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Resumen

La alantoina es un metabolito derivado de la degradacién de las purinas, que se acumula
en Arabidopsis thaliana en condiciones de estrés abiético. Numerosos autores han relacionado
este hecho con la tolerancia al estrés. Puesto que se conoce que diferentes tipos de estrés
abiotico conducen al aumento de los niveles de especies activas del oxigeno (EAO), situacién
conocida como estrés oxidativo; se propuso que la acumulacion de alantoina podria estar
relacionada con la tolerancia a dicho estrés. En este trabajo mutantes alantoinasa knockout (aln-
1) que acumulan alantoina en forma constitutiva, presentaron signos de mayor tolerancia al
estrés oxidativo inducido por H2O2; sin embargo, no presentaron diferencias respecto al
genotipo silvestre al ser tratados con alta intensidad luminica, metilviolégeno o aminotriazol.

También se ha propuesto que el transporte a larga distancia de alantoina, mediante el
transportador Ureido Permeasa 5 (AtUPS5), podria estar implicado en la tolerancia al estrés.
Por ello, se estudi6 la relacion de la translocacion de alantoina con la regulacion de las EAO
enddgenas, en lineas WT y ups5. Luego de 3 horas de tratamiento con alantoina exogena, las
plantas ups5 mostraron una disminucion en sus niveles de O, foliares. Sin embargo, luego de
24 horas de tratamiento, ambos genotipos presentaron un aumento en los niveles de O™y H2O3,
lo que sugiere la implicancia de otros transportadores en la translocacion de alantoina y
modulacion de las EAO en parte aérea. Se discuten las posibles relaciones de este hecho, con
las respuestas de tolerancia al estrés abiotico de plantas que acumulan alantoina o tratadas con

alantoina exdgena descriptas.

Palabras clave: alantoina, especies activas del oxigeno, estrés oxidativo, transporte a larga

distancia, permeasas de ureidos, Arabidopsis thaliana L.
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Abreviaturas

ABA &cido abscisico

ALN alantoinasa

AT Aminotriazol

DAB Diaminobencidina

EAO Especie activa del oxigeno

JA écido jasmonico

MV Metilviol6geno

MDA Malondialdehido

MES acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico
NBT cloruro de nitroblue tetrazolium
PF Peso fresco

PS Peso seco

RE Reticulo Endoplasmatico

UPS Permeasa de Ureidos

WT wildtype, genotipo silvestre

®PSII Eficiencia cuantica del fotosistema 11
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Introduccion

Las condiciones de crecimiento desfavorables causan alteraciones en la homeostasis
vegetal, 1o que se conoce como estrés. Esto puede deberse a factores abioticos, como la
disponibilidad de agua y nutrientes, insolacion, temperatura, salinidad y contaminacién del
suelo; o bidticos, como la herbivoria y el ataque por agentes patdgenos como virus, bacterias y
hongos.

Las plantas, al ser sésiles, han desarrollado diversos mecanismos que les permiten
resistir, escapar o tolerar al estrés (Rao, 2006). La resistencia es el conjunto de mecanismos
que evitan el desvio de las condiciones dptimas de desarrollo, como por ejemplo el
engrosamiento de la cuticula o las diferentes anatomias foliares. Las plantas también poseen
mecanismos de escape, como la adecuacién de sus ciclos bioldgicos a fin de pasar la etapa
desfavorable en forma de semilla. Por ultimo, la tolerancia al estrés se define como aquellos
mecanismos moleculares que llevan a la adecuacién fisioldgica del organismo al nuevo estado
ambiental (Taiz y Zeiger, 2006). Estos procesos involucran cambios metabolicos, en la
expresion génica y en el balance hormonal que implican ajustes en los procesos de desarrollo
(Rao, 2006). Se ha observado que distintos tipos de estrés promueven respuestas fisioldgicas
comunes, como por ejemplo, regulacion de los niveles hormonales, disminucion de la
eficiencia fotosintética, alteraciones en la sintesis proteica y modificaciones en la biosintesis
de osmoprotectores, factores de transcripcion, y secuestradores de especies activas del oxigeno
(EAO) (Rao, 2006).

Tradicionalmente las EAO, tales como el oxigeno singulete (*0,), el idn superoxido
(027), el perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH"), fueron descriptas como un
producto toxico del metabolismo aerdbico (Mittler, 2002). También, se conoce que las plantas
que se encuentran en condiciones de alta intensidad luminica, sufren una alteracién en el
transporte electrénico que genera EAO, lo que se ha denominado estrés fotooxidativo (Reddy
y Raghavendra, 2006). Las condiciones de irradiacion y temperatura no Optimas, son
consideradas como los factores de estrés abidtico mas limitantes en el desarrollo y rendimiento
de los cultivares (Foyer, 2002). Ademas, otras condiciones ambientales tales como sequia,
salinidad, temperatura, presencia de metales pesados, radiacion UV, déficit nutricional y
polucion ambiental promueven un desbalance entre la generacion y la eliminacion de las EAO
(Reddy y Raghavendra, 2006).
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Las plantas han desarrollado diversos mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo
que principalmente pueden clasificarse en dos sistemas: enzimatico y no enzimatico. Dentro
del primero encontramos la Superdxido Dismutasa (SOD), Ascorbato Peroxidasa (APX),
Catalasa (CAT), Monodehydroascorbato Reductasa (MDAR), Dehydroascorbato Reductasa
(DHAR), Glutation Peroxidasa (GPX) y Glutation Reductasa (GR) (Foyer, 2002). Por otro
lado, existen metabolitos cuyas concentraciones se elevan en condiciones de estrés oxidativo.
El &cido Ascorbico (AsA), ha sido reportado como un potente agente antioxidante mediante el
secuestro directo de 'Oz, O~ y OH" (Padh, 1990) y sus niveles en hoja estan fuertemente
correlacionados con la intensidad luminica (Reddy y Raghavendra, 2006). Por otro lado, el
Glutation (GSH) es un tripéptido soluble cuyos niveles también estan correlacionados con la
tolerancia al estrés, mediante una serie de reacciones de Oxido-reduccién conocidas bajo el
nombre “Ciclo del Ascorbato-Glutation”. Este ciclo tiene un rol central en el secuestro de H2O»
(Reddy y Raghavendra, 2006).

A pesar de que se ha observado que una elevada tasa de produccion de EAO es dafiina
para los tejidos de la planta, en los Gltimos afios se ha visto que éstas estan involucradas en la
sefializacion y control de procesos como la muerte celular programada, aclimatacion y
tolerancia al estrés abidtico y defensa ante patdgenos (Mittler, 2002). La intensidad, duracién
y localizacion de la sefializacion mediada por EAO esta determinada por el balance entre
procesos de produccion y secuestro de estas moléculas (Mittler y Cols., 2004). Particularmente,
se ha descripto que las EAO estan implicadas en la sefializacion por acido Abscisico (ABA,
Kwak y Cols., 2003), conocida como “la hormona del estrés”, debido a su rol protector en las
respuestas al estrés salino, sequia y por bajas temperaturas (Taiz y Zeiger, 2006).

Entre los metabolitos nitrogenados, cuya sintesis y degradacion se encuentra alterada
bajo situaciones de estrés, particularmente salino y osmético, en los Gltimos afios ha merecido
especial atencidon la alantoina (Shestopalov y Cols., 2006). La alantoina, es un ureido generado
en la via de degradacion de las purinas (Figura 1). Inicialmente, fue sugerido que la alantoina
podria actuar como un intermediario en el reciclado del Nitr6geno desde tejidos fuente, como
las hojas senescentes, a 6rganos destino, como flores y semillas (Werner y White, 2011).
Luego, se observé que las leguminosas tropicales sintetizan purinas de novo durante el proceso
de Fijacion Biologica del Nitrogeno y utilizan los ureidos alantoina y &cido alantoico para el
transporte de nitrogeno orgéanico de la raiz a la parte aérea de la planta (Schubert, 1986). Debido
a la importancia de los ureidos en el transporte del Nitrégeno fijado, su metabolismo ha sido
estudiado casi exclusivamente en leguminosas. Sin embargo, a partir de estudios recientes se

ha descubierto que los componentes moleculares para la sintesis y transporte de ureidos estan
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en Arabidopsis thaliana.

presentes en plantas que normalmente transportan amidas, como la planta modelo Arabidopsis

thaliana L. (Desimone y Cols., 2002).
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Numerosos trabajos han descripto que distintas condiciones de estrés abiotico
promueven la acumulacion de alantoina en Arabidopsis, como la oscuridad prolongada
(Brychkovay Cols., 2008), estrés osmético (Watanabe y Cols., 2014), estrés por contaminacion
con metales pesados (Nourimand y Cols., 2016), sequia (Irani y Todd, 2016) y alta intensidad
luminica (Irani y Cols., 2017).

