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Elena Delgado Garcia Resumen

1. RESUMEN

Los nucleo6tidos son moléculas de vital importancia en todos los seres vivos, ya que,
ademads de ser componentes esenciales de los acidos nucleicos, participan en procesos
bioenergéticos, forman parte de cofactores de enzimas y de segundos mensajeros, y son

precursores para la sintesis de metabolitos primarios y secundarios.

En plantas, los nucleotidos de purina y de pirimidina pueden proceder de la sintesis de
novo, el reciclado de nucledsidos y bases nitrogenadas o pueden absorberse directamente

del suelo.

Como en la mayoria de animales y microorganismos, el catabolismo de pirimidinas en
plantas conlleva la reduccion de uracilo y timina hasta CO;, NH3 y B-alanina o B -
aminoisobutirato, respectivamente. En cuanto al catabolismo de purinas, las plantas
pueden oxidarlas completamente y recuperar el nitrdgeno presente en ellas, mientras que
la mayoria de los animales no. Otra particularidad del metabolismo de purinas en plantas
es surelevancia en las leguminosas ureidicas, ya que la nucleobase xantina es el precursor
de los ureidos alantoina y alantoato, moléculas claves en el transporte y almacenamiento
de nitrégeno en este grupo de leguminosas. Ademas, en los ultimos afios se ha sugerido
una conexion importante entre el catabolismo de los 4cidos nucleicos y nucleétidos y el
de ureidos en distintos procesos en los que se produce una elevada movilizacion de

nitrogeno.

Tanto las rutas de sintesis de novo como las de reciclaje de nucledtidos confluyen en la
formacion de nucleotidos monofosfato, que son los sustratos de las 5’-nucleotidasas,
fosfatasas que catalizan el primer paso de la ruta de degradacion. Un elemento clave en
la ruta de degradacion de purinas es la formacion del nucledsido xantosina, ya que marca
un punto de no retorno en la degradacion de purinas, pues no puede ser reciclada. El
siguiente paso en la ruta de degradacion de purinas y pirimidinas lo catalizan las
nucleosidasas (nucledsido hidrolasas, NSH), enzimas que hidrolizan los nucledsidos
hasta la base nitrogenada y ribosa, y que se han postulado como enzimas clave en el

control del equilibrio entre degradacion y reciclaje de nucledtidos.

Las nucleosidasas también pueden jugar un papel importante en procesos de sefializacion,
ya que para que el eATP, una molécula senalizadora extracelular, actie de manera

eficiente, debe de poder ser retirado del apoplasto una vez ejerza su funcion, lo que ocurre

12



Elena Delgado Garcia Resumen

por la accion concertada de apirasas y nucleotidasas y nucleosidasas extracelulares. Estas
nucleosidasas también podrian participar en la recuperacion de nucledsidos del suelo o

los que son liberados cuando una célula se dafa.

El objetivo principal de este trabajo ha sido la caracterizacion de la familia génica de las
nucleosidasas en la leguminosa ureidica Phaseolus vulgaris. Para ello, se han clonado los
genes que codifican dichas enzimas en judia, lo que ha permitido determinar que dicha
familia esta formada por, al menos, cuatro genes, dos de localizacion citosolica (PvNSH 1
y PvNSH2) y dos de localizacion apoplastica (PvNSH3 y PvNSH4). Ademas, los ORFs
de dichos genes se han sobreexpresado en sistemas heterélogos, lo que ha posibilitado la
purificacion de las enzimas correspondientes y su posterior caracterizacion. PvNSH1
presenta alta afinidad por nucledsidos de purina y pirimidina, mientras que PvNSH2
parece mas especifica de purinas y, en particular, de xantosina. En cuanto a las
nucleosidasas apoplasticas, PvNSH4 es activa a pH 4cido y utiliza, principalmente,
inosina como sustrato, mientras que no se ha podido caracterizar la actividad de PvNSH3.
Cabe destacar, que el andlisis filogenético de las nucleosidasas apoplasticas sugiere que
estas enzimas tienen un origen evolutivo relativamente reciente, ya que soélo se han
identificado en algunos grupos de plantas, pero no en organismos pertenecientes a otros

reinos.

Por otro lado, se ha investigado el papel fisioldgico de las nucleosidasas en judia. Los
resultados obtenidos muestran que PvNSH1 y PvNSH2 juegan un papel relevante durante
la germinacion y el desarrollo postgerminativo de judia, lo que resalta la importancia del
metabolismo de nucledtidos en esta fase de desarrollo. Ademés, se ha puesto de
manifiesto la importancia de estas enzimas en los nddulos de judia, en los que su
expresion y actividad es muy elevada, aunque no se ha podido demostrar una relacion
entre sus niveles y los de ureidos ni en raices ni en nddulos. En cuanto a las nucleosidasas
con posible localizacion apoplastica, se ha demostrado esta ubicacion celular y que
PvNSH4 podria estar implicada en situaciones de respuesta a estrés y, en concreto, en
aquellas que estan mediadas por la hormona metil jasmonato. Por otro lado, no se ha
podido obtener informacion acerca de la funcion de PvNSH3, ya que se han detectado
niveles de expresidon muy reducidos y sin cambios significativos en ninguna de las

situaciones estudiadas.
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2. ABSTRACT

Nucleotides are molecules of vital importance in all living organisms, as they are not only
essential components of nucleic acids, but also participate in bioenergetic processes, are
core element of cofactors and second messengers and are precursors for the synthesis of

primary and secondary metabolites.

In plants, purine and pyrimidine nucleotides can be originate from de novo synthesis,

salvage of nucleosides and nucleobases or can be absorbed directly from the soil.

As in most animals and microorganisms, pyrimidine catabolism in plants involves the
reduction of uracil and thymine to CO,, NH3 and B-alanine or B-aminoisobutyrate,
respectively. Regarding purine catabolism, plants can completely oxidise purines and
recover the nitrogen present in them, while most animals cannot. Another peculiarity of
purine metabolism in plants is its relevance in ureidic legumes, since the nucleobase
xanthine is the precursor of the ureides allantoin and allantoate, key molecules in the
transport and storage of nitrogen in this group of legumes. Furthermore, in recent years,
an important connection between the catabolism of nucleic acids and nucleotides and that

of ureides has been suggested in different processes involving high nitrogen mobilisation.

Both the de novo synthesis and nucleotide salvage pathways converge in the formation of
monophosphate nucleotides, which are the substrates of 5'-nucleotidases, phosphatases
that catalyse the first step of the degradation pathway. A key element in the purine
degradation pathway is the formation of the nucleoside xanthosine, as it marks a point of
no return in purine degradation, because it cannot be recycled. The next step in purine
and pyrimidine degradation pathways is catalysed by nucleosidases (nucleoside
hydrolases, NSH), enzymes that hydrolyse nucleosides to the nucleobase and ribose, and
which have been postulated as key enzymes in controlling the balance between nucleotide

salvage and degradation.

Nucleosidases may also play an important role in signalling processes, since for eATP,
an extracellular signalling molecule, to act efficiently, it must be removed from the
apoplast after exerting its function, which is achieved by the concerted action of apyrases
and nucleotidases and extracellular nucleosidases. These nucleosidases may also be
involved in the recicling of nucleosides from the soil or those that are released from

damaged cells.
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The main objective of this work has been the characterisation of the gene family of
nucleosidases in the ureidic legume Phaseolus vulgaris. For this purpose, the genes
encoding these enzymes in common bean have been cloned, which has allowed us to
determine that this family is formed by at least four genes, two located in the cytosol
(PvNSHI1 and PvNSH?2) and two located in the apoplast (PvNSH3 and PvNSH4). In
addition, the ORFs of these genes have been overexpressed in heterologous systems,
which has allowed the purification of the corresponding enzymes and their subsequent
characterisation. PYNSH1 has a high affinity for purine and pyrimidine nucleosides,
whereas PvNSH2 appears to be more specific for purines and, in particular, for
xanthosine. Regarding the apoplastic nucleosidases, PYNSH4 is active at acidic pH and
uses mainly inosine as substrate, while the activity of PNSH3 could not be characterised.
It should be noted that the phylogenetic analysis of apoplastic nucleosidases suggests that
these enzymes have a relatively recent evolutionary origin, as they have only been

identified in some groups of plants, but not in organisms belonging to other kingdoms.

On the other hand, the physiological role of nucleosidases in common bean has been
investigated. The results obtained show that PYNSH1 and PvNSH2 play a relevant role
during germination and postgerminative development, which highlights the importance
of nucleotide metabolism at this stage of plant development. Furthermore, the importance
of these enzymes in common bean nodules has been demonstrated, in which their
expression and activity are very high, although no relationship between their levels and
those of ureides in either roots or nodules has been demonstrated. Regarding the
nucleosidases with predicted apoplastic localisation, this cellular location has been
demonstrated, and that PvNSH4 could be involved in the response to stress and,
specifically, in those stresses mediated by the hormone methyl jasmonate. On the other
hand, it has not been possible to gain information about the function of PvNSH3, as the
levels of expression detected were very low and without significant changes in any of the

situations studied.
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1. EL CULTIVO DE LA JUDIA Y SUIMPORTANCIA

La judia es uno de los cultivos més antiguos del Nuevo Mundo. Junto con el maiz y la
yuca, han sido el alimento basico dominante en las altitudes bajas y medias de América
durante milenios. Es un cultivo extremadamente diverso en términos de métodos de
cultivo, usos, variedad de ambientes a los que se han adaptado y variabilidad morfologica.
Se pueden cultivar desde el nivel del mar hasta los 3.000 m sobre el mismo, en
monocultivo, en asociaciones o en rotaciones (Broughton et al., 2003). Actualmente, se
cultiva en todo el mundo, aunque casi toda la produccion se concentra en Asia (50 %),
América (24 %) y Africa (25 %) (FAOSTAT, 2020), y es una de las leguminosas mas
importantes en términos de cantidad. Su produccion mundial ronda las 27 Mt de judia
seca'y 23 Mt de judia verde (Gioia et al., 2019), lo que la sitlia en la tercera posicion entre
las leguminosas en importancia para la alimentacion, solo por detras de la soja (346,2 Mt)
y el cacahuete (62,2 Mt), y la primera si se considera inicamente el consumo directo por
el ser humano (Semba et al., 2021) (Figura 1). En cuanto a la superficie cultivada, esta
supera los 35 Mha (Semba et al., 2021). Aunque la produccion de soja y cacahuete
gobiernan la produccién de leguminosas, solo el 6 % aproximadamente de soja se utiliza
como alimento directamente, principalmente en Asia (Organic and Non-GMO Forum,

2020) y el 50 % de cacahuete se procesa como aceite para cocinar.

Guisantes;

Lentejas; 6 Lupino; 1,3

Haba; 6,4

Garbanzo; Caupi; 6,6
13,6 Judia; 30

Frijol Azul; 0,2

Figura 1. Contribucién relativa de diferentes leguminosas en la produccion global de
legumbres. Las cantidades se muestran en millones de toneladas (FAOSTAT, 2020).
(Adaptado de Semba et al., 2021).
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La judia se consume tanto en grano seco como fresco, asi como sus vainas frescas, y
constituyen un alimento esencial para mas de 500 millones de personas en paises en vias
de desarrollo, para los que supone un aporte de mas del 50 % de la proteina ingerida
(Broughton et al., 2003; Graham y Vance, 2003). Entre su composicion nutricional
destaca su alto contenido en proteina (20-25 % del peso total de la semilla), lo que supera
al contenido proteico de las carnes (Semba et al., 2021) , asi como su alto contenido en
hierro, fosforo y magnesio, de modo que 100 g de judia seca contienen el 21,6 %, 16 %
y 14,4 % de la cantidad diaria recomendada de estos elementos, respectivamente
(Broughton et al., 2003). Ademas, aportan fibra, carbohidratos complejos, vitaminas y

otros fitoquimicos (Broughton et al., 2003).

La judia (Phaseolus vulgaris L.) es una planta diploide, con un genoma relativamente
pequefio (650 Mpb) y una dotacidon cromosdémica 2n=22. A diferencia de otras
leguminosas como la soja, presenta un genoma con un nivel relativamente bajo de
duplicaciones cromosdmicas y de regiones repetitivas, de modo que la mayoria de los
locus son de copia Unica y las familias génicas tienden a ser pequeias (Vallejos et al.,

1992; Freyre et al., 1998; McClean et al., 2002).

La domesticacion de P. vulgaris tuvo lugar dos veces, una en el area mesoamericana y
otra en los Andes del sur (Bitocchi et al., 2012), tras la dispersion a larga distancia y la
divergencia de especies ancestrales silvestres de judia en dichas areas (Rendon-Anaya et
al., 2017; Ariani et al., 2017). Como consecuencia, se establecieron dos acervos genéticos
muy diferenciados que se caracterizan por la presencia de barreras geograficas y
reproductivas parciales (Bitocchi et al., 2017). En las colecciones de judia, estos dos
acervos genéticos estan fuertemente diferenciados por caracteres morfoldgicos,
bioquimicos (Singh et al., 1991), y por diferentes tipos de marcadores moleculares
(McClean y Lee, 2007; Kwak y Gepts, 2009; Angioi et al., 2010; Bitocchi et al., 2012;
Ariani et al., 2016). El acervo genético mesoamericano se caracteriza por presentar
semillas pequenas (< 0,25 g/semilla) o medianas (0,25-0,40 g/semilla), con patrones de
faseolina de los tipos “S” 0 “B”, mientras que el acervo genético andino presenta semillas
grandes (> 0,40 g/ semilla) con faseolina de los tipos “T”, “C”, “H” y “A” (Gepts y Bliss,
1986; Singh et al., 1991). Ademas, el acervo genético mesoamericano tiene mayor
diversidad genética en comparacion con el andino (Mamidi et al., 2013; Schmutz et al.,

2014).
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2. FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO EN LEGUMINOSAS

El nitrogeno es el cuarto elemento en abundancia en las plantas y suele ser un elemento
limitante en la mayoria de los ecosistemas terrestres (Cassman y Dobermann, 2022).
Tiene un papel fundamental en los seres vivos, ya que forma parte de moléculas esenciales
como nucledtidos, proteinas, clorofila, vitaminas, coenzimas y hormonas, entre otras. Su
deficiencia en plantas causa reduccion de la capacidad fotosintética, del crecimiento y la
productividad, clorosis, senescencia y caida de hojas adultas, ademéas de mayor
susceptibilidad al ataque de patdgenos o a distintos tipos de estreses abidticos ( Salvagiotti

et al., 2008; Nasser et al. 2008; Dordas y Sioulas 2009; Wang et al., 2012).

El 78% de la atmosfera estd compuesta de N», aunque este gran reservorio no puede ser
empleado directamente por la mayor parte de organismos vivos debido a la presencia de
un triple enlace que requiere cantidades enormes de energia para romperlo. La mayoria
de las plantas utilizan fundamentalmente NO3” 0o NHs" como fuente de nitrégeno (Bloom,
2015). La asimilacion de NOj3™ conlleva su reduccion a NHs'y la incorporacion de este a
aminodcidos. Todo el NH4" adquirido directamente del suelo o procedente de la reduccion
de NOs" se incorpora a través de la ruta GS/GOGAT (Bagh et al., 2004; Prinse y Espen
2015) Sin embargo, cuando el suelo es pobre en nitrogeno, algunas plantas, entre las que
destacan las leguminosas, son capaces de reducir N> atmosférico gracias a la asociacion
simbiotica con bacterias fijadoras de N> denominadas en su conjunto rizobios (Xu et al.,
2012). Se estima que en el planeta se fijan unos 175 Mt de N> al afio, de las cuales, las
leguminosas fijan unas 80 Mt, mientras que buena parte de la otra mitad se fija
industrialmente para sintetizar fertilizantes nitrogenados (Shan et al., 2021). Esta
capacidad de fijar el nitrogeno atmosférico de las leguminosas hace que sean plantas de
gran interés (Stagnari et al., 2017). El cultivo de leguminosas también mejora el
rendimiento de otros cultivos, ya que modifican la actividad de los organismos del suelo,
las caracteristicas quimicas o fisicas del suelo, y rompen los ciclos de enfermedades y
plagas (Wani et al., 1995). Ademads, reduce la contaminacion de ecosistemas, al permitir

reducir la adicion de fertilizantes quimicos.

La interaccion entre rizobio y leguminosa no es obligada, ya que ambos organismos
pueden crecer en ausencia del otro. Por otro lado, esta interaccion es especifica; es decir,
no todos los rizobios establecen simbiosis con todas las leguminosas. La judia establece
asociaciones simbioticas fundamentalmente con Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli,
Rhizobium tropici 'y Rhizobium etli (Shamseldin y Velazquez, 2020). En el
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establecimiento de dicha simbiosis, la bacteria invade la raiz de la planta y se forma una
estructura denominada nodulo, en cuyo interior los rizobios se diferencian y adquieren la
capacidad de fijar N,. Estas nuevas formas reciben el nombre de bacteroides, los cuales
poseen un complejo enzimatico nitrogenasa, que es el responsable de la reduccion del N»
atmosférico mediante la reaccion: N, + 16ATP + 8¢ + 8H"™ — 2NH3 + Hy + 16ADP +
16Pi. Es un proceso muy costoso energéticamente, en el que la planta proporciona a los
bacterioides carbono en forma de acidos carboxilicos, principalmente malato, que estos

utilizan como fuente de energia y esqueletos carbonados (Lodwig y Poole, 2003).

Los noédulos pueden ser de dos tipos: indeterminados o determinados. Los nodulos
indeterminados son tipicos de leguminosas de zonas templadas (guisante, alfalfa), tienen
una morfologia alargada, conservan una region meristematica en su extremo durante su
madurez y sus células son infectadas continuamente. Por el contrario, los nddulos
determinados son tipicos de leguminosas tropicales o subtropicales (soja, judia,
cacahuete), tiene una vida media muy definida y pierden su region meristematica central

y su capacidad de ser infectados una vez alcanzada su madurez (Popp y Ott, 2011).

El NH3 resultante de la fijacion del nitrogeno en el bacteroide difunde a través de la
membrana hasta el espacio peribacteroidal donde se protona a NH4" y se exporta al citosol
de la célula infectada (Udvardi y Poole, 2013). Una vez en el citosol, el NH4" se asimila
rapidamente a glutamina por accion de la glutamina sintasa (Lothier et al., 2011;
Chungopast et al., 2014). La glutamina no suele ser el compuesto nitrogenado que se
transporta a las partes aéreas, sino que se transforma en otras moléculas mas propicias
para su transporte (Peoples et al., 1985, 1987). Algunas leguminosas transportan el
nitrégeno fijado en los nddulos en forma de amidas (principalmente asparragina),
mientras que otras lo hacen en forma de ureidos (alantoina y alantoato), lo que permite
clasificarlas en leguminosas amidicas y ureidicas. Las leguminosas amidicas como el
guisante, el altramuz, Medicago y Lotus son tipicas de climas templados, mientras que
las ureidicas como la judia y la soja son tipicas de climas tropicales o subtropicales
(Atkins, 1991). No esta claro el motivo por el que unas leguminosas transportan amidas
y otras ureidos. Por un lado, si se tiene en cuenta la eficiencia en la utilizacion de carbono,
los ureidos parecen ser moléculas mas eficientes para el transporte de N, ya que tanto la
alantoina como el alantoato presentan una relaciéon N:C de 1:1, mientras que en la
asparragina y la glutamina dicha relaciéon es 1:2 y 1:2,5, respectivamente (Figura 2). Por

otro lado, aunque la sintesis de ureidos es mucho mas compleja que la de amidas (més de
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20 reacciones enzimaticas frente a una), el gasto energético invertido en su sintesis resulta
facilmente recuperable ya que producen amonio o pueden actuar como donadores de
grupos aminos en el metabolismo (Smith y Atkins, 2002). Ademas, los ureidos son menos
solubles en agua que las amidas, lo que podria limitar su utilizacion en leguminosas en
climas templados, mientras que no seria un inconveniente en climas tropicales (Sprent,

1980).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de los principales ureidos y
amidas transportados a través del xilema. Los ureidos (alantoina y alantoato) presentan una
relacion N:C de 1:1, lo que los hace moléculas mas eficaces para el transporte de nitrogeno
frente a las amidas que alcanzan una relacion N:C menor (1:2, 1:2,5, asparragina y glutamina
respectivamente) (Quiles, 2012).

3. METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS

Los nucleotidos son moléculas de vital importancia en todos los seres vivos. Son
componentes esenciales de los acidos nucleicos, participan en procesos bioenergéticos, y
forman parte de cofactores de enzimas y de segundos mensajeros (Zrenner et al., 2006).
Ademas, son precursores para la sintesis de metabolitos primarios (como la sacarosa,
polisacaridos y fosfolipidos) y también de metabolitos secundarios tan importantes como
las citoquininas (Haferkamp et al., 2011). Todo esto hace que sean moléculas de gran

importancia durante el crecimiento y desarrollo de las plantas.
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El metabolismo de nucleotidos se puede dividir en cuatro fases: sintesis de novo,
catabolismo de nucleotidos, reciclaje de nucledsidos y nucleobases, y reacciones de
fosfotransferencia que transforman nucle6tidos mono y difosfato en las formas trifosfato.
Ademas, algunos nucleoésidos sufren modificaciones, como los desoxinucleétidos que
forman parte del ADN u otros a los que se les afiaden cadenas como los que forman parte
del ARN transferente. Todo lo anterior hace que el metabolismo de nucledtidos sea

considerablemente complejo.

Tanto los nucleo6tidos de purina como de pirimidina pueden sintetizarse de novo o por el
reciclaje de nucleodsidos y bases nitrogenadas, o absorberse directamente del suelo, donde
se encuentran en cantidades considerables (Phillips et al., 1997; Jenkins et al., 2017). El
reciclaje de nucledtidos consume una molécula de ATP frente a las cinco que consume la
sintesis de novo (Jung et al., 2009), por lo que es més econdomica y puede ser mas
importante en el mantenimiento del reservorio de nucledtidos en células que no estan en
crecimiento (Zrenner et al., 2006; Jung et al., 2009). Sin embargo, los tejidos en
crecimiento y las células en division dependen mayoritariamente de la sintesis de novo

(Ashihara et al., 2020a).

La primera reaccion de la sintesis de novo de nucledtidos de purina la cataliza la
fosforribosil amidotransferasa (PRAT), que transfiere el grupo amino de la glutamina al
fosforribosil pirofosfato, para dar lugar a fosforribosil amina. Esta enzima es clave en la
sintesis de purinas (M6éhlmann et al., 2010), se retroinhibe por los productos finales de la
sintesis de purinas (Reynolds et al., 1984) y se induce por la glutamina, sustrato de la
reaccion (Kim et al., 1995). A continuacion, se suceden nueve reacciones enzimaticas
localizadas en plastidios y mitocondrias que permiten la sintesis de inosina monofosfato
(IMP), a partir del cual se sintetizan AMP, GMP y XMP (Zrenner et al., 2006; Witte y
Herde, 2020). La sintesis de novo de nucledtidos de pirimidina conduce a la formacion
de uridina monofosfato (UMP) en una ruta conocida como ruta del orotato y que implica
a enzimas plastidicas, citosélicas y mitocondriales (Zrenner et al., 2006; Witte y Herde,
2020). Los nucleotidos de citosina y timina se sintetizan a partir de UTP (Zrenner et al.,

2006; Witte y Herde, 2020).

Los nucleosidos y las bases nitrogenadas procedentes del metabolismo de la planta o
absorbidos del suelo pueden reciclarse y utilizarse para sintetizar nuevos nucleétidos. Las
bases nitrogenadas pueden reaccionar con fosforribosa para formar el respectivo
nucledtido, en una reaccion catalizada por fosforribosil transferasas (PRTs), mientras que
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los nucleodsidos pueden fosforilarse para formar nucle6sidos monofosfato por accion de
kinasas. En plantas, se conocen varios ejemplos que demuestran la importancia del
reciclaje de los nucledtidos. Asi, mutantes de APT, que codifica la principal adenina-
fosforibosil transferasa (APRT) crecen mas lentamente y se caracterizan porque su polen
es estéril (Moffatt y Somerville, 1988; Gaillard et al., 1998), y mutantes carentes o con la
expresion de la principal adenosina kinasa (ADK 1) muy reducida presentan alteraciones
en las reacciones de transmetilacion, ya que la acumulacion de adenosina inhibe la S-
adenosilhomocisteina hidrolasa, una enzima del ciclo de la S-adenosil homocisteina
(SAM), lo que da lugar a alteraciones en el desarrollo de la planta (Moffatt et al., 2002;
Young et al., 2006) En cambio, el reciclaje de guanina e hipoxantina parece ser menos
critico, ya que mutantes de la hipoxantina guanosina fosforribosil transferasa (HGPRT)

no presentan grandes alteraciones fenotipicas (Liu et al, 2007; Schroeder et al., 2018).

En plantas, como en la mayoria de animales y microorganismos, el catabolismo de
pirimidinas implica la reduccion de uracilo y timina hasta CO>, NH3 y B-alanina o f -
aminoisobutirato, respectivamente (Ashihara et al., 2020b). La degradacion de citidina
necesita de su desaminacion hasta uridina por accién de la citidina deaminasa, cuya
mutacion da lugar a plantas mas pequefias, posiblemente porque la acumulacion de
citidina es toxica para la planta (Chen et al., 2016). De hecho, la acumulacién de
nucledsidos suele afectar negativamente a las plantas (Witte y Herde, 2020), lo que es
indicativo de la importancia del mantenimiento de un correcto equilibrio entre la sintesis,
reciclaje y degradacion de estas moléculas. En Arabidopsis, 1a hidrdlisis de uridina la
cataliza NSHI1, una nucleo6sido hidrolasa citosolica (nucleosidasas, NSH), que produce

uracilo y ribosa (Jung et al., 2009).

Por otro lado, mientras que la mayoria de los animales so6lo pueden degradar las purinas
hasta urato o alantoina (Ashihara et al.,, 2020c) las plantas pueden oxidarlas
completamente y recuperar el nitrégeno presente en ellas (Mufioz et al., 2006; Todd et al.,
2006; Werner et al., 2008; Werner y Witte 2011). Ademas, la oxidacion de purinas
permite generar compuestos intermediarios de gran importancia para las plantas, entre los
que se encuentran los ureidos, de los que se tratard en la seccion 4.1. La guanina, la
adenina y la adenosina necesitan reciclarse hasta el nucleésido monofosfato (AMP o
GMP) antes de ser degradados. El AMP se desamina hasta IMP, que se oxida a xantina
monofosfato (XMP) por accién de la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH)

(Shelp et al,, 1983). A continuacion, los nucledsidos monofosfato tiene que ser
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desfosforilados. Recientemente se ha identificado y caracterizado una xantosina
monofosfato fosfatasa (XMPP) (Heinemann et al., 2021) que es la principal enzima que
cataliza la entrada irreversible de los derivados de adenina en la ruta de degradacion.
También en judia se han identificado dos fosfatasas con alta afinidad por los nucleo6tidos
(Cabello-Diaz et al., 2012, 2015; Galvez-Valdivieso et al., 2020). Por otro lado, una GMP
fosfatasa aun sin identificar, junto a la guanosina deaminasa (GSDA) (Dahncke y Witte
2013) deben de regular la entrada de los derivados de guanina. Ambas rutas confluyen en
la formacion del nucledsido xantosina, y marca un punto de no retorno en la degradacion
de purinas, ya que la xantosina no puede ser reciclada (Ying et al., 2014). Al igual que en
el catabolismo de pirimidinas, el siguiente paso en la ruta de degradacion de purinas lo
catalizan las nucleosidasas enzimas que hidrolizan la xantosina hasta xantina y ribosa
(Jung et al., 2011, Baccolini y Witte, 2019, Delgado-Garcia et al., 2021). Las
nucleosidasas se han postulado como enzimas clave en el control del equilibrio entre
degradacion y reciclaje de nucledtidos (Mdhlmann et al., 2010) y se tratardn con mas
profundidad en el apartado 5. La xantina y la hipoxantina son catabolizadas hasta urato
por la misma enzima, la xantina deshidrogenasa (XDH) (Triplett et al., 1980; Urarte et
al., 2015). Posteriormente, el urato es transportado al peroxisoma, donde es oxidado por
laurato oxidasa (UOX), que inicia una serie de tres reacciones que generan intermediarios
inestables hasta formar S-alantoina (Lamberto et al., 2010; Werner y Witte., 2011), que
se transporta al reticulo endopldsmico donde la alantoina amidohidrolasa (alantoinasa)
cataliza su transformacion en alantoato (Hanks et al., 1981; Raso et al., 2007; Werner et
al., 2008). El alantoato se puede catabolizar por dos vias. Por una de ellas se produce urea
y ureidoglicolato por accion de la alantoicasa (alantoato amidinohidrolasa) (Todd et al.,
2006; Raso et al., 2007) y, posteriormente, el ureidoglicolato se degrada a glioxilato y
urea por accion de una ureidoglicolato urea liasa (Mufioz et al., 2006; Todd et al., 2006).
La otra via genera CO,, NH4" y ureidoglicina, en una reaccion catalizada por la alantoato
amidohidrolasa (Diaz-Leal et al., 2014). La ureidoglicina es un compuesto muy inestable
que se transforma rapidamente en ureidoglicolato, que a su vez forma glioxilato, NH3 y

CO> mediante una amidohidrolasa (Werner et al., 2008; Werner y Witte 2011).
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4. PROCESOS FISIOLOGICOS EN LOS QUE JUEGA UN PAPEL
IMPORTANTE EL METABOLISMO DE NUCLEOTIDOS

4.1. Nucleésidos como precursores de ureidos e importancia fisiologica de los ureidos
Como se ha comentado anteriormente, los ureidos desempefian un papel fundamental en
el transporte del nitrogeno fijado en los nodulos de las leguminosas ureidicas hasta las
partes aéreas, de modo que en plantas que dependen de la fijacion bioldgica de nitrogeno
constituyen la principal molécula orgénica nitrogenada presente en su fluido xilematico

(Schubert 1986; Todd et al., 2006; Diaz-Leal et al., 2012).

