados

con la senescencia (Figura 45). La senescencia inducida por oscuridad provoco
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un acusado descenso del nivel de clorofila a (Figura 45.A) y de clorofila b
(Figura 45.B) y de la cantidad de de proteina soluble total (Figura 45.C). La
senescencia inducida por oscuridad continua provocod un incremento en la
concentracion de ureidos, siendo dicho incremento menor cuando la hoja se

mantuvo en contacto con la planta (Figura 45.D).
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Figura 45. Parametros asociados a la senescencia en hojas de judia sometidas a
senescencia inducida por oscuridad. Se obtuvieron extractos crudos a partir de las
primeras hojas trifoliadas de plantas de 25 dias tras el inicio de la imbibicion (C1:
barras blancas), de plantas de 31 dias de edad en condiciones estandar (C2: barras gris
oscuro), de hojas aisladas de la planta de 25 dias y mantenidas en placas de Petri en
ausencia de luz durante 6 dias (SIO1, barras gris claro), y hojas mantenidas en
ausencia de luz durante 6 dias en la planta de 25 dias de desarrollo (SIO2: barras
negras). En estos extractos se determind: A) Nivel de clorofila a, B) Nivel de clorofila
b, C) Concentracion de proteina soluble y D) Concentracion de ureidos totales.

En estos mismos extractos de hojas se analizo la actividad nucleasa tanto a pH
acido (5,5) como neutro (7) y en ausencia de cationes (Figura 46). Unicamente
se detectd actividad nucleasa en muestras de hojas senescentes y cuando el
ensayo se realizd a pH 7. Al igual que se observd en la senescencia natural

(Figura 46), las nucleasas detectadas tenian una masa molecular aparente de 34
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y 39 kDa (Figura 46). Esta induccioén se observo tanto al normalizar frente a

peso fresco de material como por proteina soluble total.
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Figura 46. Actividad nucleasa en hojas de judia en las que se indujo la
senescencia por oscuridad. En los mismos extractos indicados en la Figura 45 se
determind la actividad nucleasa a los valores de pH indicados. Los valores de actividad
se normalizaron por peso fresco (A y B) y por proteina soluble (C y D). Las masas
moleculares aparentes de las nucleasas identificadas se indican a la izquierda del panel.

Los valores de actividad de las nucleasas anteriores (34 y 39 kDa) no se
afectaron cuando los ensayos se realizaron en presencia de cationes (Ca",
Mg*" y Zn*") y en estas condiciones no se detect6 actividad de otras nucleasas
adicionales (Figura 47.A). Estas mismas muestras se sometieron a un
tratamiento con EDTA previo al desarrollo de la actividad a pH neutro, que
provocod una inhibicion total de las nucleasas descritas anteriormente. La
inclusion de Zn*>" consigui6 revertir la actividad de ambas nucleasas de 34 y 39

kDa (Figura 47.B).
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Figura 47. Efecto de cationes y del EDTA en la actividad nucleasa de hojas
senescentes. En las mismas muestras indicadas en la Figura 45 y 46 se determind: (A)
Actividad nucleasa especifica a los valores de pH indicados en ausencia (-) o en
presencia de los indicados a una concentracion final de 0,1 mM. (B) Actividad
nucleasa determinada a pH 7 tras incubar los geles previamente 1 h con 1 mM EDTA
(+EDTA), en ausencia (-) y presencia de cationes (Ca™, Mg2+ y Zn*") a una
concentracion final de 5 mM.
La actividad nucleasa especifica se analiz6 en hojas senescentes sometidas a
senescencia inducida por oscuridad (SIO1) utilizando ARN y ADNbc como
sustratos (Figura 48). Cuando se determino la actividad con ARN como
sustrato se detectaron dos ribonucleasas de masas moleculares 20 y 14 kDa,
respectivamente s6lo cuando el ensayo se realiz6 a pH 4cido (Figura 48.A). La
presencia de cationes no favorecié la deteccion de otras ribonucleasas
diferentes a éstas, aunque en presencia de Zn”" se inhibio la actividad de ambas
(Figura 48.A). A pH neutro estas ribonucleasas no se detectaron, pero si lo
hicieron las dos nucleasas de 39 y 34 kDa, observadas en la Figura 48.A.
Cuando se utilizo ADNbc como sustrato y s6lo cuando se realizo a pH neutro e
incubando durante mas tiempo se detectaron dos nucleasas de masas

moleculares 34 y 39 kDa, respectivamente. A pH acido estas nucleasas solo se

detectaron cuando se adicion6 Zn®" al ensayo (Figura 48.B).
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Figura 48. Actividades nucleasas en hojas senescentes de judia con ARN o ADNbc
como sustratos. La actividad nucleasa se determino en extractos crudos obtenidos de
hojas de judia de 45 dias. El ensayo se realizé a los valores de pH indicados y en
ausencia (-) o presencia de los cationes indicados a una concentracion final de 0,1 mM.
Los sustratos fueron ARN (A) y ADNbc (B), desarrollando la actividad durante 20 y
60 min respectivamente.

En la hojas sometidas a senescencia inducida por oscuridad también se analizo
la expresion de los miembros de la familia S1/P1. El gen PVN2 se expreso en
todas las hojas aunque ésta fue mayor en hojas en las que se indujo la
senescencia por oscuridad (Figura 49). La expresion del gen PVN5 también
incrementd significativamente en hojas senescentes, siendo dicho incremento

mayor en las sometidas a senescencia sin separarse de la planta.
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Figura 49. Expresion de la familia S1/P1 nucleasa en hojas de judia en las que se
ha inducido la senescencia por oscuridad. El analisis de la expresion de la familia
S1/P1 se llevo a cabo en las mismas muestras indicadas en la figura 4.14, mediante
RT-PCR , utilizando un programa de PCR de 25 ciclos para la actina y 27 para las
nucleasas.
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CAPITULO 5.

ACTIVIDAD NUCLEASA Y ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LAS
NUCLEASAS DE LA FAMILIA S1/P1 DURANTE LA SENESCENCIA
DE COTILEDONES
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5.1. Movilizacion de reservas en cotiledones desde la imbibicion hasta la
senescencia

La evolucion del nivel de diferentes parametros relacionados con la
movilizacion de reservas en cotiledones se estudié desde el momento de la
imbibicion hasta el desarrollo de la senescencia (Figura 50). La cantidad de
globulinas en cotiledones se mantuvo constante hasta el 4 DDI (Figura 50.A).
La faseolina, con masa molecular de aproximadamente 45 kDa, fue la
globulina mayoritaria en judia (Figura 50.A). A partir del 4 DDI las globulinas
comenzaron a descender progresivamente hasta desaparecer en el dia 11 de
desarrollo. El peso fresco de los cotiledones increment6 tras el inicio de la
imbibicion hasta alcanzar su maximo a los 4 DDI, momento a partir del cual
comenzd a descender (Figura 50.B). La concentracion de ureidos totales y de
aminoacidos libres totales descendieron durante la germinacién debido
fundamentalmente al incremento del peso fresco y aumentaron ligeramente tras
la germinacion entre el 4 y 7 DDI. La concentracion de ambos compuestos
descendi6 fuertemente en el dia 11 DDI (Figura 50 C y D). El descenso que se
produce a partir de los 7 DDI en todos los pardmetros analizados es
consecuencia de la movilizacion de las diferentes reservas de nitrogeno

marcando el desarrollo de la senescencia en los cotiledones.
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Figura 50. Parametros asociados a senescencia en cotiledones desde la imbibicion
hasta el desarrollo de la senescencia. En cotiledones de plantulas a los dias indicados
desde el inicio de la imbibicion se determind: A) Cantidad de las globulinas, B) Peso
fresco, C) Concentracion de ureidos totales, D) Concentracion de aminoacidos libres.
Los datos se expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones.

5.2. Nucleasas involucradas en la senescencia de cotiledones

La actividad nucleasa se determino en cotiledones de plantulas de judia en el
intervalo comprendido entre 4 y 11 DDI. El ensayo de la actividad nucleasa en
gel se llevd a cabo a pH 4cido y neutro en diferentes condiciones (Figura 51).
En cotiledones a partir del 4 DDI, tanto a pH 4cido como neutro, se detecté una
nucleasa de 37 kDa. Dicha nucleasa, por sus principales caracteristicas
enzimaticas, podria ser la misma detectada en ejes. Esta actividad desaparecio
conforme se fueron desarrollando los cotiledones, mientras que comenzaron a
distinguirse diferentes proteinas con actividad nucleasa y cuyas intensidades

incrementaron hasta alcanzar el maximo a los 11 DDI, coincidiendo con la
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senescencia de los cotiledones (Figura 51). Estas nucleasas tenian masas

moleculares de 42, 35 y 32 kDa y presentaron mayor actividad a pH neutro.

pHS5,5 pH7
kDa 4 6 9 11 4 6 9 11
42
37— | —-— -
35— P
32—

Figura 51. Actividad nucleasa durante el desarrollo de cotiledones. La actividad

nucleasa se determiné a pH acido (5,5) y neutro (7) y en ausencia de cationes en

extractos crudos obtenidos de cotiledones recogidos a los dias indicados tras el inicio

de la imbibicion (DDI). A la izquierda de la figura se indican las masas moleculares