Particularmente, Lescano y Cols. (2016) describieron que los genes involucrados en la
biosintesis de alantoina (AtUOX y AtAS) son inducidos, mientras que el gen que codifica la

enzima que cataliza su degradacion (AtALN) es reprimido en las raices de plantas bajo
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tratamiento salino. Mediante la utilizacién de plantas transgénicas (aln-1 knockout y
pRD29A:ALN/aln-2), se sugirié que la alantoina presenta un importante rol en la tolerancia a
dicho estrés. Bajo tratamiento salino, las plantas que acumulan alantoina constitutivamente
(aln-1) presentaron un mejor crecimiento vegetativo y menor pérdida de clorofilas respecto al
genotipo silvestre, mientras que la linea transgénica pRD29A:ALN/aln-2, que sobreexpresa la
enzima alantoinasa en condiciones de estrés, presentd un fenotipo sensible (Lescano y Cols.,
2006). Por otro lado, Irani y Cols., 2017 describieron que en plantas enteras, bajo condiciones
de alta intensidad luminica, la alantoina se acumula debido principalmente a un aumento
transcripcional de AtUOX.

Existen varias hipdtesis sobre codmo la alantoina promoveria tolerancia a condiciones
de estrés. Por un lado, podria ejercer proteccion oxidativa mediante el secuestro directo de
EAO. Gus’kov y Cols. (2002) observaron un efecto protector directo de la alantoina sobre
mutaciones del DNA inducidas por H202, en Escherichia coli. Ademas, calculos
termodinamicos proveen fundamentacién tedrica que sugieren que la alantoina podria ser un
potente antioxidante (Gus’kov y Cols., 2002). Brychkova y Cols. (2008) observaron que plantas
mutantes en AtXDH, la primer enzima en la via de degradacion de las purinas (Figura 1),
presentan elevados niveles de H202, los cuales disminuyen mediante la aplicacién exdgena de
alantoina o alantoato, lo que podria sugerir secuestro directo de EAO (Brychkova y Cols.,
2008).

Por otro lado, se ha vinculado a la alantoina con la sefializacion de respuestas de
tolerancia al estrés. Al respecto, se ha propuesto que la alantoina podria conferir resistencia al
estrés oxidativo mediante el ajuste de los niveles hormonales. Watanabe y Cols. (2014)
observaron que la acumulacion de alantoina en mutantes aln esta fuertemente ligada al aumento
de la transcripciéon de AtNCED3, enzima clave en la biosintesis de ABA, y su activacion post-
transcripcional mediante la formacion del complejo AtBG1ul, que cataliza la hidrolisis de ABA
conjugado y liberacion de ABA libre. También se ha descripto que la alantoina modula la
expresion de AtMYC2, un factor de transcripcion que activa la expresion de genes de
metabolismo, respuesta y sefializacion por acido Jasmonico (JA) (Takagi y Cols., 2016). Sin
embargo, mutantes deficientes en ABA suprimen el efecto de la alantoina, lo que sugiere que
la misma podria sefalizar las vias de JA mediante el aumento en los niveles de ABA ya
descriptos (Takagi y Cols., 2016).

Otros estudios sugieren que la acumulacién de alantoina favoreceria la tolerancia al
estrés abidtico mediante la reduccién del dafio oxidativo, por induccién de las enzimas

antioxidantes AtSOD y AtAPX, especialmente en mutantes aln-3 knockout de Arabidopsis
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(Nourimand y Cols, 2016). Esta hipotesis seria consistente con la anterior, ya que se conoce
que el ABA activa el sistema antioxidante (Mittler y Blumwald, 2015). Estos datos sugieren
que la alantoina podria sefializar un aumento de la actividad antioxidante, a través de la
activacion de la sintesis y desconjugacién de ABA. Otro estudio reciente reporté aumento de
expresion de genes de enzimas antioxidantes AtAPX, AtCAT, y AtSOD en plantulas sometidas
a estrés salino que se incrementa aun mas cuando el medio de crecimiento también es
suplementado con alantoina (Irani y Todd, 2016). Estos resultados constituyen evidencias que
indican que es probable que la alantoina actie como una molécula sefial, m&s que como un
antioxidante clésico.

En la Catedra de Fisiologia Vegetal se ha estudiado el transporte de alantoina en
Arabidopsis desde hace varios afios. En su Tesis Doctoral, Lescano (2017) observé que en
condiciones de estrés salino, las concentraciones de alantoina en la parte aérea duplican a las
de laraiz, sugiriendo que la alantoina se transporta desde la raiz a la parte aérea. Vale destacar
que las primeras permeasas de ureidos (Proteinas UPS) de plantas fueron descriptas en
Arabidopsis (Desimone y Cols., 2002). Entre ellas, AtUPS5 seria un candidato para el
transporte de alantoina desde la raiz a la parte aérea, ya que posee alta afinidad por la misma 'y
se expresa en el cortex y endodermis de la raiz (Schmidt y Cols., 2006). Ademas, la expresion
de AtUPS5 aumenta considerablemente en la zona terminal de la raiz primaria bajo estas
condiciones de estrés. Esto podria tener relevancia fisioldgica, ya que el apice de la raiz se ha
reportado como un sitio importante para la biosintesis de ABA en respuesta al estrés (Dinneny
y Cols., 2008). Lescano (2017) estudidé también la localizacion subcelular de dos variantes de
corte y empalme (splicing) de los transcriptos de AtUPS5: AtUP5s (por corto o short) y
AtUPS5L (por largo o long). Para ello, expresdé AtUPSL y AtUPS5s fusionadas a las proteinas
fluorescentes verde y roja, respectivamente, bajo el control del promotor constitutivo pUBI10
en lineas ups5. La funcionalidad de estas construcciones fue determinada mediante
experimentos en los que estas lineas crecieron con alantoina como Unica fuente de nitrégeno.
Con estas herramientas se determin0 la localizacion subcelular de ambas variantes en el reticulo
endoplasmatico, mientras que UPS5L también se encontr6 en la red trans-Golgi. Estos
resultados sugieren que estas variantes de splicing de AtUPS5 estarian involucradas en la

removilizacion y compartimentalizacion subcelular de la alantoina.
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De acuerdo a los antecedentes expuestos, se plantea la siguiente hipdtesis de trabajo:
“La alantoina es una molécula que confiere tolerancia al estrés abiotico por regulacion del nivel
de EAO en la parte aérea”. En relacion a ello se plantearon los siguientes objetivos:
1. Determinar si la acumulacion de alantoina esta relacionada con la tolerancia al estrés
oxidativo en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
a. Cuantificar el contenido de alantoina en plantas salvajes (WT), knockout (aln-
1) y sobreexpresantes de la enzima alantoinasa (pUBI10:ALN/WT) en
condiciones normales de desarrollo.
b. Poner a punto condiciones de induccidn de estrés oxidativo y deteccion de sus
sintomas.
c. Evaluar la respuesta de plantas WT, aln-1 y pUBI10:ALN/WT a condiciones

de estrés oxidativo.

2. Conocer si el transporte de alantoina desde la raiz a la parte aérea esta vinculado con la
regulacion de los niveles de EAO.
a. Caracterizar el transporte de alantoina desde la raiz a la parte aérea en plantas
WT y mutantes ups5, mediante su aplicacion en forma exdgena.
b. Cuantificar la produccion de EAO en parte aérea en plantas tratadas con

alantoina exogena.
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Materiales y métodos

Material vegetal:
Semillas, plantulas y plantas adultas de Arabidopsis thaliana L. (ecotipo Col-0) de
diferentes genotipos:

e Plantas WT o tipo silvestre, obtenidas desde el Arabidopsis Resourse Center
(ARBC, Universidad del Estado de Ohio).

e Lineas de insercion de T-DNA: en AtALN (aln-1, Salk 146783) y en AtUPS5
(ups5.1, Salk _044810); obtenidas desde el Arabidopsis Resourse Center (ARBC,
Universidad del Estado de Ohio) y confirmadas por PCR y RT-PCR por Lescano y
Cols., (2016).

e Lineas pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5.1 y pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5.1:
Lineas que expresan dos variantes de splicing de UPS5, UPS5L (forma larga) y UPS5s
(forma corta), en las que se fusionaron las proteinas fluorescentes verde y roja,
respectivamente, a sus loop centrales. Estas construcciones se expresaron bajo el
control del protomor constitutivo pUBI10, en un background ups5.1l. Mediante
experimentos en los que se utilizd alantoina como Unica fuente de nitrogeno, se

determind que estas lineas revierten el fenotipo de plantas ups5 (Lescano, 2017).

e Lineas sobreexpresantes de alantoinasa pUBI10:ALN/WT, desarrolladas por
Lescano (2017). La sobreexpresion de la enzima fue confirmada por ensayos de RT-
PCR (Lescano, 2017).