La sintesis de ureidos en los nddulos de las leguminosas ureidicas requiere de multitud
de reacciones enzimaticas que implican tanto a las células infectadas como a las no
infectadas, y de dos rutas metabolicas ya comentadas: la sintesis de novo de nucledtidos
de purina y la oxidacion enzimatica de los nucledtidos de purinas (Zrenner et al., 2006;
Vop et al., 2022). El nitrégeno fijado en los bacteroides se libera como amonio y se
incorpora a la glutamina, que actia como donador de grupo amino en la primera reaccion
de la sintesis de novo de purinas, dando lugar, tras nueve reacciones enzimaticas, a IMP.
La ruta principal de sintesis de ureidos comienza con la oxidacion de IMP a XMP, gracias
a la accion de la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) (Shelp et al., 1983). A
continuacion, el XMP se hidroliza hasta fosfato y xantosina mediante la xantosina
monofosfato fosfatasa (XMPP) (Heinemann et al., 2021). Parte del XMP puede aminarse
por la GMP sintetasa para formar GMP. Se ha planteado que, debido a que el XMP en las
células infectadas es muy abundante, en dichas células se alcanzan niveles de GMP
superiores a sus necesidades, por lo que una parte de este GMP puede ser desfosforilado
hasta fosfato y guanosina, y esta Ultima desaminada hasta xantosina por la GSDA
(Dahncke y Witte, 2013; Vop et al., 2022). De cualquier manera, aunque esta ltima ruta
contribuye a la sintesis de ureidos, lo hace en mucho menor grado que la desfosforilacion
del XMP (Vop et al., 2022). Tras esto, la xantosina es transportada a las células no
infectadas donde se hidroliza hasta xantina y ribosa por accion de nucleosidasas (NSHs).
La xantina, retorna nuevamente a las células infectadas, donde se oxida hasta urato por la
XDH (Triplett et al., 1980), el cual sale nuevamente de las células infectadas para ser
oxidado hasta S-alantoina en los peroxisomas de las células no infectadas, en una serie de
tres reacciones iniciadas por la urato oxidasa (Lambeto et al., 2010; Werner y Witte 2011).
Finalmente, la hidrolisis de alantoina a alantoato parece ocurrir en el reticulo

endoplésmico del tejido vascular (Hanks et al., 1981; Werner et al., 2008; Velickovic et
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al.,, 2018; Vop et al., 2022). Una vez vertidos al xilema, alantoina y alantoato son
transportados a distintos 6rganos, donde pueden ser almacenados o degradados y utilizar

el nitrégeno liberado para la sintesis de aminoacidos.

Las razones para este complicado itinerario han sido discutidas recientemente por Vo y
col. (2022). Por un lado, en las células no infectadas, las nucleosidasas pueden estar
protegidas de la inhibicién por guanosina, cuyos niveles son mas elevados en las células
infectadas debido a la desviacion de parte del XMP a GMP. Por otro lado, el 4cido trico
es un potente neutralizador (scavenger) de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sautin
y Johnson, 2008; Tasaki et al., 2017) y nitrogeno (RNS) (Alamillo y Garcia-Olmedo,
2001), lo que podria justificar que la degradacion de xantina a 4cido urico ocurra en las
células infectadas, ya que en ellas las mitocondrias, una fuente de ROS, son especialmente
grandes y abundantes, y la propia XDH se inhibe por RNS y es protegida por el urato
(Coleto et al., 2019). Por otro lado, la reaccion de la urato oxidasa peroxisomal requiere
oxigeno, lo que justifica la presencia de esta enzima en las células no infectadas donde

existe mayor disponibilidad de oxigeno.

Ademas de su papel como moléculas de transporte del nitrégeno fijado simbioticamente
en leguminosas ureidicas, los ureidos también podrian tener un papel importante en otros
procesos. Diversos estudios muestran que los ureidos pueden sintetizarse por mecanismos
que no implican la fijacion bioldgica del nitrogeno. Asi, se ha demostrado que los niveles
de ureidos aumentan sustancialmente durante la fase reproductiva de la planta y la
senescencia (Diaz-Leal et al., 2012; Lambert et al., 2017), momentos en los que la fijacion
de nitrogeno disminuye debido a la senescencia de los nédulos. También podrian tener
un papel importante en otros procesos en los que se produce una elevada movilizacioén de
nitrogeno, como la germinacion y el desarrollo posgerminativo de las plantulas. Asi, las
semillas secas de judia acumulan ureidos (Quiles et al., 2009), que podrian sintetizarse o
almacenarse durante la formacion del fruto. Durante el desarrollo posgerminativo de judia
se ha descrito sintesis y acumulacion de ureidos en sus ejes y cotiledones durante el
desarrollo posgerminativo (Quiles et al., 2009, 2019), los cuales podrian sintetizarse de
novo, a partir del nitrogeno presente en las proteinas de reserva de las semillas o del
reciclaje de acidos nucleicos, los cuales son relativamente abundantes en las semillas
(Deltour, 1985). Los ureidos sintetizados y acumulados durante la germinacion y el
desarrollo posgerminativo también podria desempefiar un papel adicional al de actuar

como moléculas de reserva de nitrégeno. Asimismo, se ha descrito aumento en la
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concentracion de ureidos durante el desarrollo de otras leguminosas antes de ser
noduladas (Baral et al., 2012). Ademas, los ureidos también estan presentes en plantas no
leguminosas (Baral et al., 2016). En los ultimos afos, se ha descrito que los ureidos
podrian desempenar un papel importante en la respuesta a distintos tipos de estreses. Asi,
se ha descrito que plantas de Arabidopsis deficientes en XDH sometidos a senescencia
inducida por oscuridad presentan sintomas prematuros de senescencia y acumularon mas
H>0., y que dicha sensibilidad remite cuando se les suministra alantoina o alantoato
(Brychkova et al., 2008). Mutantes con la expresion de la XDH reducida también fueron
mas sensibles al estrés hidrico y acumularon mas H>O, (Watanabe et al., 2010), lo que
revirtio tras tratamiento con acido urico. Recientemente, se ha sugerido que plantas
ureidicas y amidicas pueden seguir diferentes estrategias en la respuesta a situaciones que
generan estrés oxidativo (Quiles et al., 2019). Existen diversos estudios que muestran la
acumulacion de ureidos en leguminosas y no leguminosas en respuesta a estrés hidrico
(Alamillo et al., 2010; Bowne et al.,2011; Oliver et al. 2011; Silvente et al. 2012;
Degenkolbe et al., 2013; Yobi et al., 2013; Casartelli et al., 2018, 2019), salino (Kanani
etal., 2010; Wu et al., 2012; Nam et al., 2015; Wang et al., 2016; Irani y Todd, 2018), y
por baja temperatura (Kaplan et al., 2004). Ademads, también se ha descrito el descenso
de sus niveles en condiciones de déficit de nitrégeno o aumento del ratio N:C (Amiour et
al., 2012; Coneva et al., 2014; Casartelli et al., 2019; Lescano et al., 2020), asi como que
sus niveles regulan la adquisicion y la fuente de nitrégeno y carbono en plantas no
fijadoras de nitrogeno, asi como los procesos de transporte de nitrégeno y carbono desde
las fuentes a los sumideros Thu et al., 2020) lo que remarca la importancia de los ureidos

para el crecimiento y desarrollo.
4.2. Germinacion y desarrollo posgerminativo

La germinacion de la semilla y el desarrollo posgerminativo son fases cruciales en el ciclo
de vida de las plantas superiores. La semilla es el eje central en el ciclo de vida de una
planta, ya que es el inicio a partir del cual se desarrolla la planta adulta. La germinacion
es un proceso muy complejo que permite que la semilla recupere rapidamente la actividad
fisiologica que quedo suspendida al final de su desarrollo, aumente la intensidad de su
metabolismo, complete los eventos celulares esenciales que dan lugar a la emergencia del
embriodn y se prepare para el posterior crecimiento de la plantula (Nonogaki et al., 2010).
Por definicion, la germinacion comienza con la toma de agua por la semilla y se completa

cuando emerge el eje embrionario, lo que en la mayoria de las especies implica la
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emergencia de la radicula (Bewley, 1997). La germinacion es un proceso fuertemente
regulado por factores ambientales y hormonales, lo que permite que tinicamente tenga
lugar cuando las condiciones son propicias para que la planta emergente pueda
desarrollarse. Entre los primeros destacan la humedad, el oxigeno, que debe de alcanzar
niveles que permitan la respiracion aerobica, una temperatura adecuada para que se
puedan llevar a cabo los distintos procesos fisioldgicos y la luz. En la regulacion hormonal
juegan un papel clave dos hormonas, el acido abscisico (ABA) y las giberelinas, que
desempefian papeles antagonicos. EI ABA induce y mantiene las semillas en estado
latente, de modo que, en la transicidn a la germinacion, sus niveles se reducen y se induce
la sintesis y acumulacion de giberelinas, que desencadenan la rotura de la dormicion
(Rodriguez-Gacio et al., 2009).

En los procesos de germinacion y desarrollo posgerminativo se pueden distinguir tres
fases asociadas al curso temporal de la absorcion de agua por parte de la semilla
(Nonagaki et al., 2010) (Figura 3). En la primera fase se produce una rapida e intensa
absorcion de agua, se reanuda la actividad metabodlica y se activa el metabolismo

respiratorio. Durante la segunda fase se reduce la absorciéon de agua, aumenta el
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Figura 3. Fases de la germinacion y desarrollo posgerminativo temprano. La curva
representa la absorcion de agua por parte de la semilla. Se muestran los procesos metabolicos y
fisicos que tienen lugar durante el desarrollo de la semilla. (Adaptado de Nonogaki et al., 2010).
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metabolismo energético, y se reinician la transcripcion y la traduccion. Esto provoca la
expansion del embrion y, finalmente, la emergencia radicular. La tercera fase se
corresponde con el inicio del desarrollo posgerminativo. En ella, se reinicia la absorcion
de agua a medida que las células de la radicula y el resto de la plantula aumentan debido
a las divisiones mitdticas y la expansion celular, y se intensifica la removilizacion de las
sustancias de reserva que se transportan hacia los ejes embrionarios en desarrollo

(Nanogaki et al., 2010).

Durante la germinacién y desarrollo posgerminativo se produce una gran movilizacion de
los nutrientes almacenados en los cotiledones, que son los principales 6rganos de reserva
en las semillas. Durante la imbibicion ocurren importantes cambios en la concentracion
de aminoacidos libres (Glevarec et al., 2004; Aznala et al., 2006). Generalmente, la
movilizacion de proteinas de reserva ocurre en primer lugar en los ejes embrionarios vy,
una vez agotadas, se movilizan las de los cotiledones (Tiedemann et al., 2000). En éstos,
el catabolismo de las proteinas de reserva libera gran cantidad de aminoacidos que se
exportan al eje para favorecer el crecimiento posgerminativo (Herrera-Rodriguez et al.,
2006). En judia, el nivel de aminodcidos libres disminuye levemente al inicio de la
germinacion, pero vuelve a aumentar durante la emergencia radicular como consecuencia

de la movilizacion de proteinas de reserva (Quiles et al., 2009).

La informacion disponible acerca del metabolismo de purinas y pirimidinas durante la
germinacion y el desarrollo posgerminativo es limitada, y muchos de los datos
disponibles proceden de estudios realizados utilizando precursores marcados
radioactivamente (Ashihara et al., 2018). Estos trabajos han demostrado que, para que la
germinacion se lleve a cabo con éxito, es esencial la disponibilidad de nucle6tidos durante
las fases tempranas de este proceso, ya que estos no solo son esenciales en la multitud de
procesos bioenergéticos requeridos para la movilizacion de moléculas de reserva, sino
que hace falta un metabolismo de nucledtidos activo para proporcionar al embrién
suficientes nucleotidos de purina y primidina para la sintesis de 4cidos nucleicos (Deltour
1985). Por tanto, el balance entre sintesis de novo, reciclaje y degradacion debe de estar
estrictamente regulado en estas primeras etapas del desarrollo de las plantulas, hasta el
punto de que es critico para el éxito de la germinacion (Stasolla et al., 2003; Jung et al.,

2009; Cornelius et al., 2011).

Diferentes estudios han demostrado que en la fase inicial de la germinacion la sintesis de
nucleotidos y acidos nucleicos depende principalmente del reciclaje de nucledsidos y
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nucleobases, mientras que, en las etapas posteriores, la demanda de 4cidos nucleicos se
satisface principalmente por las vias de novo, y las vias catabolicas aumentan para

proporcionar carbono y nitrégeno a las plantulas en crecimiento (Ashihara et al., 2020c).

En las fases iniciales de la germinacion, la sintesis de nucleétidos de purina depende
principalmente del reciclaje de adenina, adenosina guanina y guanosina (Anderson 1977;
Guranowski 1979; Guranowski y Barankiewicz 1979; Ashihara 1983; Nobusawa
Ashihara 1983; Ashihara et al., 1997; Stasolla et al. 2001b). De hecho, uno de los
primeros procesos metabolicos que ocurre en las semillas embebidas es el aumento rapido
de los niveles de ATP, motivado principalmente por el reciclaje de adenosina y adenina
(Anderson, 1977). Ademas de los estudios con marcaje radioactivo, en las ultimas
décadas se han realizado estudios moleculares que confirman la importancia del reciclaje
de purinas al inicio de la germinacion. Asi, mutantes de Arabidopsis deficientes en la
adenosina fosforribosil transferasa (APRT), la enzima que fosforila la adenosina para
sintetizar AMP, presentan retraso en la germinacion y en el crecimiento (Moffatt y
Somerville, 1988). Conclusiones similares se obtuvieron tras el andlisis funcional de la
HGPT. La tasa de germinacion de mutantes de pérdida de funcion (hgptI-1) se reduce
horas después de la imbibicidon, mientras que aumenta en mutantes que sobreexpresan
dicho gen (Liu et al., 2007).

Igualmente, el metabolismo de los nucleétidos de pirimidina esta fuertemente regulado
durante la geminacion, de modo que, en las primeras fases de la germinacion, tiene mas
importancia el reciclaje. Por ejemplo, en cotiledones de Vigna mungo, la utilizacion de
uracilo y uridina para la sintesis de ARN y nucledtidos aumenta considerablemente
durante las primeras 24 h de la geminacion, para descender en las fases finales (Ashihara,
1977). Algo similar ocurre en embriones de Picea glauca (Stasolla et al., 2001a; 2002).
A medida que la germinacion progresa, la contribucion de las rutas de reciclaje
disminuye, y cobra mas relevancia la sintesis de novo (Ross y Murray 1971; Stasolla et
al., 2001c, 2002), que parece ser critica para asegurar unos niveles de nucledtidos
suficientemente elevados como para sustentar la sintesis de acidos nucleicos (Ashihara et
al., 2020d). Al igual que ha ocurrido con el metabolismo de las purinas, estudios
moleculares realizados en las ultimas décadas han puesto de manifiesto la importancia
del reciclaje y la sintesis de novo de pirimidinas durante la germinacion y el desarrollo
posembrionario temprano (Chen y Slocum, 2007; Jung et al., 2009; Mainguet et al., 2009;
Cornelius et al., 2011; Witz et al., 2012; Pedroza-Garcia et al., 2019).
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En judia se ha descrito un incremento en la actividad nucleotidasa asi como en la
expresion de dos genes que codifican posibles nucleotidasas (Cabello-Diaz et al., 2012,
2015; Galvez Valdivieso et al., 2020) y de actividades degradadoras de acidos nucleicos
(Lambert et al., 2014, 2016; Diaz-Baena et al., 2021) durante el desarrollo de la plantula.

4.3. Nucledtidos como moléculas seiializadoras

Todos los organismos vivos y sus células presentan mecanismos especificos para percibir,
traducir y responder a la gran variedad de estimulos a los que estdn expuestos, tanto
abidticos como bioticos (Isner y Maathius, 2016). En plantas, se conoce que estas sefiales
originan una cascada de senalizacion que da lugar a una serie de respuestas como la
modificacion de actividades enzimaticas, de la estructura del citoesqueleto y de la
expresion de genes (Pietrowska-Borek et al., 2020). Durante mucho tiempo se considero
que las unicas moléculas implicadas en la sefalizacion celular en plantas eran las
hormonas. Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha constatado el papel de otras moléculas
implicadas como segundos mensajeros, entre los que se encuentran el Ca®" citosélico
(Edel et al., 2017) las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) (Del Rio,
2015) y los nucleétidos. Entre estos ultimos, destacan los nucledtidos ciclicos cAMP y
cGMP (Pietrowska-Borek et al., 2014), el eATP, y otros nucledtidos menos comunes

(Pietrowska-Borek et al., 2020).
4.3.1. cAMP y cGMP

Los 32ucle6tidos monofosafato ciclicos (¢ctNMPs) como el adenosin 3,5-monofosfato
ciclico (cAMP) y el guanosin 3,5-monofosfato ciclico (¢cGMP) son moléculas que se
sintetizan a partir de los nucledtidos trifosfato por accion de nucledtido ciclasas y que
participan en rutas de transduccidn de senales en todos los organismos vivos (Swiezawska
et al., 2018). A pesar de que su papel como segundos mensajeros en animales se conoce
desde hace mas de 50 afios, su participacion en procesos de sefalizacion en plantas fue
objeto de debate durante décadas, principalmente debido a que sus niveles son
significativamente inferiores a los de células animales (nM frente a uM) y a que, durante
mucho tiempo, estas concentraciones tan reducidas no podian detectarse con la
metodologia disponible en esos momentos (Gehring y Turek, 2017). Sin embargo,
numerosos estudios electrofisioldgicos, celulares y moleculares han puesto de manifiesto

que las variaciones en los niveles de cNMPs en plantas tienen un efecto directo en el flujo
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de cationes como el K*, el Na* y el Ca?", despertando el interés en estas moléculas como

reguladores potenciales de la homeostasis de iones y agua (Gehring y Turek, 2017).

Al igual que en animales, muchas de las funciones de los cNMPs de plantas estan
mediadas a través de canales idnicos activados por nucleotidos ciclicos (CNGCS),
muchos de los cuales son claves en la respuesta a sefiales bidticas y abidticas (Kaplan et
al., 2007; Jha et al., 2016). Asi, en los Gltimos afios se ha descrito el papel de los cNMPs
en multitud de procesos fisioldgicos, entre los que destacan la progresion del ciclo celular
y la proliferacion celular, el crecimiento y la diferenciacion, el desarrollo de organulos,
la geminacion, la floracion, el control de la apertura de las estomas, asi como la
precepcion de estimulos abidticos y bidticos y sus correspondientes respuestas (Gehring

y Turek, 2017).
4.3.2. Nucledtidos extracelulares

En el espacio extracelular de las células vegetales se han identificado tanto nucledtidos
como sus derivados (Riewe et al., 2008; Daumann et al., 2015). Aunque su origen no esta
claro, se ha propuesto que dichos nucledtidos podrian liberarse de células intactas o
dafiadas, proceder de los productos de degradacion de nucleétidos vertidos al espacio
apoplastico desde el interior de la célula, o importarse desde la rizosfera, en los que se
encuentran en concentraciones considerables (Phillips et al., 1997; Traub et al., 2007;
Mohlmann et al., 2014; Jenkins et al., 2017). Sin embargo, no ha sido hasta hace
relativamente poco tiempo cuando ha comenzado a estudiarse su papel, principalmente
debido a la confirmacion del papel sefializador del ATP extracelular (eATP) (Cao et al.,
2014; Pietroeska-Borek et al., 2020).

El eATP es una molécula senal que puede liberarse al exterior celular tras un estimulo via
exocitosis (Kim et al., 2006), por un transportador (Thomas et al., 2000; Rieder y
Neuhaus, 2011), o debido al dafio celular (Song et al., 2006). Una vez en el exterior de la
célula, el eATP interacciona con su receptor, lo que desencadena una cascada de
sefializacion que induce cambios fisioldgicos que protegen a la planta frente a estreses
bidticos y abiodticos, pero también garantiza que esta crezca y se desarrolle de manera

adecuada (Lim et al., 2014).

Para actuar como molécula sefializadora de manera eficiente, el eATP debe de poder ser
retirado del apoplasto una vez ejerza su funcion, lo que ocurre por la accion concertada

de apirasas y nucleotidasas (Steinebrunner et al., 2003; Wolf et al., 2007, Jung et al.,
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2011). La adenosina resultante puede reimportarse a la célula a través de transportadores
de nucledsidos (Chen et al.,, 2006; Traub et al., 2007; Mdhlmann et al., 2014) o

hidrolizarse hasta adenina por accioén de nucleosidasas (Riewe et al., 2008).

A pesar de que los receptores de eATP en células animales se descubrieron en la década
de los setenta (Burnstock, 1976), tuvieron que pasar cuatro décadas mas para que se
demostrara la existencia de dicho tipo de receptor en plantas (Choi et al., 2014). El primer
receptor de plantas con alta afinidad por el eATP fue DORN1 (DOES NOT RESPOND
TO NUCLEOTIDES 1), un receptor con actividad serin-treonin quinasa que no solo une
ATP, sino también GTP y ADP, pero no AMP ni adenosina (Choi et al., 2014). Una vez
unido a dicho receptor, se desencadena una cascada de sefializacion en la que intervienen
segundos mensajeros como el NO, Ca** y ROS, y procesos de fosforilacion mediados por

MAPK (Tanaka et al., 2014).

El eATP actiia como sefializador en procesos como el crecimiento de la plantula, el
movimiento estomatico, el desarrollo del tubo polinico, el crecimiento de pelos radicales,
el gravitropismo y la respuesta a distintos tipos de estreses bidticos y abidticos (Jewell et
al., 2019; Pietroeska-Borek et al., 2020). Ademas, en la respuesta a estreses bioticos,
existe una interaccion cruzada entre la sefalizacion por las hormonas tipicas de respuesta
a este tipo de estreses (jasmonato, etileno y 4cido salicilico) y el eATP (Jewell et al., 2019;

Tripathi et al., 2018).

Recientemente, se ha descrito un nuevo papel regulador del eATP. Estudios con el hongo
endofito Serendipita indica han mostrado que los niveles de eATP y la actividad de su
receptor juegan un papel importante en el establecimiento de la simbiosis planta y hongos
(Nizam et al., 2019). Asi, la secrecion de una ecto-5’-nucleotidasa fungica que hidroliza
ATP, ADP y AMP en el apoplasto modifica los niveles de eATP, atenuando la respuesta
defensiva de la planta y evitando una muerte celular masiva, permitiendo asi la

colonizacidn por parte del hongo.

Ademas del eATP, las plantas también liberan NAD(P)" al exterior de sus células
(Billington et al., 2006), el cual, también puede jugar un papel senalizador. En
Arabidopsis, el NAD(P)" extracelular (eNAD(P)") induce la expresion de genes
relacionados con la respuesta a patdgenos y la resistencia a Pseudomonas syringae a
través de rutas que involucran la sefializacion de defensa mediada por Ca?" y 4cido

salicilico. También se ha descrito que el eNAD(P)" induce cambios transcripcionales y
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metabolicos similares a los que ocurren tras una infeccion por patégenos (Zhang y Mou,
2009), y se ha sugerido que el eNAD(P)" puede ser una molécula sefializadora en procesos

de resistencia sistémica adquirida (Zhang y Mou, 2012).

Existe otro grupo heterogéneo de nucleodtidos recogido bajo el nombre de nucleétidos no
comunes que participan en procesos de sefializacion en plantas. Algunos de estos
compuestos son los mono- y dinucledsidos polifosfato, moléculas constituidas por uno o
dos nucleosidos unidos a una cadena de oligofosfato (Pietrowska-Borek et al., 2020). Se
ha descrito que los niveles de estos compuestos varian en ciertas condiciones fisioldgicas
y patologicas, y se ha sugerido que pueden actuar como mensajeros intracelulares en
diversos procesos (Zamecnick, 1983; McLennan, 2000). En plantas, existe muy poca
informacion acerca de su funcion, pero parecen estar involucrados en la regulacion de la
sintesis de fenilpropanoides, lo que podria estar relacionado con la respuesta a estreses

tanto de tipo bidtico como abiotico (Pietrowska-Borek et al., 2011, 2015, 2020).

No se conocen los elementos de las rutas de sefializacion ni los receptores activados por
nucleodtidos no comunes, pero, en base a los datos existentes que relacionan a estas
moléculas con distintos procesos bioquimicos y fisioldgicos en bacterias, hongos,
animales y plantas, Pietrowska-Borek y col. (2020) han propuesto que los nucle6tidos no
comunes podrian ser sintetizados por patogenos en el exterior de la célula e interaccionar
con las células vegetales a través de receptores asociados a la membrana plasmatica. Estos
nucledtidos también podrian transportarse al interior de las células a través de
transportadores de membrana. Ademas, sus niveles en el interior de las células podrian
regularse por enzimas biosintéticas y degradadoras. Tanto los nucledtidos no comunes
extracelulares como los intracelulares podrian regular la sintesis de otras moléculas
sefalizadoras que regulan procesos como el crecimiento, el desarrollo, la respuesta a

hormonas, y distintos tipos de estreses tanto bidticos como abioticos.
5. NUCLEOSIDO HIDROLASAS EN PLANTAS

Las nucleodsido hidrolasas, nucledsido N-ribohidrolasas o nucleosidasas (NSH, NRH; EC
3.2.2.-), son una superfamilia de metaloproteinas estructuralmente relacionadas (Murzin
etal., 1995; Orengo et al., 1997). Desde el punto de vista funcional, son glucosidasas que
catalizan la rotura del enlace N-glucosidico de los nucledsidos dando lugar a una pentosa
(ribosa o desoxirribosa) y a la base nitrogenada. Presentan especificidad estricta por la

pentosa, y difieren en sus preferencias por la naturaleza de la base nitrogenada (Versees
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y Steyaert, 2003). Todas las nucleosidasas identificadas presentan un motivo altamente
conservado rico en aspartato DXDXXXDD que se considera el sello distintivo de la

actividad nucleosidasa (Versées y Steyaert, 2003).

Las primeras NSHs identificadas y caracterizadas fueron las de algunos protozoos
parasiticos (7rypanosoma, Crithidia y Leishmania), en los que catalizan la hidrdlisis de
los nucleodsidos asimilados, lo que les permite reciclar las bases puricas y la ribosa
(Hammond y Gutteridge, 1984; Berens et al., 1995). Esto es critico para dichos
organismos, ya que, a diferencia de la mayoria del resto de organismos vivos, son
incapaces de sintetizar purinas de novo, por lo que dependen de su reciclaje para
sobrevivir (Versees y Steyaert, 2003). Desde entonces, se han caracterizado NSHs en
bacterias (Petersen y Moller, 2001; Shimizu, 2001) levaduras (Kurtz et al., 2002), insectos
(Ribeiro y Valenzuela, 2003), algunos animales (Versees et al., 2003) y plantas (Jung et
al., 2011, Kopecna et al., 2013, Baccolini y Witte, 2019), pero nunca en mamiferos
(Parkin et al., 1991; Versees y Steyaert, 2003). Estos, presentan nucledsido fosforilasas
en lugar de nucledsido hidrolasas, que dan lugar a la base nitrogenada y a ribosa fosfato.
La ausencia de NSHs en mamiferos ha incentivado la investigacion en torno a dichas
enzimas, ya que presentan un alto potencial como dianas terapéuticas frente a diferentes
enfermedades que abarcan desde el tratamiento quimioterapéutico o la generacion de
vacunas frente a parasitos causantes de enfermedades (Figueroa-Villar y Sales, 2017;
Alam et al., 2018; Palatnik-de-Sousa, 2019), a activadores de profairmacos contra células

tumorales (Degano, 2022).