(kDa) de las diferentes nucleasas.
El efecto de los cationes sobre las actividades nucleasas se realizd con
extractos obtenidos de cotiledones de 11 DDI por ser el momento de maxima
actividad de las nucleasas. Se consiguié una mejor separacion electroforética
de las nucleasas de cotiledones al realizar los ensayos en geles de acrilamida al
8,5 %. El ensayo realizado en presencia de Ca®", Mg”>" y Zn*", tanto a pH acido
como neutro, no favorecid la induccion de una nueva actividad distinta a las
descritas anteriormente (Figura 52.A). La inclusion de Zn®" provocé la
inhibicion en las nucleasas de masas moleculares de 42, 35 y 32 kDa a pH
neutro. El tratamiento con EDTA provocé la inhibicion total de todas las
nucleasas, por lo que son todas metaloenzimas (Figura 52.B). Unicamente los
iones Ca®" y Mg”", consiguieron recuperar la actividad enzimatica tras el

tratamiento con EDTA (Figura 52.B).
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Figura 52. Actividad nucleasa en cotiledones en presencia de cationes y EDTA. En

extracto crudo de cotiledones a los 11 DDI se determind: A) La actividad nucleasa

especifica a los valores de pH indicados en ausencia (-) y presencia de los cationes

indicados a una concentracion final de 0,1 mM. B) Actividad nucleasa especifica a pH

7 en ausencia (-EDTA) o en presencia de EDTA 1 mM (+EDTA) y el cation indicado

a una concentracion final de 5 mM. A la izquierda de la figura se indican las masas

moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas.
Se analiz6 la presencia de otras posibles nucleasas de cotiledones durante la
senescencia que pudiesen hidrolizar ADNbc o ARN (Figura 53). Cuando se
utilizo ARN como sustrato se detectaron dos proteinas de 15 y 17 kDa con
actividad desde el 4DDI que increment6 a lo largo del desarrollo de la
senescencia. Estas ribonucleasas mostraron el mismo nivel de actividad a pH
acido o neutro, y se inhibieron ligeramente en presencia de Zn>" (Figura 53.A).
También se detectd la actividad de otras proteinas con masas moleculares
similares a las descritas con ADNmc como sustrato, de 37 y 42 kDa.
Concretamente la proteina de 37 kDa mostré actividad ribonucleasa en
cotiledones de 4 y 7 DDI cuando el ensayo se realizé a pH éacido en presencia

de Zn*". La proteina de 42 kDa se detecto en los extractos de 11 DDI cuando el

ensayo se realizo a pH neutro y su actividad se inhibi6 en presencia de Zn*"
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(Figura 53.A). Cuando la actividad se determind utilizando ADNbc como
sustrato Unicamente se detectd actividad de una proteina de 42 kDa en
cotiledones de 11 dias, tanto a pH 4cido como neutro la cual se inhibi6 en
presencia de Zn®>" (Figura 53.B). Probablemente, la proteina de 42 kDa sea la
misma que es capaz de digerir acidos nucleicos de cadena simple y de doble
cadena. Las nucleasas que se inducen durante el desarrollo de cotiledones son
glicoproteinas ya que el tratamiento con concanavalina-A inhibi6 su actividad

por completo (Figura 54).

+Mg2+

- | -

+Zn*

Figura 53. Actividades nucleasas en cotiledones de judia con ARN o ADNbc como
sustratos. La actividad nucleasa se determind en extractos crudos obtenidos de
cotiledones a los DDI indicados, realizando el ensayo a los valores de pH indicados y
en ausencia (-) o presencia de los cationes indicados a una concentracion final de 0,1
mM, utilizando como sustrato ARN (A) y ADNbc (B). A la izquierda de la figura se
indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas.
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Figura 54. Efecto de la concanavalina-A en las nucleasas de cotiledones. El
extracto crudo de las muestras de la Figura 5.3 y 5.4 se incub6 1 h a temperatura
ambiente en ausencia (-) y en presencia de concanavalina-A (+Conc.A) vy
posteriormente se determino la actividad nucleasa a pH 7. A la izquierda de la figura
se indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes nucleasas.

5.3. Expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 durante el desarrollo de
cotiledones

La expresion de los miembros de la familia nucleasas S1/P1 de judia se analiz6
en cotiledones desde el inicio de la imbibicién hasta el desarrollo de la
senescencia (Figura 55). En los primeros estadios del desarrollo (4 y 6 DDI)
solo se observo expresion de PVNI. En los siguientes estadios, la expresion
PVNI se redujo por completo y coincidiendo con el desarrollo de Ia
senescencia (9 y 11 DDI) comenzaron a expresarse otros genes de la familia

como PVN4 'y PNV5 (Figura 55).
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Figura 55. Expresion de la familia S1/P1 nucleasas en cotiledones. El analisis de la
expresion se llevd a cabo mediante RT-PCR en cotiledones a los DDI indicados. El
programa de PCR fue 25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas.

5.4. Efecto del rejuvenecimiento de cotiledones en las nucleasas

El rejuvenecimiento de los cotiledones se llevd a cabo eliminando el epicotilo a
plantulas de 7 DDI y analizando los distintos pardmetros relacionados con la
movilizacion de las reservas (Figura 56). En las plantulas sin epicotilo se
produjo una ralentizacién en la movilizacion de las reservas al interrumpirse
temporalmente la demanda de nutrientes mientras se desarrolla un nuevo
epicotilo (Figura 56). El rejuvenecimiento de los cotiledones provocd una
menor degradacion de las globulinas (Figura 56.B). Mientras que en
cotiledones de plantulas a las 11 DDI, las globulinas se habian degradado casi
por completo, en los cotiledones rejuvenecidos atin se detectd la presencia de la
faseolina (Figura 56.B). El desarrollo del proceso de senescencia provoca un
descenso importante del peso fresco en los cotiledones, entre los 7 y 11 DDI,
sin embargo en los cotiledones rejuvenecidos esta pérdida fue mucho menor

(Figura 56.C). También se observd una menor movilizacion de los compuestos
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nitrogenados en los cotiledones rejuvenecidos como reflejaron las

concentraciones en proteina soluble y ureidos totales (Figura 56 D y E).
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Figura 56. Efecto del rejuvenecimiento en cotiledones. Plantulas a los 7 DDI se les
elimino el epicotilo a plantulas de judia y se analizaron al 11 DDI (11.R) junto con
cotiledones de plantulas desarrolladas en condiciones estandar a los 7 DDI (7) y 11
DDI (11). A) Fotografia de los cotiledones analizados. B) Cantidad de globulinas. C)
Peso fresco, D) Concentracion de proteina soluble y E) Concentracion de ureidos
totales. Los datos se expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones.
La actividad nucleasa en los extractos crudos de estos cotiledones sugirié una
relacién directa con su estado de senescencia (Figura 57). Mientras que en
cotiledones de 11 DDI se detectaba la actividad de tres nucleasas mayoritarias,
en los cotiledones rejuvenecidos la actividad nucleasa fue menor observandose
principalmente las proteinas de 32 y 35 kDa (Figura 57.A). El analisis de la

expresion de las nucleasas de la familia S1/P1 en estos cotiledones mostrd que
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su rejuvenecimiento provocd un descenso en la expresion de PVN4 y PVNS

(Figura 57.B).
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Figura 57. Efecto del rejuvenecimiento de cotiledones sobre la actividad nucleasa
y expresion de nucleasas. En las muestras de la Figura 5.7 se determind: A) La
actividad nucleasa especifica a pH 7. El gel se prepar6 al 8,5% de acrilamida. A la
izquierda de la figura se indican las masas moleculares (kDa) de las diferentes
nucleasas. B) Expresion de los genes de la familia S1/P1 nucleasas en cotiledones. El
analisis de la expresion se llevo a cabo mediante RT-PCR. El programa de PCR fue de
25 ciclos para la actina y 27 para las nucleasas.
5.5. Efecto de la deficiencia de nutrientes sobre las nucleasas de cotiledones
Se analizaron cotiledones procedentes de plantulas de 8 DDI desarrolladas en
medio hidropdnico en condiciones estandar asi como de plantulas regadas con
solucion carente de nitrato y fosfato. En los cotiledones de plantulas con déficit
de nutrientes se observo un descenso en la cantidad de globulinas (Figura

58.A). También fue menor el peso fresco (Figura 58.B), la concentracion de
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proteina soluble total (Figura 58.C) y la de ureidos totales (Figura 58.D). Estos
parametros reflejan un amento en la velocidad de la movilizacion de las
sustancias de reserva como consecuencia de la carencia en los nutrientes

necesarios para el crecimiento de la plantula.
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Figura 58. Efecto de la deficiencia de nutrientes en cotiledones. En cotiledones de
plantulas de 8 DDI desarrolladas en condiciones estandar (C) o en ausencia de nitrato
y fosfato (-P-N) se determino: A) Cantidad de globulinas, B) Peso fresco, C)
Concentracion de proteina soluble y D) Concentracion de ureidos totales. Los datos se
expresan por unidad, correspondiendo a la pareja cotiledones.
La actividad nucleasa increment6 significativamente en los cotiledones con
déficit de nutrientes, correspondiéndose a las mismas proteinas con actividad
nucleasa descritas anteriormente (Figura 59.A). La carencia de nutrientes no

causd la induccion de otras nucleasas a las descritas anteriormente en

condiciones estandar. El analisis de la expresion de genes de la familia S1/P1
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reveld, una mayor expresion de PVN5 y asi como induccion de PVN4 en los

cotiledones de plantulas con déficit de nutrientes (Figura 59.B).
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Figura 59. Actividad nucleasas y expresion de la familia S1/P1 en cotiledones de
plantulas con déficit de nutrientes. En las mismas muestras de la Figura 58 se
determiné: A) La actividad nucleasa especifica a pH 7 en SDS PAGE al 8,5 % de
acrilamida. A la izquierda de la figura se indican las masas moleculares (kDa) de las
diferentes nucleasas. B) Expresion de la familia S1/P1 nucleasas mediante RT-PCR,
con un programa de PCR de 25 ciclos para estudiar la actina y 27 para las nucleasas.
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CAPITULO 6.