Condiciones de crecimiento:

° Sistema de crecimiento en tierra:vermiculita (1:1):

Se sembraron superficialmente semillas de Arabidopsis en tierra-vermiculita en partes
iguales (1:1 v/v) y se estratificaron en oscuridad durante 48-72 horas a 4°C. El objetivo de este
paso es homogeneizar los tiempos de germinacion de las semillas. Posteriormente, las bandejas
fueron transferidas a una camara de cultivo con condiciones de crecimiento controladas: 80
ME/m2s PAR de intensidad luminica, 22°C, fotoperiodo 16:8 y 80% de HRA (Figura 2, a),

siendo regadas con 150 ml de agua potable cada 3 dias.
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Figura 2: Sistema de crecimiento en tierra:vermiculita (1:1).

° Sistema de crecimiento en placas verticales:

Para la siembra en placas de Petri con medio MS 0,5 X (Agar 1%) las semillas fueron
esterilizadas. Para ello se colocaron en tubos eppendorf de 1 ml, con solucion de lavado (Triton
X-100 0,05%, etanol 70%), fueron mezcladas con vortex y se dejaron reposar por 10 minutos.
Se descartd la solucion y se agrego 1 ml de etanol 96% a los tubos. El contenido de los tubos
fue mezclado con vortex, y los tubos se dejaron reposar por 5 minutos. Se descarto el
sobrenadante y el lavado de las semillas con etanol 96% fue repetido nuevamente. Luego las
semillas fueron colocadas en papel de filtro estéril en cdmara de flujo laminar para su secado.

La siembra se realizé en la camara de flujo laminar utilizando palillos estériles y las
placas fueron selladas. La estratificacion fue realizada de la manera ya descripta.
Posteriormente, las placas fueron transferidas a la cAmara de cultivo y colocadas en forma
vertical (Figura 3) bajo las condiciones de temperatura, fotoperiodo e intensidad luminica
descriptas anteriormente.

Figura 3: Sistema de crecimiento en placas verticales.
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Tratamiento con agentes prooxidantes.

A las 3 semanas de crecimiento en tierra:vermiculita, hojas entre la tercera y quinta de
la roseta fueron aisladas y e incubadas con buffer MES 3 mM, de acuerdo a lo realizado por
Woo y Cols. (2004), con el agregado de metilviolégeno (MV), H202 o aminotriazol (AT)
(Figura 4), por un periodo maximo de 24 horas. Para calibrar la concentracion de MV a utilizar,
se realizaron curvas de dosis respuesta. La seleccidn de la concentracion de H2O; y AT se baso
en la bibliografia existente (Brychkova y Cols., 2008; May y Leaver, 1993). Para calibrar la
intensidad luminica a utilizar durante los experimentos, se comparé la eficiencia cuantica del
fotosistema Il (®PSII) de hojas incubadas en buffer MES 3mM a 80 y 200 pE/mzs PAR.

¢ N 7
{ N
2 S o — - o
= be =5 |
i = e i
t -

Figura 4: Hojas aisladas incubadas con agente prooxidante.

Cuantificacion de ureidos, clorofilas totales y malondialdehido.

Para determinar la concentracion de ureidos, las muestras fueron hervidas en agua
destilada durante 20 minutos, centrifugadas por 5 minutos a 14.000 RPM. Los sobrenadantes
fueron rescatados y de cada uno se separaron tres extractos (A, B y C). En primer lugar, se
realizé una hidrolisis basica en los tubos C con Na(OH) 0,5 N a 100°C durante 8 minutos y,
posteriormente, una hidrolisis acida con HCI (0,15 N para los tubos B y 0,65N para los tubos
C) a 100°C durante 4 minutos. Luego, todos los tubos fueron enfriados en bafio de hielo, y se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente con buffer KsPO, y fenilhidrazina. Por
altimo, se realizé una incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente con HCI y
Ks[Fe(CN)e] e inmediatamente se midi6 la absorbancia a 520 nm. Se determinaron las
absorbancias absolutas descontando los valores de los diferentes tubos: As20B-As20A para acido
alantoico y As0C-As20B para alantoina, de acuerdo al protocolo propuesto por Vogels y Van
der Drift (1970) y modificado por Lescano y Cols. (2016).
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Para cuantificar el contenido de clorofilas, las muestras fueron colocadas en etanol
80%, decoloradas a 80°C durante 20 minutos y centrifugadas a 14.000 RPM durante 5 minutos.
Se leyo la densidad dptica de los sobrenadantes a 654 nm siguiendo el protocolo de Wintermans
y de De Mots (1965).

Posteriormente, 500 upl del extracto etandlico fueron incubados con 500 ul acido
Tricloroacético (TCA) 20% vy acido Tiobarbitarico (TBA) 0,5% a 80°C por 20 minutos,
enfriados en hielo y centrifugados a 14.000 RPM. Se determinaron las densidades épticas a
532 y 600 nm de los sobrenadantes y se estimo el contenido de malondialdehido de acuerdo al

protocolo propuesto por Heath y Packer (1968).

Medicion de la eficiencia cuantica del fotosistema 11 (®PSII):
Se utilizd6 un medidor de pulso modulado FMS2 (Hansatech Instruments, Pentney

King's Lynn, Gran Bretafia).

Determinacion de los niveles de EAO.

Se determiné el nivel de O,™ mediante tincion con cloruro de nitroblue tetrazolium
(NBT) de acuerdo al protocolo propuesto por Jabs y Cols. (1996). Las muestras fueron lavadas
y colocadas en NBT 0,01 %. Posteriormente, se infiltraron realizando vacio durante 2°30”"
cortando cada 15" y fueron incubadas a 28°C durante una hora.

La determinacion del nivel de H20. se realizd6 mediante incubacion con
diaminobencidina (DAB) 1mg/ml durante 24 horas a temperatura ambiente de acuerdo a lo
propuesto por Brychkova y Cols., (2008).

Luego de la incubacion, se extrajeron las clorofilas de las muestras con etanol 70%
durante 5 minutos a 80 °C. Tanto el NBT como el DAB, al reaccionar con O2”y H0g,
respectivamente, forman un precipitado coloreado en el lugar donde se producen estas EAQ.
Por lo tanto, las tinciones fueron visualizadas con lupa, se obtuvieron imagenes que se
analizaron utilizando el software ImageJ (Schindelin y Cols., 2012) y se estimaron los niveles

de ambas EAO mediante la cuantificacion de la intensidad de color.

Determinacion del peso de las muestras:

Para determinar el peso fresco, las muestras fueron secadas con papel absorbente y
pesadas utilizando balanza de precision (error de £ 1mg). Para determinar el peso seco, las
muestras fueron secadas en estufa a 65°C por al menos 16 horas y posteriormente pesadas con

balanza de precision (error de = 1mg).
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2013):

en Arabidopsis thaliana.

Tratamiento de los datos y analisis estadistico:

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software Infostat (Di Rienzo y Cols.,

Para los experimentos que involucraron determinaciones del contenido de
clorofilas y MDA, cada réplica fue constituida por 4 hojas y se realizaron 4
réplicas por tratamiento. Los valores obtenidos fueron relativizados al PS de la
réplica; o en los casos en se encontrd una disminucion de este parametro en
respuesta al tratamiento, los valores absolutos fueron relativizados al nimero de
hojas de la réplica. Para su analisis se utilizO estadistica descriptiva (Test
Duncan o DGC con p-valor<0,05).

Para los experimentos que requirieron estimacion de la ®PSII, cada hoja
constituyd una réplica, utilizandose 8 réplicas por tratamiento. En estos casos,
debido a que los datos no cumplieron los supuestos de la estadistica descriptiva,
debid utilizarse el Test Kruskall Wallis (p-valor<0,05).

En los experimentos en los que se estudié la translocacion de alantoina y se
determind su contenido en parte aérea, se realizaron 4 réplicas estando cada una
constituida por aproximadamente 20 mg de PF de material vegetal. Los valores
absolutos fueron relativizados al PF de la réplica. Se utiliz6 el Test DGC, con
p-valor<0,05.