Tradicionalmente, las NSHs se han dividido en cuatro clases segiin su especificidad de
sustrato: NSHs no especificas, NSHs que con preferencia por la inosina y la uridina (IU-
NRH; Parkin et al., 1991; Shi et al., 1999); NSHs que prefieren inosina, adenosina y
guanosina (IAG-NRH; Parkin, 1996); NSHs de guanosina e inosina (GI-NRH; Estupifian
y Schramm, 1994); y NSHs especificas de citidina y uridina (CU-NRH; Giabbai y
Degano, 2004). Sin embargo, estudios posteriores han revelado que esta clasificacion es
algo artificial e inadecuada, y que un nimero cada vez mayor de nucleosidasas no encajan
inequivocamente en uno de estos grupos (Petersen y Moller, 2001; Mitterbauer et al.,

2002; Versees et al., 2003).

En plantas, se han purificado y caracterizado numerosas nucleosidasas y se ha estudiado
su actividad en distintas fases del desarrollo de la planta (Ashihara et al., 2018). Ademas,
durante la pasada década se han identificado los genes que las codifican y se han realizado
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estudios moleculares (Jung et al., 2009, 2011; Riegler et al., 2011; Kopecna et al., 2013;
Baccolini y Witte 2019).

En plantas se han identificado nucleosidasas con localizaciéon citosélica y apoplastica
(Riewe et al., 2008; Jung et al., 2009; 2011; Kopecna et al., 2013). Las nucleosidasas
citosolicas parecen estar codificadas por, al menos, dos genes (Riegler et al., 2011; Jung
et al., 2011; Kopecna et al., 2013). En Arabidopsis, NSH1 es la inica nucleosidasa que
hidroliza uridina en cantidades significativas (Jung et al., 2009; Riegler et al., 2011;
Baccolini y Witte, 2019), pero también es capaz de hidrolizar otros nucledsidos de purina
como xantosina e inosina. Por ello, se ha propuesto que NSHI1 es la principal actividad
degradadora de nucleo6sidos de purina y pirimidina (Jung et al., 2011). En cuanto a NSH2,
su especificidad de sustrato y su papel era menos claro (Jung et al., 2011; Riegler et al.,
2011), aunque se habia descrito su induccion en condiciones de senescencia natural (Jung
et al., 2011). Sin embargo, recientemente, se ha demostrado que, en Arabidopsis, NSH2
necesita interaccionar con NSH1 para ser activa, y que dicho heterdmero presenta mayor
actividad frente a la xantosina y la inosina que NSH1 (Baccolini y Witte, 2019). Ademas,
también se ha demostrado que el heterodimero NSH1/NSH2 es tan efectivo como NSH1
degradando nucleésidos de purina, y que NSH2 es necesario para la correcta regulacion
del catabolismo de purinas (Baccolini y Witte, 2019). También se ha propuesto que NSH1
puede hidrolizar la citoquinina N6-(2-isopentenil) adenosina (iPR) (Jung et al., 2009),
aunque un estudio posterior con mutantes de NSH1, NSH2 y el doble mutante de ambos
genes concluyd que el papel de estas dos enzimas en el metabolismo de citoquininas es
irrelevante (Riegler et al., 2011). Sin embargo, estudios posteriores con mutantes de NSHs
del musgo Physcomitrella patens y de maiz han confirmado la importancia de las
nucleosidasas en el metabolismo de las citoquininas (Kopecna et al., 2013). Estos estudios
también han mostrado la importancia de las nucleosidasas durante el desarrollo en

condiciones de deficiencia de nitrogeno.

Se han obtenido las estructuras cristalinas de dos nucleosidasas (PpNSHI1 de
Physcomitrella patens y ZmNSH3 de Zea mays), lo que unido a estudios de mutagénesis
dirigida y analisis filogenéticos ha permitido identificar residuos importantes para la
actividad y los responsables de la diferente afinidad de sustratos (Kopecna et al., 2013).
Estos estudios han determinado que las NSHs de plantas se organizan en dimeros, y que
esta organizacion debe de tener un papel importante en la funcidon enzimatica. En la

estructura destaca la presencia de un atomo de Ca®" en el centro activo que se une
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estrechamente a los Asp-25, 30 y 258 (se sigue siempre la notacion de PpNSH1) y al
grupo carbonilo de la Leu-141. También se han identificado los residuos relacionados con
la unién al nucledsido. Asi, la ribosa se une fuertemente a un grupo de residuos altamente
conservado (Asn-176, Glu-182, Asp-258, Asn-184, Asp-29, Asp-30 y Asn-54), mientras
que la nucleobase esta rodeada por residuos mas variables (Val-98 e His-99 de la a-hélice
3, residuos aromaticos Tyr-242, Tyr-244, His-245, y Tyr-249 de la a-hélice 11; His-257
en la B-hélice 12, Asn-176 en el loop B5-B7; la cadena lateral adyacente de la Lys-297,
que se proyecta hacia el sitio activo de la otra subunidad y se une por puentes de hidrégeno
a la Tyr-244; y el oxigeno de la cadena principal de la Asn-176). La comparacion de
PpNSH1 y ZmNSH3 mostr6 que, de todos los residuos que rodean a la nucleobase, solo
uno no se conserva en ambas, de modo que la Tyr-244 de PpNSHI1 esté sustituida por Trp
en ZmNSH3. Tanto experimentos de acoplamiento molecular (docking) como el andlisis
de las propiedades cinéticas de dichas enzimas resaltan la importancia de las Tyr-244 y
249 en la union a la purina, y sugieren que el residuo que ocupa la posicion de la Tyr-249
debe de ser clave para determinar la especificidad de sustrato. Esto ha quedado
corroborado comparando los datos cinéticos de distintas NSHs con un andlisis
filogenético detallado. Estos tltimos han mostrado que las nucleosidasas de plantas se
organizan en dos grupos, de modo que existe una estrecha relacion entre dichos grupos y
las propiedades enzimaticas de las nucleosidasas (Kopecna et al, 2013). El clado I incluye
a las nucleosidasas de la subclase Ia, las cuales contienen Tyr-249 y Tyr-244 (anotado
segin PpNSH1) lo que es indicativo de una mayor afinidad por xantosina e inosina. El
clado II comprende mayoritariamente a la subclase II, en la que se agrupan las
nucleosidasas que presentan un Asp- 249 y un Trp-244, lo que esta asociado a una mayor
preferencia por uridina y xantosina. Dentro del clado II hay algunas secuencias que
contienen Tyr-249 y Tyr-244 en lugar de Asp y Trp, respectivamente, y que tienen mayor
preferencia por xantosina e inosina en lugar de uridina, por lo que pertenecen

funcionalmente a la subclase Ib (Tyr-249 y Tyr-244).

En cuanto a las nucleosidasas apoplasticas, se dispone de menos informacién. Se ha
descrito una actividad nucleosidasa asociada al espacio apoplastico de tubérculos de
patata que hidroliza adenosina pero no inosina, y que podria estar asociada al reciclaje de
eATP (Riewe et al., 2008). En Arabidopsis, se ha identificado un gen que codifica una
nucleosidasa de 891 aminoacidos (AtNSH3) y que presenta una estructura en tandem con

dos dominios nucleosidasa (DXDXXXDD y DXDXXXGD) (Jung et al., 2011). AtNSH3
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debe de estar localizada en el espacio apoplastico, ya que aparece en esa fraccion en dos
estudios protedmicos independientes (Borderies et al., 2003; Kwon et al., 2005). Mutantes
de pérdida de funcién de AtNSH3 no presentaron un fenotipo distintivo en condiciones
estandar, pero, al contrario de lo que ocurrié en plantas silvestres, su fluido apoplastico
carecio de actividad degradadora de adenosina e inosina, lo que permitid concluir que
AtNSH3 representa la principal actividad extracelular degradadora de ambos nucledsidos
(Jung et al., 2011). Ademas, la expresion de AtNSH3 se indujo en cultivos liquidos de
plantulas de Arabidopsis tras la adicion de acido jasmonico y tras herida, lo que sugiere
que AtNSH3 participa en la respuesta a herida o frente a patdégenos (Jung et al., 2011).
Posteriormente, Daumann y col. (2015) utilizaron dobles mutantes de AtNSH3 y ENT3
(EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER 3), el principal transportador de
nucledsidos (Traub et al., 2007), para mostrar que la acumulacién de nucledsidos en el
apoplasto provoca una reduccién en la eficiencia fotosintética del PSII, y mayor
susceptibilidad al hongo necrotréfico Botrytis cinerae (Daumann et al., 2015), lo que,
junto a otros resultados sugiere un papel de AtNSH3 en la eliminacion de los productos

de degradacion de la sefializacion por eATP.
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1. HIPOTESIS

Los nucleotidos son moléculas de vital importancia en todos los seres vivos, ya que
forman parte de los acidos nucleicos, de cofactores de coenzimas y de segundos
mensajeros, ademas de participar en procesos bioenergéticos o ser precursores para la
sintesis de metabolitos primarios y secundarios. Ademas, los nucledtidos de purina son
particularmente importantes en las leguminosas ureidicas como la judia, ya que la xantina
es el precursor de los ureidos, moléculas que juegan un papel esencial en el transporte y
almacenamiento de nitrégeno en estas leguminosas. Por otro lado, distintos trabajos de
nuestro grupo han destacado la importancia de los ureidos durante las primeras fases del
desarrollo posgerminativo y sugieren una conexion entre el catabolismo de &cidos
nucleicos, nucledtidos y ureidos. De entre todas las enzimas que participan en la sintesis,
reciclaje y degradacion de nucleotidos, las nucleosidasas, enzimas que hidrolizan los
nucleodsidos para dar lugar a la pentosa y la base nitrogenada, se han postulado como
claves en el control del equilibrio entre degradacion y reciclaje de nucleoétidos. Por otro
lado, también se ha propuesto que algunas nucleosidasas localizadas en el espacio
apoplastico tienen un papel relacionado con la defensa frente a estrés bidtico. Por tanto,
la hipdtesis de este trabajo es que las nucleosidasas citosdlicas de judia deben de
desempefiar un papel relevante en la movilizacion de nutrientes durante la germinacion y
desarrollo postgerminativo, asi como en la sintesis de novo de ureidos en los ndédulos de
judia, mientras que el papel de las nucleosidasas apoplasticas podrian estar relacionado

con la defensa frente a estreses.

42



Elena Delgado Garcia Hipotesis y Objetivos

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es dilucidar el papel de las nucleosidasas de judia
durante la germinacion y desarrollo posgerminativo, y durante la sintesis de novo de
ureidos en los nddulos, asi como su implicacion en la defensa de Phaseolus vulgaris. Esto

se llevara a cabo a través de los siguientes objetivos especificos:

- Identificacion y caracterizacion de los genes que codifican la familia génica de las
nucleosidasas en judia.

- Caracterizacion de sus actividades enzimaticas.

- Estudio del papel de las nucleosidasas durante la germinacién y desarrollo
posgerminativo.

- Estudio del papel de las nucleosidasas en la sintesis de novo de ureidos en nédulos
de judia.

- Estudio del papel de las nucleosidasas apoplasticas en respuesta a situaciones de

estrés.
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1. REACTIVOS

1.1. SOLUCIONES

1.1.1. Solucion para la purificacion de ADN plasmidico
Solucion I

Tris-HCl 25 mM (pH 8)
EDTA 10 mM
Glucosa 50 mM

Solucion I1

NaOH 0,2 N (diluida en el momento a partir de una solucion 5 N)
SDS 1 % (p:v)

Solucién III (para un volumen de 100 ml)

Acetato potasico5M 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml
H>O 28,5 ml

1.1.2. Solucion de carga para electroforesis de ADN (6X)

Tris-HCI 10 mM (pH7,6)
EDTA 60 mM
Glicerol 60 % (v:v)
Azul de bromofenol 0,03 % (p:v)
Xylen cianol FF 0,03 % (p:v)

1.1.3. Solucion de carga para electroforesis de ARN (2X)

Formamida 95 % (v:v)
EDTA 0,5 mM

Azul de bromofenol 0,025 % (p:v))
Xilen cianol FF 0,025 % (p:v)
SDS 0,025 % (v:v)
Bromuro de etidio 0,025 % (p:v)

1.1.4. Soluciones para geles de poliacrilamida

Gel separador (segun porcentaje determinado)

Tris HCI 375 mM (pH 8,8)
Acrilamida (bis) (2,7% T, 30 % C)
SDS 0,1 % (v:v)
Persulfato amoénico 0,05 % (v:v)
TEMED 0,06 % (v:v)
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Gel concentrador

Tris HCI1 125 mM (pH 6,8)
Acrilamida (bis) (2,7%T,30% C) al 4 %
SDS 0,1 % (viv)

Persulfato amonico 0,05 % (v:v)

TEMED 0,06 % (v:v)

1.1.5. Solucion de revelado de inmunodeteccion

Tris-HCl 100 mM (pH 9,5)
MgClh 5 mM

Fosfato de 5-bromo-4cloro-3-indol (BCIP) 0,4 mM

Azul de nitrotetrazolio (NBT) 0,37 mM

1.2. TAMPONES
1.2.1. Tampoén TB (autoclavado)

Hepes 10 mM (pH 6,7)
CaClz 15 mM

KClI 250 mM

MnCl2 55 mM

1.2.2. Tampon TBE

Tris 90 mM
H3BO3 90 mM
EDTA-NA, 2 mM

Ajustar a pH 8 con HCI

1.2.3 Tampon electroforesis

Tris-HCI 250 mM (pH 8,3)
Glicina 520 mM
SDS 0,1 % (p:v)

1.2.4. Tampon de extraccion de proteinas para ensayo enzimatico

Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
SDS 0,15 mM
EDTA 2 mM

Glicerol 10 % (v:v)
B-mercaptoetanol 0,1 %

PMSF 0,5 mM
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1.2.5. Tampon de carga Laemmli

Tris-HCI 120 mM (pH 6,8)
[-mercaptoetanol 71,5 mM

SDS 6 % (p:v)

Azul de bromofenol 0,025 % (p:v)
Glicerol 30 % (viv)

1.2.6. Tampon TBS

Tris-HCl 25 mM (pH 7,4)
NaCl 137 mM
KClI 2,7 mM

1.2.7. Tampones para purificacion de proteinas en columna NSFF
Tampon de inicio
Na;HPO4 20 mM (pH7,4)

NaCl 500 mM
Imidazol 10 mM

Tampon de elucion

NaHPO4 20 mM (pH7.,4)
NaCl 500 mM
Imidazol 100, 300 o0 500 mM

Tampon de regeneracion de columna NSFF

Na,HPO4 20 mM (pH 7,4)
NaCl 500 mM
EDTA 50 mM

1.2.8. Tampon de infiltracion de N. benthamiana

MES 10 mM (pHS,6)
MgCl, 10 mM
Acetosiringona 200 uM

1.2.9. Tampones para purificacion proteinas con StrepTactin-sepharose

Tampon de extraccion de proteinas de hojas de N. benthamiana

Tris-HCI 100 mM (pH 8)
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM

DTT 10 mM

Triton X-100 5%

PVPP 2 % (p:v)
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PMSF 1 mM

Tampon de lavado de columna Strep Tactin sepharose

Tris-HC1 100 mM (pH 8)
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM

DTT 1 mM

Triton X-100 0,05 %

PMSF 1 mM

Tampon de elucion

Tris-HC1 100 mM (pH 8)
NaCl 150 mM
DTT 1 mM

Triton X-100 0,05 %
Destiobiotina 2,5 mM

1.2.10. Tampoén de transferencia para inmunodeteccion

Tris-HCl 25 mM (pH 8,3)
Glicina 192 mM
Metanol 20 % (v:v)

1.3. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS
Todos los medios se esterilizaron por autoclave.
1.3.1. Medio LB (Para medio LB sélidos, se afiadio agar al 1,5 % (p:v)

NaCl 10 g/l
Bacto-triptona 10 g/1
Extracto de levadura 5¢/1

1.3.2. Medio 2YT

NaCl 5¢g/1
Bacto-triptona 16 g/l
Extracto de levadura 10 g/l

1.3.3. Medio para Rhizobium

K>HPO4 2,3 mM
KH2PO4 0,73 mM
MgSO4-7TH20O 0,81 mM

NaCl 0,36 mM
Extracto de levadura 0,8 g/l

Manitol 55 mM (pH 7,2)
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1.4. SOLUCIONES NUTRITIVAS PARA PLANTAS
1.4.1. Solucion nutritiva H&P (modificada de Harper y Gibson, 1984)

KH>PO; 0,10 mM (pH 6,5)
K2SO4 0,30 mM

MgSOs 0,20 mM

CaCl, 0,11 mM

FeSO4 0,25 mM

H;BOs 46 uM

MnSO4 12,30 uM

ZnS0Oq4 0,77 uyM

CuSOq4 0,32 uM
NaMoO4 0,63 uM

Para las plantas que se fertilizaron con nitrato, esta solucion se suplementé con KNO3

10mM.

1.4.2. Solucion nutritiva B&D (Broughton and Dilworth, 1971)

SolA: CaClh2M

Sol B:  KH2PO4 1 M (pH 7)

Sol C:  Fe citrato 20 mM

Sol D:  MgS040,5M
K>S040,5M
MnSO4 2 mM
H3BO3 4 mM
ZnSO4 1 mM
CuSO44 mM
CoS04 0,2 mM
NaxMoO4 0,2 mM

Las soluciones se esterilizaron por autoclave.
Se afiaden 500 pl de cada solucion en 1 L de agua.

1.5. ANTIBIOTICOS

Ampicilina: Se prepar6 en agua a una concentracion de 100 mg/ml. Para su utilizacion se
afnadid al medio a una concentracion de 50-100 pg/ml cuando la temperatura del medio

fue inferior a 50 °C.

Kanamincina: Se prepar6 en agua a una concentracion de 50 mg/ml. Para su utilizacion
se afiadio al medio a una concentracion de 50 pg/ml cuando la temperatura del medio fue

inferior a 50 °C.
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Spectinomicina: Se prepar6 en agua a 80 mg/ml. Para su utilizacion se afiadio al medio a

una concentracion de 80 pg/ml cuando la temperatura del medio fuese inferior a 50 °C.

Rifampicina: Se prepar6 en DMSO a una concentracion de 25 mg/ml. Para su utilizacion
se afiadid al medio a una concentracion de 25 pg/ml cuando la temperatura del medio fue

inferior a 50 °C.

Gentamicina: Se prepard en agua a 15 mg/ml. Para su utilizaciéon se afiadio al medio a

una concentracion de 15 pg/ml cuando la temperatura del medio fue inferior a 50 °C.

Carbamicilina: Se prepar6 en agua a 50 mg/ml. Para su utilizacion se afiadio al medio a

una concentracion de 50 pg/ml cuando la temperatura del medio fue inferior a 50 °C.

Todos los antibidticos se esterilizaron con un filtro de 0,2 um (salvo la rifampicina), se

repartieron en partes alicuotas y se conservaron a -20 °C.

2. OLIGONUCLEOTIDOS

Forward (Secuencia 5> 3") Reverse (Secuencia 5> 3)

Oligonucleoétidos para clonacion en pSparkl

Clo-NSH1 CCATGGTGAATTCTAATATCC GTATGCTCCCTCCAGTATCTA
Clo-NSH2 ?AGATAGAGAGGAGTTGGCAC CTGATCTGCTTCTCAAACAAG
Clo-NSH3 ATGAAGTTTTGTGTAGCTGTGG | TCATGAGGAATGTGGACG

Clo-NSH4 GAAAATACTGAAGTAGCGATC GCAGTGTGTTATGTGAAGGA

Oligonucleotidos para clonacion en pET30b+

pET30-NSH1
pET30-NSH2

pET40-NSH3

Oligonucleotidos para clonacion en pXCS-HAStre

pXCS-NSH2
pXCS-NSH3

pXCS-NSH4

GATGTCGACATGGCCTCGCAGG
TGAACAGC
AGTTCTGGTCGACTGGCAGCCG
ATACC
GATGTCGACCAACATCGTCGAA
TTCTTTTG

CTCAAGCTTATGGCAGCCGATAC
C
CCCCTCGAGATGAAGTTTTGTGT
AGCTGTGGT
CCCATCGATATGATAGGTATGTG
GACA

p

GGCGGCCGCTCGGGTTTCATCACCAGCT
C

GCGGCCGCTGAAGAGTCCAAAAGG

GCGGCCGCTGAGGAATGTGGACGACTC
C

CCCGGGAGAGTCCAAAAGGCGAT

CCCGGGTGAGGAATGTGGACGACTC

CCCGGGTTTGTGAGGATGACTCCAT

Oligonucle6tidos para clonacion en pET-His6-SUMO TEV LIC

g%ih} TACTTCCAATCCAATGCACAAC | TTATCCACTTCCAATGTTATTATCATGA
NSH3 ATCGTCGAATTCTTTTG GGAATGTGGACGACT
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Oligonucleotidos para qRT-PCR

gACT ggAATTCAGGCTGTCTTGTCTTT TAAATCACGGCCAGCAAGATCC
qUBQ TACATGCGATCTTGGACTGGC  |GGGGCTTTTCTGGGTAGTCT

gNSHI TTGGCAATGCAATGACGGAAG  |GGCGTTCCACCCTTCAATGG

qNSH2 TGGCAACCAAAATTTTCCTCCC  |GTGACTTTCCCAGGATTAAGTTTTGC
qNSH3 LOTOTAGCTGTOGTATIGATIAT | cApA AAGAATTCGACGATGTTGG
qNSH4 TGTGGACAGCAGTAGCAGTG  |GAATCCGATGAGGCCTTCCC

Oligonucleotidos para clonacion en pFGC5941

Sil-NSH1 GGTCTAGAGGCGCGCCGATCA CCGGATCCATTTAAATCCATGGTGAAT

AGGATTGAAAAATTGGAA TCTAATATCCA
Sil-NSH12 GGTCTAGAGGCGCGCCGATGAT | CCGGATCCATTTAAATTTTGTTAGTGGC
b AGCATGGCCATTTTGATGG CCAAGTGCTAG

3. MATERIAL BIOLOGICO
3.1 ESTIRPES BACTERIANAS

Durante el desarrollo de la tesis se han utilizado distintas estirpes bacterianas:

La cepa DH50F " de E. coli [supE44, AlacU169, ($80lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl,
gyrA96, thi-1, relAl] se empled para clonaciones rutinarias. Esta estirpe estd modificada
genéticamente y carece de algunos componentes de su sistema de restriccion y

modificacion, lo que la dota de gran utilidad para este tipo de aplicaciones.

La cepa BL21(DE3) de E. coli [F- dem ompT hsds (r8-mg-) gal] se caracteriza por su
deficiencia en dos proteasas claves, por lo que se reduce la proteolisis de proteinas
recombinantes. Ademas, el gen de la ARN polimerasa T7 se encuentra bajo el control de
un promotor inducible por IPTG. Esta cepa resulta de gran interés para la expresion

heter6loga de proteinas.

La cepa BL21(DE3) pLysS de E. coli [ompT, hsdSB(rg-mg-), dcm, gal] contiene el
plasmido pLysS, capaz de producir lisozima T7 que actiia reduciendo la expresion basal
de la proteina de interés. Se utilizo para la expresion heterdloga de proteinas previamente

clonadas en el plasmido pET-His6-SUMO TEV LIC (2ST).

Para la sobreexpresion de proteinas recombinantes y colocalizacion en Nicotiana
benthamiana se utilizd Agrobacterium tumefaciens GV3101:pMP90RK (Koncz y
Schell, 1986).
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Para la induccion de raices aéreas en P. vulgaris se utilizo la cepa K599 de Agrobacterium

rhizogenes. Dicha cepa fue proporcionada por Estrada-Navarrete (México).

La cepa ISP14 (HUP") de Rhizobium leguminosarum, se utilizd de forma rutinaria para la
induccion de la nodulacion en raices de P. vulgaris. Dicha cepa fue proporcionada por

CIFA-Las Torres (Sevilla).

Para la induccion de la nodulacion en raices transformadas de P. vulgaris se utilizé la
cepa CIAT899 de Rhizobium tropici, proporcionada por Estrada-Navarrete (México). Se
utiliz6 dicha cepa por su amplio rango de hospedadores con cultivos de judia andinos y

mesoamericanos (Martinez- Romero et al., 1991).

3.3. MATERIAL VEGETAL

Se utilizaron semilla de judia de la variedad Great Northern (P. vulgaris L. cv. Great
Northern) suministradas por el Profesor A. De Ron (Mision bioldgica de Galicia, CSIC,

Pontevedra).

Para la expresion transitoria de proteinas recombinantes se utilizaron plantas de Nicotiana

benthamiana.

4. CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS

4.1. CULTIVO DE MICROORGANISMOS

Las cepas de E. coli se cultivaron de manera rutinaria a 37 °C en medio LB esterilizado
en el autoclave a 126 °C durante 20 min. Para los medios s6lidos se afiadié agar al 1,5 %
(p:v), se esterilizo en el autoclave y se repartio en placas de Petri estériles de 90 mm de
didmetro. En los casos en los que se anadi6 algun antibidtico, el medio se dejo enfriar

hasta alcanzar los 50 °C para evitar la degradacion del antibidtico.
Las distintas estirpes de Agrobacterium se cultivaron a 28 °C durante 48 h en medio LB.

Las estirpes de Rhizobium se cultivaron a 28 °C durante 16 h aproximadamente en medio

para Rhizobium.

4.2-CONSERVACION DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS

Las estirpes bacterianas se almacenaron a -80 °C en el mismo medio utilizado para su

cultivo suplementado con glicerol estéril a una concentracion final del 20 % (v:v).
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5. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACION
5.1. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. COLI

A partir de las bacterias almacenadas en glicerol, se realizoé un cultivo en una placa con
el medio apropiado y se incubo a 37 °C durante 14-16 h. Con una de estas colonias se
inocularon 4 ml de medio LB liquido y se cultivé a 37 °C, a 220 rpm durante 14-16 h.
Posteriormente se inocularon 100 ml de medio LB fresco con 1 ml del cultivo y se incubd
a 22 °C hasta que el cultivo alcanzé una ODeoo de 0,5. Seguidamente, el cultivo se enfrid
en hielo durante 5 min, y el resto del procedimiento se desarrollé a 4 °C. Las células se
concentraron por centrifugacion a 1.000 g durante 5 min, se elimind el sobrenadante y se
resuspendieron en 50 ml de tampdn TB estéril. Se volvid a centrifugar 5 min a 1.000 g,
se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de tampon TB. Finalmente, se
hicieron partes alicuotas de 100 pl que se enfriaron rdpidamente en N liquido y se

almacenaron a -80 °C.

5.2. TRANSFORMACION QUIMICA DE CELULAS DE E. COLI

Se mezclaron cuidadosamente 100 pl de células competentes de E. coli con el ADN y se
incubaron en hielo durante 30 min. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron a
42 °C durante 90 s y se enfriaron nuevamente en hielo durante 5 min. A continuacion, se
anadid 1 ml de LB y se incubd a 37 °C durante 1 h en agitacion. Finalmente, se centrifugd
a 500 g durante 5 min, se descart6 el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron en 100
ul de LB, se sembraron en una placa con el medio selectivo apropiado, y se incubaron a

37 °C durante 14-16 h.

5.3. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE AGROBACTERIUM

A partir de un glicerol de Agrobacterium, se realizé un cultivo en una placa con el medio
apropiado y se incub6 a 28 °C durante 48 h. Con una de estas colonias se inocularon 4 ml
de medio 2YT liquido y se incubd a 28 °C, a 220 rpm durante 14-16 h. Posteriormente,
se inocularon 100 ml de medio 2YT fresco con 0,5 ml del cultivo y se incub6 a 28 °C en
agitacion hasta que alcanzé una ODsoo de 0,5. Seguidamente, el cultivo se enfrio en hielo
durante 5 min y el resto del procedimiento se desarrolld a 4 °C. Las células se
concentraron por centrifugacion a 1.000 g durante 5 min, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendieron en 12 ml de glicerol al 10 % estéril. Este proceso se repitid 3 veces

reduciendo el volumen de glicerol a 4 ml, 2 ml y 1,5 ml, respectivamente. Finalmente, se
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hicieron partes alicuotas de 100 pl que se enfriaron rapidamente en N liquido y se

almacenaron a -80 °C.