EXPRESION HETEROLOGA DE LA NUCLEASA PVN2 EN E.COLI
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6.1. Expresion del gen de la nucleasa PVN2 en E.coli

La secuencia codificante del ADNc de PVN2 se amplifico por PCR usando
como molde el ADNc de las primeras hojas trifoliadas en estado de
senescencia avanzado. El producto de amplificacion con un tamano
aproximado de 885 Kb se purifico a partir de un gel de agarosa tras su
electroforesis. Este se insert6 en el vector de clonacién pSpark y dicho
plasmido se amplifico en células DHS5a de E.coli. El gen PVN2, gracias a los
sitios de corte para enzimas de restriccion introducidos por los cebadores en
ambos, se introdujo en el plasmido pET-30b (+) en la fase de lectura adecuada.

Finalmente con esta construccion se transformaron células BL21 de E.coli.

Las células BL21 de E.coli transformadas se indujeron con IPTG 1mM y la
sobreexpresion de la proteina recombinante Hys-PVN2 se estudi6 gracias a la
cola de histidinas afiadida en su extremo terminal. La proteina recombinante no
se detectd en las células no transformadas ni en las células transformadas sin
inducir (Figura 60). Cuando la induccion se llevo a cabo a una temperatura de
37 °C genero la suficiente proteina recombinante para su purificacion, aunque
también sufria un mayor proceso de protedlisis y, que se detectan mediante
Western como aquellas bandas de menor tamafio. La cantidad de proteina
recombinante no aumentd a partir de las 2 horas de induccion con IPTG
(Figura 60.B). La proteina recombinante no mostr6 actividad ni en gel ni in

vitro, ni bajo diferentes condiciones de ensayo.
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Figura 60. Sobreexpresion de la proteina recombinante Hys-PVN2 en E.coli. La
suspension de diferentes cultivos de bacterias (15 pl) se mezcld directamente con
tampon de carga (10 pl) que contenia B-Mercaptoetanol y tras hervir, la expresion de
la proteina Hys-PVN2 se analizd mediante la técnica Western blot utilizando
anticuerpos antihistidinas. En las diferentes calles del gel de acrilamida al 8,5% se
analizaron extractos procedentes de: bacterias sin transformar (-PVNZ2), bacterias
transformadas con la construccion PVN2-pET sin inducir con IPTG (-IPTG) o
inducidas con IPTG 1 mM a 37 °C, a los tiempos indicados (h: horas). A la izquierda
de la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa).

6.2. Purificacion de la proteina recombinante

La proteina recombinante se purificé mediante cromatografia en una columna
de afinidad cargada con Ni*' en condiciones no desnaturalizantes y
desnaturalizantes. Cuando se realizd6 la purificacion en condiciones no
desnaturalizantes, la mayor parte de la proteina recombinante se obtuvo en
cuerpos de inclusion formando parte del homogenado resultante tras romper las
células (calle P, Figura 61). El sobrenadante constituyo el extracto crudo que se
aplico a la cromatografia de afinidad. La cantidad de proteina que se retuvo en
la columna fue muy baja y ésta se eluy6 tras un lavado con imidazol 100 mM.
La poca cantidad de proteina eluida hizo necesario aumentar el tiempo de

revelado (calle E.II, Figura 61).
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Figura 61. Purificacion de la proteina recombinante Hys-PVN2 en condiciones no
desnaturalizantes. El cultivo de bacterias que contenia la construccion PVN2-pET se
indujo con IPTG 1 mM durante 2 horas a 37 °C. Las células se recogieron por
centrifugaciéon y se resuspendieron en tampén de lisis en ausencia de agentes
desnaturalizantes. Las células se rompieron por sonicacion y el homogenado se
centrifugd separandose en precipitado (P) y sobrenadante (EC). El sobrenadante se
aplico a una columna de afinidad cargada con Ni*" y la presencia de la proteina
recombinante se analiz6 mediante la técnica Western blot tanto en el precipitado (P)
como en las diferentes las fracciones obtenidas de la purificacion (EC, NR: fraccion no
retenida en la columna), lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol en diferentes
concentraciones E.I (0 mM), E.IT y E.III (100 mM), E.IV (200 mM). A la izquierda de
la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa).

La purificacion bajo condiciones desnaturalizantes se llevé a cabo en presencia
de urea en una concentraciéon de 6 y 8 M (Figura 62). En ninglin caso la
proteina recombinante mostrd actividad nucleasa. Como se puede observar en
el Western blot la cantidad de proteina que se detectd en el pellet fue menor
cuando se us6é 8 M de urea (Figura 62.B). Sin embargo, a pesar de utilizar una
alta concentracion de urea, gran parte de la proteina recombinante atin quedaba
formando parte del precipitado del cultivo y la presente en el extracto crudo no
quedaba retenida por completo en la columna. No obstante, la fraccion de

proteina eluida tras su dialisis en tampon salino, resultd suficiente para alcanzar
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la homegeneidad electroforética (Figura 63) y detectarla mediante SDS-PAGE
(8,5%) en condiciones reductoras y tincion coomassie de un solo paso. La
proteina recombinante presentd una masa molecular de 42 kDa (Figura 63).
Esta proteina purificada con 42 kDa, se podrd emplear para la obtencion de
anticuerpos para PVN2 de judia y por tanto, permitira llevar a cabo un analisis

en mayor complejidad de su expresion en la planta.
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Figura 62. Purificacion de la proteina recombinante Hys-PVN2 en condiciones
desnaturalizantes. El cultivo de bacterias que contenia la construccion PVN2-pET se
indujo con IPTG 1 mM durante 2 horas a 37 °C. Las células se recogieron mediante
centrifugacion y se resuspendieron en tampon de lisis en presencia de urea y se
rompieron por sonicacion. Tras centrifugar se separd la fraccion precipitada (P) del
sobrenadante (EC). El sobrenadante se aplicé a una columna de afinidad cargada con
Ni** y la presencia de la proteina recombinante se analizé mediante la técnica Western
blot. A) Purificacién en presencia de urea 6 M. Las fracciones analizadas fueron:
precipitado (P) y sobrenadante (EC), fraccion no retenida en la columna (NR), y
lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol (E.I y E.IT) en concentraciones 100 y
200 mM respectivamente. B) Purificacion en presencia de urea 8§ M. Las fracciones
analizadas fueron: precipitado (P) y sobrenadante (EC), fraccion no retenida en la
columna (NR), lavado sin imidazol (L) y lavados con imidazol (E.I, E.II, E.IIl) en
concentraciones 75, 100 y 200 mM respectivamente. A la izquierda de la figura se
indican algunos marcadores de masa molecular (kDa).
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Figura 63. Analisis mediante SDS-PAGE de la proteina recombinante Hys-PVN2
purificada. La proteina purificada en condiciones desnaturalizantes se sometid a
dialisis frente a un tampén salino y se resolvido mediante SDS-PAGE (8,5%) en
condiciones reductoras. El gel se tifié con coomassie de un solo paso. A la izquierda de
la figura se indican algunos marcadores de masa molecular (kDa).
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1. Estudio y purificacion de una proteina con actividad nucleasa en ejes
embrionarios de judia.

La judia, es una leguminosa que posee la capacidad de asociarse con bacterias
desarrollando en sus raices nddulos, unas estructuras que les permiten fijar el
nitrogeno atmosférico reduciéndolo hasta amonio. En el caso de judia, asi
como las demas leguminosas ureidicas, este amonio se incorpora a esqueletos
carbonatados a través de una compleja ruta biosintética que termina con la
sintesis de los ureidos. Estos compuestos se transportan a las diferentes partes
de la planta distribuyendo asi el nitrogeno. Los ureidos tienen una relacion N:C
mayor que las amidas y su utilizacion puede suponer una adaptacion a la
tolerancia a la sequia al poder cerrar los estomas para conservar el agua, puesto
que precisan de menos fotosintatos para transportar el nitrégeno (Revisado en

Todd et al. 2006)

Los ureidos también podrian suponer una ventaja adaptativa en cuanto al
transporte de nitrogeno en otras condiciones fisiologicas. Asi, durante la
germinacion y desarrollo postgerminativo de judia se ha descrito acumulacion
de ureidos e induccion de las enzimas que los degradan (Quiles et al. 2009).
Estos ureidos proceden de la degradacion de los nucledtidos de purinas (Quiles
et al. 2009). La implicacion del metabolismo de los nucleétidos durante el
desarrollo postgerminativo de judia también se deduce por la induccion de una
fosfatasa en ejes de judia con elevada afinidad por los nucleétidos y cuyo
patron de actividad coincide con el de la induccion del metabolismo de ureidos
(Cabello-Diaz et al. 2012). La posibilidad de que estos nucledtidos y las
purinas procedan del reciclaje en lugar de ser sintetizados de novo supondria un
beneficio durante la germinacion, cuando existe una gran demanda de estos
elementos por parte del embrion. El origen de estos compuestos podria ser la
degradacion de los acidos nucleicos (Zrenner et al. 2006). Este hecho atribuye

una ventaja a especies que poseen un gran genoma o a especies que almacenan
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acidos nucleicos durante la formacion de la semilla mediante los procesos de
endorreduplicacion. Durante el desarrollo de la semilla en P. vulgaris la
proporcion de nucleos endopoliploides en los cotiledones aumenta
progresivamente hasta alcanzar en su madurez un ADN con 128C (C es el
contenido de ADN de un genoma haploide con un niimero » de cromosomas).
La endorreduplicacion en leguminosas parece estar asociada con el tipo de
cotiledones (Rewers y Sliwinska 2012). Los cotiledones en los que predomina
la funcién de reserva acumulan copias de genoma, mientras que este proceso es
menos importante en los cotiledones con una funcion foliar. El patrén de
endorreduplicacion en cotiledones depende de la especie, aunque dentro de
cada una se ha sugerido como marcador de madurez de la semilla (Rewers y
Sliwinska 2012). En los ejes también se produce endorreduplicacion, aunque
durante el desarrollo de ejes embrionarios so6lo se produce un endociclo

originando nucleos con un ADN con 8C (Rewers y Sliwinska 2012).