En los experimentos en los que se realizd una estimacién semicuantitativa de
los niveles de EAO mediante analisis de imagenes, cada hoja constituyé una
réplica, teniendo 20 réplicas por cada tratamiento. Se utilizé el Test Duncan,
con p-valor<0,05.

Los gréaficos se confeccionaron con SigmaPlot (Systat Software Inc., San José, CA, Estados

Unidos).
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Resultados

1. Respuesta de plantas WT vy aln-1 a condiciones inductoras de estrés oxidativo.

Los mutantes aln-1 acumulan alantoina en forma constitutiva.

Para conocer si la acumulacién de alantoina endégena promueve la tolerancia al estrés
oxidativo, se utilizaron lineas transgénicas que presentan distintos niveles de expresion de la
enzima alantoinasa (AtALN) (Lescano, 2017). En una primera etapa se analizo el contenido de

ureidos de plantas de 3 semanas de edad crecidas en tierra-vermiculita (Figura 5).

25
Figura 5: Contenido de ureidos en

. Alantoina WT, aln-1y pUBI10:ALN/WT. El
20 - =1 Alantoato asterisco indica diferencias
— e significativas con p<0,001 (Test

Duncan, n=5).

15 4

10 A

Z' L.

WT alre-1 PUBH O ALNAWT

Ureidos (umolesimg)

Genotipo

Los resultados indicaron que, las plantas aln-1 acumulan alantoina en forma
constitutiva en condiciones control, en concordancia con la expresion nula de AtALN en estas
lineas (Lescano y Cols., (2016). Por ello, esta linea fue seleccionada para los experimentos
subsiguientes.

En la linea pUBI10:ALN/WT la secuencia codificante para la enzima alantoinasa se
expresa bajo el control del promotor constitutivo pUBI10. Ya que se ha observado que en estas
plantas la expresion de AtALN es mayor que en el genotipo silvestre (Lescano, 2017), se
esperaria entonces un menor contenido de alantoina en plantas pUBI10:ALN/WT que en WT.
Sin embargo, el contenido de alantoina de la linea silvestre y pUBI10:ALN/WT resulto similar
(Figura 5). Estos datos sugieren que en las condiciones analizadas AtALN se encontraria activa

en plantas WT, o0 que existiria una retroalimentacion negativa en pUBI10:ALN/WT. Esto
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altimo implica que, a pesar de que la sobreexpresion de AtALN resulte en una mayor
degradacion de alantoina, este proceso podria activar la via de sintesis de la misma. Dado que
las plantas pUBI10:ALN/WT no presentaron diferencias claras respecto a las WT en el

contenido de alantoina, no fueron utilizadas para los siguientes experimentos.

Evolucién de parametros oxidativos de plantas WT y aln-1 en condiciones control.

Las condiciones experimentales a las que son sometidas las plantas, muchas veces, son
estresantes. Se conoce que cuando se produce una herida, como el corte de la hoja, se producen
EAO, incluyendo Oz~ y H.O2 (Minibayeva y Cols., 2009). Por otro lado, se ha citado que la
luz es una de las principales causas ambientales de induccidn de estrés oxidativo en plantas
(Reddy y Raghavendra, 2006). Las EAQ inician la degradacion de la clorofila (Rentel y Cols.,
2004); siendo éste uno de los sintomas de estrés oxidativo y envejecimiento foliar. Para
determinar el dafio en el aparato fotosintético, se han utilizado técnicas que miden la proporcion
de la energia luminica que la hoja es capaz de utilizar para reacciones fotoquimicas, como el
parametro eficiencia cuantica del fotosistema Il (®PSII) (Kurepay Cols., 1998). Por otro lado,
historicamente se ha estudiado al malondialdehido (MDA) como un parametro de estrés
oxidativo; ya que constituye un metabolito secundario que se produce como consecuencia de
la peroxidacion de &cidos grasos de membrana, y cuya concentracién aumenta en dichas
situaciones de estrés (Weber y Cols, 2004).

Por ello, se decidio evaluar el contenido de clorofilas y MDA de hojas aisladas WT y
aln-1 incubadas en buffer MES 3 mM por 24 horas (Figura 6, a y b). Paralelamente, para
evaluar el efecto de la luz continua sobre el aparato fotosintético y determinar la intensidad
luminica a utilizar en los experimentos, se midié la ®PSII de hojas aisladas bajo 80 (condicion
control) y 200 pE/m2s PAR por 24 horas (Figura 6, c).

Los resultados mostraron que el aislamiento de la hoja produce degradacién de
clorofilas y aumento del MDA a las 24 horas, lo que indica que las hojas de ambos genotipos
sufren estrés bajo esta condicion experimental (Figura 6, a y b). Por esta razon, no se realizaron
tratamientos con duraciones mayores a 24 horas.

Por otro lado, la ®PSII en ambos genotipos, bajo la condicion control, se mantiene
constante dentro de las 24 horas de ser aisladas (Figura 6, ¢). Cuando las hojas son expuestas a
200 pnE/mzs PAR, la ®PSII disminuye notoriamente (Figura 6, c); de acuerdo con el conocido

efecto de la alta intensidad luminica como agente inductor de estrés oxidativo (Reddy y
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Raghavendra, 2006). Por ello, se decidi6 experimentar con las plantas manteniendo las mismas

condiciones luminicas en que crecieron, es decir, a 80 uE/m2s PAR.

Bajo estas condiciones, los mutantes aln-1 mostraron niveles menores de clorofila

iniciales y mayores de MDA a las 24 horas que las plantas WT (Figura 6, a y b). Sin embargo,

en proporcion, a las 24 horas de ser aisladas, las hojas WT mostraron una mayor degradacion

de clorofilas que las aln-1 (Figura 6, a).
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Figura 6: Parametros oxidativos en condiciones control en WT y aln-1. a) contenido de
clorofilas totales y b) MDA en hojas WT y aln-1 bajo condiciones control, a las 24 horas de ser
aisladas; y c) efecto sobre la Eficiencia cuantica del PSII (OPSII) de la exposicion a luz continua
de 80 (control) y 200 uE/mzs PAR, a lo largo del tiempo. Letras mindsculas indican diferencias
significativas a diferentes tiempos para el mismo genotipo. Letras mayusculas indican diferencias
significativas entre genotipos comparados en el mismo tiempo (Test DGC, n=4, para los graficos
a) y b); y Test Kruskall Wallis para el grafico c), p-valor<0,05).
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Por otro lado, no se encontraron diferencias entre los genotipos al ser expuestos a 80 o
200 pE/m2s PAR de intensidad luminica (Figura 6, c). En conjunto, estos resultados no aportan
evidencias claras respecto a que la acumulacién de alantoina, en los mutantes aln-1, promueva

la tolerancia al estrés por corte y a la alta intensidad luminica.

Evolucién de pardmetros oxidativos de plantas WT y aln-1 en respuesta al MV.

El MV es un herbicida que ha sido ampliamente utilizado para inducir estrés oxidativo,
ya que toma electrones del fotosistema | y los transfiere al O2 molecular, generando i6n
superdxido (O27) (Taiz y Zeiger, 2006). Se propuso utilizarlo en el presente trabajo a fin de
inducir estrés oxidativo en plantas WT y aln-1 y comparar sus respuestas. Para determinar la
concentracion de MV a utilizar en los experimentos, se evalud la respuesta de plantas WT a
distintas concentraciones (Figura 7).

Se conoce que el i6n Oz posee una vida media in vivo muy corta (2-4 us), siendo
rapidamente dismutado a H20. (Vranova y Cols., 2002). Por ello, un aumento en las
concentraciones de MDA en los tejidos de la hoja tratada con MV, indicaria un dafio en las
membranas celulares lipidicas debido al aumento en dichas EAO. Sin embargo, a diferencia de
lo esperado, el contenido de MDA disminuyd con respecto al control, en la mayoria de las
concentraciones utilizadas (Figura 7, a). Al respecto, se ha informado que bajo distintas
condiciones de estrés los niveles totales de MDA (libre o conjugado) no se modifican
demasiado; sin embargo, bajo tratamiento con Diquat y mediante una técnica mejorada de
Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), que permite estimar los niveles de MDA libre,
se detectd un aumento de este metabolito (Weber y Cols., 2004). Esto sugiere la ineficiencia
de la técnica disponible para la cuantificacion del MDA libre bajo tratamientos con herbicidas
derivados del amonio, como el Diquat o el MV. Por lo antes expuesto, se desestimo a este
parametro como un buen indicador de estrés oxidativo inducido por MV, con las técnicas y

condiciones experimentales que se disponen.
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Figura 7: Calibracion de los tratamientos con MV en plantas WT. Determinacion del a) contenido
de MDA, peso seco y b) eficiencia cuantica del PSII (®PSII), de hojas aisladas bajo tratamiento con
concentraciones crecientes de MV durante 7 horas. Letras diferentes indican diferencias significativas
con p-valor<0,05 (Test Kruskall Wallis, n=4, p-valor<0,05).