5.4. TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION DE AGROBACTERIUM

Se mezclaron 50 pl de células competentes de Agrobacterium con aproximadamente 50
ng de ADN, y la mezcla se depositd en una cubeta de microelectroporacion de 0,1 cm
previamente enfriada a 4 °C. A continuacion, la cubeta se sometio a un pulso de 2,5 kV
en un sistema Micropulser (Bio-Rad), se afiadi6 1 ml de medio LB, se recogieron las
células en un tubo estéril y se incubaron a 28 °C durante 2 h en agitacion. Transcurrido
este tiempo, las células se centrifugaron a 1.100 g durante 5 min y se desecho el
sobrenadante. Finalmente, las células se resuspendieron en 100 ul de medio LB, se
sembraron en una placa con el medio selectivo apropiado, y se incubd a 28 °C durante

48 h.

6. CONDICIONES DE CULTIVO DEL MATERIAL VEGETAL
6.1. CONDICIONES DE CULTIVO DE JUDIA

Se utilizaron semilla de judia de la variedad Great Northern (P. vulgaris L. cv. Great
Northern) suministradas por el Profesor A. De Ron (Mision bioldgica de Galicia, CSIC,
Pontevedra). De manera rutinaria las semillas se esterilizaron mediante un lavado de 30 s
en etanol absoluto, seguido de un lavado de 5 min con hipoclorito sodico al 0,2 % (p:v).
Posteriormente, las semillas se lavaron 5 veces con agua destilada estéril para eliminar la
solucion anterior. Tras su esterilizacion, las semillas se colocaron en placas de Petri de
120 mm de diametro sobre dos discos de papel de filtro humedecidos con agua destilada
estéril. Las semillas se cubrieron con otros dos discos también humedecidos con agua
destilada estéril. La humedad se mantuvo por adicidon regular de agua destilada estéril.
Las placas se colocaron en la cdmara de cultivo con un fotoperiodo de 16 hde luzy 8 h
de oscuridad, a una temperatura de 26 °C en luz y 22 °C en oscuridad y una humedad

constante del 70 %.

Para aquellos experimentos en los que se utilizaron tejidos de plantas adultas, las plantulas
se sembraron al tercer dia después de la imbibicion en macetas de 16 cm de didmetro y
18 cm de altura que contenian perlita y vermiculita (1:2, p:p) y se mantuvieron en las
mismas condiciones de luz, temperatura y humedad que durante la germinacion. En cada
maceta se sembraron 3 semillas. En caso necesario, las plantulas se inocularon con la cepa

ISP14 de Rhizobium leguminosarum, previamente cultivado a 28 °C durante menos de
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30 h en un medio para Rhizobium. Las plantas se regaron tres veces por semana con

solucion nutritiva H&P.

6.2. CONDICIONES DE CULTIVO DE NICOTIANA BENTHAMIANA

La semilla de N. benthamiana se sembraron en un sustrato compuesto de turba, fibra de
madera (Lignofibre®C extrafina) y fibra de coco (Cocopeat Typ30) (90:5:5, p:p:p)
(Gramosemi, Gramoflor), se regaron con agua, y se cultivaron en la camara de cultivo en

las mismas condiciones que las plantas de judia.

7. ANALISIS BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

Las secuencias de NSH se obtuvieron de Phytozome (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/), TAIR (https://www.arabidopsis.org/) y NCBI (National Center for

Biotechnology Information (nih.gov).

Para el andlisis de secuencias y alineamientos se utilizd el paquete informatico

DNASTAR Lasergene Version 7.0.0 y las aplicaciones Megalin, Seqman y Ediseq.

Para la elaboracion de los arboles filogéneticos, las secuencias se analizaron con
MUSCLE (Edgar, 2004) y el arbol filogenético se realizdé con el software MEGA X
(Kumar et al., 2018), utilizando el modelo Neighbor-Joinning y tras realizar 1.000
réplicas de arboles para llevar a cabo el test de “boostraping” de cada secuencia
(Felsenstein, 1985). Las secuencias alineadas fueron: E. coli Ybek (AAN79208); E. coli
Yeik (AAA60514); Crithidia fasciculata (CFU43371); Saccharomyces cerevisiae
(AF217406); Synechococcus (CP000239); Trypanosoma vivax (AF311701); Volvox
carteri (Vocar0002s0393); A. thaliana AtNSH1 (At2g36310) , AtNSH2 (At1g05620),
ATNSH3 () y AtNSH4 (); Cicer arietinum NSH1 (Ca_00782), NSH2 (Ca_19997), NSH3
(XP_004508326.1) y NSH4 (XP_004486297.1); Chlamydomonas reinhardtii
(Cre06g271050); Glycine max NSH1.1 (XM014773909), NSH1.2 (Glyma.19G193700),
NSH2.1 (Glyma.20g000200), NSH2.2 (Glyma.09 g285900), NSH3 (XP_003550523.1),
NSH3.2 (XP _025980736.1) y NSH4 (XP_006594456.1); Lotus japonicus NSHI1
(Lj1g0000699.1) 'y NSH2 (Lj2g0019610.1); Medicago  truncatula NSHI
(Medtr07g104270), NSH2.1 (Medtr1g039400), NSH2.2 (Medtrlg039410), NSH3
(RHN64205.1) y NSH4 (RHN64206.1); Nicotiana tabacum NSH1 (XM_016656799)
NSH2 (XM 016637716), NSH4.1 (XP_016511768) y NSH4.2 (XP_016465857.1);
Oryza sativa NSH1.1 (Os08g44370), NSH1.2 (0s09g39440), NSH2 (0Os03g31170),
NSH4.1 (XP_015639913.1) y NSH4.2 (XP_015637724.1); P. vulgaris PvNSHI1

56


https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://phytozome-next.jgi.doe.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Elena Delgado Garcia Materiales y Métodos

(MW435747) PvNSH2 (MW435748), PvNSH3 (Phvul.006G159400) y PvNSH4
(Phvul.003G099100);  Physcomitrella patens PpNRHI1 (JQ649322), PpNRH2
(JX861385), PpNRH3 (JX861386), PpNRH4 (XP _024371258); Populus trichocarpa
NSH1 (Potri.006g083400) NSH2 (Potri.007g144600), NSH4 (XP_002311814.2);
Solanum lycopersicum NSH1 (Solyc09g009690) NSH2 (Solyc12g018990), NSH4.1
(XP_004229495.1), NSH4.2 (XP_004229486.1) NSH4.3 (XP4229485.1); Triticum
aestivum NSH1.1 (Traes 7DS DFF4A032D.1), NSH1.2 (Traes 1AS FDC3AF8A2.1),
y NSH2 (Traes 3AS E563BAA68.1); Vigna unguiculata NSH1 (Vigun01g172400) y
NSH2 (Vigun02g010300); Zea mays ZmNRH1a (HQ825159), ZmNRH1b (HQ825160),
ZmNRH2a (HQ825161), ZmNRH2b (JQ594984), y ZmNRH3 (HQ825162); Amborella
trichopoda (Amborell3; XP_011627997.2); Quercus suber (NSH4.1( XP_023902382.1)
y NSH4.2 (XP_023902377.1);  Selaginella  moellendorffii ~ (Selaginella3;
XP_024536907.1); Theobroma cacao NSH3 (EOY11262.1) y NSH4 (EOY06345.1);
Vitis vinifera NSH4.1 (XP_010660033.1) y NSH4.2 ( XP_010649815.1).

Los arboles filogenéticos se editaron con iTOLv4 (Letunic and Bork, 2019) y los logos

de la secuencia se realizaron con Skylign (Wheeler et al., 2014).

La busqueda de las secuencias de las proteinas apoplasticas se llevo a cabo con HMMER

(http://hmmer.org) (Finn et al., 2011).

Para el anélisis de las secuencias promotoras, se utilizé un fragmento de 1.000 pb situado
corriente arriba del inicio de la traduccion y se analizé mediante la base de datos New

PLACE (https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace) (Higo et al., 1999).

La prediccion de los péptidos senal de PNSH3 y PvNSH4 se realizd con TargetP-2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/) (Armenteros et al., 2019), y la
de la localizacion subcelular con DeepLoc-2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/cite.php) (Armenteros et al., 2017).

8. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Para la extraccion rutinaria de ADN plasmidico se partio de una colonia de E. coli
DH5a F’ transformada con el plasmido de interés, y con ella se inocularon 4 ml de LB
liquido suplementado con los antibidticos correspondientes que se incubaron durante 14
h a 37 °C en agitacion. Posteriormente, se centrifugaron 3 ml de este cultivo a 1000 g
durante 5 min a temperatura ambiente y se descartd el sobrenadante. El pellet se

resuspendié en 200 pl de Solucion I (ver apartado 1.1.1) y se incubd a temperatura
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ambiente durante 5 min. A continuacion, se afiadieron 200 ul de Solucién 11 (ver apartado
1.1.1) que provoca la rotura de células, se mezcl6d suavemente por inversion y se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se afiadieron 200 pl de Solucion
III (ver apartado 1.1.1), se mezcld y se incubd en hielo durante 5 min. A continuacion, se
centrifugd a maxima velocidad durante 5 min y el sobrenadante se transfirid a un tubo
nuevo. Tras esto, se afiadieron 500 pl de isopropanol, se mezclo vigorosamente y se dejo
incubar 15 min a temperatura ambiente con el fin de precipitar los acidos nucleicos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd durante 15 min a maxima velocidad y se elimind
el sobrenadante. La pella se lavo con etanol frio al 70 %, se centrifugd y se elimind el
sobrenadante. Una vez la pella estuvo completamente seca, se afiadieron 20 ul de H.O
mili-Q estéril y 2 ul de ARNasa 2 pg/uly se incub6 durante 20 min para eliminar el ARN.

Posteriormente se almaceno a 4 °C hasta su uso.

Para el aislamiento de ADN plasmidico de gran pureza se utilizd el kit comercial
FavorPrep Plasmid Extraction Mini Kit (Favorgen, Taiwan) y se siguieron las

instrucciones de la casa comercial.

9. SECUENCIACION

La secuenciacion de ADN bicatenario se realizé en el Servicio Centralizado de Apoyo a
la Investigacion de la Universidad de Cordoba, utilizando un secuenciador automatico
ABI3130 XL (Applied Biosystem, Foster City, CA, EEUU).

10. A,ISLAMIENTO Y SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS DE TEJIDOS DE
JUDIA

10.1. EXTRACCION DE ARN

Para la extraccién de ARN total se tomaron 100 mg de tejido pulverizado y congelado a
-80 °C y se mezclaron inmediatamente con el reactivo comercial NZYol Reagent
(NZYTech, Portugal). Tras mezclarlo por agitacion, se centrifugd a 16.000 g y se
transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo. Seguidamente, se afiadieron 0,2 ml de
cloroformo, se mezcld vigorosamente y se centrifug6 a 16.000 g durante 15 min a 4 °C.
A continuacion, se recogio la fase acuosa, se afiadi6 1 volumen de isopropanol, se mezclo,
se incubd 15 min a temperatura ambiente, y se centrifugd a 16.000 g durante 10 min a
4 °C. Tras desechar el sobrenadante, se lavo la pella con 1 ml de etanol al 70 % y se
centrifugd nuevamente a 5.200 g durante 5 min a 4 °C. Posteriormente, se desecho el

sobrenadante, se dejo secar la pella durante unos minutos y se redisolvié en 0,2 ml de
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H>0 mili-Q estéril. El ARN se precipitd nuevamente por adicion de 132 ul de LiCl 8 M,
se mezclo y se incubo durante 12 h a -20 °C. Transcurrido ese tiempo, se centrifugd a
16.000 g durante 15 min a 4 °C, se desecho el sobrenadante y se volvio a lavar la pella
con etanol al 70 %. Finalmente, se dejo secar la pella y se redisolvi6é en 20 ul de H>O
mili-Q estéril.

10.2. SINTESIS DE ADNc

10.2.1. Tratamiento con ADNasal y sintesis de ADNc¢

Para eliminar trazas de ADN gendémico, el ARN se trat6 con ADNasa I antes de realizar
la sintesis de ADNc. Para ello, 2 pg de ARN se trataron con 1 ul de ADNasa I (New
England Biolabs, 2 U/ul), 1 pl de tampon de ADNasa (10X) y H2O mili-Q estéril, en un
volumen final de 10 pl, y se incub6 a 37 °C durante 30 min. Seguidamente, se detuvo la
reaccion por adicion de 1ul de EDTA 50 mM e incubacion a 65 °C durante 10 min. La
ausencia de ADN se comprobd por PCR, utilizando como molde el ARN tratado con
ADNasa I. Cada reaccion contenia 1 ul de ARN tratado con ADNasa I, 4 pl de tampon
de PCR (5x), 1,2 pl de MgCl> 25 mM, 0,5 pl dNTPs 10 mM, 1pl de oligonucledtido
qACT y qACT, 0,2 pul (1 U) de Taq ADN polimerasa, y H>O mili-Q hasta alcanzar un
volumen de 20 pl. Las condiciones de PCR fueron: 2 min a 95 °C de desnaturalizacién
inicial, seguido de 30 ciclos de 30 s 2 95 °C, 30 s a 60 °C y 40 s a 72 °C, y una extension
final de 6 min a 72 °C. El resultado de la PCR se visualiz6 tras someterlo a electroforesis

en gel de agarosa al 1,5 %.

Una vez comprobada la ausencia de ADN genomico en el ARN tratado, se procedio a la
sintesis de ADNc. Para ello, se mezclaron 2 pg de ARN tratado con ADNasa [ con 1 pl
de Random primer 100 uM (Biotools) y 2 ul de H>O mili-Q, y se incubaron a 65 °C
durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 4 ul de Revertdid Reaction Buffer
(Thermo Fisher Scientific), 2 ul de ANTPs 10 mM y 1 pl de retrotranscriptasa RevertAid
(100 U/ul) (Thermo Fisher Scientific). La mezcla se incubd 10 min a 25 °C, 60 min a
42 °Cy 15 min a 70 °C. La sintesis de ADNc se comprobd mediante PCR, en idénticas
condiciones a las descritas anteriormente, salvo que se le afadi6 1 pl de ADNc en vez del

ARN tratado con ADNasa I. E1l ADNc se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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10.3. FRACCIONAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE
ELECTROFORESIS

10.3.1. Fraccionamiento de ADN

Para el fraccionamiento de ADN se llevo a cabo una electroforesis horizontal en geles de
agarosa a la concentracion adecuada segun el tamafio del ADN a analizar y suplementados
con bromuro de etidio (0,5 pg/ml). Las muestras se mezclaron con 0,2 volumenes de
solucion de carga (6x) y el tampdn de electroforesis fue TBE (1x). Como marcadores de
peso molecular se utilizo el ADN del bacteriofago A digerido con EcoRl/HindIIl (Thermo
Fisher Scientific) o el marcador Gene Ruler100 pb Ladder (Thermo Fisher Scientific). La
electroforesis se llevd a cabo a 100 V y posteriormente se visualizé el gel con un equipo

Gel DocTM EZ Imager (Bio-Rad).

10.3.2. Fraccionamiento, cuantificacion y determinacion de la pureza e integridad
del ARN

Para la cuantificacion y determinacion de la pureza del ARN se utilizd6 un

espectrofotometro NanoValue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare).

La pureza se determindé mediante dos parametros: el cociente entre las absorbancias a

260 nm y a 280 nm y el cociente de la absorbancia a 260 nm frente a la de 230 nm.

Ademas, la integridad del ARN también se comprobo mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1 % (p:v) en tampon TBE (0,5x). E1 ARN se mezcl6 con un volumen de tampon
de carga de ARN, se calent6 durante 5 min a 65 °C, y se sometio a electroforesis en gel
de agarosa al 1 % en tampo6n TBE pH 8 a una concentracion de 0,5X. La electroforesis se
llevo a cabo a 100 V y posteriormente se visualizo el gel con un equipo Gel DocTM EZ
Imager (Bio-Rad).

11. DIGESTION DE ACIDOS NUCLEICOS CON ENDONUCLEASAS DE
RESTRICCION

Se utilizaron endonucleasas de restriccion de las casas comerciales NE Biolabs y Thermo
Fisher Scientific. Las digestiones se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones de

las casas comerciales.

12. LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN O VECTORES PLASMIDICOS.

Las ligaciones se llevaron a cabo en un volumen final de 10 pl. La concentracion de ADN

en la mezcla de ligacion se intentd mantener en torno a 10-20 ng/pl. Se utilizo la siguiente

60



Elena Delgado Garcia Materiales y Métodos

formula con el fin de calcular el nimero de microgramos de fragmento y vector en una
relaciéon molar 3:1 del fragmento a ligar respecto del vector:

axb
X = 3x

X: microgramos del fragmento a ligar

a: tamafo (en pb) del fragmento a ligar

b: microgramos del vector

c: tamafio (en pb) del vector

Para llevar a cabo la ligacion se utilizo la enzima T4 ADN ligasa (2 U/ul) (Thermo Fisher
Scientific) y se incubd a 16 °C durante 14-16 h.

12.1. CLONACION INDEPENDIENTE DE LIGASA (LIC)

La clonacion independiente de ligasa (LIC) utiliza la actividad exonucleasa (3°2>5") de
la T4 ADN polimerasa para crear extremos solapantes de al menos 10-12 pb libres tanto
en el inserto como en el plasmido, los cuales aparean y son reparados posteriormente por
la actividad replicativa de la bacteria en la que se transforme. El plasmido pET-His6-
SUMO-LIC se linealizé con 1 pl de la endonucleasa de restriccion Sspl (10 U/ul)
(Thermo Fisher Scientific). Una vez linealizado, tanto el plasmido como los productos de
PCR correspondientes al inserto se trataron con 1 pul de ADN polimerasa (5 U/ul)
(Thermo Fisher Scientific) junto con 0,5 pl de los dexosinucledtidos dCTP, en el caso del
inserto, y dGTP, para el plasmido. La adiciéon de estos dNTPs detiene la actividad
exonucleasa de la ADN polimerasa cuando alcanza a dicho dNTP. Dicha mezcla se
incub6 durante 30 min a 22 °C, tras lo que se detuvo la reaccidon por calentamiento a 75 °C
durante 20 min. A continuacion, se mezclaron el plasmido e inserto en una relacion 3:1,
se incubd durante 30 min a 22 °C, y se procedio a la transformacién como se indica en el

apartado 5.2.

13. AGROINFILTRACION DE PLANTAS DE N. BENTHAMIANA

A partir de células de Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK almacenadas en
glicerol y que contenian los plasmidos apropiados, se inocularon 4 ml de medio LB fresco
suplementados con los antibioticos apropiados y se incubo a 28 °C a 220 rpm durante
toda la noche. Al mismo tiempo se prepar6 un cultivo de 4. tumefaciens C58C1 +pCH32,
que porta el plasmido pBIN61-P19 que permite la expresion de P19, un supresor del
silenciamiento (Qu y Morris, 2002). Transcurrido este tiempo, estos cultivos se utilizaron

para inocular 50 ml de LB fresco suplementados con los antibidticos apropiados,
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cuidando que la ODggo inicial fuese de 0,1, y se incubaron a 28 °C y 220 rpm hasta
alcanzar una ODegoo de entre 0,4-0,6. A continuacion, los cultivos se centrifugaron a
1.000 g durante 15 min, se elimind el sobrenadante, se resuspendieron en tampon de
infiltracion de modo que la ODsoo fuese de 0,4, y se incubo 2 h en agitacion a temperatura
ambiente. Justo antes de la inoculacién, se mezclaron volumenes iguales de A.
tumefaciens GV3101::pMP90RK transformado con el plasmido de interés y de A.
tumefaciens C58C1 + pCH32 transformado con pBIN61-P19 y se infiltraron 2 o 3 hojas
expandidas de plantas de N. benthamiana de 3-4 semanas de edad. La infiltracion se
realizo aplicando presion contra la cara abaxial de la hoja con una jeringa de 1 ml sin
aguja. Una vez infiltradas, las plantas se trasladaron a la camara de cultivo y se
mantuvieron en las condiciones descritas en el apartado 6.2 hasta el momento de la

recoleccion de las hojas infiltradas.

14. OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS A PARTIR DE TEJIDO
VEGETAL

El tejido vegetal se recolecto, se pulveriz6 con nitrogeno liquido y se almacen6 a -80 °C
hasta su utilizacién. En el momento de su andlisis el tejido se mezcl6 con 4 volimenes de
tampon de extraccion de proteinas (ver apartado 1.2.3), se incubd durante 5 min en hielo,

se centrifugd a 16.000 g durante 10 min a 4 °C y se recogi6 el sobrenadante.

15. SEPARACION DE PROTEINAS MEDIANTE ELECTROFORESIS

15.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Las proteinas se fraccionaron mediante electroforesis vertical en geles de poliacrilamida
de concentracion adecuada, utilizando una célula de electroforesis Mini-Protean II
Electrophoresis Cell (BioRad, Hercules, CA, EE.UU). Para ello se mezclaron tres
voliumenes de tampon de carga de Laemmli con un volumen de muestra y se cargaron en
el gel previa desnaturalizacion por calentamiento a 95-100 °C durante 5 min. El tampon

de electroforesis fue Tris-Glicina (1x) con SDS al 0,1 %.

Los geles se prepararon siguiendo el protocolo de Laemmli (1970). El gel separador (ver
apartado 1.1.4) se prepar6 al porcentaje requerido, se mezclo y se vertio en la célula de
electroforesis. Para evitar la inhibicion de la polimerizacion de la acrilamida por oxigeno,
la parte del gel en contacto con el aire se cubrid con una capa de agua. Cuando el gel

polimerizd, se elimind el agua y se afiadio el gel concentrador (ver apartado 1.1.4).
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Finalmente, se coloco el peine para marcar los pocillos y se dejo polimerizar. La

electroforesis se llevo a cabo a un voltaje constante de 200 Vy a4 °C.

Como marcador de peso molecular se utiliz6 la mezcla de marcadores Page Ruler
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) que cubren el rango de 10 kDa a

180 kDa.

16. TINCION DE PROTEINAS EN GEL
16.1. TINCION CON AZUL DE COOMASSIE

Para visualizar las bandas de proteinas, los geles se tifieron con una solucién de azul
brillante de Coomassie R250:metanol:acido acético:H>O (0,1:40:10:50, p:v:v:v) durante
30 min en agitacion suave, y se destifieron con la misma solucidn, pero sin azul de

Coomassie en agitacion suave.

16.2. TINCION CON NITRATO DE PLATA

Cuando la cantidad de proteina a detectar fue muy baja, los geles se tifieron con nitrato
de plata utilizando el kit comercial Silver Stain Plus (Bio-Rad) y se siguieron las
instrucciones de la casa comercial. Resumidamente, el gel se sumergi6é en 100 ml de la
solucion de fijacion (50 % etanol, 40 % H>O mili-Q y 10 % acido acético; v:v:v) durante
40 min en agitacion. Transcurrido este tiempo, el gel se lavd con una solucion al 30 % de
etanol durante 10 min, seguido de un lavado con 200 ml de H,O mili-Q de 10 min.
Posteriormente, el gel se incubo en 100 ml de la solucion Sensitizer (1ml ProteoSilver
Sensitizer y 99 ml de H,O mili-Q) durante 10 min, seguido de un lavado con 200 ml de
H>0 mili-Q durante 10 min. El gel se tifi6 con una solucién de plata (1 ml Proteosilver
Silver y 99 ml de H2O mili-Q) durante 10 min, y se lavo con 200 ml de H20 mili-Q
durante 1 min. Para el desarrollo de color de las proteinas presentes en el gel, este se
sumergio en 100 ml de la solucion Developer solution (Sml Proteosilver Developer 1, 0,1
ml Proteosilver Developer 2 y 95 ml de H2O mili-Q) en agitacion hasta alcanzar la
intensidad deseada, y se detuvo por adicion de Proteosilver Stop solution e incubacion

durante 5 min. Por tltimo, el gel se lavé con agua destilada.

17. INMUNODETECCION DE PROTEINAS

Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel de poliacrilamida hasta
una membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride, GE Healthcare). La transferencia se
realizo en una célula Mini-TRansBlot (Bio-Rad) utilizando tampdn de transferencia (ver

apartado 1.2.10).
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Tras la electroforesis, el gel se lavé con tampon de transferencia y se ensamblo el sistema.
Para ello, se colocd un soporte poroso sobre la placa catddica y, sobre este, dos trozos de
papel Whatmann 3 MM con un tamano similar al del gel, ambos humedecidos en tampén
de transferencia. Sobre estos se depositd el gel, y sobre ¢l la membrana de PVDF,
previamente activada con metanol durante 1 min. Seguidamente, se depositaron otros dos
trozos de papeles Whatmann 3 MM sobre la membrana y otro soporte poroso encima,
todos saturados de tampon de transferencia, y se cerrd el sistema con la placa anddica y
evitando la formacion de burbujas que podrian dificultar la transferencia de las proteinas
del gel a la membrana. Para finalizar, la electrotransferencia se llevo a cabo tras introducir
el conjunto en la cubeta de electroforesis, a 4 °C, y con una intensidad de corriente

eléctrica constante de 300 mA durante 3 h.

Cuando finaliz6 la transferencia, se desmont6 el sistema y se bloque6 la membrana en
tampon TBS suplementado con leche desnatada en polvo al 8 % (p:v) y Tween 20 al 0,1
% durante 1 h en agitacion suave a temperatura ambiente. A continuacion, se lavo la
membrana tres veces con tampon TBS suplementado con leche desnatada en polvo al
0,5 % (p:v) y Tween 20 al 0,1 % durante 5 min en agitacion suave, y se dejo reaccionar
con el anticuerpo primario diluido en solucidon de lavado durante toda la noche y en
agitacion suave a 4 °C. La membrana se volvidé a lavar 3 veces con tampon TBS
suplementado con leche desnatada en polvo al 4 % (p:v) y Tween 20 al 0,1 % para
eliminar el anticuerpo no unido a la proteina diana, y se incubo con el anticuerpo
secundario durante 1 h en agitacidon suave a temperatura ambiente. Se volvid a lavar la
membrana para eliminar el anticuerpo secundario no unido y se procedi6 al revelado. Para
ello, la membrana se cubridé con solucion de revelado (ver apartado 1.1.5) durante el
tiempo necesario para que se desarrollase el color purpura. La reaccién se detuvo

mediante lavados sucesivos con agua destilada.

Como anticuerpos primarios se emplearon una dilucion 1:3.000 de anti-His desarrollado
en raton (Sigma), una dilucion 1:3.000 de anti-HA (Sigma) o una dilucion 1:1.000 de

antiNSH1 desarrollado en conejo.

Los anticuerpos secundarios fueron una dilucion 1:10.000 de anti-inmunoglobulina de
raton desarrollado en cabra (para el anti-His) o en conejo (para los anti-HA y antiNSH1)

conjugados con fosfatasa alcalina (Sigma).
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18. IDENTIFICACION Y CLONACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN
NUCLEOSIDASAS DE PHASEOLUS VULGARIS

Para la identificacion de los genes que codifican nucleosidasas en Phaseolus vulgaris se
utilizaron como referencia los genes de Arabidopsis thaliana y se llevo a cabo un analisis
mediante tBlastn en la base de datos Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/).
Esta busqueda nos permiti6 la identificacion de cuatro secuencias con una alta similitud
con los cinco genes descritos en Arabidopsis thaliana (AINSH1-AtNSHS) (Jung et al.,
2009) que se nombraron PvNSH1, PvNSH2, PvNSH3 y PvNSH4, por su similitud con los
de Arabidopsis. Se disefiaron oligonucledtidos especificos (clo-NSHI1-F y clo-NSH1-R,
clo-NSH2-F y clo-NSH2-R, clo-NSH3-F y clo-NSH3-R y clo-NSH4-F y clo-NSH4-R,
para PvNSH1, PvNSH?2, PvNSH3 y PvNSH4, respectivamente) que se utilizaron para la
amplificacion mediante RT-PCR de los ADNc de cada uno de los genes. La mezcla de
reaccion de la PCR estaba compuesta por: 4 pl de tampon Hi-Fi, 0,5 pl de ANTPs 10 mM,
1 ul de cada oligonucleotido 5 uM, 0,2 pl de Velocity DNA polimerasa (2 U/ul) (Bioline,
Reino Unido), 2 ul de ADNc y H>O mili-Q estéril hasta alcanzar un volumen final de 20
ul. Las condiciones de la reaccion de PCR se establecieron teniendo en cuenta las
recomendaciones de la casa comercial de la DNA polimerasa y la Tm de los

oligonucleoétidos.

Los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1 % y se purificaron con
el kit comercial NZYGelpure (nzytech, Portugal). Posteriormente, se clonaron en el vector
pSparkl (Canvax, Espafa). El plasmido resultante se utilizd para transformar la estirpe
DHS5a F* de E.coli. Se aislaron plasmidos de varias colonias positivas que se analizaron

mediante digestion con endonucleasas de restriccion y secuenciacion.