Recientemente se ha descrito que en especies polisomaticas la intensidad de la
endorreduplicacion durante la germinacion y el desarrollo de la plantula se
produce de forma diferente a lo largo del eje embrionario y que, ademas, varia
con la especie y con el tipo de emergencia de la plantula (Rewers y Sliwinska
2014). En especies epigeas, como la judia, la intensidad de 1la
endorreduplicacion es mayor en la zona de transicion entre la radicula y el
hipocotilo, mientras que en las hipogeas se produce en el hipocotilo (Rewers y
Sliwinska 2014). Los acidos nucleicos también se acumulan en semillas en
forma de ARN para utilizarse en la sintesis de proteinas durante los primeros
momentos en la germinacion (Bewley 1997), pero también podrian actuar

como reservorio de nutrientes cuando este ARN almacenado es degradado.

Las actividades que catalizan la degradacion de acidos nucleicos se han

determinado a lo largo de la germinacion y desarrollo postgerminativo en ejes
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y cotiledones de judia mediante ensayo in vitro y en gel. La principal ventaja
que tiene el ensayo en gel es que permite identificar el nimero y la masa
molecular aparente de las proteinas con actividad nucleasa presentes en cada
tejido. El ensayo en gel es el método mas ampliamente utilizado para
determinar las actividades nucleasas en extractos de plantas. No obstante, este
método se lleva a cabo en condiciones parcialmente desnaturalizantes lo que
podria afectar a la actividad de algunas enzimas impidiendo su deteccion.
Ademas, la electroforesis puede hacer que las nucleasas se separaren de otras
proteinas o de cofactores necesarios para su actividad. Por tanto, la mayor parte

de los ensayos se realizan de forma habitual en presencia de diversos cationes.

En ejes en desarrollo de judia hay una nucleasa mayoritaria de 37 kDa que
muestra actividad a partir de la emergencia radicular, mientras que en los
cotiledones la induccién es posterior. Este patron de actividad coincide con los
pardmetros relacionados con el metabolismo de nucle6tidos analizados en judia
(Quiles et al. 2009; Cabello-Diaz et al. 2012) asi como con la movilizacion de
las proteinas de reserva (Tiedemann et al. 2000). Estas se movilizan primero en
ejes y, tras agotarse, empiezan a movilizarse en cotiledones. En judia hay una
relacion entre la hidrdlisis de acidos nucleicos y la acumulacion de ureidos
durante la germinacion y el desarrollo postgerminativo, aunque esta relacion no

se observa en todas las leguminosas analizadas.

Otras caracteristicas de esta enzima son una gran estabilidad térmica, elevada
temperatura Optima, naturaleza glicoproteica y se trata de una metaloenzima. El
cation Zn”" recupera la actividad de la enzima tras su inhibicion por EDTA
indicando que éste podria ser el cofactor o bien que estd implicado en su
conformacion estructural. No obstante, la enzima se inhibe por elevadas
concentraciones de Zn”" en la mezcla de reaccion. Esto mismo se ha observado

en ENDO2, una nucleasa Zn*"-dependiente (Ko ef al. 2012). El pH del nucleo
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y del citoplasma de células jovenes y maduras es neutro (alrededor de 7,5) y
existe una baja concentracion de los iones Ca*" y Zn®". Por el contrario, se ha
descrito una alta concentracion de Zn** en el interior de vacuolas y de Ca*" en
el apoplasto, ambos con pH écido (alrededor de 5,5) (Martin ef al. 1982). Al
final del proceso de MCP se produce la ruptura del tonoplasto y la vacuola
libera su contenido produciéndose una acidificaciéon del citoplasma y un
incremento en la concentracion de iones (Hara-Nishimura y Hatsugai 2011). Se
puede asumir que durante la MCP las nucleasas Ca’’/Mg*'-dependientes
participarian en la fase inicial del proceso y que serian dirigidas al nucleo y en

la ultima fase participarian las Zn>*-dependientes (Sugiyama et al. 2000).

La proteina de 37 kDa se ha purificado hasta la homogeneidad electroforética a
partir de ejes completos de plantulas de judia de 5 dias con un factor de
purificacion final de 743 y un rendimiento del 11%. Este factor de purificacion
sugiere que la nucleasa podria representar el 0,13% de la proteina total presente
en el extracto crudo de ejes de judia de 5 dias. Por la alta termoestabilidad de
esta proteina, el tratamiento térmico en presencia de Zn>" se ha utilizado con
paso de purificacion. Su naturaleza glicoproteica le permite unirse de forma
reversible a la concanavalina-A, lo que también ha sido utilizado como paso de
purificacion. El nimero de nucleasas purificadas a partir de plantas es muy
reducido y sélo algunas han sido purificadas a partir de plantulas como en
alfalfa (Yupsanis et al. 1996), agropiro alargado (Yupsanis et al. 2004) o soja
verde y guisante (Rasheed 2006).

La proteina purificada es un mondémero que probablemente tenga puentes
disulfuro intracatenarios. La mayoria de las nucleasas de plantas son también
monocatenarias (Desai y Shankar 2003) aunque en frijol (Laskowski 1980) y
semillas de guisante (Naseem y Hadi 1987) estan constituidas por dos

subunidades diferentes de 25 y 15 kDa y 30 y 24 kDa respectivamente. La
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actividad de la proteina pura in vitro no se afecta por la inclusion de SDS, por
lo que se eligi6 el ensayo en gel para determinar la actividad en extractos
crudos. El ensayo in vitro se ha utilizado para confirmar las caracteristicas
enzimaticas de la proteina pura determinadas previamente mediante ensayo en
gel. Las caracteristicas de la enzima indican que seria miembro de la familia de
las nucleasas tipo I (Sugiyama et al. 2000). Entre las nucleasas de este tipo
descritas en plantas se encuentra la nucleasa I, que fue la primera que se
caracteriz0 a partir de Vigna radia (Johnson y Laskowski 1968) y da el nombre
a este grupo, BEN1 de cebada (Aoyagi et al. 1998), BFN1 de Arabidopsis
(Pérez-Amador et al. 2000) y ZEN1 de Zinia elegans (Ito y Fukuda 2002).

La nucleasa purificada es la proteina mayoritaria con actividad nucleasa en ejes
completos de judia en las distintas condiciones de ensayo (pH y presencia de
varios cationes divalentes). Esto estaria en contradiccion con la implicacion de
varias nucleasas con distintas funciones durante la germinacién. En el
gametofito de Picea glauca, tras la germinacion y durante el desarrollo
postgerminativo de la plantula, se inducen hasta nueve nucleasas con
caracteristicas cataliticas y un patrén temporal de induccion diferentes (He y
Kermode 2003). En semillas de alfalfa se inducen tras la germinacion dos
endonucleasas, una acida y otra neutra (Yupsanis et al. 1996). Mientras que, en
plantulas de coliflor se han caracterizado 14 nucleasas con caracteristicas
enzimaticas diversas, con distinta especificidad de sustrato y con distinto
requerimiento de cationes (Lesniewicz et al. 2010). Con respecto es esto
Gltimo, 4 nucleasas son Zn®'-dependientes, 5 Ca®'-dependientes, 2 Mg”'-
dependientes, tres Ca’"/Mg®'-dependientes y wuna cuya actividad es
independiente del i6n (Lesniewicz et al. 2010). En coliflor se ha analizado de
forma pormenorizada diferentes tejidos de la plantula y en diferentes estados
del desarrollo, mientras que en judia se ha analizado los ejes completos. Por lo

tanto, otras nucleasas con actividad especifica en algunos tipos celulares
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podrian estar presentes en judia y no detectarse al determinar la actividad en

ejes completos.

El papel de las nucleasas durante la germinacion se conoce en mas profundidad
en cereales, al ser el modelo elegido para el estudio de la muerte celular
programada durante la germinacién (Dominguez y Cejudo 2006). Se ha
descrito la induccion de una nucleasa Ca*"/Mg*"-dependiente en el nucleo de
las células de la aleurona durante la germinacion (Dominguez et al. 2004) y de
una nucleasa Zn*'-dependiente en el niicleo de las células del escutelo
(Dominguez et al. 2012). La nucleasa Zn>"-dependiente no se detecté cuando
granos de trigo se imbibieron en presencia de acido abscisico, el cual inhibi6 la
germinacion. Lo que sugiere que el principal papel de esta enzima seria el
desmantelamiento del nucleo durante la MCP que acontece en estos tejidos
durante la germinacion (Dominguez et al. 2012). Otras dos endonucleasas se
han descrito en coleoptilos de trigo, WENT1 (Fedoreyeva et al. 2007) y WEN2
(Fedoreyeva et al. 2008), las cuales tiene la particularidad de ser sensibles al
estado de metilacion del ADN y dependientes de S-Adenosinil-Lmetionina y
andlogos. Se ha observado que la pérdida de viabilidad de las semillas por el
envejecimiento del embrion se produce por diversos factores entre los que
destacan la temperatura y la humedad de almacenaje de las semillas. Ademas,
el envejecimiento del embrioén implica la degradacion de los acidos nucleicos.
El almacenamiento del grano de trigo provoca su envejecimiento, y se produce
en el embridon un incremento en la actividad nucleasa y un descenso en la
actividad ribonucleasa, mientras los valores de estas actividades en el
endospermo no variaron (Spano et al. 2007). Por tanto, la induccion de las
nucleasas en la semilla estd compartimentarizada y sigue diferente cronologia.
En Spano y col, 2007, ademas, se propone a las actividades nucleasas como
herramienta indicadoras del efecto del almacenaje sobre la viabilidad de las

semillas, o del grado de envejecimiento del embridn.
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2. Identificacion de la nucleasa purificada en ejes. Analisis de la familia
S1/P1 en judia