Por otro lado, se detect6 un efecto negativo del MV, incluso en la menor concentracion
utilizada (5 uM), sobre la evolucion del peso seco y la ®PSII (Figura 7). Por ello, se selecciond
esta concentracion para los experimentos. Dado que se observé que a las 7 horas de tratamiento
con MV 5 uM la ®PSI| era casi nula, aunque no se observaron diferencias macroscopicas, las
hojas control y las tratadas con MV 5 uM fueron transferidas a una camara de luz continua de
igual intensidad y se determiné el contenido de clorofilas totales a las 24 horas. No se

observaron diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 8); por lo cual también se
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desestimo al contenido de clorofilas como un buen indicador del estrés oxidativo inducido por
MV.
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Figura 8: Niveles de clorofilas totales en
hojas aisladas tratadas con MV 5 uM por 24
horas (Test DGC, n=4, p-valor<0,05).
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La ®PSII resultd ser un parametro sensible al tratamiento con MV (Figura 7, b). Una
hoja en condiciones normales posee una ®PSII de aproximadamente 0,81. Por debajo de 0,75
se considera que la hoja se encuentra estresada y por debajo de 0,5 el dafio en el aparato
fotosintético es irreversible (Bjorkman and Demmig, 1987). Por ello, para conocer si la
acumulacion de alantoina en los mutantes aln-1 modula la evolucion del estrés oxidativo,
inducido por MV, se determiné la ®PSII de hojas WT y aln-1 tratadas con MV 5 uM (Figura
9).

Los resultados indican que no hay una respuesta diferencial de los genotipos frente al
tratamiento con MV 5uM, lo que sugiere que, a diferencia de lo esperado, la acumulacion
constitutiva de alantoina en los mutantes aln-1 no promueve tolerancia al estrés oxidativo

inducido por MV, al menos en estas condiciones experimentales.
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Figura 9: Efecto sobre la Eficiencia cuantica del PS1I (®PSII) del tratamiento con MV 5 pM
en WT y aln-1 a lo largo del tiempo. Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos al mismo tiempo. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre diferentes tiempos para el mismo tratamiento (Test Kruskall Wallis, p-
valor<0,05).

Evolucion de pardmetros oxidativos de plantas WT y aln-1 en respuesta al H20:.

El H.O> es una molécula muy reactiva, con una vida media de 1 ms, que aumenta en
condiciones de estrés (Vranova y Cols., 2002). Por su naturaleza apolar, consigue atravesar las
membranas celulares facilmente, atacando las bicapas lipidicas (Mittler y Cols., 2004).
Trabajos previos utilizaron H>O- aplicado en forma exdgena para inducir estrés oxidativo,
encontrando degradacion del contenido de clorofilas, aumento en el MDA y disminucion de la
®PSII (Woo y Cols., 2004; Brychkova y Cols., 2008).

Para conocer si la acumulaciéon de alantoina tiene efectos en la respuesta al estrés
oxidativo inducido por H20., hojas aisladas de plantas WT y aln-1 fueron tratadas con H2O»
20 mM por 24 horas (Figuras 10 y 11). A lo largo del experimento no se observaron diferencias
macroscopicas marcadas entre las hojas tratadas y su control o entre ambos genotipos.

Los resultados indicaron que el H2O2 20 mM aplicado en forma exdgena causa la
degradacion de clorofilas en ambos genotipos luego de 24 horas de tratamiento (Figura 10, a).
Sin embargo, ésta solo fue estadisticamente significativa en el genotipo silvestre comparandolo
con su control (Figura 10, a). También se determiné el contenido de MDA de estas muestras,

mostrando el genotipo aln-1 niveles menores de este metabolito respecto al genotipo silvestre
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(Figura 10, b). Estos resultados sugieren que las hojas aln-1 serian mas tolerantes que las WT
al tratamiento con H>O.. No se registraron diferencias estadisticamente significativas entre el

peso seco de las muestras de ambos genotipos, control o tratadas con H.O, 20 mM (Figura 10,

C).
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En relacién a la ®PSII, se encontré una disminucién en las hojas tratadas a partir las 16
horas, pero no se detectaron diferencias entre los genotipos analizados (Figura 11). Este

resultado sugiere que la acumulacién de alantoina en el genotipo aln-1 no estaria implicada en
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el mantenimiento de la eficiencia fotosintética bajo estrés oxidativo inducido por H20:

exogeno.
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Figura 11: Efecto del tratamiento con H,O,20 mM sobre la Eficiencia cuantica del PSII (®PSII)
de hojas aisladas WT y aln-1 a lo largo del tiempo. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos al mismo tiempo (Test Kruskall Wallis; p-valor<0,05).

Dado que la diferente localizacion subcelular y propiedades bioquimicas de las enzimas
antioxidantes modulan la acumulacién de las EAO en forma diferencial, tanto temporal como
espacialmente (Vranova y Cols., 2002); se considerd que los efectos de las EAO podrian ser
diferentes segun su origen. Por ello, se evalud la respuesta de ambos genotipos al tratamiento
con aminotriazol (AT) 20 mM, un inhibidor de la enzima catalasa (May y Leaver, 1993), que
promueve la acumulacion de H2O: en los peroxisomas (Figura 12). A partir de las 8 horas del
tratamiento con AT se registraron diferencias significativas en la ®PSII entre las hojas tratadas
y sus respectivos controles. Esto podria atribuirse a dafios en el aparato fotosintético por
acumulacion de H2O, debido a la inhibicion de la actividad catalasa por AT. Luego de 24 horas
del inicio del tratamiento se observo un menor valor de ®PSII en plantas WT respecto a aln-1

tratadas con AT, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 12).
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Figura 12: Efecto sobre la Eficiencia cuantica del PSII (®PSI1) de AT 20 mM en hojas aisladas
WT vy aln-1 a lo largo del tiempo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos al mismo tiempo (Test Kruskall Wallis; p-valor<0,05).

En conjunto, los resultados anteriores no aportan evidencias claras sobre el rol de la
acumulacion de alantoina ante el estrés oxidativo inducido por distintos agentes. Bajo
tratamiento con H»O> 20 mM, los mutantes aln-1 mostraron una menor degradacion de
clorofilas y produccion de MDA que las plantas WT, lo que sugiere que la acumulacién de
alantoina enddgena promueve la tolerancia al estrés oxidativo inducido por H2O2. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos al analizar la evolucion de
®PSII bajo tratamiento con ninguno de los agentes prooxidantes utilizados. Esto condujo a
considerar el andlisis de otros mecanismos por los cuales la alantoina podria estar implicada en

la tolerancia al estrés oxidativo.

2. Estudio de la translocacion de alantoina y niveles de EAO foliares.

La tolerancia al estrés oxidativo de las hojas aisladas, no parece estar claramente
relacionada con la acumulacién de alantoina en los mutantes aln-1; sin embargo, numerosos
autores describieron que estos mutantes presentan mayor tolerancia a otros factores de estrés,

tales como la oscuridad extendida (Brychkova y Cols., 2008), el déficit hidrico (Watanabe y
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Cols., 2014), la contaminacion por metales pesados (Nourimand y Cols., 2016), el estrés salino
(Lescano y Cols., 2016) y la alta intensidad luminica (Irani y Todd, 2017).

Particularmente, trabajos previos realizados en la Catedra de Fisiologia Vegetal,
determinaron que la alantoina estaria implicada en la tolerancia del estrés salino (Lescano y
Cols., 2016). En plantas sometidas a estas condiciones de estrés, la alantoina se acumula en
raiz mediante la represion transcripcional de AtALN y se transporta hacia la parte aérea a través
del transportador de ureidos AtUPS5. Ademas, lineas mutantes en AtUPS5 (ups5.1 y ups5.2)
presentan fenotipos sensibles al estrés salino, sugiriendo que el sitio donde la alantoina se
sintetiza difiere de aquel en el cual ejerce su accion protectora (Lescano, 2017).