19. EXPRESION Y PURIFICACION DE PVNSHI1, 2 Y 3 EN E. COLI
19.1. CLONACION DE PVNSH]I, 2 y 3 EN EL PLASMIDO PET30b(+)

Los marcos abiertos de lectura de los genes PvNSH1, PvNSH?2 y PvNSH3 se amplificaron
con los oligonucledtidos pET30-NSH1-Sall y pET30-NSH1-Nofl, y pET30-NSH2-Sall y
pET30-NSH2-Notl, y pET30-NSH3-Sal/l y pET30-NSH3-Notl, respectivamente. Estos
oligonucleodtidos contenian los primeros nucledtidos de la region codificante y los
precedentes al codon de terminacion, y un sitio de restriccion para facilitar su clonacién
en fase en el vector pET30b(+). La mezcla de reaccion de la PCR estaba compuesta por:
4 ul de tampodn Hi-Fi, 0,5 pl de ANTPs 10 mM, 1 pl de cada oligonucleétido 5 uM, 0,2 ul
de Velocity DNA polimerasa (2 U/ul), 1 pl de los plasmidos (pSparkI-NSH1, pSparklI-
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NSH2, pSparkI-NSH3) (20 ng/ul) y H20 mili-Q estéril hasta alcanzar un volumen final
de 20 pl. Las condiciones de la reaccion de PCR se establecieron teniendo en cuenta las
recomendaciones de la casa comercial de la DNA polimerasa y la Tm de los

oligonucleoétidos.

Los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1 %, se purificaron con el
kit comercial NZYGelpure (nzytech, Portugal), y se clonaron en el vector pSparkl
(Canvax, Espafia) El plasmido resultante se utiliz6 para transformar la estirpe DHS5a F’
de E. coli. Se aislaron plasmidos de varias colonias positivas, y se analizaron mediante
digestion con endonucleasas de restriccion y secuenciacion. Una vez comprobada la
presencia del inserto apropiado y la ausencia de mutaciones, los plasmidos se digirieron
con las endonucleasas de restriccion Sall y Nofl, y los insertos se clonaron en el vector
pET30b(+) (Novagen), que afiade una cola de 6 histidinas a ambos lados de la proteina
recombinante. Con los plasmidos resultantes (pET-NSH1, pET-NSH2 y pET-NSH3) se
transformo la estirpe BL21(DE3) de E. coli, se aislaron plasmidos de varias colonias
positivas, y se analizaron mediante digestion con endonucleasas de restriccion y

secuenciacion.

19.2. CLONACION DE PVNSH3 EN PET-HIS6-SUMO-TEV

El ORF PvNSH3 se amplifico por PCR del pldsmido pXCS-NSH3 utilizando los
oligonucledtidos pETSUMO-LIC-NSH3F y pETSUMO-LIC-NSH3R-STOP. Estos
afaden una secuencia de nucledtidos complementaria que permite su clonacion
independiente de ligacion en el vector pET-His6-SUMO-TEV-LIC. La mezcla de
reaccion de la PCR estaba compuesta por: 4 pl de tampon Hi-Fi, 0,5 ul de ANTPs 10 mM,
1 pul de cada oligonucledtido 5 uM, 0,2 ul de Velocity DNA polimerasa (Bioline), 1 pl de
pXCS-NSH3 (20 ng/ul) y HoO mili-Q 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 30 ciclos de 95 °C durante 30 s, 55 °C durante 30 s y 55 °C
durante 2 min y una extension final a 72 °C durante 7 min. Tras purificar los productos
de PCR, se llevo a cabo la ligacion mediante el método LIC en pET-His6-SUMO TEV
LIC. Con esta reaccion se transformo la estirpe BL21 pLysS de E. coli. Se aislaron
plasmidos de varias colonias positivas y se analizaron mediante digestion con

endonucleasas de restriccion y secuenciacion.
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19.3. EXPRESION DE LAS PROTEINAS DE FUSION NSH1-HIS, NSH2-HIS Y
NSH3-HIS

A partir de células BL21(DE3) almacenadas en glicerol y que contenian los plasmidos
pET-NSHI1, pET-NSH2 y pET-NSH3 se realizaron cultivos en placa en el medio
apropiado que se incubaron a 37 °C durante 14-16 h. Con una de estas colonias se
inocularon 3 ml de LB suplementado con kanamicina (50 pg/ml) y se incubd a 37 °C a
220 rpm durante 14-16 h. Con 1 ml de este cultivo se inocularon 50 ml de LB
suplementado con kanamicina (50 pg/ml) y se incubd a 37 °C a 200-250 rpm hasta que
alcanzé6 una ODegoo de 0,5. Seguidamente se indujo la expresion de la proteina
recombinante por adicion de IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubd a 28
°C durante 6 h. Tras este tiempo, las bacterias se enfriaron en hielo durante 5 min y se
centrifugaron a 4.000 g durante 10 min a 4 °C. Tras eliminar el sobrenadante, las células
se lisaron como se explica en el apartado 19.6 o se almacenaron a -80 C hasta su
utilizacion.

19.4. EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION HIS-SUMO-PVNSH3.

A partir de células E. coli BL21 (DE3) pLysS almacenadas en glicerol que contenian el
plasmido pET-SUMO-NSH3 se realizaron cultivos en placa en el medio apropiado y se
incubaron a 37 °C durante 14-16 h. Con una de estas colonias se inocularon 3 ml de LB
suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y glucosa al 1 %, que bloquea la induccién
basal de la proteina, y se incub6 a 37 © C a 220 rpm durante 14-16 h. Con 1 ml de este
cultivo de inocularon 50 ml de LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) y glucosa
al 1 %, y se incubo a 200-250 rpm hasta alcanzar una ODeoo de 0,5. Seguidamente, se
indujo la expresion de la proteina por adicion de IPTG a una concentracion final de 1 mM
y se incubo a 28 °C durante 6 h. Transcurrido este tiempo, las bacterias se enfriaron en
hielo durante 5 min y se centrifugaron a 4.000 g durante 10 min a 4 °C. Tras eliminar el

sobrenadante, las células se lisaron o se almacenaron a -80 hasta su utilizacion.
19.5. PREPARACION DE LA COLUMNA NSFF

Un volumen apropiado de gel NSFF (Niquel Sepharose Fast Flow) (GE Healthcare) se
transfiri6 a una columna, se dejo sedimentar y se decanto el sobrenadante. Posteriormente
se lavo con 5 volumenes de HoO mili-Q, se afiadieron 0,5 volumenes de NiSO4 0,1 M, se

mezclo por inversion hasta que el gel se resuspendio, y se dejo sedimentar. Finalmente se
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decantd el sobrenadante, se lavo la columna con 10 volimenes de H,O mili-Q y se

equilibré con 1 volumen de tampon de inicio.

19.6. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION NSH1-HIS Y NSH2-
HIS, NSH3-HIS Y HIS-SUMO-NSH3

pelleta pella de células obtenida tras la sobreexpresion se resuspendié en 10 ml de tampén
de inicio (ver apartado 1.2.7) suplementado con 2,5 ul ADNasa (2 mg/ml), 5 ul ARNasa
(1 mg/ml) y PMSF 0,5 mM (fluoruro de fenilmetilsulfonio). Seguidamente, las células se
lisaron por sonicacion mediante 3 pulsos de 90 W durante 5 se un equipo Vibra Cell
(Sonic and Materials INC., Danbury, Connecticut, USA) manteniendo la muestra a 4 °C.
El lisado se centrifugd a 5.000 g durante 10 min a 4 °C y se recogio el sobrenadante. Esta
fraccion soluble se transfiri6 a una columna de 1 ml de NSFF, previamente equilibrada
con tampon de inicio, y se incubd con suave agitacion durante 1 h. Transcurrido este
tiempo, la columna se coloco en posicion vertical, se dejoé empaquetar el gel por gravedad,
y se dejo fluir el extracto bacteriano. La columna se lavéd con 10 volimenes de tampdn de
inicio para eliminar las proteinas mas débilmente unidas. Por ultimo, la proteina
recombinante se eluyo6 con 3 lavados de 5 volumenes de columna cada uno de tampdn de
elucion (ver apartado 1.2.7) que contenia imidazol 100, 300 y 500 mM, respectivamente),

apH 74.

19.7. REGENERACION DE LA COLUMNA NSFF

Para regenerar la columna, esta se lavd con 5 volimenes de columna de tampdn Na,HPO4
20 mM, NaCl 500 mM, EDTA 50 mM; pH 7.,4. A continuacion, se equilibré la columna
por adicion de 5 volimenes de columna de tampén de inicio, seguido de 5 volumenes de

H,0 mili-Q.

20. PREPARACION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos policlonales antiPvNSH1 fueron producidos por el Servicio Central de
Experimentaciéon Animal (SAEX, Universidad de Cordoba, Espafia). Para ello, se
mezclaron 200 pg de la proteina PvNSH1-His purificada con un volumen de adyuvante
de Freund’'s y esta mezcla se le inyectd a conejos blancos New Zealand. Antes de la
inmunizacion se extrajo un suero pre-inmune. 14 dias después de la primera inmunizacion
se repitid la inyeccion con 125 pg de la proteina, y esto se repitié mensualmente. 10 dias
después de cada inyeccion se le extrajo sangre al conejo para la extraccion del antisuero.

Los anticuerpos se enriquecieron y concentraron por precipitacion con sulfato de amonio
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y por cromatografia DEA-Sephacel (GE Healthcare, United States) con buffer fosfato
15 mM pH 7. Finalmente, los anticuerpos se repartieron en partes alicuotas y se

conservaron a -20 °C.

21. EXPRESION Y, PURIFICACION DE PVNSH 2,3 Y 4 EN N. BENTHAMIANA
21.1. CLONACION EN EL PLASMIDO PXCS-HASTREP

Los marcos abiertos de lectura de los genes PvNSH2, 3 y 4 se amplificaron con los
oligonucleotidos pXCS-NSH2-HindIll y pXCS-NSH2-Smal para PvNSH2, pXCS-
NSH3F-Xhol y pXCS-NSH3R-Smal en el caso de PvNSH3, y pXCS-NSH4-Clal y
pXCS-NSH4-Smal para NSH4, que afiaden sitios de restriccion que permiten su
clonacion en fase en el vector pXCS-HAStrep (Witte et al., 2004). La mezcla de reaccion
de la PCR estaba compuesta por: 4 ul de tampon Hi-Fi, 0,5 ul de dNTPs 10 mM, 1 pl de
cada oligonucleo6tido 5 pM, 0,2 ul de Velocity DNA polimerasa (2 U/ul), 1ul de los
plasmidos pSparkI-NSH2, pSparkI-NSH3 o pSpark-NSH4 (20 ng/ul) y H20 mili-Q
estéril hasta alcanzar un volumen final de 20 pl. Las condiciones de la PCR se
establecieron teniendo en cuenta las recomendaciones de la casa comercial de la DNA

polimerasa y las Tm de los oligonucleotidos.

Los productos de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa al 1 %, se purificaron con el
kit comercial NZYGelpure (nzytech, Portugal), y se clonaron en el vector pSparkl
(Canvax, Espafia). Los plasmidos resultantes se utilizaron para transformar la estirpe
DH5a F’ de E. coli. Se aislaron plasmidos de varias colonias positivas, y se analizaron
mediante digestion con endonucleasas de restriccidon y secuenciacion. Una vez
comprobada la presencia del inserto apropiado y la ausencia de mutaciones, los plasmidos
se digirieron con las endonucleasas de restriccion HindIll y Smal, para PvNSH2, Xhol y
Smal, para PVNSH3, y Clal y Smal, para PvNSH4, y los insertos se clonaron en el vector
pXCS-HAStrep que permite la expresion de la proteina recombinante fusionada a un
fragmento de la hemaglutinina (HA; YPYDVPDYA) y al octapétido Strepll
(WSHPQFEK). Con los plasmidos resultantes (pXCS-NSH2, pXCS-NSH3 y pXCS-
NSH4) se transformaron células de Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90ORK
(Koncz and Schell, 1986) mediante electroporacion, se aislaron plasmidos de varias

colonias positivas, y se analizaron mediante digestion con endonucleasas de restriccion.
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21.2. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION PVNSH2-HASTREP,
PVNSH3-HASTREP Y PVYNSH4-HASTREP

Las hojas de N. benthamiana agroinfiltradas con la construccion adecuada se pulverizaron
en nitrogeno liquido y se incubaron con cuatro volimenes de tampon de extraccion
durante 5 min a4 °C. La mezcla se centrifug6 a 20.000 g durante 10 min a 4 °C, se recogio
el sobrenadante y se volvio a centrifugar a 100.000 g durante 30 min a 4 °C. El
sobrenadante se transfirié a una columna con 200 pl de Strep Tactin sepharose (GE
Healthcare) previamente equilibrada con tampoén de extraccion, y se dejé fluir por
gravedad. Seguidamente, se lavo con 10 volimenes de columna de tampdn de lavado (ver
apartado 1.2.9) y se eluy0 la proteina recombinante con 200 ul del tampén de elucion (ver

apartado 1.2.9).

22. IDENTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA ASOCIADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (LC/MS-MS)

Las proteinas se digirieron en solucion tal y como se describe en Gomez-Baena y col.
(2019). Brevemente, las proteinas se desnaturalizaron con el detergente RapiGest (Water
Corporation) al 0,1 %, el cual es compatible con la espectrometria de masas, durante 10
min a 80 °C. A continuacion, se redujeron los puentes disulfuro por incubacién con DTT
a una concentracion final de 3 mM durante 10 min a 60 °C. Seguidamente, se bloquearon
las cisteinas mediante la adicion de yodoacetamida a una concentracion final de 9 mM e
incubacion durante 30 min a 25 °C en oscuridad. Finalmente, se afiadi6 tripsina a un ratio
50:1 (proteina:enzima) y se incubd toda la noche a 37 °C. Para detener la reaccion
proteolitica e inactivar y precipitar el detergente, se afiadio TFA al 0,5 %. Dicha mezcla
se incubo durante 45 min a 37 °C. Los posibles restos insolubles se eliminaron

centrifugando dos veces a 13.000 g durante 15 min.

Tras la digestion, los péptidos se analizaron por cromatografia liquida en un sistema nano
LC (Dionex Ultimate 3000 nano UPLC, Thermo Fisher Scientific) acoplado a un
espectrometro de masas Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT, Thermo Fisher Scientific). Los
péptidos tripticos se cargaron en una precolumna Acclaim Pepmap (300 pm x 5 mm,
Thermo Fisher Scientific) durante 5 min a un flujo de 5 pl/min, utilizando acetonitrilo al
2 % y TFA al 0,05 % como fase movil. A continuacion, los péptidos se separaron en una
columna C18 Acclaim Pepmap (75 um x 50 mm, Thermo Fisher Scientific) a 40 °C y un
flujo de 300 nl/min. La separacion se llevo a cabo durante 1 h, en un gradiente de acido

formico al 0,1 % en agua, como fase movil A y acetonitrilo al 20 % y de acido féormico
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al 0,1 % en agua, como fase movil B. Las condiciones del gradiente fueron las siguientes:
0-120 min desde 4 al 35 % B; 120-126 min desde 35 a 55 % de B; 126-129 min, desde
55a90 % de B; 129-137 min, lavado al 90 % B; 137-152 min para reequilibrar la columna
al 4 % de B.

Los péptidos eluidos se analizaron en un Orbitrap Fusion (Thermo, Scientific) operado
en modo positivo y en el modo de adquisicion dependiente de datos (DDA),
seleccionando para su fragmentacion los 40 iones mas intensos en cada scan. El objetivo
de recuento de iones AGC se establecio en 2 x 10° y el tiempo maximo de inyeccion en
300 ms. Los precursores se analizaron en el Orbitrap, en un rango de 400 a 1.500 m/z y
a una resolucién de 120 K (a 200 m/z) con un objetivo de recuento de iones de 4 x 10°.
La seleccion de iones para fragmentacion se realizd6 mediante aislamiento en el
cuadrupolo a 1,2 Th. Para MS? solo se seleccionaron precursores con una carga
comprendida entre 2 y 5, estableciendo una ventana de exclusion dindmica de 15 s, y
permitiendo una tolerancia de 10 ppm para el precursor seleccionado. La fragmentacion
se realizd mediante disociacion inducida por colision (CID), a una energia de colision

normalizada de 35. Los fragmentos se analizaron en la trampa de iones.

Las proteinas se identificaron y cuantificaron utilizando el programa Peaks X
(Bioinformatics Solution). Los parametros para la identificacion de péptidos fueron los
siguientes: tripsina como proteasa, se permitieron dos errores de corte,
carbamidometilacion de cisteinas como modificacion fija, y oxidacion de metionina como

modificacion variable.

Para la identificacion de las proteinas se utilizo una base de datos combinada que contenia
todas las proteinas predichas a partir del genoma de N. benthamiana (descargado de
https://solgenomics.net/organism/Nicotiana_benthamiana/genome el 30 de octubre de
2020, y que contenia 76.379 entradas) y la secuencia de NSH2 de P. vulgaris. Los
parametros para la identificacion de proteinas fueron los siguientes: tolerancia de error de
10 ppm con respecto a la masa del precursor, tolerancia de los iones producto en 0,5 Da,

y un false discovery rate (FDR al 1 % a nivel de péptido).

23. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NUCLEOSIDASA

La actividad nucleosidasa se determin6 siguiendo la hidrolisis de los nucledsidos
mediante HPLC. Para los ensayos de actividad nucleosidasa citosélica, se mezcld una

cantidad apropiada de enzima purificada o del extracto crudo con el tampdn de reaccion
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(Tris-HCI 50 mM, DTT 1 mM, sustrato 2 mM) a pH 7,5 y se incub6 a 40 °C durante 40
min. Para la determinacion de la actividad apoplastica se procedié de manera similar, pero
utilizando Succinato 50 mM a pH 5 en lugar de Tris-HCI e incubando 2 h a la misma
temperatura. Transcurrido el tiempo de ensayo, la reaccion se detuvo por hervido durante
5 min, y por adicion de acido percldrico a una concentracion final de 0,5 M y su posterior
neutralizacion con KOH a la misma concentracion. Seguidamente, se elimind el
precipitado proteico por centrifugacion a 16.000 g durante 5 min a 4 °C. Se utilizaron

20 ul de esta reaccion para el analisis mediante HPLC.

El sistema de HPLC const6 de una bomba Jasco PU 2089 (Jasco, Tokio, Japén) con un
autoinyector Jasco AS-2055 Plus que posee un bucle de 100 pl, y un detector de matriz
de diodos (diodo-array) Jasco MD-2010 Plus. El conjunto del sistema se controld con el
paquete informatico Jasco Borwin 1.5 (Jasco, Tokio, Japon). Se utilizé una columna de
fase reversa Chromolit Performance RP-18e (100-4,6 mm). Como fase moévil se utilizo
acetato amonico 50 mM (pH 5,2) y metanol al 0,5 % (v:v) para uridina-uracilo y citidina-
citosina, 1 % (v:v) para xantosina-xantina, inosina-hipoxantina y guanosina-guanina, 2 %
(v:v) para timidina-timina y 5 % (v:v) para adenosina-adenina, a un flujo constante de 1

ml/min. Los nucledsidos y nucleobases se detectaron a 254 nm.

24. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NUCLEASA

La actividad degradadora de ADN de cadena sencilla (ADNss) se ensay6 en extractos
crudos determinando la liberacién de nucledtidos solubles en acido de ADNss como
describe Wood y col. (1998) con algunas modificaciones. La mezcla de reaccion contuvo
TES 50 mM (pH 5,5), BSA (1 mg/ml), ADN de testiculo de salmén (0,5 mg/ml)
previamente hervido durante 10 min, y una cantidad adecuada de extracto crudo. La
mezcla se incubo a 35 °C, y se extrajeron partes alicuotas de 0,3 ml que se mezclaron con
1 ml de 4cido perclérico al 3,4% (v:v). Tras homogeneizar, la mezcla se centrifugo a
16,000 g durante 15 min a 4 °C, se recogio el sobrenadante y se determind su Azs. Una
unidad de actividad nucleasa se define como la cantidad de enzima que produce un

incremento de Az = 0,01 min™' (Yupsanis et al., 2004).
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25. ANALISIS DE EXPRESION MEDIANTE RT-PCR CUANTITATIVA EN
TIEMPO REAL (qRT-PCR)

Los analisis de expresion génica se llevaron a cabo por RT-PCR cuantitativa en tiempo
real (QRT-PCR) en un sistema iCycler iQ (Bio-Rad), utilizando iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Bio-Rad).

La mezcla de reaccion contenia 1 pul cDNA (diluido 1:5), 0,8 pul de los oligonocledtidos
especificos 5 uM, 7,5 ul de iTaq SYBR-Green Supermix (Bio-Rad) y 5,7 ul de H>O. El
programa de PCR consistid en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min,
seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 30 s a 60 °C y 30 s a 72 °C. Para comprobar la
especificidad de la reaccion, tras el Gltimo ciclo se realizé una curva de fusion sobre un

rango de temperatura de 60-100 °C con incrementos de 0,5 °C.

Los resultados se normalizaron utilizando la media geométrica de la expresion de los
genes de referencia actina-2 (gene ID. EU369189) y uwbiquitina (gene ID.
XM 007145751), y se calcularon aplicando el método 2°4€T (0 224CT (Livak and
Schmittgen 2001), donde Ct es el punto en el que la fluorescencia aumenta
apreciablemente sobre el ruido de fondo. La especificidad de los oligonucle6tidos se
comprobd mediante RT-PCR, la secuenciacion de los amplicones, y siguiendo sus curvas

de disociacion.

26. DETERMINACION DE METABOLITOS
26.1 DETERMINACION DE UREIDOS

Para analizar el contenido de ureidos en extractos de plantas se utilizd el método
colorimétrico descrito por Vogels y Van der Drift (1970). El método consiste en la
determinacion del glioxilato formado quimicamente a partir de sus derivados alantoina y
alantoato. Para ello, una cantidad adecuada de extracto crudo se llevo hasta 1 ml de agua.
A esta mezcla se le afiadieron 0,2 ml de tampon fosfato sodico 0,4 M (pH 7) y 0,2 ml de
fenilhidrazina-HC1 22,8 mM y se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, se afiadieron 1 ml de HC1 12 N a4 °C y 0,2 ml de K3[Fe(CN)s]
48,6 mM y se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente. Seguidamente se determino

la Aspo.

Por otro lado, se determiné la concentracion de alantoato a través de su transformacion
en glioxilato. Para ello, se tom6 una cantidad determinada de extracto y se llevo a un

volumen final de 0,8 ml con agua destilada. A dicha mezcla se le afiadieron 0,2 ml de
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HC10,15 Ny se incub6 a 100 °C durante 10 min. Seguidamente, las muestras se enfriaron

en agua a 4 °Cy se determino el glioxilato midiendo la As»o.

Por ultimo, se determino la cantidad de alantoina presente en los extractos. Para ello, una
cantidad adecuada de extracto se llevd hasta un volumen final de 0,6 ml con agua
destilada. A esta mezcla se le anadieron 0,2 ml de NaOH 0,5 M y se incub6 a 100 °C
durante 10 min, transformando asi la alantoina en alantoato. Seguidamente las muestras
se enfriaron en agua helada a 4 °C y se afiadieron 0,2 ml de HC1 0,65 N. Dicha mezcla se
volvio a incubar a 100 °C durante 10 min, permitiendo la transformacion del alantoato en

glioxilato. Finalmente, la mezcla se enfrio a 4 °C y se determiné la Aszo.

26.2 ANALISIS DE NUCLEOSIDOS Y NUCLEOBASES MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA ASOCIADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS
(LC-MS)

El analisis de nucle6sidos y nucleobases en tejidos de judia se llevo a cabo mediante un
cromatégrafo liquido de ultra resolucion Acquity (Waters, Estados Unidos) acoplado a
un espectrometro de masas QTRAP 5500 de triple cuadrupolo (AB SCIEX, Estados
Unidos) y controlado con el software Analyst 1.6.2 (AB SCIEX, Estados Unidos). Los
nucleodsidos y nucleobases se separaron en una columna Kinetex C18 (150 x 2,10 mm, 5
um, 100 A) (Phenomenex, Estados Unidos). Las fases méviles fueron A: 0,01 % (v:v) de
acido férmico en agua y B: metanol. Los catorce compuestos se separaron con el siguiente
gradiente: 2 % B durante 2 min, un gradiente lineal hasta el 50 % B en 3 min, aumento a
100 % B durante 2 min, vuelta a las condiciones iniciales en 0,1 min y se dejo
equilibrando durante 5 min antes de la siguiente inyeccion. El flujo de la columna fue de

250 pl/ min, el volumen de inyeccion de 2 pl y la temperatura 35 °C.

La deteccion MS se operd en modo de ionizacion positiva por electrospray y monitoreo
de reacciones multiples (MRM). Se seleccionaron los iones precursores (M + H)" para los
14 compuestos analizados. Se utiliz6 nitrogeno como gas nebulizador y el gas de colision.
Los parametros de la fuente de ionizacion fueron idénticos para todos los compuestos: el
voltaje fue 5.500 V, la temperatura 400 °C y las presiones de los gases (N2), el gas fuente
de iones (GC1), y el turbo gas (GS2) se establecieron en 40, 50 y 50 psi, respectivamente.
La transicion para los iones cuantificados mediante MRM, el potencial 6ptimo final de
desagrupamiento (DP), y la energia de colisiéon (CE) que proporcionaron la intensidad
maxima de la sefial se recogen en la Tabla 1a. Los nucle6sidos y nucleobases se extrajeron
afiadiendo 5 ml de agua hirviendo a 50 mg de tejido en polvo congelado. Tras hervir
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durante 10 min, la mezcla se incubd durante 15 min en un bafio de ultrasonidos y se
centrifugd a 250.000 g durante 1 h a 4 °C. Las muestras se diluyeron 20 veces antes de
las determinaciones. La soluciéon madre de estandares de cada analito se prepar6 en agua.
Los patrones de calibrado se prepararon en el momento y por dilucidon de la solucion
madre con la fase mévil. Las concentraciones de los patrones de calibrado variaron de 0,6
a 12 ng/ml (cinco concentraciones), excepto para la adenosina y guanosina que variaron
de 2,4 a 120 ng/ml (seis concentraciones). Tras su preparacion, los patrones se inyectaron

inmediatamente utilizando un autoinyector automatico refrigerado a 10 °C.

Las regresiones lineales de los 14 compuestos mostraron un coeficiente de correlacion
(r2) de 0,9950 a 0,9998. Los limites de cuantificacion (LOQ) para cada analito se
determinaron a una relacion sefial/linea base (Signal/Noise) de aproximadamente 10

(Tabla 1b).

La precision del método desarrollado se determin6 mediante una prueba de recuperacion.
Para ello, se mezclaron cantidades conocidas de los 14 estandares en una cierta cantidad
de tejido triturado de judia. A continuacion, se extrajeron tres réplicas de las muestras
tomadas y se analizaron como se ha descrito anteriormente. Para calcular las cantidades
detectadas (reales), se compar6 la sefial en ausencia y presencia del estandar
correspondiente. Las recuperaciones promedio se calcularon en base a la relacion entre la
cantidad detectada (real) y la cantidad maxima (tedrica). Las recuperaciones generales
estuvieron entre el 86 y el 103 %, con una desviacion estandar relativa (RSD) inferior al
10 %.

Tabla 1. Deteccion de compuestos mediante el método LC-MS y limites de cuantificacion

(LOQ)

a) Parametros espectrométricos de masas optimizados y tiempo de retencion (Rt) para los
compuestos analizados.

. i Masa tedrica fon Pr0(.iuct0s de DP CE R¢
Metabolito Formula Precursor 1ones
(g mol!) (m/z) (m/z) A% (min)
Xantosi C10H12N4O 284.228 285.1 153.1 21 15 5.75
antosina 10112IN4Ug . . 1332 15 .
Inosi Ci1oH12N4O 268.226 269.1 137.1 51 25 5.34
nosina 10112IN4 U5 . . 1101 55 .
. 152.1 23
Guanosina C10H13N505 283.241 284.1 76 543
110.1 57
. 136.1 23
Adenosina C10H13N504 267.241 268.1 9 96 7 5.69
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112.9 19

idi Hi N 244.201 245 66 3.16
Urldlna C9 12 206 70 47
C . 127.1 17

Tlmldma C10H14N205 242229 2431 56 588
117.1 17
ey 112.1 27

Citidina CoH13N305 243.220 244.1 41 1.57
95 59
135 25

i HsN 151.12 152 2.08
Guanina CsHsNsO 5 6 5 110 56 7
70 21

il HuN 112. 11 106 1.9
Uracilo C4H4N,0, 087 3 96.1 7
95.1 23

Citosina C4HsN;0 111.102 112 76 1.17
52 41
110.1 25

Xanti HuN 152.111 1 101 3.00
antina CsH4N4O; 5 53 136.1 0 19
118.9 29

Hipoxantina CsHsN4O 136.111 137 110 46 31 2.61
109 33

Adeni HsN 135.12 1 111 1.88
denina CsHsNs 35.127 36 119.1 29
109.8 21

Timi H 126.11 12 66 3.90
imina CsHgN,O, 6.113 7 56.1 29

DP: potencial 6ptimo final de desagrupamiento; CE: energia de colision

b) Limite de cuantificacion (LOQ) de los compuestos analizados.