El gen que codifica la nucleasa purificada a partir de ejes en desarrollo se ha
identificado a partir de péptidos obtenidos mediante secuenciacion de novo de
dicha proteina. El gen se ha identificado como una nucleasa S1/P1 y se ha
denominado PVNI. La identificacion del gen a partir de las proteinas es una
estrategia muy valiosa, especialmente cuando el nimero de secuencias
candidatas es muy elevado. Ademas, la disponibilidad del genoma completo de
Phaseolus vulgaris, aunque fue posterior al inicio del planteamiento de este
trabajo, ha permitido identificar que junto con PVNI hay cuatro genes mas que
constituyen la familia de nucleasas tipo S1/P1 en judia, a los que se les ha
denominado PVN2, PVN3, PVN4 y PVNS5. Los genes de las nucleasas suelen
presentarse como familias multigénicas. En Arabidopsis thaliana, la familia
S1/P1 de nucleasas, esta constituida por cinco miembros al igual que en judia,
denominadas nucleasas ENDO (Lesniewicz et al. 2013). Entre las nucleasas de
esta familia se encuentra BFN1 o ENDOI citada anteriormente (Pérez-Amador
et al. 2000). No obstante, el nimero de genes que componen esta familia varia
segun la especie, asi en Oryza sativa estd compuesta por 4 genes y en

Medicago truncatula por 6 miembros (www.Phytozome.org).

El alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas para los miembros
de la familia S1/P1 en judia con otras nucleasas S1/P1 revela una alta
identidad. Todas comparten los nueve aminodcidos que constituyen los sitios
de unién de los tres iones Zinc caracterizados en P1 (Maekawa et al. 1991).
Todos estos aminodcidos se encuentran en la misma posicion y estan altamente
conservados en la nucleasa S1 (Iwamatsu ef al. 1991), las nucleasas ENDO
(Lesniewicz et al. 2013), BFN1 (Aoyagi et al. 1998), ZEN1 (Ito y Fukuda
2002) y CEL1 (Yang et al. 1999). También comparten los residuos de cisteina

que participan en la formacién de los puentes de disulfuro, los aminoéacidos con
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posibilidad de estar glicosilados y los que constituyen los sitios activos
caracteristicos en las nucleasas S1/P1. La arginina situada en el sitio activo en
P1 (posicion 48) se conserva en todas las nucleasas de judia, en ZEN1 y CELI,
mientras que en Arabidopsis s6lo se encuentra en ENDOI o BFNI1 y en los
demas miembros de la familia se sustituye por una lisina. Curiosamente, esta
diferencia también se observa en la secuencia S1 de Aspergillus a pesar de ser
homologa a P1 (Lesniewicz ef al. 2013). Por otro lado, la similitud de los genes
de la familia S1/P1 con los dos sitios de reconocimiento y unién a los acidos
nucleicos descritos en P1 es mucho menor. El primer sitio de union se localiza
cerca del sitio activo y consiste en un bolsillo constituido por los aminoécidos
fenilalalina y valina y en el centro se encuentra una asparragina. El segundo
bolsillo de unidn estd constituido por dos tirosinas y en el centro un aspartato
P1 (Lesniewicz ef al. 2013). En judia, el primer sitio se encuentra parcialmente
conservado en todas las secuencias a excepcion de PVN4, mientras que no hay
similitud con el segundo sitio de uniéon. Lo mismo ocurre en las nucleasas

ENDO, ZENI1, CEL1 y S1 (Lesniewicz et al. 2013).

Respecto a la localizacion de las nucleasas en las plantas, se han identificado
en vacuola, mitocondria, nucleo y espacio intermembrana (Mittler y Lam 1995;
Sugiyama et al. 2000; Balk et al. 2003; Dominguez et al. 2004; Langston et al.
2005). Mediante técnicas de inmunolocalizacion se ha demostrado la presencia
de una nucleasa en ER, Golgi, cuerpos proteicos y vacuolas en las células de la
aleurona de cebada (Holstein et al. 1991). La localizacion de BFN1 a lo largo
del desarrollo de la senescencia se ha determinado mediante la construccion de
una proteina BFN1 recombinante uniéndole el gen reportador GFP a su
carboxiterminal con la que se han transformado protoplastos de tabaco y hojas
de Arabidopsis (Farage-Barhom et al. 2011). La nucleasa BFN1 recombinante
se sitiia en el interior de unas estructuras filamentosas distribuidas por todo el

citoplasma, las cuales se van agrupando en torno al nicleo con el desarrollo de
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la senescencia. Por ultimo, en la fase final de la muerte celular se observan
vesiculas formadas por restos de 4cidos nucleicos y BFNI1. El origen de estas
estructuras podria ser el RE y se postula que podrian servir como un
almacenamiento de la nucleasa para evitar que degraden los acidos nucleicos
presentes en el citoplasma. Una vez que se desencadena la muerte celular, las
estructuras organizadas alrededor del nucleo darian lugar a las vesiculas
mediante la fusion con restos nucleares (Farage-Barhom et al. 2011). El
analisis de la secuencia BFN1 mediante el programa Signal P 4.0 con los
algoritmos de la herramienta TargetP 1.1 predice la presencia de un péptido
sefial de secrecion a reticulo endopldsmico, al igual que ocurre en todas las
secuencias aminoacidicas deducidas para las nucleasas S1/P1 de judia. Este
hecho unido a que PVNI comparte las caracteristicas cataliticas de BFNI,
sugiere que la localizacion y el mecanismo de accidon de esta nucleasa de judia
podria ser similar, apoyando la hipdtesis de que PVNI actia en la fase final de
la MCP, como se mencion6 anteriormente. La nucleasa tipo S1 de Zinia ZEN1,
que comparte caracteristicas enzimaticas con PVN1 y posee un péptido sefial
de secrecion a RE, esta implicada en la degradacion de ADN nuclear apoyando

el papel bioldgico que se ha sugerido (Ito y Fukuda 2002).

La construccion de arboles filogenéticos permite el estudio del origen y la
evolucion de la familia génica. Las nucleasas S1/P1 de plantas podrian
proceder de un ancestro comtn a S1 y que seria diferente del gen que origind
las nucleasas en musgos, como sugiere la posicion externa en el arbol de los
dos genes de Physcomitrella (Lesniewicz et al. 2013). A partir de un inico gen
se originaron nuevos genes probablemente por duplicacién, y que mediante
nuevas mutaciones y procesos de seleccion natural originarian los distintos
miembros de las familias de nucleasas, los cuales poseerian caracteristicas
diferentes y por tanto funciones bioldgicas diferentes (Copley et al. 2002). En

judia, el andlisis del arbol filogenético sugiere que PVN1 y PVN2 proceden de
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la duplicacion de un ancestro comun, del cual surgieron el resto de los
miembros de la familia. Las familias de las nucleasas de Arabidopsis y
Medicago habrian surgido del mismo modo que en judia. Todas las familias de
genes nucleasas S1/P1 estan organizadas en 3 clados distintos, con al menos un
gen en cada uno de ellos (Lesniewicz et al. 2013). Se ha postulado la existencia
de dos estrategias distintas en la evolucion de la familia S1 de Arabidopsis y
que seria valida para el resto de plantas. La primera tendencia seria para los
genes situados en el cromosoma 4 (ENDO3, ENDO4 y ENDOS), los cuales
tienen mayor especificidad catalitica y de expresion. La segunda tendencia
evolutiva seguida por los otros genes (ENDO1 y ENDO2) implica propiedades
cataliticas mas amplias (Lesniewicz et al. 2013). Esta hipotesis sugiere que los
miembros de la familia S1/P1 tendrian funciones diferenciadas en distintas
condiciones fisioldgicas e incluso podrian tener un papel secuencial en un
mismo proceso o llevar a cabo una funciéon especifica en los distintos tejidos

(Lesniewicz et al. 2013).