Ya que se conoce que tanto el estrés salino (Dajic, 2006), como otros factores de estrés
abiotico aceleran la produccion de EAO (Reddy y Raghavendra, 2006), se propuso estudiar los

efectos de la translocacion de alantoina desde la raiz en los niveles de EAO en parte aérea.

La alantoina se transporta de raiz a parte aérea.

Para estudiar la translocacion de alantoina, se eligio utilizar el sistema de crecimiento
en placas verticales ya que permite suministrar alantoina facilmente desde la raiz mediante el
trasplante a medio suplementado. Por otro lado, este sistema fue el utilizado por Lescano (2017)
en sus experimentos relacionados al transporte de alantoina.

Se trasplantaron plantulas de 7 dias de edad a medio MS 0,5X control o suplementado
con alantoina 5 mM y se determind el contenido de ureidos en la parte aérea luego de 3y 6
horas de tratamiento (Figura 13, a). Seguidamente, se comparo el transporte de alantoina entre
lineas WT, knockout en AtUPS5 (linea ups5.1) y dos lineas que expresan las variantes de
splicing corta y larga de este transportador (lineas pUBI10:UPS5s::mRFP/upss y
pUBI10:UPS5L.::eGFP4/ups5; Figura 13, b).

No se encontraron diferencias significativas entre los genotipos WT y ups5 antes de
realizar el trasplante al medio suplementado. El contenido de alantoina inicial de las lineas
pUBI10:UPS5L::eGFP4/upss y pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 fue tan bajo que resultd
indetectable mediante la técnica utilizada (Figura 13, b). En cambio, luego de 3 horas de
tratamiento, todas las lineas, exceptuando ups5, reportaron un aumento estadisticamente
significativo respecto a sus controles, en los niveles de alantoina en la parte aérea.
Curiosamente, las lineas pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 y pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5
presentaron cerca del doble del contenido de alantoina en parte aérea respecto al genotipo

silvestre; y triplicaron el de los mutantes ups5 (Figura 13, b). Este resultado, indica que la
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expresion de UPS5L o UPS5s en ups5 complementd el transporte de alantoina, coincidiendo
con los experimentos de crecimiento de estas lineas utilizando alantoina como Unica fuente de

nitrogeno realizados por Lescano (2017).

0,6
a) : b
05 4 I Control I
i [ Alantoina 5mM
o
(o]
£ 04
—
(7]
o
a
g 0,3
-5 b
'
©
£ 02
L
= a
< 0.1 i a
0,0 T ﬁ T T
0 3 6
Tiempo (h)
b) 08
. WT bB
H 1 upss
o pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 bA
o 061 pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5
E )
n
2
o abB
E 04+
=3
z
] aA
1=}
c 024
= aA
< aA
i’I‘ nd nd
0,0 T T
0 3
Tiempo (h)

Figura 13: Estudio del transporte de alantoina de raiz a parte aérea. Determinacion del contenido
de alantoina en parte aérea de plantas a) WT tratadas por 3 y 6 horas y b) WT, ups5,
pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 y pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 tratadas por 3 horas; mediante trasplante
a medio MS 0,5X suplementado con alantoina 5mM. Letras minusculas indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tiempo. Letras mayusculas indican diferencias
significativas entre los distintos tiempos para el mismo genotipo. nd= no detectado (Test DGC, n=4,
p-valor<0,05)
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Efecto de la alantoina exdgena sobre el nivel de EAO en plantas WT y upsb.

Para estudiar el efecto del transporte de alantoina mediado por AtUPS5 sobre los niveles
de EAO, en una primera instancia se compararon los niveles de O~y H.O, basales de plantas
WT vy ups5. Para ello se incubaron pléntulas de 10 dias de edad crecidas en medio MS 0,5X
con Nitroblue tetrazolium (NBT) y Diaminobencidina (DAB) (Figura 14).
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Figura 14: Determinacién semicuantitativa de los niveles de EAO iniciales en WT y ups5. a)
Cuantificacion de los niveles constitutivos de Oy~ (tinciobn NBT) y H.0O (tinciébn DAB). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los genotipos analizados con p-valor<0,05 (Test
Duncan, n=20) b) Fotos representativas.
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Si bien no se encontraron diferencias en los niveles de H20O: entre los genotipos

estudiados, los niveles de Oz~ fueron ligeramente mayores en ups5 (Figura 14). Al analizar el

contenido inicial de alantoina de la parte aérea de estos mutantes, no se encontraron diferencias

respecto al de las plantas WT (Figura 13, b); lo que sugiere que la diferencia en los niveles de

O no estaria relacionada con un contenido diferencial de alantoina en los mutantes ups5.

Posteriormente, se estudié el efecto de la alantoina exdgena en los niveles de EAO en

WT y ups5. Plantulas WT y ups5 fueron trasplantadas a medio suplementado con alantoina 5

mM durante 3 y 24 horas e incubadas con NBT (Figura 15) y DAB (Figura 16).

Adicionalmente, se realizaron controles, con trasplantes a medio no suplementado.
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Figura 15: Determinacién semicuantitativa de los niveles de O, de plantas WT y ups5 tratadas
con alantoina 5 mM por 3y 24 horas. Letras mintsculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para el mismo genotipo y tiempo. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tratamiento y tiempo (Test Duncan, n=20; p-valor<0,05).
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En general, el tratamiento con alantoina exdgena indujo un aumento en los niveles de
EAO foliares en el genotipo silvestre. Se encontré un aumento, aungue no estadisticamente
significativo, en los niveles de O, tanto a las 3 como a las 24 horas de tratamiento (Figura 15).
Si bien luego de 3 horas de incubacién no se detectaron cambios en los niveles de H20- en la
parte aérea de las plantas WT; luego de 24 horas de tratamiento, se observd un aumento
significativo en esta EAO (Figura 16). Estos resultados sugieren la translocacion de alantoina

podria estar implicada en el aumento de los niveles de EAO foliares.
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Figura 16: Determinacion semicuantitativa de los niveles de H,O; de plantas WT y ups5 tratadas
con alantoina5 mM por 3y 24 horas. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para el mismo genotipo y tiempo. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tratamiento y tiempo (Test Duncan, n=20; p-valor<0,05).
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Por otro lado, luego de 3 horas de tratamiento con alantoina exdgena, se observaron
niveles menores de O2~ en las partes aéreas de los mutantes ups5, respecto a su control y al
genotipo silvestre (Figura 15). Esto podria deberse a que, como en ups5 el transporte de
alantoina es deficiente (Figura 13, b), la alantoina suministrada por raiz no podria ejercer este
efecto inductor del aumento de O»~ en la parte aérea. En esta linea, al igual que en las plantas
WT, no fueron registradas diferencias en los niveles de H2O> luego de 3 horas de tratamiento
(Figura 16).

Curiosamente, luego de 24 horas de tratamiento con alantoina exdgena se registro un
aumento de ambas EAO en ups5 (Figuras 15 y 16). Si bien este resultado refuerza la hipétesis
de que la alantoina promueve el aumento en las EAO, sugiere que su translocacion podria no
mediarse exclusivamente por AtUPS5. Al respecto, se han descripto otros transportadores de
ureidos en Arabidopsis capaces de transportar alantoina. AtUPS1 (Desimone y Cols., 2002),
transporta alantoina, aunque con una menor afinidad que a otras bases puricas (Schmidt y Cols.,
2006). Sin embargo, su expresion aumenta en plantas crecidas en medio con alantoina como
Unica fuente de nitrégeno (Desimone y Cols., 2002); por lo tanto, podria funcionar como un

transportador alternativo bajo estas condiciones.
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Discusion

Numerosos autores han relacionado la acumulacién de alantoina, que se produce en
plantas de Arabidopsis sometidas a condiciones de estrés abidtico, con la tolerancia al estrés
(Brychkova y Cols., 2008; Watanabe y Cols., 2014; Nourimand y Cols., 2016; Irani y Todd,
2016; Lescano y Cols., 2016; Irani y Cols., 2017). Puesto que se conoce que distintos estreses
abioticos promueven, en algin momento de su evolucion, un incremento en las EAO a nivel
celular (Reddy y Raghavendra, 2006); se ha especulado que la alantoina podria conferir
tolerancia al estrés abidtico mediante la regulacion de los niveles de EAO, reduciendo el dafio
oxidativo (Irani y Todd, 2016; Nourimand y Cols., 2016).