Nucleésidos Bases nitrogenadas

Analitos LoQ Analitos LoQ
(ng mL") (ng mL™)

Xantosina 0.495 Xantina 0.780
Inosina 0.890 Hipoxantina 0,517
Guanosina 1.253 Guanina 0.353
Adenosina 1.987 Adenina 0.367
Uridina 0.817 Uracilo 1.500
Timidina 2.197 Timina 1.063
Citidina 0.203 Citosina 0,123

27. EXTRACCION DE FLUIDO APOPLASTICO DE RADICULAS DE JUDIA

El fluido apopléstico se extrajo de radiculas procedentes de unas 80 semillas tras 5 dias
después del inicio de la imbibicién. Estas se cortaron en fragmentos de 1 cm y se
sumergieron en tampon KoHPO4 20 mM suplementado con PMSF 0,5 mM a 4°C.
Seguidamente, se sumergieron en tampon de infiltracion (KCl 200 mM, MES 10 mM) y
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se aplicaron 3 pulsos de vacio (-0,1 MPa) durante 15 min, dejando 10 min de reposo entre
cada pulso. A continuacidn, las raices se secaron con papel de filtro, se introdujeron en
una jeringa de 10 ml a la que se le habia retirado el émbolo, y esta se introdujo a su vez
en un tubo de 50 ml. El sistema se centrifugd a 1.000 g durante 15 min a 4 °C en un rotor
basculante, tras lo cual, se recogio el fluido en un tubo nuevo y se conservé a -20 °C hasta

su utilizacion.

28. OBTENCION DE PLANTAS QUIMERICAS DE JUDIA CON RAICES QUE
PRESENTAN ALTERADA LA EXPRESION DEL GEN PVNSHI

28.1. CONSTRUCCION DE VECTORES BINARIOS PARA EL
SILENCIAMIENTO DE PVNSH1

Se disenaron vectores binarios derivados del plasmido pFGC5941 (AY310901). Este
plasmido contiene un sitio de clonacién multiple a cada lado del intron 1 del gen de la
chalcona sintasa A de Petunia hybrida (CHSA) que permite la clonacion del fragmento
del gen a silenciar en direccion sentido y antisentido respectivamente, lo que permite la

formacion de una horquilla de ARN bicatenario.

Se construyeron dos plasmidos, pFGC-SiINSH1 (ARNi-sill) y pFGC-SiINSH12 (ARNi-
sil12) (Figura 4). El primero contenia un fragmento de 281 nucledtidos situado entre las
posiciones 1.028 y 1.308 del ADNc PvNSH1, y que incluia 155 nucleodtidos de la region
3’UTR de PvNSHI. El segundo, contenia un fragmento de 351 nucledtidos situado entre
las posiciones 237 y 588 del ADNc PvNSH]I, todos ellos correspondientes a la region
codificante de PvNSHI. Dichos fragmentos se amplificaron mediante PCR sobre ADNc
de nddulos de judia utilizando los oligonucledtidos SilPvNSH1-F y Sil PYNSHI-R, y
SilPvNSHI12-F y Sil PvNSH12-R, respectivamente. Los oligonucledtidos F permitian la
adicion de sitios de restriccion Xbal y Ascl, mientras que los R, afiadieron sitios de
restriccion BamHI 'y Swal, lo que permitié la clonaciéon de dichos fragmentos en direccion

sentido y antisentido a ambos lados del intron chsA, respectivamente.

Tras verificar las construcciones por secuenciacion, estas se utilizaron para transformar

la cepa K599 de Agrobacterium rhizogenes mediante electroporacion (ver apartado 5.4).
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pSparkTA pFGC59%41

Xbal Ascl Swal BamHI Ascl Swal BamHI Xbal
P35S Intrén chsA 0oCS

sill/sil12

Digestion Ascl/Swal y ligacion

Xbal Ascl Swal BamHI Ascl Swal BamHI Xbal
P35S Intrén chsA OCS

sill/sil12 sill/sil12

Digestion Xbal/BamHI y ligacion

Ascl Swal BamHI Xbal
P35S Intrén chsA | OCS

pFGC-SiINSH1/SiINSH12 .
sill/sil12 sill/sil12

Figura 4. Representacion esquematica de la construccion de los plasmidos pFGC-SiINSH1
y pFGC-SiINSH12. Se indican las enzimas de restriccion utilizadas para la clonacion. P35S:
promotor 35S; OCS: terminador OCS; sill: fragmento sill; sil12: fragmento sil12.

28.2. TRANSFORMACION DE PLANTULAS DE JUDIA Y GENERACION DE
RAICES TRANSFORMADAS

Las plantulas de judia se transformaron siguiendo la metodologia propuesta por Estrada-

Navarrete y col. (2007) y Nanjareddy y col. (2017) con modificaciones.

La transformacion de plantas de judia se llevo a cabo con plantulas de judia tras 3-4 dias
después del inicio de la imbibicidn, cuando la radicula comenzd a desarrollarse. Dos dias
antes de la transformacion, se realizdo un cultivo en placa con LB suplementado con
kanamicina (50 pg/ml) de Agrobacterium rhizogenes K599 transformado con los
plasmidos de interés (pFGC5941, pFGC-SiINSH1 o pFGC-SiINSH12) a partir de las

bacterias almacenadas en glicerol.

Para la transformacion, se recogio el cultivo de la placa de 4. rhizogenes y se resuspendio
en 1 ml de H,0 mili-Q estéril suplementado con acetosiringona 100 uM. A continuacion,
se inyectaron algunos microlitros de esta solucion en la zona del gancho del hipocotilo,
utilizando una jeringa de 1 ml y asegurando que la aguja alcanzase el tejido vascular
(Figura 5A). Seguidamente, las radiculas de las plantulas infectadas se introdujeron a
través de una cubierta de papel de aluminio que se habia colocado sobre tubos de 15 ml

78



Elena Delgado Garcia Materiales y Métodos

con solucion nutritiva B&D, los cuales se introdujeron a su vez en tubos de cultivo de 22
cm (Figura 5B). El sistema se colocd en la camara de cultivo en las condiciones
habituales. Tras 5-7 dias se observo la aparicion de callos, y poco mas tarde aparecieron
las primeras raices (Figura 5C). Tras unos 14 dias se cortaron las raices principales
(Figura 5D, E), se trasplantaron las plantulas a macetas con vermiculita estéril
(humedecida con solucion B&D suplementada con 2 mM de KNOs3, para facilitar la
nodulacién) (Figura 5F), y se inocularon con Rhizobium tropici CIAT899. La inoculacion
con R. tropici se repitid 7 dias mas tarde. Las plantas se cultivaron durante 28 d, regando
de forma regular con solucion nutritiva B&D. Transcurrido este tiempo, se recogieron los

nodulos, raices y hojas y se conservaron a -80 °C hasta su utilizacion.

Figura 5. Raices aéreas de judia transformadas con A. rhizogenes. (A) Inyeccion del hipocotilo
de semillas de judia con A. rhizogenes, (B, C) montaje en tubos de las semillas infectadas, (D, E)
corte de las raices principales (F) trasplante de las plantas transformadas a maceta.

29. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS PVNSH3 Y PVNSH4

Para la localizacion subcelular de PvNSH3 y 4 se realizaron construcciones con los ORFs
de dichos genes fusionados traduccionalmente a eYFP (Enhanced Yellow Fluorescent

Protein) y bajo el control del promotor 358S.
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Para la localizacion subcelular de PvNSH3 se partio de los plasmidos pXCS-M32-eYFP
(Gélvez-Valdivieso et al., no publicado) y pXCS-NSH3. Estos se digirieron con las
endonucleasas de restriccion Xhol y Smal, lo que permitio liberar el ORF de PvNSH3 y
el fragmento M32 y dejar extremos Xhol y Smal en el plasmido resultante, pXCS-eYFP.
Tras su purificacion, el ORF PvNSH3 se clond en el vector pXCS-eYFP, dando lugar al
plasmido pXCS-NSH3-eYFP (Figura 6A).

A pXCS-M32-eYFP pSparkII-NSH3
Xhol Smal Xhol Smal
P35S : M32| eYFP: T35S lacza: NSH3|
Xhol Smal
M32 ' Digestién Xhol/Smal y
ligacion
Xhol Smal
pXCS-NSH3-eYFP P35S NSH3, | eYFP T35S
B pXCS-NSH4 pXCS-M32-eYFP pXCS-NSH4
Xhol TspMI TspMI ~ Xbal Xhol Xbal Xbal

P35S NSH4

: l P35S : M32 | eYFP: T35S P35S : |
NSH4

Digestion Digestién Digestion
Xhol /TspMI TspMI /Xbal Xhol /Xbal

Xhol TspMI TspMI ~ Xbal Xhol Xbal

BEEN .

l Ligacion
[

Xho TspM Xbal

pXCS-NSH4-eYFP _%Nsﬂ%_

Figura 6. Representacion esquematica de la construccion de los plasmidos (A) pXCS-
NSH3-eYFP y (B) pXCS-NSH4-eYFP. Se indican las endonucleasas de restriccion
utilizadas para la clonacion. P35S: promotor 35S; T35S: terminador 35S; eYFP: Enhanced
Yellow Fluorescent Protein; NSH3: PvNSH3; NSH4: PvNSH4.
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Para la localizacion subcelular de PvNSH4, se partié del plasmido pXCS-NSH4 que se
digirié por un lado con las endonucleasas de restriccion Xhol y TspMI, liberando el ORF
de PvNSH4 y, por otro lado, con las endonucleasas de restriccion Xhol y Xbal, liberando
el plasmido pXCS. Por otro lado, el plasmido pXCS-M32-eYFP se digiri6 con las
endonucleasas de restriccion TspMI y Xbal, lo que liberd en fragmento eYFP. Tras su
purificacién, los fragmentos PvNSH4, eYFP y pXCS se mezclaron y se ligaron, dando
lugar al pldsmido pXCS-NSH4-eYFP (Figura 6B).

Las construcciones pXCS-NSH3-eYFP y pXCS-NSH4-eYFP se utilizaron para
transformar la estirpe DH5a F’ de E. coli y, tras comprobar la ausencia de mutaciones

por secuenciacion, se transformaron células de 4. tumefaciens GV3101::pMP90RK.

Como control de localizacion se utilizaron construcciones que contenian las proteinas
AT5G11420, una proteina localizada en el apoplasto, RPP3A (AT4G25890.1), una
proteina de localizacion citosolica, ambas fusionadas traduccionalmente a mCherry
(Stoddard y Rolland, 2018), y la proteina AtPIP2A, que se localiza en la membrana

plasmatica, también fusionada traduccionalmente a mCherry (Nelson et al., 2007).

Las células de A. tumefaciens transformadas con las correspondientes construcciones se
utilizaron para agroinfiltrar plantas de N. benthamiana. Transcurridos 2, 3 y 4 dias tras la
infiltracion, se recogieron fragmentos de 1 cm? aproximadamente de las hojas infiltradas,
que se depositaron sobre un portaobjetos con el lado abaxial hacia arriba, se cubrieron
con una gota de agua destilada, y sobre ella se colocd un cubreobjetos. Los discos se
observaron con un microscopio confocal Axioskop (Carl Zeiss Inc., Jena GmbH,
Alemania) equipado con un laser de cripton y otro de argdn, controlado por el software
Carl Zeiss Laser Scanning System LSMS5 PASCAL (Carl Zeiss Inc.). Las proteinas
PvNSH3 y PvNSH4 fusionadas a eYFP se excitaron con la linea laser Ar de 514 nm y se
detectaron en la ventana de 530 a 620 nm. Los controles de localizacién apoplastica,
citosolica y de membrana plasmatica fusionados a m-Cherry se excitaron con la linea
laser de 568 nm y se detectaron en la ventana de 580 a 620 nm. Los datos del microscopio
se registraron y luego se transfirieron para su analisis al software Zeiss LSM Image

Browser version 4.0 (Carl Zeiss INC.).
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CAPITULO 1. CARACTERIZACION DE LAS NUCLEOSIDASAS PVNSH1 Y
PVNSH2 DE JUDIA
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1.1. Clonacion y caracterizacion de las secuencias de las nucleosidasas PvNSH1 y
PvNSH?2 de judia

Para identificar y clonar los ADNc que codifican nucleosidasas citosdlicas de judia se
realiz6 un analisis mediante tBLASTn en la base de datos Phytozome (https://phytozome-
next.jgi.doe.gov/) utilizando la secuencia de NSH1 de Arabidopsis thaliana. Dicho
analisis permitio identificar dos secuencias que codifican posibles nucleosidasas (NSHs)
en Phaseolus vulgaris (Phvul.001G188700 y Phvul.003G000600). A partir de estas
secuencias, se disefiaron oligonucle6tidos especificos (Materiales y Métodos 2) que se
utilizaron para la amplificacion mediante RT-PCR de los ADNc de ambos genes, que tras
su clonacion y secuenciacion se denominaron PvNSHI y PvNSH?2 debido a la similitud
con las nucleosidasas de Arabidopsis AtNSHI y 2 (Tabla2). Para PvNSH1, la secuencia
nucleotidica correspondientes al mayor marco abierto de lectura (ORF) fue de 1.005 pb,
lo que codifica un polipéptido de 334 aminoacidos con una masa molecular predicha de
35,7 kDa, mientras que para PvNSH?2 el mayor ORF fue de 972 pb, lo que codifica un
polipéptido de 323 aminoacidos con una masa molecular predicha de 34,6 kDa. Ambas
nucleosidasas presentan una similitud del 51,6 % entre ellas (Tabla 2). Como en todas las
nucleosidasas de plantas identificadas, PYNSH1 y 2 conservan un dominio rico en
aspartato en el extremo N-terminal (DTDPGIDD; Versees y Steyaert, 2003). De estos
residuos, los Asp situados en las posiciones 27, 32-0 y 259 (anotado segiin PvNSH1) son
importantes en todas las nucleosidasas para la coordinacién con un atomo de Ca®"
presente en el centro activo, y el Asp 31 interviene en la union al grupo 2-OH de la ribosa
(Kopecna et al., 2013). Ademas, tanto PvNSH1 como PvNSH2 conservan otros
aminodcidos como los Asp-250 y Trp-245 o Tyr-250 y Tyr-245, respectivamente, que

son importantes para determinar la especificidad de sustrato (Figura 7A).

El analisis filogenético mostrd que las nucleosidasas de plantas se dividen en dos clados
(Figura 7B). PvNSHI pertenece al clado II, que comprenden mayoritariamente a la
subclase II, en la que se agrupan las nucleosidasas que presentan un Asp-250 y un Trp-
245 (anotado segin PvNSHI), las cuales presentan mayor afinidad por uridina y
xantosina. Por otro lado, PYNSH2 pertenece al clado 1, que incluye a las nucleosidasas de
la subclase Ia, las cuales contienen Tyr-245 y Tyr-250 (anotado segun PvNSHI) y que
tienen mas afinidad por xantosina e inosina (Kopecna et al., 2013). Dentro del clado II
hay tres secuencias, Zea mays ZmNRH3, T. aestivum NSH1.2, y O. sativa NSH1.2, que
contienen Tyr-245 y Tyr-250 en lugar de Asp-250 y Tpr-245, pero prefieren xantosina e

86



Elena Delgado Garcia Capitulo I

inosina, por lo que pertenecen funcionalmente a la subclase Ib. PvNSH1 y PvNSH2
comparten el 70-90 % de su secuencia con NSHs de plantas agrupadas en el mismo clado

y alrededor del 50 % con las NSHs de otras ramas (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de similitud de PvNSH1 y PvNSH2 con otras NSHs de plantas.

PvNSH1 PvNSH2

PvNSH1 - 51,6
PvNSH2 51,6 -

AtNHS1 75,1 50,3
AtNSH2 53,0 77,6
C. arietinum NSH1 82,0 49,7
C. arietinum NSH2 50,8 87,0
G. max NSH1.1 87,3 56,4
G. max NSH1.2 87,9 52,3
G. max NSH2.1 51,2 90,7
G. max NSH2.2 433 78,1
L. japonicus NSH1 82,3 51,9
L. japonicus NSH2 53,3 87,9
M. truncatula NSH1 82,6 50,9
M. truncatula NSH2.1 48,3 80,7
M. truncatula NSH2.2 51,1 87,6
N. tabacum NSH1 74,3 50,6
N. tabacum NSH2 50,3 81,6
O. sativa NSH1.1 71,6 49.4
O. sativa NSH1.2 68,5 48,4
O. sativa NSH2 53,4 72,3
P. trichocarpa NSH1 77,2 51,1
P. trichocarpa NSH2 52,2 83,2
S. lycopersicum NSH1 75,6 49,7
S. lycopersicum NSH2 51,2 82,2
T. aestivumm NSH1.1 69,8 47,8
T. aestivum NSH1.2 68,3 52,2
T. aestivum NSH2 51,2 72,4
V. unguiculata NSH1 91,6 51,6
V. unguiculata NSH2 52,8 94,1
ZmNRH]l1a 49,7 70,6
ZmNRH1b 50,2 69,3
ZmNRH2a 71,1 50,9
ZmNRH2b 72,6 50,9
ZmNRH3 72,8 52,2
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Figura 7. Conservacion de la secuencia de aminoacidos de NSHs de plantas y cladograma. (A)
Secuencia de logos del motivo DTDPGIDD vy la hélice a3 y all. Los tridngulos rojos indican los
residuos de Asp que se coordinan con el atomo de calcio. El Asp que se une al grupo 2-OH de la ribosa
estd marcado con un triangulo verde. Los triangulos azules indican residuos clave que participan en la
unién de las nucleosidasas de plantas con el sustrato. Los triangulos morados sefialan las histidinas
conservadas. Los residuos se han numerado de acuerdo con la secuencia de PvNSHI1. (B) Cladograma
que muestra los dos clados de NSHs en plantas. El color del texto indica la subclase (azul: subclase 11
(Asp-250+Trp-245), rojo: subclase la (Tyr-250+Tyr-245), y negro: subclase Ib (Asp-250+Trp-245)
como proponen Kopecna y col. (2013). Las nucleosidasas de P. vulgaris estan sefaladas con flechas.
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1.2. Estudio de la region promotora de los genes PvNSH1 y PvNSH?2

Con el fin de identificar posibles motivos reguladores de la expresion de los genes
PvNSHI1 y PvNSH? se llevo a cabo un andlisis in silico de un fragmento de 1 kb de la
region situada corriente arriba del inicio de la traduccion (Materiales y Métodos 7). Dicho
analisis reveld la presencia de multiples motivos relacionados con la nodulacion
(CTCTT), con la respuesta de la planta a distintos estreses como deshidratacion
(CATGTG), frio (CANNTG) o defensa frente a patégenos (GAAAAA), y otros
relacionados con proteinas de reserva (CATGCAY) y la regulacion de hormonas como

giberelinas (TGAC) o 4cido abscisico (ACACNNG) (Figura 8).

Defensa (Bidticos)
@ Defensa (Abidticos)

Nodulacion
@ Reserva
Hormonas ATG
| | | | | | | | | | |
-1000  -900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200 -100 1
ATG
e
| | | | | | | | | |
-1000  -900 -800 -700 -600 -500 -400 -300 -200 -100 1

Figura 8. Representacion esquematica de las regiones promotoras de PvNSHI y PvNSH?2.
Se analiz6 un fragmento de 1.000 bp situado corriente arriba del inicio de la traduccion utilizando
la base de datos New Place (Higo et al., 1999).

1.3. Sobreexpresion, purificacion y caracterizacion de PYNSH1 y PvNSH2
Para caracterizar las actividades enzimaticas de PvNSH1 y PvNSH2 de judia se procedi6
a expresar dichas enzimas en forma de proteinas recombinantes para, posteriormente,

purificarlas y caracterizarlas.

El ORF de PvNSH1 se amplifico con oligonucledtidos especificos que afiadian los sitios
de restriccion para las endonucleasas Sal/l y Notl (Materiales y Métodos 2), se clond en
pSparkl (Canvax, Espafa) y posteriormente en el vector de expresion pET30b+, lo que
permitio su sobreexpresion como proteina de fusion en E. coli y su posterior purificacion
por cromatografia de afinidad (Materiales y Métodos 19.6). En la figura 9 se observa una

banda entre 40 y 55 kDa tanto en el gel tefiido con azul de Coomassie como en la
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inmunodeteccidon con anticuerpos monoclonales anti-His. Esta banda se corresponde con
el tamafio predicho para PvNSH1-His que es de aproximadamente 45 kDa (Figura 9A y
B).

A Coomassie

kba ¢ NR L E

170

%88 —_ B a-His Western
70~ kDa ¢ NR L E
55 — 70 —
40— 55 — |
35— - 40 — I -
25— 35 —

25 —

15—|

Figura 9. Purificacion de la proteina recombinante PvNSH1 sobreexpresada en E. coli. (A)
Tincion con azul de Coomassie. (B) Inmunodeteccion con anticuerpos monoclonales anti-His. Cr:
extracto crudo; NR: no retenido; L: lavado; E: elucion.

Una vez purificada, se procedi6 a ensayar la actividad nucleosidasa in vitro (Materiales y
Métodos 23). En un primer ensayo se observd que la proteina purificada presentaba

actividad nucleosidasa, por lo que se procedi6 a caracterizar dicha actividad.

Para determinar la temperatura y pH 6ptimos se ensay¢ la actividad en un amplio rango
de temperaturas (25 °C-70 °C) y distintos valores de pH (6-9). Como muestra la Figura
10A, la temperatura Optima fue de unos 45 °C, mientras que el pH Optimo en torno a 8

(Figura 10B).

Con respecto a la actividad con los diferentes nucledsidos, PvNSH1 mostré6 mayor
afinidad por uridina, seguido de xantosina (53,4 % de la actividad con uridina). Con
inosina la actividad fue menor (21,4 % de la actividad con uridina), con guanosina fue
residual (3,2 %) y no se detecto actividad con timidina y citidina (Tabla 3). La actividad
con adenosina no se ensay6 debido a que no se pudo ajustar las condiciones de resolucion

Optimas para este sustrato.
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Figura 10. Determinacion del efecto de la temperatura y pH sobre la actividad nucleosidasa
de PvNSHI1. (A) Para determinar la temperatura 6ptima se ensayo la actividad con xantosina como
sustrato como se describe en Materiales y Métodos 23. Dicha mezcla se incubd a diferentes
temperaturas (25 °C-70 ° C) durante 20 min y se utilizaron 3,8 pg de proteina. Se representa la
actividad relativa con respecto al maximo, que fue de 2,050 U/mg. (B) Para la determinacion del
pH optimo se ensay¢ la actividad utilizando xantosina como sustrato en una soluciéon tamponada
con Tris-HCI/TES/Succinato 50 mM ajustada a diferentes pHs (6-9), en las mismas condiciones

que para la temperatura optima. Se representa la actividad relativa con respecto al maximo, que
fue de 1,671 U/mg.

Tabla 3. Especificidad de sustrato para PvNSH1.

Actividad relativa

Sustrato
PvNSH1
Xantosina 53+4,0
Inosina 21,4+3
Guanosina 3,2+0,0
Uridina 100 +9,7
Citidina ND
Timidina ND

La actividad enzimadtica se ensayo con una concentracion de sustrato de 2 mM. El ensayo se
realizd como se indica en Materiales y Métodos 23. La actividad de PvNSH1 con uridina
(actividad especifica 44,4 U mg™") se tomd como el 100 %.

Para la sobreexpresion de PvNSH?2 se siguid una estrategia similar a la utilizada para
PvNSH1 (Materiales y Métodos 19.6). Como se observa en la figura 11, se produjo una
proteina de 45 kDa que se corresponde con el tamafio aproximado para la proteina
recombinante PvNSH2-His (44 kDa). Sin embargo, la mayor parte de la proteina precipito
con la fraccion insoluble, lo que no permitié determinar actividad nucleosidasa con la

escasa cantidad obtenida en la fraccion soluble.
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Figura 11. Sobreexpresion de la proteina recombinante PvNSH2-His en E. coli. La proteina
recombinante se clono en el vector pET30b+ y se sobreexpresd en E. coli BL21(DE3). Se
muestra un SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. S: fraccion Soluble; I: fraccion insoluble.

Para intentar solventar este problema, se sobreexpres6 PvNSH2 de forma transitoria en
Nicotiana benthamiana. Para ello, el ORF de PvNSH?2 se amplifico con oligonucledtidos
especificos (Materiales y Métodos 2) que afadieron los sitios de restriccion HindlIIl y
Smal, el producto de PCR se clon6 en el plasmido pXCS-HAStrepll (Materiales y
Métodos 21.1), Con dicho pldsmido se transformaron células de Agrobacterium
tumefaciens GV3101::pMPY90RK que se utilizaron para agroinfiltrar hojas de M.
benthamiana y purificar la proteina recombinante por afinidad (Materiales y Métodos
21.2). Como muestra la Figura 12, se produjo una proteina de aproximadamente 37 kDa

que se corresponde con el tamafio predicho para PvNSH2-HAStrep (37,4 kDa).

A B a-HA Western
kDa Pa v o NR L E
=
100 — 50 —
75~ 37 — arm—
50 —
37— 25 —
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20—

Figura 12. Purificacion de la proteina recombinante PvNSH2-HAStrep sobreexpresada en
N. benthamiana. La proteina recombinante se clond en pXCS-HAstrep y se sobreexpreso en V.
benthamiana. (A) Tincion con azul de Coomassie. (B) Inmunodeteccion con el anticuerpo
monoclonal anti-HA. La flecha sefiala la proteina PYNSH2. Cr: extracto crudo; NR: no retenido;
L: lavado; E: elucion, V: vector vacio.
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PvNSH2 asi purificada mostr6 mayor actividad nucleosidasa con xantosina como
sustrato, mientras que la actividad con uridina e inosina fue menor (13,1 y 18,9 % de la
de xantosina, respectivamente) (Tabla 4). Al igual que ocurrié con PvNSHI, la actividad

con guanosina fue muy baja y no se detectd actividad con citidina ni timidina.

Tabla 4. Especificidad de sustrato para PvNSH2

Actividad relativa

Sustrato
PvNSH2
Xantosina 100 £ 11
Inosina 18,9 +0,3
Guanosina 4,5+0,0
Uridina 13,1+2,0
Citidina ND
Timidina ND

La actividad enzimdtica se ensay0 con una concentracion de sustrato de 2 mM. El ensayo se
realiz6 como se indica en Materiales y Métodos 23. La actividad de PvNSH2 con xantosina
(actividad especifica 23,0 U mg™!) se tomé como el 100 %.

Este resultado contrasto con lo previamente descrito para NSH2 de Arabidopsis, la cual
carecio de actividad, y solo la presentd cuando interaccioné con AtNSHI (Riegler et al.,
2011; Baccolini y Witte, 2019). Estas diferencias nos hicieron plantear st PNSH2 podria
estar interaccionado con NSH1 nativa de N. benthamiana formando un heterémero que
habria copurificado y que fuese el responsable de la actividad nucleosidasa detectada.
Para explorar esta posibilidad, la fraccion resultante de la purificacion que contenia
PvNSH2 se analiz6 por LC-MS/MS. Los resultados mostraron que el 72 % de la secuencia
proteica coincidi6 con PvNSH2, con 29 péptidos unicos identificados (Tabla 5).
Asimismo, no se identificaron péptidos de NSH1 de N. benthamiana, lo que sugiere que,
o bien NSH1 de N. benthamiana no interacciond con PvNSH2, o la cantidad de NSH1 de
N. benthamiana que copurific6 con PvNSH2 fue muy inferior a la cantidad de PvNSH2

purificada.
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Tabla S. Identificacion de proteinas mediante LC-MS/MS de la fraccion purificada de PvNSH?2 sobreexpresada como proteina recombinante en N.benthamiana.

Cobertura de

Proteina 2
Numero acceso -101gP la muestra Péptidos | Unicos Spec Mz:ls.a Descripcion
Grupo ID (%) muestra | media

1 76905 NSH2 374,93 72 31 31 124 34646 spI[NSH2|

1 56493 NbS00005145g0010.1 132,99 5 3 3 3 44569 nucleosidasa uridina 2

2 56332 | NbS00046603g0005.1 314,04 15 27 5 31 245714 Acetil CoA carboxilasa

3 56333 NbS00016612g0003.1 289,17 18 22 3 26 162239 Acetil CoA carboxilasa

4 56337 | NbS00008187g0001.1 241,47 30 6 3 9 28767 NADP uniendo Rossmann fold

5 56342 NbS0004157620003. 1 222.10 29 9 7 16 25764 Biotina carboxil proteina trapsportadora de acetil CoA
carboxilasa

5 56353 NbS0000864920004. 1 209,62 24 3 6 14 25645 Biotina carboxil proteina trapsportadora de acetil CoA
carboxilasa

6 56355 NbS0002939320012.1 206,31 10 3 2 4 49090 Ribulosa bifosfato carboxilasa_oxigenasa activa 1 ch...