3. Nucleasas S1/P1 en ejes de judia

La expresion de PVNI en ejes completos de judia coincide con el patron de la
actividad nucleasa de 37 kDa, ademas es el tnico gen que se expresa. En
radiculas de plantulas se detectan otras nucleasas cuando la actividad se
desarrolla a pH neutro, coincidiendo ademds con la expresion de los genes
PVN2 y PVNS5, aunque en unos niveles mucho menores que PVNI. Las
nucleasas codificadas por PVN2 como PVN5 podrian tener menos actividad y
un tamafo similar al de PVNI, haciéndolas dificil de detectar o diferenciarlas
de PVNI. La presencia de varias nucleasas en distintos tejidos se ha observado
en plantulas de coliflor (Lesniewicz et al. 2010). En los ejes de plantulas
expuestos a diversas condiciones durante su desarrollo no se observa expresion
de los genes PVN3, PVN4 o PVN5, ni tampoco actividad de otras nucleasas

distintas a la de 37 kDa, aun realizando el ensayo en diversas condiciones.
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La luz en las plantas es una de las principales sefiales que determinan el
crecimiento y desarrollo. El desarrollo del eje embrionario en oscuridad
promueve la escotomorfogénesis, que se caracteriza por el desarrollo de
hipocotilos elongados y débiles en blisqueda de la luz, un menor desarrollo de
la raiz y los cotiledones se mantienen sin desplegarse pegados al eje (Josse y
Halliday 2008). Esta estrategia de crecimiento persigue que las reservas de la
semilla se economicen, invirtiendo lo minimo en la elongacion del eje en
busqueda de de luz para desarrollar metabolismo autotrofo (Josse y Halliday
2008). En judia, la cantidad y expresion de PVN1 disminuye en condiciones de
etiolizacion, ademas se observa un descenso en la concentracion de ureidos.
Esto sugiere una relacion entre la demanda de nutrientes por parte del embrion
con la inducciéon de la actividad nucleasa. El descenso en la actividad y
expresion de PVN1 en ejes de plantulas desarrolladas en medio suplementado
con nitrato o fosfato apoya esta posible relacion. La disponibilidad de estos
nutrientes por parte de la plantula en desarrollo provocaria una ralentizacion en
la movilizacién de las reservas. La actividad nucleasa in vitro en ejes de judia
se regula por fosfato inorganico y pirofosfato en ejes al igual que las nucleasas
de hoja perejil (Canetti ef al. 2002) y de hoja senescente de tomate (Lers ef al.
2001). Esta inhibicion implicaria una regulacion feed-back de la enzima, ya
que estos compuestos se originan durante la degradacion de los &cidos
nucleicos. Este comportamiento es similar al de otras enzimas descritas en
procesos de senescencia por lo que la nucleasa de ejes también estaria

implicada en la degradacion de los acidos nucleicos.

La salinidad es como uno de los principales factores que afectan a la
productividad agricola en el mundo, y concretamente P. vulgaris es una las
leguminosas mas sensibles al estrés salino llegando a suponer pérdidas de mas
del 50% de la produccion (Gama et al. 2007). El estrés salino causa un déficit

de agua en la planta como consecuencia del desequilibrio del potencial hidrico
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en la rizosfera, una toxicidad directa por los iones Na'y CI" y un déficit en la
nutricion mineral causado por la reducciéon de su absorcién y transporte
(Grattan y Grieve 1999). Como consecuencia, se produce una seria disfuncion
en muchos de los procesos vitales y alteraciones en la morfologia y
metabolismo de la planta. La planta responde con un incremento en la
concentracion de compuestos antioxidantes, de enzimas con funcion
antioxidante y de proteinas osmorreguladoras (Gorcek y Erdal 2015). Se ha
sugerido que los ureidos ademés pueden actuar como compuestos antioxidantes
protegiendo a los tejidos ante situaciones de estrés (Brychkova et al. 2008). La
concentracion de ureidos asi como la actividad y expresion los genes de la
familia S1/P1de judia no se afecta por el desarrollo de plantulas en presencia de
sal, a diferencia de los esperado. El tratamiento de plantulas de arroz con una
alta concentracion de sal a las pocas horas de la emergencia radicular produce
la muerte celular en la punta de las raices (Liu et al. 2007) asi como la
induccion de dos endonucleasas en las radiculas relacionada directamente con
la degradacion de los 4cidos nucleicos que se produce durante la muerte celular
programada inducida por el estrés salino (Jiang et al. 2008). En hojas de
plantas de cebada sometidas a estrés salino aumenta la expresion del gen Bnucl
(Muramoto et al. 1999). Sin embargo, los valores de actividad nucleasa y
ribonucleasa fueron inferiores en plantulas de dos leguminosas, alfalfa y
lenteja, germinadas en presencia de sal, aunque la respuesta al estrés varia entre

estas especies (Yupsanis et al. 2001).

Las actividades nucleasas de judia no se afectan en ejes por incluir en el medio
de imbibicion H,O,. Este compuesto puede inducir la senescencia y MCP (Guo
y Crawford 2005). En cotiledones de coliflor si se inducen dos nucleasas como
consecuencia del tratamiento con H,O, (Lesniewicz et al. 2010), aunque en
coliflor el tratamiento fue mas corto (1 dia frente a 4). En cultivos celulares de

soja bajas concentraciones de H,O, (1-2 mM) activa las enzimas antioxidantes,
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mientras que concentraciones superiores a 5 mM desencadenan la muerte
celular programada (Levine et al. 1994). El acido jasmoénico y sus ésteres,
como el metiljasmonato, son un grupo de fitohormonas que participan en la
regulacion del desarrollo de la planta y estan involucradas en la sefializacion
ante situaciones que provoquen estrés tanto abidtico como bidtico (Wolf et al.
2012). A estos compuestos se les atribuye la capacidad de inducir las
actividades antioxidantes para hacer frente a las especies reactivas que se
liberan durante el estrés (Noriega et al. 2012). La actividad nucleasa y la
expresion de PVN1 asi como la concentraciéon de ureidos es mayor en las
plantulas de judia tratadas con metiljasmonato. El efecto del MeJA también se
ha estudiado en otros casos y no causo variaciones en la actividad nucleasa que
se induce durante la senescencia de las hojas de tomate (Lers et al. 2001) y

perejil (Canetti ef al. 2002).

Los resultados de los diferentes experimentos fisiologicos sugieren que PNV1
se regula por el estado de movilizacion de las reservas y ademds estaria
implicada en procesos de degradacion de los &cidos nucleicos de células en las

que se ha iniciado la muerte celular programada en respuesta a estrés.

4. Nucleasas de la familia S1/P1 involucradas en procesos de muerte
celular programada

La muerte celular programada (MCP), ademas de desencadenarse en respuesta
a estrés de tipo abiodtico o bidtico, es un evento necesario y muy importante
para el desarrollo de la planta desde la embriogénesis a la diferenciacion de
tejidos y formacion de 6érganos como flores, frutos y semillas. Este proceso esta
sometido a una rigurosa programacion genética y en ¢l intervienen complejas
rutas de sefializacion. La MCP en plantas ha sido menos estudiada que en
animales, aunque los procesos que se desencadenan son similares, como la

reduccion del tamafio de la célula, la contraccion del nucleo y la fragmentacion
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del ADN (Aleksandrushkina y Vanyushin 2009; Rantong et al. 2015). La
fragmentacion del ADN nucleosomal es un marcador de MCP, descrito en
coleoptilos y primera hoja de trigo (Kirnos ef al. 1997; Yupsanis et al. 2004).y
en hojas de cebada y arroz (Liljeroth y Bryngelsson 2002). La principal funcion
de la degradacion del ADN durante la MCP seria la eliminacion de todo el
material genético de la célula y el reciclaje de los productos liberados para ser
utilizados por la planta en el desarrollo de otros 6rganos (Thomas et al. 2003).
A la mayoria de las nucleasas codificadas por genes de la familia S1/P1 se les
atribuye ademas, la implicacion en la degradacion de los 4cidos nucleicos que
se produce durante procesos de muerte celular programada (Lesniewicz et al.
2013). Algunas de estas nucleasas serian: BFN1, que se induce en hojas y tallo
de Arabidopsis durante la senescencia (Pérez-Amador et al. 2000), BEN1 una
nucleasa involucrada en la degradacion del endospermo en cebada (Aoyagi et
al. 1998), ZEN1 de Zinia relacionada con la muerte celular programada que se
produce durante la diferenciacion de los elementos traqueales (Ito y Fukuda
2002) y DSAG6 de lirio de dia que se expresa en pétalos senescentes (Panavas et
al. 2000). La construccion del promotor del gen BFNI1 unido al gen reportero
GUS con el que se transformd Arabidopsis y tomate ha demostrado expresion
en diferentes procesos de MCP relacionados tanto con la senescencia como el
desarrollo (Farage-Barhom et al. 2008). En Arabidopsis se expresa en tejidos
vasculares de raiz, hojas de plantulas, durante la formacion de las semillas, y
durante el desarrollo del carpelo y los estambres. En tomate se expresa en tallo
durante la formacioén de vasos y en pétalos de flores senescentes. En ambas

plantas se detectd expresion en zonas de abscision de hojas y frutos.

4.1. Nucleasas involucradas en MCP durante el desarrollo de 6rganos
En flores de judia analizadas en conjunto solo hay una actividad nucleasa
mayoritaria y solo se expresa el gen PVNI, a pesar de ser Organos muy

complejos y analizar tres estadios de desarrollo diferentes. Posiblemente, en los
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diferentes tejidos que componen la flor de judia participen mas nucleasas que
no se detectan al analizarse la flor en conjunto. La mayoria de los estudios
realizados sobre nucleasas en flor se han llevado a cabo sobre senescencia. Se
ha descrito la implicacion de nucleasas durante la degradacion del fapetum, la
capa de células que rodea a la antera y cuyos productos se destinaran a la
formacion del grano de polen (Aleksandrushkina y Vanyushin 2009). En lirios
de dia, Hemerocallis hybrid, se inducen nucleasas capaces de hidrolizar
ADNmc y ADNbc a pH neutro, conforme se desarrolla la senescencia en
pétalos (Panavas et al. 2000). En esta misma flor se ha identificado otro gen
que codifica una nucleasa S1 (DAS6) cuya expresion se detecta Uinicamente
durante la senescencia de la corola (Panavas et al. 1999). En pétalos
senescentes de clavel también se ha identificado expresion de la nucleasa
DCNUCI (Narumi et al. 2006). En las anteras de cebada se expresan los genes
Bnucl y BENI que codifican dos nucleasas de la familia S1 relacionados con la
formacion del polen (Zaina et al. 2003). Aunque estos genes también se
expresan en procesos de muerte celular durante la germinacion de la semilla y
la senescencia de la hoja (Zaina et al. 2003). En tépalos senescentes de narciso
se ha identificado un incremento de la expresion de una nucleasa tipo S1
(Hunter y Reid 2001). El clonaje del ADNc de la nucleasa DCNUCI de clavel,
ha permitido conocer que se expresa en pétalos senescentes (Narumi et al.
2006). La nucleasa de Petunia hydrida incrementa en flores fecundadas y con
el desarrollo de la senescencia de la corola. Esta nucleasa muestra un
comportamiento atipico ya que el Co>" fue el tmico cation que recuper6 la
enzima inhibida por EDTA (Langston ef al. 2005). En pétalos senescentes de
otra especie de petunia, P. inflata, se han determinado hasta cinco nucleasas
(D1, D2, D3, D4 y D5) que, a excepcion de D1, digieren ADNbc a pH neutro
ademas de ADNmc (Xu y Hanson 2000). La nucleasa asociada a senescencia

de hoja también se determind en flor de Arabidopsis (Pérez-Amador et al.
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2000). Una exonucleasa DPDI1 se ha identificado en polen de Arabidopsis que

se localiza unicamente en cloroplastos y mitocondria (Matsushima ef al. 2011).