Se ha planteado dos hipotesis respecto al mecanismo mediante el cual la alantoina
podria conferir tolerancia al estrés oxidativo. Por un lado, la acumulacién de alantoina en
plantas bajo condiciones de estrés, podria estar relacionada con un efecto antioxidante directo
de la misma, es decir, reaccionando molécula a molécula con las EAO (Guskov y Cols., 2002;
Brychkova, y Cols., 2008). Por otro, varios autores sugieren que la acumulacion de alantoina
tendria un efecto sefializador sobre la regulacion de los niveles de algunas hormonas, tales
como ABA y JA (Watanabe y Cols., 2014; Takagi y Cols., 2016) y una consecuente activacion
del sistema antioxidante enziméatico (Nourimand y Cols., 2016). Consistentemente con esta
idea, se ha observado que mutantes aln-1 sobreexpresan genes de respuesta al estrés (Irani y
Cols., 2016), entre ellos, de peroxidasas dependientes de tioredoxina (Watanabe y Cols., 2014:
Tabla S2).

En el estudio de la evolucién de los parametros oxidativos de hojas, se observé que las
plantas WT y los mutantes aln-1 presentaron diferentes contenidos de clorofilas en condiciones
control al momento de ser aisladas (Figura 6, a). Este hecho result6 sorpresivo, puesto que el
contenido de clorofilas bajo condiciones normales de crecimiento, no guardaria, en principio,
relacion alguna con la acumulacion de alantoina en aln-1 (Watanabe y Cols., 2014). Sin
embargo, al medir la ®PSII, pardmetro indicador de dafios en el aparato fotosintético, las hojas
de ambos genotipos presentaron valores considerados normales, superiores a 0.81 (Figura 6,
c). Por otro lado, el contenido de MDA en plantas WT y aln-1 fue similar (Figura 6, b). Bajo
condiciones control, las hojas de los dos genotipos presentaron una evolucion contrastante de
clorofilas y MDA luego de 24 horas de ser aisladas (Figura 6, a y b); mientras que la eficiencia
fotosintética se mantuvo en valores normales bajo 80 pE/mzs PAR de intensidad luminica

(Figura 6, c). En su conjunto, pareciera que la acumulacion de alantoina endogena en los
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mutantes aln-1 modula algunos aspectos de la fisiologia de la hoja, de dificil comprensién por
el momento.

El estudio del estrés oxidativo, sobre hojas aisladas WT y aln-1, inducido por varios
agentes prooxidantes durante 24 horas, demostré que la evolucidn de los parametros oxidativos
en cada genotipo fue dependiente del agente utilizado. Por un lado, no se obtuvieron resultados
concluyentes sobre el efecto del MV sobre el contenido de clorofilas y MDA. Sin embargo, las
hojas aln-1 presentaron un mayor contenido de clorofilas y menor de MDA que las WT cuando
fueron tratadas con H>0, 20mM (Figura 10, a y b), sugiriendo que la acumulacién de alantoina
end6gena podria jugar algun rol en la respuesta de las hojas frente al estrés oxidativo inducido
por H2O;. Esto podria guardar relacion con que los mutantes aln-1 tengan mayor capacidad de
eliminar el H202. En concordancia con esto, se ha descripto que mutantes aln-3, otra linea que
también presenta expresion nula de AtALN, poseen mayores niveles constitutivos de enzimas
antioxidantes, tales como SOD y APX, en parte aérea (Nourimand y Cols., 2016).

Una situacién, diferente a las descriptas, surge cuando se analiza la eficiencia
fotosintética, puesto que no se encontraron diferencias significativas de este parametro, entre
las hojas de plantas WT o aln-1 tratadas con alta intensidad de luz (Figura 6, c), MV (Figura
9), H20, (Figura 11) o AT (Figura 12). Podria argumentarse que 24 horas de tratamiento no
son suficientes para detectar diferencias significativas entre genotipos, en cuanto a la evolucion
de la ®PSII. Sin embargo, se conoce que las plantas de Arabidopsis acumulan alantoina durante
estrés hidrico (Watanabe y Cols., 2014), salino (Lescano y Cols., 2016), por alta intensidad
luminica (Irani y Todd, 2017) o por contaminacién con metales pesados (Nourimand y Cols.,
2016). Una posibilidad es que las hojas aisladas del genotipo silvestre tratadas con alta
intensidad de luz, MV, H202 o AT, también puedan acumular alantoina, y su respuesta sea
similar a la de las plantas aln-1. Determinar el efecto de estos agentes prooxidantes sobre la
expresion y actividad de las enzimas de la via metabdlica de ureidos (Figura 1), ayudaria a
desentrafiar los mecanismos mediante los cuales la alantoina podria conferir tolerancia al estrés

oxidativo.

Por otro lado, trabajos precedentes realizados en la Catedra de Fisiologia Vegetal con
plantas de Arabidopsis sometidas a estrés salino, sugieren que la acumulacion de alantoina en
raiz y su transporte a la parte aérea, mediante el transportador AtUPS5, es necesaria para lograr
tolerancia a dicho estrés (Lescano y Cols., 2016; Lescano, 2017). Lescano y Cols. (2016)
encontrd que los mutantes ups5 muestran mayor sensibilidad al estrés salino; y por otro lado,

es bien conocido que el estrés salino promueve el incremento en los niveles de EAO (Dajic,
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2006); por lo tanto, es probable que el transporte de alantoina module diferencialmente el
contenido de EAO en WT y ups5 en parte aérea.

En este trabajo, en una primera instancia se estudio el transporte de alantoina de raiz a
parte aérea. Por un lado, se observé que AtUPS5 esta implicado en este proceso; ya que los
mutantes ups5 presentaron un menor contenido de alantoina en parte aérea que las plantas WT,
a las 3 horas de tratamiento con alantoina suministrada por raiz (Figura 13, b). Por otro lado,
se demostro la importancia funcional de las variantes de splicing corta y larga de AtUPS5 en el
transporte de alantoina, a partir de la complementacién de plantas ups5 con una u otra variante
(Figura 13, b). Consistentemente, estas lineas presentaron un mayor transporte de alantoina que
ups5, superando también al genotipo silvestre (Figura 13, b). Estos datos condicen con el
analisis de crecimiento de estas lineas en medio con alantoina como Unica fuente de nitrégeno
(Lescano y Cols., datos sin publicar).

Habiendo caracterizado al transporte de alantoina mediado AtUPS5, en esta Tesina
resultd de interés conocer la relacion de este proceso con la evolucion del nivel de EAO en la
parte aérea. Para ello, se estudiaron los niveles de EAO basales y en respuesta al tratamiento
con alantoina exdgena en plantas WT y ups5. Mientras que el contenido de H2O, basal fue
similar en ambos genotipos, los niveles de O,~ fueron ligeramente mayores en los mutantes
ups5 (Figura 14). Tanto en WT como en ups5 el contenido de alantoina inicial resulté similar
(Figura 13, b); por lo que las diferencias encontradas en los niveles de O, serian consecuencia
de algun proceso desconocido derivado de la mutacion en AtUPS5, no relacionado con un
contenido diferencial de alantoina en estos mutantes o con el transporte de alantoina a larga
distancia mediado por este transportador.

Posteriormente, se analizaron los niveles de EAO foliares en plantas WT y ups5 tratadas
con alantoina exdgena. En el genotipo silvestre se observéd una tendencia al aumento en los
niveles de O", aunque no esta no fue estadisticamente significativa (Figura 15). Curiosamente,
las plantas WT presentaron un aumento significativo en los niveles de H>Oz luego de 24 horas
de tratamiento (Figura 16). En este genotipo se observo un incremento significativo en el
contenido de alantoina en la parte aérea, a partir de las 3 horas de tratamiento con alantoina
(Figura 13). Estos resultados sugieren que el aumento de la concentracion de alantoina en parte
aérea debido a su translocacion, promueve el incremento de las EAO foliares.

Por otro lado, se observo que los niveles de O>~ de los mutantes ups5 disminuyeron
respecto al genotipo silvestre y a su propio control luego de 3 horas de incubacion en medio

suplementado con alantoina (Figura 15). Consistentemente con lo anterior, este resultado
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sugiere que el transporte de alantoina ineficiente de los mutantes ups5 (Figura 13, b), estaria
relacionado con una menor produccion de Oz en su parte aérea.