7 56354 NbS00007414g0017.1 20433 29 7 5 16 26489 Acetil CoA carboxilasa biotina carboxil proteina

transportadora

7 56369 NbS000215320013.1 197.47 24 6 4 14 27556 Biotina carboxil proteina trapsportadora de acetil CoA
carboxilasa

2 56368 NbS0000592520010.1 191,69 24 5 ) 6 30026 Acetil CoA carboxilasa biotina carboxil proteina

transportadora

9 56442 NbS000156440022. 1 187.65 20 3 ) 5 25889 Biotina carboxil proteina trapsportadora de acetil CoA
carboxilasa

10 56347 | NbS00001169g0153.1 167,23 17 5 4 5 36300 NbS00001169g0153.1

10 56348 NbS00019521g0023.1 163,11 18 5 4 5 34920 Gliceraldeido 3 fosfato deshidrogenasa A cloroplastica ...

11 56394 NbS00050671g0012.1 166,98 21 4 2 6 28666 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 37

11 56395 NbS00019403g0016.1 166,98 21 4 2 6 28680 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 4

11 56393 NbS00000471g0009.1 166,98 19 4 2 6 32576 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 37

11 56397 NbS00032129g0003.1 166,98 21 4 2 6 28604 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 4

12 56358 NbS00027305g0008.1 164,87 21 4 4 4 31046 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 6G
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12 56357 NbS00017935g0003.1 164,87 21 4 4 4 31085 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica 6A
13 56350 NbS00040865g0006.1 160,02 9 4 3 4 66646 Proteina de choque térmico
13 56360 NbS00000671g0042.1 153,28 9 4 3 4 63303 Proteina de choque térmico
13 56378 NbS00031872g0001.1 128,55 8 3 2 3 61999 Proteina de choque térmico
13 56411 NbS00039676g0017.1 116,49 7 3 2 3 62554 Proteina de choque térmico
14 | 56349 | NbS00052944g0006.1 | 135,80 7 4 4 5 77399 | Proteina "1°r°p1és:;’;(ffﬁic‘l’:%a;g; el choque térmico
14 56351 NbS0002968420026.1 135,80 7 4 4 5 75244 Proteina de choque térmico cloroplastica 70 1
15 56372 NbS00006821g0002.1 131 8 4 4 5 53285 Fosfoglicerato quinasa
15 56373 NbS00001859g0006.1 131 7 4 4 5 58611 Fosfoglicerato quinasa
16 56427 | NbS00035687g0007.1 124,79 11 2 2 2 29004 Fotosistema del cloroplasto I componente de 22 KDa
17 56387 | NbS00006464g0001.1 124 3 3 3 41714 Cadena beta de tubulina
17 56450 | NbS00023211g0007.1 93,04 2 2 2 37988 Cadena beta de tubulina
18 56414 NbS00004085g0015.1 119,11 19 3 3 3 23553 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica CP26
18 56478 NbS0000848820031.1 98,31 17 2 2 2 15109 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica CP26
19 56392 | NbS00003611g0307.1 115,55 5 2 2 2 42302 NbS00003611g0307.1
19 56396 | NbS00041085g0002.1 115,55 5 2 2 2 48465 Actina
19 56417 | NbS00017698g0005.1 115,55 5 2 2 2 46115 Actina 4
19 56494 | NbS00009004g0014.1 99,81 5 2 2 2 49174 Actina
19 56495 | NbS00018787g0010.1 99,81 4 2 2 2 49775 Actina 4
19 56505 | NbS00056638g0007.1 99,81 7 2 2 2 31319 Actina 4
20 56433 NbS00010129g0001.1 114,79 7 2 2 2 35249 Beta 1 3 glucanasa
20 56434 NbC25742659g0003.1 114,79 6 2 2 2 37651 | Glucano endo 1 3 beta glucosidasa 2C isoforma acida GI9
21 56418 NbS00030208g0012.1 105,32 17 2 2 2 25861 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica P4
21 56419 NbS00004739g0001.1 105,32 16 2 2 2 27689 Clorofila a b unida a la proteina cloroplastica P4
22 56533 NbS00014241g0002.1 95,37 11 2 2 2 21846 ATP sintasa subunidad cloroplastica alfa
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23 56518 NbS00061093g0007.1 93,28 12 2 2 2 22505 Subunidad III del centro de reaccion del fotosistema I
23 56519 NbS00000058g0018.1 93,28 11 2 2 2 24306 Subunidad III del centro de reaccion del fotosistema I
23 56520 NbS00035792g0016.1 93,28 11 2 2 2 24658 Subunidad III del centro de reaccion del fotosistema I
23 56521 NbS00009051g0007.1 93,28 10 2 2 2 27312 Subunidad III del centro de reaccion del fotosistema I

La identificacion de las proteinas se llevo a cabo usando el software informatico Peaks X con los parametros descritos en Materiales y Métodos 22.
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Ademas, se comprobd si PYNSH1-His y PvNSH2-HAStrep podian interaccionar. Para
ello se mezclaron extractos crudos de E. coli que sobreexpresaban PYNSH1-His y de N.
benthamiana que sobreexpresaba PNSH2-HAStrep y se incubaron, para posteriormente
comprobar si PYNSHI1-His podia ser copurificada por cromatografia de afinidad frente a
Strepll, el tag fusionado a PvSNH2. Como controles, se utilizaron extractos de PvNSH1-
His o PvNSH2-HAStrep mezclados con extractos de N. benthamiana o E. coli no
transformados, respectivamente. Una vez realizada la cromatografia de afinidad, se
inmunodetectd la presencia de PYNSH1-His y PYNSH2-HAStrep utilizando anticuerpos
anti-His y anti-HA, respectivamente. Como se observa en la Figura 13, antes de la
purificacion, cada proteina pudo ser inmunodetectada con su anticuerpo correspondiente,
de modo que, solo se detectaron ambas proteinas en la mezcla que contenia PvNSH1-His
y PvNSH2-HAStrep. Sin embargo, cuando se realizé la cromatografia de afinidad frente
a Strepll, se detectd6 PvNSH2-HAStrep pero no PvNSHI1-His, lo que sugiere que, en

nuestras condiciones de ensayo, PvNSH2 no interacciona con PvNSHI.

Pre-purificacién Post-purificacion

NSH1-His + - + o+ - +
NSH2-HAStrep -+ + - + 4+
E. coli - 4+ - - + -
N. benthamiana + - -+ - -
o-HA
—— e« |<— PyNSH2
— S— <— PvyNSH1
o-His

Figura 13. Estudio de la interaccién de PvNSH1 y PvNSH2. Extractos de E.coli BL21 (DE3)
y N. benthamiana que sobreexpresan PvNSH1-His y PvNSH2-HAStrep, respectivamente, se
mezclaron entre ellos, asi como con extractos de N. benthamiana y E. coli no transformados. Tras
incubar durante 12 h a 4 °C, y purificar por cromatografia de afinidad frente a Strepll, se analizo
la presencia de PvNSH2 y PvNSH1 mediante inmunodeteccion, utilizando anticuerpos anti-HA
(a-HA) y anti-His (a-His) tanto antes como después de la purificacion.

En resumen, la deteccion de actividad nucleosidasa en la fraccidn que contiene a
PvNSH2, la no identificaciéon de NSH1 en dicha fraccion, y la no deteccion de PvNSH1

tras el ensayo de copurificacion, sugiere fuertemente que PvNSH2 no necesita
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interaccionar con PvNSH1 para ser activa, aunque no podemos descartar completamente

que PvNSH2 también pueda formar heteromeros con PvNSHI.

1.4. Caracterizacion cinética de las nucleosidasas PvNHS1 y PvNSH2 de judia

Una vez purificadas ambas enzimas, se procedi6 a su caracterizacion cinética. Para ello
se ensay¢ la actividad durante 20 min y utilizando concentraciones crecientes del sustrato
(0,2-1 mM) (Materiales y Métodos 23). El comportamiento cinético de PvNSHI1 y
PvNSH?2 se ajusto a una curva michaeliana (Figura 14). Para PvNSHI1 los valores de K
aparente para xantosina, uridina e inosina fueron 0,64, 2,02 y 0,99 mM, con una constante
catalitica superior para uridina e inferior para inosina, pero con una eficiencia catalitica

relativamente similar para todos los sustratos (Tabla 6, Figura 15).

Tabla 6. Pardmetros cinéticos de PNSH1 y PvNSH2.

PvNSH1 PvNSH2

Sustrato Ky, (mM) Keat () Keat/Km (s7'mM7) K, (mM) Keat (") Keat/Km (s'-mM™)

Xantosina 0,64 + 0,11 20,41+ 1,42 32,04 +£3,49 0,12+0,02 13,18+0,26 116,01 +15,19
Inosina 0,99+0,04 10,35+0,40 10,48 £ 0,01 0,21+0,02 2,91+0,14 13,67 £ 0,64

Uridina  2,02+0,27 62,88+7,6 31,21+ 0,44 - - -

La Km aparente de PvNSH2 para xantosina e inosina fue 0,12 y 0,21 mM,
respectivamente, que es unas cinco veces menor que la de PVNSH]1 para estos sustratos
(Tabla 6, Figura 14). En cuanto a la eficiencia catalitica (Kca/Km) de PYNSH2, esta fue

mas de tres veces superior a la de PYNSH1.

98



Elena Delgado Garcia
A g0, PYNSH1
@ Uridina
H Xantosina V'S *
o~ 60 {1 Alnosina
o1
E .
= 40 A
o
° " s B "
= [ ]
g 20 -
A A
0 T T T T T \
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (mM)
C 0,4 - PvNSH1
n
0.3 - B Xantosina
n..‘.
0,2 -
2 .-
i .o'
0,1 - F
-5 1) 5 10 15 20
-0,1 s
E 0.4 1 PVNSHI1
.“’
0.3 & Uridina .-"'
0,2 - '
< .
‘—| B
R4
-5 5 10 15 20
1/S
G 1,2 - PvNSH1
1,0 1 A
A Inosina
0,8 - A
0,6 -
Z
™04 -
) A
0,2 #A
—8;6= T T T \
5 £+ 5 10 15 20
-0,2

Figura 14. Curva de Michaelis-Menten de la actividad de PvNSH1 con xantosina, uridina e
inosina (A) y de PvNSH2 con xantosina e inosina. (B) Representacion de Lineweaver-Burk para

PyNSHI (C, E, G) y PYNSH2 (D, F).
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CAPITULO II. CARACTERIZACION DE LAS NUCLEOSIDASAS PVNSH3 Y
PVNSH4 DE JUDIA

100



Elena Delgado Garcia Capitulo II

101



Elena Delgado Garcia Capitulo II

2.1. Clonacion y caracterizacion de las secuencias de las nucleosidasas PvNSH3 y

PvNSH4 de judia

Ademas de las nucleosidasas citosolicas, en Arabidopsis thaliana se ha descrito una
nucleosidasa con posible localizacion apoplastica, AINSH3 (Jung et al., 2011), y que se
caracteriza por presentar dos dominios nucleosidasa. Para identificar y clonar los ADNc
que codifican posibles nucleosidasas apoplasticas de judia se realizo un analisis mediante
tBLASTn en la base de datos Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/) utilizando
la secuencia de AtNSH3 de Arabidopsis thaliana como modelo. El andlisis permitid
identificar dos secuencias que codifican posibles nucleosidasas apoplasticas en judia
(Phvul.006g159400 y Phvul.003g099100). A partir de estas secuencias se disefiaron
cebadores especificos (Materiales y Métodos 2) que se utilizaron para la amplificacion
mediante RT-PCR de los ADNc de ambos genes, y que, tras su clonacion y secuenciacion,
se denominaron PvNSH3 y PvNSH4. Para PvNHS3, la secuencia nucleotidica
correspondientes al mayor marco abierto de lectura (ORF) fue de 2.634 pb lo que codifica
un polipéptido de 877 aminoacidos con una masa molecular predicha de 98,4 kDa,
mientras que para PvNSH4, el mayor ORF fue de 2.628 pb, lo que codifica un polipéptido
de 875 aminoécidos con una masa molecular predicha de 96,4 kDa. PvNSH3 y PvNSH4
presentan una similitud con AtNSH3 del 67 y 64%, respectivamente, y del 78% entre
ellas. Ademas, ambas se caracterizan por poseer repetido el dominio rico en aspartato
caracteristico de todas las nucleosidasas, si bien, al igual que ocurre en AtNSH3, en el

segundo dominio uno de los Asp esta sustituido por Gly.

El analisis in silico de las secuencias de PvNSH3 y PvNSH4 predijo que ambas proteinas
presentan un péptido sefial de 18 y 22 aminoacidos, respectivamente, y que se trata de
proteinas solubles localizadas con mayor probabilidad en el espacio apoplastico (con
valores de prediccion de 0,728 y 0,602 para PvNSH3 y PvNSH4, respectivamente)
(Tabla 7).

Las secuencias de PvNSH3 y PvNSH4 se utilizaron para identificar secuencias similares
en otras especies mediante la herramienta web HMMER (http://hmmer.org/). Tras un
primer analisis, se seleccionaron aquellas secuencias con mas del 45 % de similitud con
PvNSH3 y/o PvNSH4 y de un tamafio superior a 800 aminoacidos para descartar a las
nucleosidasas citosolicas o las secuencias parciales. Todas las secuencias identificadas

fueron de plantas, y la mayoria pertenecieron a los grupos de monocotiledoneas y
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dicotiledéneas dentro de las angiospermas, excepto dos, Selaginella moellendorffii que

pertenece a las licofitas, y Amborella trichopoda, que es la angiosperma mas primitiva.

Tabla 7. Prediccion de la localizacion de PvNSH3 y PvNSH4.

Péptido sefial

, . e . Localizacion (Valor
Proteina Presencia N° Aminoacidos (

prediccion)
PvNSH3 Si 18 Extracelular (0,728)
PvNSH4 Si 22 Extracelular (0,602)

La prediccion del péptido senal se realizd6 con TargetP-2.0 (Armenteros et al., 2019) y la
localizacion subcelular con DeepLoc-1.0 (Armenteros et al., 2017).

También se realizé una busqueda en la bases de datos NCBI y Phytozome lo que confirmé
que no existian secuencias similares a estas en los distintos grupos de gimnospermas, ni
en monilofitas (helechos), licofitas, hepaticas, briofitas, ni tampoco en especies
pertenecientes a otros reinos como Cernorhabditis elegans (Animalia),
Schizosaccharomyces pombe (Fungi), Crithidia fasciculata, Leishmania major y
Trypanosoma vivax (Protista), lo que confirmé que no existen ortdlogos de PvNSH3 y 4

en estas especies.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de PvNSH3 y PvNSH4 con el resto de
las secuencias identificadas revel6 una identidad de entre el 60 y el 90 % (Tabla 8). Los
dos dominios ricos en Asp presentes en AtNSH3 (DXDXXXDD y DXDXXXGD), se
conservan en todas las secuencias identificadas, excepto en Selaginella moellendorffi, que
presenta una sustitucion de una Asp por una Glu en el primer dominio (DXDXXXED)
(Figura 15) y Physcomitrella patens que no presenta el segundo dominio presente en todas

las demads especies.

El andlisis filogenético (Figura 16) de las posibles nucleosidasas apoplasticas mostro que,
en el caso de las dicotiledoneas, las especies pertenecientes a la familia Fabaceae se
agrupan en un clado que diverge en otros dos, en cada uno de los cuales se encuentra una
de las posibles nucleosidasas apoplasticas de judia, PPNSH3 y PvNSH4. La secuencia
aminoacidica utilizada como grupo externo fue la de Physcomitrella patens, una
secuencia con un Unico dominio nucleosidasa, y como era de esperar, se encuentra en una
rama externa. Por otro lado, la pteridofita Selaginella moellendorffii, es la especie mas
alejada filogenéticamente en la que se encontrdé una secuencia que podria codificar
nucleosidasas apoplasticas y se localiza en un clado diferente al resto de secuencias.
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PvNSH4 PvNSH3

PvNSH4 -

PvNSH3 78,7 -
Amborella trichipoda 67,9 66,5
AtNSH3 64,4 67,2
AtNSH4 70,3 67,1
Cicer arietinum4 81,8 77,9
Cicer arietinum3 79,7 81,9
Glycine maiz3 77,3 83,7
Glycine maiz4 89,2 80,5
Glycine maiz5 77,9 88,4
Medicago trunculata3 78,4 80,8
Medicago trunculata4 83,3 78,6
Medicago trunculatas 80,8 77,3
Nicotiana tabacum4. 1 71,7 69,1
Nicotiana tabacum4.2 70,3 68,8
Populus trichocarpa4 74,8 72,7
Quercus suberd. 1 74,8 73
Quercus suberd4.2 71 69,2
Oryza sativa4.1 58,5 57,6
Oryza sativa4.2 65,9 65,1
Solanum lycopersicum4.1 69,2 67,6
Solanum lycopersicum4.2 71,5 69,7
Solanum lycopersicum4.3 70,3 68,6
Theobroma cacao3 61,8 61,8
Theobroma cacao4 75,8 74,4
Triticum aestivum4 64,8 64,5
Vitis vinifera4.1 60,8 58,9
Vitis vinifera4.2 74,5 72,7
Selaginella 47 46,6
Physcomitrella patens 33,5 343
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DXDXXXDD DXDXXXGD
30 500

| |
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Figura 15. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de posibles nucleosidasas
apoplasticas pertenecientes a diferentes especies vegetales. El alineamiento se centra en los
dominios DXDXXXDD y DXDXXXGD (Asp y Gly estin sombreados en azul). S.
moellendorffii presenta una sustitucion de un Asp por un Glu en el primer dominio (sombreado
en amarillo). Los nimeros de acceso de las secuencias se indican en Materiales y Métodos 7.
Los aminoacidos se numeran segun la secuencia de PvNSH4.

Mientras que en la mayoria de plantas se han identificado, al menos, dos secuencias que
codifican posibles nucleosidasas apoplasticas, en Arabidopsis thaliana solo se ha
identificado una (A¢NSH3 codificada por el gen At5gl18860; Jung et al., 2011). Sin
embargo, se han identificado otros dos genes con alta similitud a AtNSH3: AtNHS4
(At5g18890), que codifica un polipéptido de 551 aminodcidos que presenta alta similitud
(81 %) con el extremo C-terminal de AtNSH3, y AtNSH5 (At5g18870), que codifica un
péptido de 259 aminoécidos con alta similitud (73 %) con la mitad N-terminal de AtNSH3
y que fueron descritas como posibles nucleosidasas truncadas (Jung et al., 2011). Ambos
genes estan en la misma orientacion y seguidos en el genoma de Arabidopsis, 1o que nos
llevo a analizar con mas detenimiento dichas secuencias y el fragmento que las separaba.
Esto permitié reconstruir una secuencia que codifica un péptido de 865 aminodcidos y

que podria codificar una segunda nucleosidasa apoplastica de Arabidopsis (Figura 17).
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Solanum lycopersicum4.3
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Figura 16. Cladograma de las secuencias similares a PvNSH3 y PvNSH4 identificadas. Las
secuencias de las posibles nucleosidasas apoplasticas identificadas en algunas especies de
dicotiledoneas estan marcadas en azul y en rosa las pertenecientes a monocotiledoneas. Las
posiciones de PvNSH3 y PvNSH4 estan sefialadas con una flecha. El arbol filogenético se construyo
con el programa MEGA X, utilizando el modelo neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) y la distancia
evolutiva se calcul6 utilizando el método de correccion de Poisson (Zuckerkandl y Paulilng, 1965).
Los ntimeros en los nodos representan los valores de “bootstrap” con 1.000 réplicas y la barra de
escala corresponde a 20 cambios por cada 100 posiciones. Para mayor claridad, solo se representan
los valores de los nodos superiores a 50. Se utiliz6 como “outgroup” la secuencia de la nucleosidasa
de Physcomitrella patens. Los numeros de acceso correspondientes a las secuencias aminoacidicas
se encuentran en Materiales y Métodos 7.
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Figura 17. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la proteina AtNSH4+5 reconstruida
con AtNSH3, AtNSH4 y AtNSHS de Arabidopsis, y PvNSH3 y PvNSH4 de P. vulgaris. El
alineamiento se realizo utilizando el método Clustal V del paquete informatico DNASTAR. El
recuadro rojo marca el fragmento de secuencia identificado en este trabajo.

Para intentar determinar si dicho ADNc realmente se transcribe en Arabidopsis, se

disefiaron oligonucledtidos especificos a ambos extremos de dicha secuencia y se realizo
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RT-PCR sobre cDNA de plantulas de Arabidopsis, pero no se obtuvo amplificacion.
2.2. Analisis de la region promotora de PvNSH3 y PvNSH4

Con el fin de identificar posibles motivos reguladores de la expresion de los genes
PvNSH3 y PvNSH4 se realizd un andlisis in silico de un fragmento de 1 kb de la region
situada corriente arriba del inicio de la transcripcion (Materiales y Métodos 7). Dicho
analisis revelo la presencia de multiples motivos relacionados con la respuesta a distintos
tipos de estrés, como la respuesta a deshidratacion (WAACCA), frio (CANNTG), defensa
frente a patégenos (TACTATT) o herida (TGACY) (Figura 18).

Defensa (Bioticos)
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Figura 18. Representacion esquematica de las regiones promotoras de PvNSH3 y PvNSHA4.
Se analiz6 un fragmento de 1.000 pb situado corriente arriba del inicio de la traduccion utilizando
la base de datos New Place (Higo et al., 1999).

2.3. Sobreexpresion, purificacion y caracterizacion de PvNSH3 y PvNSH4

Para caracterizar las actividades enzimaticas de PvNSH3 y PvNSH4 se procedié a
expresar dichas enzimas en forma de proteinas recombinantes, para, posteriormente,

purificarla y caracterizarla.

El ORF de PvNSH4 se amplificé con oligonucledtidos especificos que afiadian los sitios
de restriccion Clal y Smal, (Materiales y Métodos 2), se clon6 en pSparkl (Canvax,
Espana) y posteriormente en el vector de expresion pXCS-HAStrepll, lo que permitid su
sobreexpresion como proteina de fusion en N. benthamiana y su posterior purificacion

por cromatografia de afinidad (Materiales y Métodos 21.2). Como se observa en la Figura
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19, el analisis por inmunodeteccion reveld una senal de mas de 100 kDa tras la

purificacion, lo que podria corresponderse con PvNSH4-HAStrep.

a-HA Western

kDa  Cr NR L E

170—
130—

100—
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Figura 19. Purificacion de la proteina recombinante PvNSH4-HAStrep sobreexpresada en
N. benthamiana. Se muestra el resultado de la inmunodeteccion utilizando anticuerpos anti-HA.
Cr: extracto crudo; NR: no retenido; L: lavado; E: elucion.

Una vez purificada la enzima, se procedi6 a su caracterizacion fisico-quimica y cinética.
En primer lugar, se determiné el pH Optimo del ensayo. Para ello se ensayo6 la actividad
a distintos valores de pH (entre 4,2 y 6,8), utilizando inosina como sustrato (Materiales y
Métodos 23). Como muestra la figura 20, PvNSH4 presenté mayor actividad a valores de
pH cercanos a 5, lo que tendria sentido en una enzima con localizacion apoplastica, ya
que el pH en este espacio suele ser acido (Gjetting et al., 2012). La actividad de esta

enzima fue disminuyendo hasta ser practicamente inexistente a pH 6,8.

120 -
100 A
80 A

60 -

% de actividad nuleosidasa

20 ~

pH

Figura 20. Efecto del pH sobre la actividad nucleosidasa de PvNSH4. La actividad se ensay6
como se describe en Materiales y Métodos 23, utilizando inosina 2 mM como sustrato en una
solucion tamponada con Tris-HCI/TES/Succinato 50 mM ajustada a diferentes pHs (4,2-6,8). La
mezcla de reaccion se mezclo con la enzima purificada y se incubd a 40 °C durante 120 min. Se
representa la actividad relativa con respecto al maximo, que fue de 21,61 mU/ml.
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A continuacion, se analiz6 la actividad de PYNSH4 con diferentes nucledsidos, lo que
mostr6 que PvNSH4 tiene mayor afinidad por inosina, seguido de xantosina (19 % de la
de inosina) y adenosina (4 % frente al de inosina), mientras que con uridina fue

indetectable. (Tabla 9).

Tabla 9. Especificidad de sustrato para PvNSH4.

Actividad relativa

Sustrato
PvNSH4
Inosina 100 £4,0
Xantosina 19+1,7
Adenosina 4+0,0
Uridina ND

La actividad enzimdtica se ensay0 con una concentracion de sustrato de 2 mM. El ensayo se
realizd6 como se indica en Materiales y Métodos 23. La actividad de PvNSH4 con inosina
(actividad especifica 16,66 U/mg) se tomd como el 100 %.

Para la caracterizacion cinética de PvNSH4 se ensay¢ la actividad con concentraciones
crecientes de inosina (0,01-0,5 mM), ya que fue el sustrato con el que presentd6 mayor
actividad. (Materiales y Métodos 23). El comportamiento cinético de PvNSH4 se ajusto
a una curva michaeliana (Figura 21), con un valor de K aparente de 54 uM y una

eficiencia catalitica (Kcat/Km) de 642.666 s mM™! (Tabla 10).
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Figura 21. Curva de Michaelis-Menten de la actividad PvNSH4 con inosina. El inserto
muestra la representacion de Lineweaver-Burk para dicha actividad.
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Tabla 10. Parametros cinéticos dePvNSH4

PvNSH4

Sustrato K, (M) k. (s k, /K, (s 'mM")

Inosina 54,00 + 2,34 34.776 = 1.085 642.666 + 8.925

Para la sobreexpresion y purificacion de PvNSH3 se sigui6 la misma estrategia que con
PvNSH4. Sin embargo, tras varios intentos de sobreexpresion en N. benthamiana y
purificacion por cromatografia de afinidad, solo en uno de ellos se consigui6
inmunodetectar una sefial muy tenue de algo mas de 100 kDa, que se aproxima al tamafio
predicho para PvNSH3-HAStrep (101 kDa) (Figura 22). Dicha sefial fue visible tanto en
los extractos crudos como en el resultado de la elucion tras la cromatografia de afinidad.
La limitada cantidad de proteina obtenida solo permitié ensayar la actividad con dos
sustratos, inosina y xantosina, y a un tunico valor de pH, por lo que se seleccion6 pH 5, el
valor 6ptimo de las nucleosidasas apoplasticas PYNSH4 y AtNSH3. Sin embargo, con

ninguno de los sustratos ensayados se consigui6 detectar actividad nucleosidasa.

a-HA Western
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Figura 22. Purificacion de la proteina recombinante PvNSH3-HAStrep sobreexpresada en
N. benthamiana. Se muestra el resultado de la inmunodeteccion utilizando anticuerpos anti-HA.
La flecha sefiala la proteina PvNSH3. Cr: extracto crudo; NR: no retenido; L: lavado; E: elucion.

Con la intencion doble de, por un lado, estudiar si un cambio en el organismo utilizado
para la sobreexpresion de PvNSH3 podria dar lugar a la sintesis de la enzima funcional
y, por otro lado, una concentracién mas elevada, de modo que permitiese su utilizacion
para la produccion de anticuerpos policlonales anti-PvNSH3 se decidié probar a
sobrexpresarla en E. coli BL21 (DE3). Para ello, el ORF de PvNSH3 se clond en el vector
pET30b+ para la posterior transformacion de E. coli BL21(DE3) (Materiales y Métodos
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19.3). Sin embargo, la mayor parte de la proteina precipito en la fraccioén insoluble y no
se logro su solubilizacion. Con la intencién de mejorar su solubilidad, PvNSH3 se clon6
en pET-His6-SUMO-TEV LIC, un vector que permite la expresion de la proteina
fusionada traduccionalmente a la proteina SUMO, lo que facilita su solubilidad
(Materiales y Métodos 19.4). Ademas, los reducidos niveles de sobreeexpresion de
PvNSH3 en N. benthamiana hicieron contemplar la posibilidad de que dicha proteina
pudiese tener un efecto toxico para las células. Para intentar prevenirlo, se utilizé la cepa
BL21(DE3) pLysS de E. coli, que reduce la expresion basal de la proteina de interés, lo
que mejora la expresion de proteinas que presentan toxicidad. La sobreexpresion de
PvNSH3 en este sistema permitié identificar una sefial de algo mas de 100 kDa en los
extractos crudos, que se hizo mas tenue una vez se purificd, a la vez que aparecid una
sefal mayoritaria de aproximadamente 60 kDa que podria ser el resultado de la protedlisis
de PvNSH3 (Figura 23). De cualquier manera, ni los extractos crudos ni el resultado de
la elucioén presentaron actividad nucleosidasa con los sustratos ensayados (xantosina e
inosina), lo que sugiere que, o bien PvNSH3 presenta actividad con algin nucledsido no
ensayado o en condiciones de ensayo distintas de las empleadas, o la enzima carece de
actividad. Ademas, la cantidad de proteina sintetizada con todos los sistemas utilizados

no permitio obtener suficiente cantidad para sintetizar anticuerpos.

a-His Western
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Figura 23. Purificacion de la proteina recombinante PvNSH3-His-SUMO sobreexpresada
en E. coli BL21(DE3) pLysS. La flecha sefiala la proteina PvNSH3. Inmunodeteccion con el
anticuerpo anti-His. Cr: extracto crudo; NR: no retenido; L: lavado; E: elucion.