Los estudios realizados sobre las nucleasas en frutos son muy escasos. En
frutos de judia se observa expresion de los genes PVNI y PVNS5, de forma
diferencial a lo largo del desarrollo del fruto y semilla. En frutos A y B se
detecta una nucleasa acida de 37 kDa y una neutra de 34 kDa. Esta ultima
nucleasa que podria corresponder esta tltima a PVN5. En semilla en desarrollo
se observa una alta actividad de otra nucleasa neutra de 32 kDa y un valor alto
de expresion del gen PVN5. Las nucleasas de 32 y 34 kDa podrian ser proteinas
distintas, aunque también cabria pensar que, en base a su pH 6ptimo y a la
expresion del gen PVNS5 en estos tejidos, estas nucleasas de podrian ser la
misma y que la pequefia variacion en el tamafio se deba a una diferencia en la
modificacion postraduccional. Estas nucleasas son glicoproteinas y, como se ha
demostrado la diferente adicion de monosacaridos afecta su movilidad
electroforética (Ko et al. 2012). Asi, nucleasas de Arabidopsis sobreexpresadas
de forma individual en protoplastos de hoja originan proteinas de distintos
tamafios en el caso de ENDOI, ENDO2 y ENDO4 (Lesniewicz et al. 2013).
Las nucleasas en frutos podrian estar implicadas en la MCP que acontece en
dichos tejidos durante su organogénesis. Un estudio reciente muestra la
induccion de dos nucleasas en pepinos inmaduros en los que se produce muerte
celular programada como consecuencia del tratamiento continuado con etileno
(Lee et al. 2015). Respecto a la semilla en desarrollo, se ha descrito que el
suspensor, que estd compuesto por miles de células en dicotiledoneas, se
degrada mediante MPC cuando ya no es necesario se degrada lo que implica la
participacion de de nucleasas (Lombardi ef al. 2007). Lo mismo que ocurriria
durante la formacion de la testa o capas celulares que envuelven la semilla

(Lombardi et al. 2007).
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4.2. Nucleasas involucradas en MCP durante la senescencia

La senescencia en hojas es un proceso complejo y de vital importancia para el
ciclo de vida de la planta, donde se produce una masiva desintegracion a nivel
estructural y funcional de sus células. Este proceso estd altamente controlado,
aunque aun se desconoce mucho sobre los mecanismos de regulacion, de
sefializacion, asi como genes implicados. Distintas enzimas hidroliticas
degradan los compuestos organicos de las hojas que seran reciclados y
movilizados a tejidos en desarrollo (Sakamoto y Takami 2014). Sin embargo,
por el momento la degradacion de los acidos nucleicos que acontece en este
proceso aun no se conoce por completo (Sakamoto y Takami 2014). El
conocimiento de la senescencia foliar resultara crucial en aplicaciones practicas
con gran impacto sobre rendimiento de los cultivos, mejoras en cosechas y

mejoras en la maduracion del fruto (Lopez-Fernandez et al. 2015).

Durante la senescencia natural e inducida por oscuridad prolongada en hojas de
judia se inducen dos nucleasas de 34 y 39 kDa a pH neutro, coincidiendo con el
descenso mas acusado en los niveles de clorofila y de proteina soluble. La
induccion de estas dos nucleasas en los dos tipos de senescencia sugiere que
participan en el catabolismo de los 4cidos nucleicos mediante un proceso
similar en ambos casos. Estas dos nucleasas no requieren de la inclusion de
cationes en el ensayo pero se inhiben por EDTA y su actividad se recupera con
Zinc. Esto indica que son Zn>"-dependientes, aunque a diferencia de lo descrito
no son acidas. Por otro lado, la mayoria de las nucleasas que participan en la
MCP de hojas senescentes, se ha descrito que son del tipo Ca*/Mg”'-
dependientes dependientes (Mittler y Lam 1995; Xu y Hanson 2000; He y
Kermode 2003).

Los genes PVN2 y PVN5 incrementan de su expresion durante la senescencia

tanto natural como inducida por oscuridad, lo que sugiere que estan implicados
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en dicho proceso. Estos dos genes podrian codificar las dos nucleasas inducidas
durante la senescencia y en base a los resultados de fruto se podria sugerir que
PVN5 codifica a la nucleasa neutra de 34 kDa y que PVN2 codifica a la
nucleasa de 39 kDa. No obstante, estas nucleasas son glicoproteinas y por tanto
no se puede descartar que las dos nucleasas sean realmente una Uinica proteina
con diferencias en las modificaciones postraduccionales. En tomate también se
han identificado dos nucleasas inducidas en senescencia, LeNUC1 y LeNUC2
(Lers et al. 2001). LeNUCI es una glicoproteina que hidroliza ARN y ADNmc
con pH oOptimo comprendido entre 7,5-8. La nucleasa LeNUC2 tiene las
mismas caracteristicas bioquimicas, pero esta proteina no presenta
glicosilaciones y por tanto, su tamafio es menor (Lers ef al. 2001). Lo mismo se
ha sugerido en perejil, donde se inducen las nucleasas PcNUCI1 y PcNUC2
durante la senescencia en hojas (Canetti et al. 2002). Estas nucleasas pueden
hidrolizar ARN y ADNmc a pH basico (8,5-9). PcNUC1 y PcNUC2 son
glicoproteinas. Se han descrito otras nucleasas denominadas PcNUC3 vy
PcNUC4, de menor masa molecular y corresponden a nucleasas no glicosiladas
(Canetti et al. 2002). Tanto las dos nucleasas de tomate como las de perejil se

inhiben por EDTA y se recuperan mediante la inclusion de Co®" o0 Mn*",

Las nucleasas inducidas en hojas senescentes de judia pueden digerir ADNmc
y ARN. También se detecta la induccion durante la senescencia de dos
ribonucleasas de 14 y 28 kDa. Varias ribonucleasas se han identificado en
hojas senescentes de plantas como RNS2 y RNS3 de Arabidopsis (Yen y Green
1991); tres ribonucleasas en trigo (Blank y McKeon 1991), la ribonucleasa Lx
en tomate (Lers er al. 2001) y varias ribonucleasas en perejil (Canetti et al.
2002). Recientemente se ha descrito la existencia 4 nucleasas de masas
moleculares 18, 26, 33 y 38 kDa en hojas senescentes de quinoa con actividad
a pH 8 en presencia de Ca® y Mg®" y con capacidad de digerir ADNmc y

ADNbc, encontrandose diferencias en la afinidad por estos sustratos bajo las
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mismas condiciones de ensayo y ademds presentan capacidad para realizar
cortes o0 muescas en el ADNbc (Lopez-Fernadez et al. 2015). En hojas de trigo
(Granot et al. 2015) y quinoa (Lopez-Fernandez et al. 2015) se ha identificado
nucleasas con capacidad de hidrolizar ADNbc y cuya funcion parece estar

relacionada con la MCP.

En estudios con microarrays en Arabidopsis se ha descrito incremento en
expresion de las nucleasas AtCAN1 y AtCAN2 que pertenecen a otro gran
grupo, las SNasas. Estas nucleasas comparten las caracteristicas similares a las
descritas en estafilococo, poseen un pH 6ptimo neutro, son Ca>* dependientes y
muestran capacidad de utilizar como sustrato ADNmc¢, ADNbc y ARN aunque
con distinta especificidad (Lesniewicz et al. 2012). En hojas senescentes de
Arabidopsis también se ha observado el incremento en el nivel de transcritos de
la exonucleasa DPD1 (Tang y Sakamoto 2011). También se han identificado
varias nucleasas en hojas senescentes de coliflor cuyas caracteristicas
cataliticas son muy diversas (Lesniewicz ef al. 2010). Aunque es muy amplio
el nimero de nucleasas caracterizadas y con implicacion en la degradacion de
acidos nucleicos, no esta totalmente definida cuales lo hacen durante la
senescencia y como (Sakamoto y Takami 2014). Tampoco son muchos los
genes identificados que codifican estas nucleasas. Como se ha comentado
anteriormente la nucleasa BFN1, del tipo S1, incrementa mucho su expresion

en hoja senescentes de Arabidopsis (Pérez-Amador et al. 2000).