Curiosamente, ambos genotipos presentaron un aumento en Oz~ y H2O2 luego de 24
horas de tratamiento con alantoina exdgena (Figuras 15 y 16). Si bien este resultado apoyaria
la hipdtesis de que la alantoina promueve el incremento en los niveles de EAO, sugiere que la
translocacion de alantoina en Arabidopsis no solamente estd mediada por AtUPS5. Podria
acontecer que bajo tratamientos mayores a 3 horas con alantoina exdgena se active la expresion
de otro transportador de ureidos, o que aumente el transporte mediado por transportadores con
menor afinidad a la misma. En relacion a esto, se han descripto otros transportadores candidatos
a transportar alantoina en Arabidopsis (Desimone y Cols., 2002). Particularmente, se ha
observado que AtUPS1 se expresa en mayor medida en plantas que crecen en medio con
alantoina como unica fuente de nitrégeno en relacion a aquellas crecidas con NHsNOs
(Desimone y Cols., 2002); eventualmente AtUPS1 también podria activarse al tratamiento con
alantoina exdgena como fuente adicional de nitrégeno. Por otro lado, UPS5 posee mayor
afinidad a la alantoina que a otras nucleobases; mientas que UPS1 es mas afin al uracilo
(Schmidt y Cols., 2004), lo que haria que el transporte de alantoina mediado por AtUPS5 sea
mas rapido que aquel mediado por AtUPSL1. Estudiar la expresion de otras Permeasas de
Ureidos, como AtUPS1, en respuesta a tratamientos con alantoina exdgena como fuente
adicional de nitrégeno, permitiria desentrafiar ain mas el rol del transporte a larga distancia de

alantoina en la modulacién de las EAO.

Los resultados de este trabajo no apoyan la hipétesis de que la alantoina sea un
secuestrador de EAO; ya que la acumulacion de alantoina en los mutantes aln-1 no mostr6 un
efecto claro en relacion a la evolucién de los pardmetros oxidativos de plantas WT y aln-1
tratadas con diversos agentes prooxidantes. En relacion a esto, si bien se ha sugerido que la
alantoina podria actuar como antioxidante directo, teniendo un efecto protector sobre la
mutagénesis inducida por H-0> en E. Coli (Gus'kov y Cols., 2002); no se encontr6 actividad
antioxidante in vitro mediante ensayos de secuestro de radicales libres, inhibicion de la
peroxidacion del acido linoleico y poder reductor (Wang y Cols., 2012). Ademas, el hecho de
que los niveles de alantoina determinados en tejidos vegetales sea del orden micromolar (Figura
5), mientras que la de los antioxidantes no enzimaticos clasicos, Ascorbato y Glutatién, es del
orden milimolar, plantea ain mas incertidumbres acerca de un efecto antioxidante directo de
la misma. No obstante, se debe tener en cuenta que poco se conoce sobre la

compartimentalizacion subcelular de la alantoina. Es probable que en algin compartimento,
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como el Peroxisoma o el Reticulo Endoplasmatico, donde se encuentran las enzimas para su
sintesis y degradacion respectivamente (Figura 1), la alantoina alcance concentraciones
mayores.

En cambio, el hecho de que la alantoina exégena moduld los niveles de O2~y H202 en
la parte aérea de las plantas apoyaria la hipdtesis sobre un rol sefializador de la misma. Al
respecto, Watanabe y Cols. (2014) propone que la alantoina confiere tolerancia al estrés salino
mediante la activacion de genes de sintesis y desconjugacion de ABA. Se conoce que el
aumento en los niveles de esta hormona en situaciones de estrés deriva en la activacion de otros
sistemas hormonales y del sistema antioxidante enzimatico (Taiz y Zeiger, 2006). En relacion
a esto, Takagi y Cols., (2016) encuentra que los mutantes aln-1 tienen activada
constitutivamente la sintesis de JA, siendo este fenotipo dependiente de ABA; y Nourimand y
Cols. (2016) describe que los mutantes aln-3 poseen niveles elevados de varias enzimas del
sistema antioxidante. Por otro lado, se conoce que las EAO cumplen un rol dual en la respuesta
de las plantas al estrés, tanto como productos toxicos del metabolismo o como moléculas de
transduccion de sefiales, para aclimatarse o activar respuestas de defensa (Miller y Cols., 2010).
A raiz de los resultados de este trabajo, se propone que la translocacion de alantoina promueve
la produccién de EAO; que podrian sefializar el aumento de los niveles de ABA, derivando en
las respuesta de tolerancia al estrés ya descriptas. En la figura 17 se propone un modelo que

relaciona a la alantoina con la tolerancia al estrés abio6tico.

Resulta interesante el hecho de que los mutantes aln-1, que acumulan alantoina
constitutivamente, hayan sido mas tolerantes al tratamiento con H>O; (Figura 10, a y b),
probablemente por poseer mecanismos para su eliminacién activados en forma constitutiva
(Nourimand y Cols., 2016); mientas que plantas WT tratadas con alantoina exdgena
incrementen la produccion de esta EAO (Figura 16). Esto sugiere que los efectos de alantoina
serian diferentes segun se acumule endégenamente o se la aplique en forma exdgena. Por un
lado, la mutacion aln-1 estaria promoviendo la acumulacion de la alantoina en el RE,
compartimiento donde se encuentra la enzima alantoinasa (Figura 1). Por otro, el tratamiento
con alantoina suministrada por raiz, supone un mecanismo de transporte a larga distancia.
Mittler y Cols., (2004) indica que las moléculas que sefializan la homeostasis de las EAO actuan
de forma especifica, ya sea en relacion a una célula o a un compartimento subcelular en
particular. Es probable, entonces, que los procesos de compartimentalizacion y removilizacion

subcelular de alantoina estén relacionados con que los efectos de la alantoina sobre los niveles
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de EAO sean diferentes segun ésta se acumule enddgenamente o se la aplique en forma

exogena.
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Figura 17: Rol de la alantoina en la tolerancia al estrés abidtico. Las condiciones de estrés
abidtico, tales como la alta intensidad luminica, el incremento en la salinidad del suelo, el déficit
hidrico y la contaminacidn por metales pesados, conducen al estrés oxidativo y a la acumulacién de
alantoina. Esta acumulacion se da en la raiz por un incremento en la expresion de las enzimas AtUOX
y AtAS y una represion de la sintesis de AtALN, y en la parte aérea por un incremento en la expresién
de AtUOX, principalmente; promoviendo la sintesis y desconjugacion de ABA. El transporte de
alantoina de raiz a parte aérea, mediante AtUPSS5, bajo tratamientos cortos con alantoina exdgena, y
otro transportador, probablemente AtUPS1, en tratamientos largos; esta implicado en la modulacion
de las EAO en parte aérea, que también podrian sefalizar al incremento del ABA. El ABA induce
al sistema antioxidante enzimatico, lo que deriva en la disminucion de los niveles de EAO y la
consecuente tolerancia al estrés.

Vale aclarar que poco es lo que se conoce acerca de estos procesos. Lescano (2017),
describi6 que UPS5s y UPS5L se expresan en el RE y USP5L también en la red trans-Golgi;
lo que sugiere que estas variantes de AtUPS5 estan implicadas en la compartimentalizacion de
la alantoina. Por otro lado, experimentos de complementacion de levaduras (Schmidt y Cols.,
2006) y utilizando reporteros fluorescentes (Lescano, 2017) sugieren que estas dos variantes
de AtUPS5 presentarian diferente orientacion en las membranas; indicando una funcién
diferencial de las mismas en la removilizacion de la alantoina. Esto, sumado al hecho de que
las lineas que expresan estas variantes muestran un transporte rapido de alantoina de raiz a
parte aérea (Figura 13, b) las convierte en excelentes candidatas para continuar estudiando la

compartimentalizacion de la alantoina y sus posibles implicancias en la regulacion de las EAO.
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Conclusiones

A partir de los resultados del presente trabajo se concluyé que, en primer lugar, la
tolerancia al estrés oxidativo no estaria claramente relacionada con la acumulacion de alantoina
en los mutantes aln-1. Si bien estos mutantes degradaron clorofilas y produjeron MDA en
menor medida bajo tratamiento con H>Oz; no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre plantas WT y aln-1 en la evolucion de la ®PSII, bajo tratamiento con MV,
H20,, AT vy alta intensidad luminica.

Por otro lado, se determind que el transportador AtUPS5 estd involucrado en la
translocacion de alantoina; y que este proceso promueve la produccion de EAO en la parte
aérea del genotipo silvestre. Sin embargo, también se produjo aumento en los niveles de H.0»
en los mutantes ups5 bajo tratamiento con alantoina exdgena durante 24 horas, lo que sugiere
que AtUPS5 no es el nico transportador involucrado en la translocacion bajo tratamientos mas
largos.

Por altimo, los resultados obtenidos en la presente Tesina sugieren que la alantoina no
es un antioxidante clasico, sino que es mas probable que su rol en la tolerancia al estrés abiotico

esté relacionado con la sefializacion.
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