Los experimentos de senescencia foliar en judia sugieren la utilizacion de los
ureidos como moléculas de transporte en otros procesos a parte del transporte
del nitrégeno fijado. En la senescencia natural los compuestos procedentes de
la degradacion se exportarian hacia otras partes de la planta impidiendo su
acumulacion. Sin embargo, los ureidos si se acumulan en aquellas hojas en las

que se indujo la senescencia por oscuridad, siendo mayor cuando las hojas se
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aislan de la planta. Se han utilizado hojas de plantas que no estaban en
condiciones de fijacion de nitrogeno para independizar la acumulacion de
ureidos del transporte de nitrégeno fijado en forma de estos compuestos. Por lo
tanto, es muy probable que los ureidos acumulados procedan de la oxidacion de
las purinas liberadas tras la degradacion de los &cidos nucleicos. A los ureidos
se les han asignado también un papel protector durante la senescencia
(Brychkova et al. 2008). Se ha descrito una acumulacion de ureidos en hojas de
Arabidopsis sometidas a senescencia inducida por oscuridad y se les ha
adjudicado un papel como moléculas antioxidantes (Brychkova et al. 2008). En
hojas y tallo de diferentes variedades de judia también se ha descrito una

acumulacion de ureidos en respuesta al estrés hidrico (Coleto et al. 2014).

Los cotiledones son otros 6rganos donde el proceso movilizacién de nutrientes
tiene una gran importancia fisiolégica. En cotiledones de judia hay gran
cantidad de proteinas de reserva, la 7-S globulina denominada faseolina que
representa un 50% del contenido total en proteina (Harada ef al. 2010). Aunque
el mecanismo que regula el metabolismo de la faseolina ain no esta
ampliamente descrito (Lopez-Pedrouso et al. 2014), la degradacion de las
proteinas de reserva proporciona una gran cantidad de nitrégeno para la
plantula. Los acidos nucleicos también podria ser una fuente de nutrientes
como fosforo, nitrogeno y nucledtidos que son altamente demandados por la
plantula, especialmente si los dacidos nucleicos son almacenados como
consecuencia de los procesos de endorreduplicacion (Rewers y Sliwinska
2012). En plantas los nucleotidos, nucledsidos y nucleobases son transportados
gracias a la existencia de transportadores de membrana (Mohlmann et al.
2010). El conocimiento sobre la movilizacion de los productos liberados de la
hidrolisis del ADN durante la senescencia de cotiledones es muy limitado. Se
ha descrito una fuerte induccion de nucleasas en cotiledones senescentes de

coliflor, con gran diversidad en masa molecular, pH Optimo y sustratos

176



Discusion

requeridos, lo que sugiere la participacion en la redistribucion de los nutrientes

(Lesniewicz et al. 2010).

En cotiledones de judia se ha observado el incremento de varias actividades
nucleasas de masas moleculares 32, 35 y 42 kDa durante la senescencia. Estas
proteinas tienen un pH Optimo neutro y son Ca®’/ Mg* -dependientes. Todas
estas nucleasas degradan ADNmc, y so6lo la nucleasa de 41 kDa digiere el ARN
y ADNbc. También se ha observado la induccion de dos ribonucleasas durante
la senescencia de cotiledones de tamafios 15 y 17 kDa. Con respecto a la
expresion, solo lo hacen los genes PVN4 y PVNS5 de la familia S1/P1. Por lo
tanto difiere del nimero de nucleasas inducidas. Como se ha discutido
anteriormente en frutos en desarrollo, el gen PVN5 podria codificar proteinas
de diferente masa molecular 32 y 35 kDa con distinto estado de maduracion
postraduccional. Por otro lado, también podrian tratarse de nucleasas
pertenecientes a otra familia. En cotiledones senescentes es el unico tejido
donde se ha observado expresion de PVN4 se detecta actividad de la nucleasa
de 41 KDa. Ademas sus caracteristicas cataliticas son diferentes a las del resto,

por lo que este gen podria ser el que codifica dicha proteina.

La induccion de las actividades nucleasas y la expresion de los miembros
S1/P1 en cotiledones senescentes muestran una posible relaciéon con los
procesos de movilizacion y reciclaje de los nutrientes de estos 6rganos. Esta
hipotesis se ha corroborado con los resultados en experimentos de
rejuvenecimiento de cotiledones mediante la decapitacion del epicotilo. Este
sistema ha retrasado distintos pardmetros relacionados con la senescencia de
cotiledones en soja (Ananieva et al. 2008) y calabacin (Jasid et al. 2009). En
cotiledones rejuvenecidos de judia también se observa una ralentizacion de la
movilizaciéon de las reservas. Paralelamente, se observd una menor induccion

de las actividades nucleasas acompafiado de un descenso del nivel de expresion
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de PVN4 y PVN5. El efecto opuesto se obtiene cuando se analizan plantulas
cultivadas con déficit de nitrato y fosfato. En este caso, las reservas se
movilizaron mas rapidamente y la induccién de la actividad, asi como la de la

expresion de las nucleasas fue mayor.

La implicacion de las nucleasas en MCP esta bien establecida aunque atn son
pocos los casos donde se correlaciona actividad con el gen que la codifica.
Tampoco se conoce si las mismas enzimas participan en todos los procesos en
los que se requiere degradacion del ADN o son enzimas distintas (Lesniewicz
et al. 2013). Algunos autores sugieren que la existencia de las diferentes
nucleasas esta relacionada con la accion en los diferentes estados de la MCP
(Sugiyama et al. 2000). La existencia de las diferentes nucleasas refleja la
complejidad del mecanismo que regula la degradaciéon el ADN durante la
muerte celular. Ademas la diversidad en las caracteristicas cataliticas de las
diferentes nucleasas de judia también se ha discutido en otros organismos
(Lesniewicz et al. 2013). Tradicionalmente a las nucleasas de la familia S1/P1
se les ha atribuido caracteristicas enzimaticas similares a las nucleasas tipo I
como ocurre en PVN1 o ZENI. Sin embargo, se ha demostrado que la
actividad de otros miembros de esta familia depende de la presencia de
diversos iones, requieren sustratos de diferente naturaleza y sus valores de pH
Optimo muestran un rango mas amplio (Lesniewicz et al. 2010; Lesniewicz et
al. 2013). La sobreexpresion de los genes ENDO ha aportado una informacion
importante (Lesniewicz et al. 2013). De los cinco genes de la familia
unicamente ENDO3 tenia las caracteristicas enzimaticas tipicas del grupo
nucleasas I, digiriendo preferentemente ADNmc a pH 4cido y en presencia de
Zn™". Este es el gen que presenta mayor similitud con PVN1. Las nucleasas
ENDO1 y ENDO4 tienen un pH Optimo neutro y su actividad enzimatica
requiere de Mn>" y Ca®>". Ademas ENDOI1 puede digerir ADNbc en presencia

2 ] oy L
de Mn”". La proteina ENDO 2 muestra unas caracteristicas enzimaticas muy
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peculiares. A pH neutro se activa fuertemente en presencia de Mn*" y Ca®",
mientras que a pH 4cido se activa en presencia simultanea de Zn*"y Ca®"y
puede digerir ADNbc (Lesniewicz et al. 2013). La nucleasa OmBBD, otra
enzima de la familia S1/P1, también requiere del ion Mn*" (You et al. 2010).
Haya que tener presente que la mayoria de las nucleasas identificadas muestran
una gran afinidad por 4cidos nucleicos de cadena simple, mientras que gran
parte del ADN es de doble cadena. Por tanto muy probablemente junto con
estas nucleasas participen otras nucleasas como las helicasas (Lesniewicz ef al.

2013).

De los cinco genes que constituyen la familia SI1/P1 en judia, cuatro de ellos
(PVNI, PVN2y PVN4 y PVN5) se han relacionado con diferentes procesos de
muerte celular, aunque solo se conoce la proteina que codifica PVNI. Futuros
estudios basados en la sobreexpresion de estos genes permitirdn conocer las
caracteristicas bioquimicas de las nucleasas que originan, donde actuan y por
tanto conocer mas acerca de su funcién. El gen PVN2 se ha sobrexpresado
como proteina heterdloga en E.coli. La proteina recombinante purificada no
presentd actividad aunque podria permitir el desarrollo de anticuerpos. Entre
las perspectivas futuras de este trabajo se encontrarian la puesta a punto de
otros sistemas de sobreexpresion que permitan ampliar el conocimiento de los
miembros de la familia de nucleasas S1/P1 en judia. El silenciamiento de estos
genes podria aportar mucha informacion acerca de su papel biologico. La
supresion del gen que codifica la ribonucleasa LX en tomate, provoca el retraso
en la senescencia y la abscision de la hoja, lo que implica que debe estar

altamente involucrada en este proceso (Lers et al. 2006).
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CONCLUSIONES:

1. En ejes en desarrollo de judia se induce una proteina con actividad
nucleasa tras la emergencia radicular. Esta actividad es mayoritaria y
cataliza la degradacion de ADNmc y ARN. Esta proteina tiene una

masa molecular de 37 kDa y es una endonucleasa Zn**-dependiente.

2. La nucleasa mayoritaria de ejes esta codificada por el gen PVNI que
pertenece a la familia de las nucleasas S1/P1. Esta familia en judia esta

formada por cinco genes.

3. El incremento en la concentracion de ureidos en plantulas de judia

podria ser consecuencia de la actividad de PVNI.

4. La expresion y actividad de PNV1 se regula por el estado nutricional
de las plantulas de judia durante la germinacién y el desarrollo
postgerminativo, mientras que no se afecta por otras condiciones

ambientales.

5. La expresion y actividad de PNV se relaciona con tejidos con alta tasa

de crecimiento como ejes, flores, flores pequefios y semillas.

6. Los genes PVN2y PVNS5 estan implicados en la degradacion de acidos
nucleicos durante la senescencia de hojas. Los ureidos participan en la

movilizacion de nutrientes desde las hojas.

7. Los genes PVN4 y PVN5 estan implicados en la degradacion de 4cidos
nucleicos durante la senescencia de cotiledones y su expresion esta

regulada por la de movilizacion de nutrientes de los cotiledones.
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