2.4. Localizacion subcelular de PYNSH3 y 4 mediante microscopia confocal

El andlisis in silico de las secuencias aminoacidicas de PYNSH3 y 4 predijo que ambas
enzimas presentan un péptido sefal y que su localizacion mas probable seria el apoplasto.

Para comprobarlo, se realizaron fusiones traduccionales de PNSH3 y PvNSH4 con eYFP
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(Enhanced Yellow Fluorescent Protein), y se procedio a su expresion transitoria en N.

benthamiana para su posterior deteccion mediante microscopia confocal.

La sefial de fluorescencia de PvNSH4-eYFP se detectd en la interfase de células
adyacentes y colocaliz6 con la del marcador apopléastico AT5G11420 (Figura 24 A-C).
Sin embargo, cuando se expresd junto con la proteina citosolica (Figura 24 D-F) o de
membrana plasmatica (Figura 24 G-I) PYNSH4 ocup6 espacios diferentes a los de dichas

proteinas. Estos resultados confirman la localizacion apoplastica de PvNSH4.

QPVNSH4 C-Apoplastico ‘Superposmlon

./*

/
PvNSH4
PvNSH4 C-Citosélico Superposicion

<¥— C-Cito

o

PvNSH4

D
PvNSH4 C-Membrana Superposicion

PvNSH4

Figura 24. Localizacién subcelular de PvNSH4 en las células de la epidermis de N.
benthamiana. Las iméagenes muestran la proteina PvNSH4-eYFP (verde, primera
columna) junto con cada uno de los controles: apoplastico (AT5G11420-mCherry),
citosolica (AT4G25890.1-mCherry) y de membrana plasmatica (AtPIP2A-mCherry)
(roja, segunda columna) La tercera columna representa la superposicion de PvNSH4-
eYFP y el control correspondiente. Las flechas indican la localizacion de las proteinas.
C-Apo: AT5G11420-mCherry C-Cito: AT4G25890.1-mCherry y C-Membr: AtPIP2A-
mCherry. La barra de escala representa 15 pm en A-F y 10 pm en G-I
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La intensidad de la sefal de fluorescencia de PYNSH3-eYFP fue més débil y dificil de
observar que la de PvNSH4-eYPF, pero, como se observa en la Figura 25 (A-C),
PvNSH3-eYFP también parece colocalizar con la sefial del marcador apoplastico
AT5G11420, mientras que no lo hizo con los marcadores citosdlicos (Figura 25 D-F) ni
de membrana plasmatica (Figura 25 G-I), lo que sugiere que PvNSH3, al igual que

PvNSH4, también se localiza en el espacio apopldstico.

PVNSH3 C-Apoplastico Superposicion

»

e T‘A/‘ C_Ap 0{
/ \
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PUNSH3 C-Citosélico fSuperposicion

PVNSH3

PvNSH3 C-Membrana Superposicion

Figura 25. Localizacion subcelular de PYNSH3 en las células de la epidermis de N.
benthamiana. Las iméagenes muestran la proteina PvNSH3-eYFP (verde, primera
columna) junto con cada uno de los controles: apoplastico (AT5G11420-mCherry),
citosolica (AT4G25890.1-mCherry) y de membrana plasmatica (AtPIP2A-mCherry)
(roja, segunda columna) La tercera columna representa la superposicion de PvNSH4-
eYFP y el control correspondiente. Las flechas indican la localizacion de las proteinas.
Las flechas indican la localizacion de las proteinas. C-Apo: AT5G11420-mCherry C-
Cito: AT4G25890.1-mCherry y C-Membr: AtPIP2A-mCherry. La barra de escala
representa 40 pum en A-C, 20 um en D-F y 10 pm en G-1.
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CAPITULO III. REGULACION DE LAS NUCLEOSIDASAS CITOSOLICAS DE
JUDIA DURANTE LA GERMINACION Y DESARROLLO POSGERMINATIVO
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3.1. Estudio de las nucleosidasas citosdlicas de judia en cotiledones durante la

germinacion y desarrollo posgerminativo

Para estudiar como se regulan las nucleosidasas durante la germinacion, el desarrollo
posgerminativo temprano y la senescencia en cotiledones, se analizaron los niveles de
expresion de PvNSHI y PvNSH2, la actividad nucleosidasa con xantosina y uridina, y la
abundancia de PvNSH1 y 2. La expresion tanto de PvNSHI como PvNSH?2 se analizo
mediante qRT-PCR y utilizando oligonucleétidos especificos para cada gen (Materiales
y Métodos 2). Tanto PvNSHI como PvNSH?2 se detectaron el primer dia tras la imbibicion
(DDI), y su expresion aumento al tercer DDI, coincidiendo con la emergencia radicular
(Figura 26A, B), sin que hubiese diferencias significativas entre los niveles de expresion
de ambos genes. Una vez que la radicula fue visible el nivel de transcrito de ambos genes

disminuyo.

La actividad nucleosidasa se ensay6 con los extractos crudos utilizando xantosina y
uridina como sustratos (Materiales y Métodos 23). Con xantosina, se detecto actividad en
todas las muestras analizadas e, igual que ocurrié con los niveles de expresion, esta
aumentd tras la emergencia radicular (tercer DDI). Sin embargo, al contrario de lo
ocurrido con la acumulacion de ARNm, la actividad nucleosidasa especifica continu6d
aumentando hasta alcanzar un maximo a los ocho DDI, y se mantuvo en estos niveles
hasta el décimo DDI, cuando los cotiledones ya estaban senescentes (Figura 26C, D). La
actividad nucleosidasa también se ensayd con uridina mostrando una tendencia muy
similar a la que se observd con xantosina, pero con valores de actividad especifica

considerablemente mas bajos.

La inmunodeteccion se realizd utilizando anticuerpos policlonales antiPvNSHI1, que
mostraron reaccion cruzada con PvNSH2. Se detecté acumulacion de proteina a partir del
segundo DDI, justo antes de la emergencia radicular, y esta fue mayor al cuarto DDI

(Figura 26E) y se mantuvo alta durante la senescencia del cotiledon (Figura 26F).
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Figura 26. Regulacion de las nucleosidasas durante la germinacion y el desarrollo
posgerminativo temprano en cotiledones. (A, B) Niveles de ARNm de PvNSHI y PvNSH2,
(C, D) actividad nucleosidasa y (E, F) inmunodeteccion de nucleosidasas. Los resultados de
gRT-PCR se normalizaron con la media geométrica de la expresion relativa de los genes actina-
2y ubiquitina, y se expresaron con respecto a la expresion de PvNSH1 en cotiledones de 1 DDI
(dias después de la imbibicion) a la que se le atribuyo el valor de 1. La actividad nucleosidasa
se llevd a cabo como se describe en los Materiales y Métodos 23, utilizando xantosina y uridina
como sustratos. La inmunodeteccion de las nucleosidasas PvNSH1 y PvNSH2 se realiz6 con
anticuerpos policlonales anti-PvNSH1(Materiales y Métodos 17). Se cargd la misma cantidad
de proteina total (15 pg) en todas las calles de los geles. Los valores representan el resultado de
la media = SE de al menos tres replicas biologicas. Cada letra indica diferencias significativas
entre los diferentes estados de desarrollo para un mismo gen o con el mismo sustrato, analizado
con ANOVA vy seguido de la prueba post-hoc de Tukey (P <0.05).
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3.2. Estudio de las nucleosidasas citosolicas de judia en ejes embrionarios durante la

germinacion y desarrollo posgerminativo

El mismo tipo de analisis se llevo a cabo en ejes embrionarios. La radicula se diferencio
del hipocétilo al cuarto DDI, por lo que la regulacion de las nucleosidasas se analizd en
el eje embrionario completo desde el primer hasta el tercer DDI, y en el hipocotilo y

radicula por separado desde el cuarto al quinto DDI.

El patrén de expresion de PvNSH1 y PvNSH?2 en ejes embrionarios sigui6 una tendencia
similar a la observada en cotiledones, en la que ambos genes alcanzaron un maximo entre
el segundo y tercer DDI (Figura 27A). La actividad nucleosidasa fue mayor en ejes
embrionarios que en cotiledones, y tanto la actividad como la acumulacion de proteina
también aumentaron tras la emergencia radicular (Figura 27B, C). En el analisis mediante
inmunodeteccion, ademas de la sefial mas intensa, también se detectaron otras bandas
menos intensas justo por encima y debajo de la principal que, aunque el anticuerpo
antiPvNSH1 presenta reaccion cruzada con PvNSH2, no podemos descartar que estas
bandas mas tenues se correspondan a las distintas nucleosidasas o a diferentes
modificaciones postraduccionales de PNSH1 y 2. El hipocétilo y la radicula al cuarto
DDI mostraron una acumulaciéon de ARNm similar al de los ejes embrionarios del tercer
DDI. Sin embargo, al quinto DDI, el nivel de transcrito y la actividad nucleosidasa

parecen disminuir en el hipocotilo (Figuran 27A, B).

Al igual que lo observado en cotiledones, la actividad nucleosidasa con uridina también
mostr6 una tendencia similar a la que se observo con xantosina, pero la reduccion de la

actividad fue considerablemente mas significativa que en cotiledones (Figuras 26 y 27).
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Figura 27. Regulacion de las nucleosidasas durante la germinaciéon y desarrollo
posgerminativo temprano en ejes embrionarios, hipocotilo y radicula. (A) Evolucion de
los niveles de ARNm de PvNSH1 y PvNSH?2, (B) actividad nucleosidasa y (C) inmunodeteccion
de nucleosidasas durante la germinacion y desarrollo postgerminativo. Los resultados de qRT-
PCR se normalizaron con la media geométrica de la expresion de los genes actina-2 'y
ubiquitina, y se expresaron con respecto a la expresion de PvNSHI en ejes del primer DDI (dias
después de la imbibicion), a la que se le atribuyo el valor de 1. La actividad nucleosidasa se
ensayd como se describe en Materiales y Métodos 23, utilizando xantosina y uridina como
sustratos. La inmunodeteccion de PvNSH1 y PvNSH2 se realizo con anticuerpos policlonales
anti-PvNSH1 (Materiales y Métodos 17). Se cargo la misma cantidad de proteina total (15 pug)
en todas las calles de los geles. Los valores representan la media = SE de, al menos, tres réplicas
bioldgicas. Cada letra indica diferencias significativas entre los diferentes estados de desarrollo
para un mismo gen o sustrato, analizado con ANOVA y seguido de la prueba post-hoc de Tukey
(P <£0.05). E: ejes embrionarios; H: hipocotilo; R: radicula.
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3.3. Actividad nucleasa durante la germinacion y desarrollo posgerminativo

temprano

Para estudiar la relacion entre la induccion de las nucleosidasas y la degradacion de acidos
nucleicos se determind la actividad nucleasa in vitro en cotiledones y ejes durante la
germinacion, desarrollo posgerminativo temprano y senescencia. La actividad ssADNasa
en cotiledones aumenté tras la emergencia radicular y no hubo cambios significativos
durante la fase de movilizacidon de nutrientes y en las fases de senescencia de cotiledones
(Figura 28A, B). En ejes embrionarios, la actividad ssADNasa también aumento tras la
emergencia radicular (Figura 28C). La actividad en hipocétilo al cuarto, y quinto DDI

parece ser mayor que en radicula.
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Figura 28. Degradacion de acidos nucleicos durante la germinacién y desarrollo
posgerminativo en judia. La actividad ssADNasa (Materiales y Métodos 24) se determin6 en
cotiledones (A, B) y ejes embrionarios (C). Los valores representan la media + SE de, al menos,
tres réplicas biologicas, con dos réplicas técnicas por experimento. Las letras indican diferencias
significativas a lo largo de los diferentes estados de desarrollo. Los datos se analizaron mediante
ANOVA seguido de la prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). DDI: dias tras la imbibicion; E:
ejes embrionarios; H: hipocotilo; R: radicula.

3.4. Acumulacion de ureidos durante la germinacion y desarrollo posgerminativo
temprano

Finalmente, también se determind la concentracion de ureidos totales en cotiledones y
ejes embrionarios durante la germinacion y el desarrollo posgerminativo. Para ello se
determinaron las concentraciones de ureidos totales en extractos crudos (Materiales y
Métodos 26.1), para cada uno de los tejidos de plantulas de judia. En cotiledones, la

concentracion de ureidos no varid significativamente durante la germinacion, pero
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disminuy6 durante la senescencia de los cotiledones (Figura 29A, B). Sin embargo, en
ejes embrionarios la cantidad de ureidos aumento significativamente al segundo y tercer

DDI (Figura 29C). Este incremento continu6 en el hipocotilo mientras que disminuyo en

radiculas.
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Figura 29. Acumulacion de ureidos durante la germinacion y desarrollo posgerminativo en
judia. Los ureidos se determinaron en cotiledones (A, B) y ejes embrionarios (C). Los valores
representan la media + SE de, al menos, tres replicas biologicas. Las letras indican diferencias
significativas entre los diferentes estados de desarrollo. Los datos se analizaron con ANOVA
seguido de la prueba post-hoc de Tukey (P < 0.05). DDI: dias después la imbibicion; E: ejes
embrionarios; H: hipocotilo; R: radicula.

3.5. Contenido de nucledsidos y nucleobases durante la germinacion y el desarrollo

posgerminativo

La distribucion de nucledsidos y nucleobases durante la germinacion y el desarrollo
posgerminativo se cuantifico mediante HPLC-MS en cotiledones y ejes embrionarios
(Materiales y Métodos 26.2). En cotiledones, la adenosina fue el nucledsido mas
abundante, seguido de guanosina, sin detectarse cambios significativos desde el primer al
quinto DDI (Tabla 11A). De los sustratos por los que las nucleosidasas presentaron mayor
afinidad, el mas abundante fue la uridina, la cual disminuy6 a partir del segundo DDI,
mientras que la xantosina fue detectable solo en el primer DDI, y la concentracion de
inosina estuvo por debajo del limite de deteccion. Adenina, uracilo y xantina fueron las
unicas nucleobases detectadas, de las cuales la xantina fue la mas abundante. La adenina
disminuy¢ a partir del quinto DDI, el uracilo solo se detectd al primer DDI, mientras que

la xantina fue indetectable a partir del segundo DDI. La concentracion de adenina y
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uracilo fue significativamente inferior a la de sus correspondientes nucledsidos, mientras

que la concentracion de xantina fue similar a la de xantosina.

En ejes embrionarios, el nucledsido mas abundante también fue la adenosina, seguida de
guanosina y uridina (Tabla 11B). Estos tres nucledsidos fueron aumentando desde el
primer al tercer DDI, tendencia que fue mayor para la adenosina. Cuando se diferenci6 el
hipocotilo de la radicula, el nivel de los nucledsidos se mantuvo estable en el hipocétilo,
mientras que disminuy6 en radiculas. La xantosina fue el tnico nucledsido que se detectd
al primer DDI en los ejes embrionarios. La adenina y la xantina se detectaron en ejes

embrionarios al mismo nivel y distribucion que en los cotiledones.

Tabla 11. Analisis de nucledsidos y nucleobases en cotiledones y ejes embrionarios de judia.

A) Cotiledones

Concentracién (ug-gPF1)

1 DDI 2 DDI 3DDI 4 DDI 5 DDI

Xantosina 7,2+2,0 - - - -
Inosina - - - - -
Uridina 11,8+0,5 5,7+0,1° 8,1 +0,7° 5,4+0,56° 5,9 +£0,6°
Adenosina 91,0 £ 6,3? 78,7 +£3,0% 80,2 £ 3,92 753+£5,82 77,4 £4,1°
Guanosina 18,0+ 1,1° 21,0+ 1,32 22.8+1,5% 213+£1,72 225+1,52
Timidina - - - - -
Citidina 0,8 +0,1? 1,1 +£0,12 1,5+0,2° 0,9+0,1° 1,2+0,1%
Xantina 10,2 + 0,92 11,5+3,5*

Hipoxantina - - - - -
Uracilo 1,8+0,4 - - - -
Adenina 1,9 £0,0% 2,2+0,1% 2,9+0,1° 1,8 +£0,3% 1,4+0,1¢
Guanina - - - - -
Timina - - - - -
Citosina - - - - -
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B) Ejes embrionarios, Hipocotilo y Radicula

Concentracién de metabolitos (ug-gPF')

Ejes Hipocotilo Radiculas
1 DDI 2 DDI 3 DDI 4 DDI 5 DDI 4 DDI 5 DDI

Xantosina 5,8+ 1,0 - - - - - -
Inosina - - - - - - -
Uridina 5,2+0,6% 9,4 +0,3* 23,5+ 1,4° 2345+ 1,7° 24,7+1,8° 11,2+ 0,32 12,3+2,9*
Adenosina 42,4 £ 6,1° 76,1 £3,2%® 163,3 £22,7° 155,6 £22,9*  159,4+27,2" 78,5 +20,6% 81,1 32,2
Guanosina 429 +6,7* 50,0 +£1,4% 139,4 + 6,5° 129,2 +12,8° 127,8 + 18,6° 64,9 + 8,52 56,37+ 17,7*
Timidina - - - - - - -
Citidina 2,1+£0,1° 2,6 +0,3%® 7,9 +1,3% 9,4 +1,2% 10,1 £2,6° 4,5+1,0® 6,5 + 2,4%
Xantina 8,0+1,8 93+2,2 - - - - -
Hipoxantina - - - - - - -
Uracilo - - - - - - -
Adenina 1,3+02° 374020 3,1+£0,3% 2,1+£0,1% 1,9 +0,0% 1,5+0,0° 324+ 1,1%
Guanina - - 0,6 £0,0° 0,8+0,1° 1,4 £0,6° - 0,9 +0,3°
Timina - - - - -
Citosina - - - - -

Los metabolitos se determinaron en extractos de tejidos a los dias tras la imbibicion indicados. Los datos muestran la media £ SD (3 <n < 12). Las letras indican

diferencias significativas en los diferentes estados de desarrollo analizados. Los datos se analizaron mediante ANOV A seguido de la prueba post-hoc de Tukey

(p £0,05). El simbolo — significa que dichos metabolitos estaban por debajo del limite de deteccion.
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CAPITULO IV. ESTUDIO DEL PAPEL DE LAS NUCLEOSIDASAS DE JUDIA
EN PLANTAS ADULTAS CULTIVADAS EN CONDICIONES DE FIJACION
BIOLOGICA DE NITROGENO
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4.1. Regulacion de las nucleosidasas de judia en plantas adultas en condiciones de

fijacion biologica de nitrogeno (FBN) y fertilizadas con nitrato

Para estudiar como se regulan las nucleosidasas en plantas adultas se analizaron los
niveles de expresion de las cuatro nucleosidasas, la actividad nucleosidasa citosolica y la
abundancia de PvNSH1 y 2 en distintos tejidos (nédulos, raiz, tallo y tercera hoja
trifoliada), tanto en condiciones de fijacion biologica de nitrégeno (FBN) como en plantas

fertilizadas con nitrato.

En primer lugar, se analiz6 la expresion de los genes que codifican nucleosidasas
mediante JRT-PCR utilizando oligonucleotidos especificos para cada gen (Materiales y
Me¢étodos 2). En las plantas fertilizadas con nitrato, PvNSH se expresé en todos los tejidos
analizados, aunque la acumulacion de transcrito fue algo mas elevada en hojas, seguida
de raices, y muy baja en tallo (Figura 30A). En condiciones de FBN, los niveles de
expresion de PvNSHI fueron superiores en la raiz, seguido de hojas y mas bajos en tallos.
Resaltar que la expresion de PvNSHI en raiz fue superior en plantas cultivadas en
condiciones de FBN que en las fertilizadas con nitrato. La expresion de PvNSH! en los
nédulos de las plantas que crecian en condiciones de FBN fue mas elevada que en
cualquiera de los demas tejidos analizados (2 y 3,5 veces mayor que en raiz y hoja

respectivamente).

Por otro lado, la expresion de PvNSH?2 sigui6 un patron similar a PvNSH1, aunque los
niveles de expresion en hojas fueron sensiblemente inferiores a los de PvNSHI. La
expresion de PvNSH?2 en nodulos también fue superior a la del resto de tejidos, y similar

alade PvNSHI (3,5 veces mas transcrito que en raiz) (Figura 30B).

El andlisis de la expresion de las nucleosidasas apoplasticas, PvNSH3 y PvNSH4, mostro
niveles de expresion que rondaron el limite de linealidad en la mayoria de tejidos, y muy
inferiores a los de PvNSHI y PvNSH2, sin observarse diferencias significativas entre los

distintos tejidos.

Para determinar si el nivel de actividad nucleosidasa en los distintos tejidos de judia
seguia un patrdn similar al de los niveles de transcrito se ensayo la actividad nucleosidasa
con cada uno de los extractos crudos de los diferentes tejidos, y utilizando xantosina y
uridina como sustratos (Materiales y Métodos 23). En las plantas fertilizadas con nitrato,
la actividad con xantosina fue mayor en raiz, y bastante inferior en tallo y en hoja (Figura

30C). En el caso de las plantas que dependieron de la FBN, la actividad con xantosina fue
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mayor en nodulos (algo mas del doble que en raices). En el resto de tejidos, los niveles

de actividad fueron similares a los de las plantas fertilizadas con nitrato, excepto en raiz
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Figura 30. Regulacion de las nucleosidasas PvNSH1 y PvNSH2 en plantas de judia
cultivadas en condiciones de FBN y fertilizadas con nitrato. (A, B) Niveles de ARNm de
PvNSHI (A) y PvNSH2 (B), (C, D) actividad nucleosidasa y (E) inmunodeteccion de
nucleosidasas. Los resultados de qRT-PCR se normalizaron con la media geométrica de la
expresion de los genes actina-2 y ubiquitina y se expresaron con respecto a la expresion de
PvNSHI y PvNSH2. La actividad nucleosidasa se ensayd como se describe en Materiales y
Métodos 23, utilizando xantosina (C) y uridina (D) como sustratos. La inmunodeteccion de
PvNSHI1 y PvNSH2 se realizé con anticuerpos policlonales anti-PvNSH1 (Materiales y Métodos
17). Se cargd la misma cantidad de proteina (20 pg) en todas las calles de los geles. Los valores
representan la media = SE de al menos, tres replicas bioldgicas. N: nodulos; R: raiz; T: tallo; H:

tercera hoja trifoliada.
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donde la actividad fue algo inferior a la de las plantas fertilizadas con nitrato. Cuando se
ensayo la actividad con uridina, el patron fue muy similar al que observamos con
xantosina, con la diferencia de que la actividad en nodulos y en raices fueron similares y

significativamente inferiores a los obtenidos con xantosina (Figura 30D).

La inmunodeteccion con anticuerpos policlonales antiPvNSH1 mostr6 una banda
mayoritaria de alrededor de 35 kDa en todos los tejidos, tanto en las plantas que
dependieron de la FBN como en las fertilizadas con nitrato, que se corresponde con el
tamafio predicho de PvNSH1 y PvNSH2 (35,6 y 34,6 kDa, respectivamente) (Figura
30E). En las plantas que dependieron de la FBN la sefal fue mucho mas intensa en
noddulos seguida de raices, mientras que en las plantas fertilizadas con nitrato la sefial fue
mas intensa en raices y hojas. Ademads, en todos los tejidos analizados y en ambas
condiciones se detectd una sefial mas débil flanqueando a la sefal principal, que podria
ser debido a reaccion cruzada con PvNSH2 (los anticuerpos policlonales antiNSH1
presentan reaccion cruzada con PvNSH2) o a diferentes modificaciones
postraduccionales de PYNSH1 y PvNSH2, y una banda de aproximadamente 70 kDa que
podria corresponderse con agregados de PYNSH1 y/o PvNSH2.

4.2. Estudio del papel de las nucleosidasas PvNSH1 y PvNSH2 en el metabolismo de

ureidos en plantas cultivadas en condiciones de FBN

El analisis de la regulacion de PNSH1 y PYNSH2 en plantas cultivadas en condiciones
de FBN sugiri6 un papel relevante de estas enzimas en los nodulos, estructuras en las que
se produce la sintesis de novo de ureidos. Puesto que las nucleosidasas intervienen en la
hidrdlisis de xantosina dando lugar a xantina, el sustrato de partida de la ruta de sintesis
de ureidos se procedio a estudiar en mas profundidad el papel de estas nucleosidasas en
el metabolismo de ureidos. Para ello, se disefiaron dos plasmidos de ARNi para el
silenciamiento de PvNSHI. Uno de ellos, contenia un fragmento de 281 nucledtidos del
extremo 3’°, que incluia 155 nucledtidos de la region 3°’UTR de PvNSHI (ARNi-sill), y
el otro un fragmento de 351 nucle6tidos de una region mas central y con mayor similitud
con PvNSH2 (ARNi-sil12) (Materiales y Métodos 28.1). Con estas construcciones se
transformaron raices aéreas y se hicieron nodular para que su crecimiento dependiese de

la FBN (Materiales y Métodos 28.2).
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Como se muestra en la figura 31A el nivel de expresion de PvNSH! en raices de las
plantas transformadas con el ARNi-sill se redujo un 40 %, mientras que en las
transformadas con el ARNi-sill12 el efecto fue mayor, con una reduccién de los niveles
de transcritos del 70 % con respecto al de las plantas control. También se observd una
reduccién de la expresion de PvNSH?2 (Figura 30B), con un patron similar al de PvNSH .
Sin embargo, en el caso de PvNSH?2 las diferencias no fueron significativas debido a la

gran variabilidad detectada en la situacion control.
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Figura 31. Expresion relativa de los genes PvNSH1 (A) y PvNSH?2 (B) en raices aéreas de
plantas de judia transformadas con las construcciones de silenciamiento ARNi-sill y
ARNi-sil12. Los resultados de qRT-PCR se normalizaron con la media geométrica de la
expresion de los genes actina-2 y ubiquitina, y se expresaron con respecto a la expresion de
PvNSHI y PvNSH?2 en las muestras control, a las que se le asigné el valor de 1. Los valores
representan el resultado de la media + SE de, al menos, cinco replicas bioldgicas. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al control de acuerdo con la prueba t de Student
P< 0,05 (*) 0 0,01 (**). C: control, sill: construccion ARNi-sill, sil12: construccion ARNi-
sill2.

Para determinar si la reduccion de la expresion de PvNSHI y PvNSH? en raices afectaba
a los niveles de actividad nucleosidasa, se analizdo dicha actividad en las raices
transformadas y en los nodulos formados en dichas raices, utilizando xantosina como
sustrato (Figura 31). La actividad nucleosidasa fue un 16 % inferior en las raices
transformadas con el ARNi-sill, y un 70 % inferior en las transformadas con ARNi-sil12
(Figura 32A). En nddulos de las raices transformadas con el ARNi-sill, la actividad
nucleosidasa fue similar a la de los nodulos de raices no transformadas, mientras que en
los de las raices transformadas con el ARNi-sill2 esta se redujo un 50 %

aproximadamente.
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Figura 31. Actividad nucleosidasa en raices aéreas (A) y nédulos procedentes de dichas
raices (B) de plantas de judia transformadas con las construcciones de silenciamiento
ARNi-sill y ARNi-sil12. La actividad nucleosidasa se ensayd como se describe en Materiales
y Métodos 23, utilizando xantosina como sustrato. Los valores representan la media = SE de,
al menos, cinco réplicas biologicas. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al control de acuerdo con la prueba t de Student. < 0,001 (***). C: control, sill:
construccion RNAi-sill, sil12: construccion RNAi-sil12.

Puesto que los nodulos son organulos en los que se produce la sintesis de novo de ureidos,
y la xantina es el sustrato de partida para la sintesis de ureidos, se evaluo si la reduccion
en la actividad nucleosidasa en nodulos de raices transformadas con las construcciones
de silenciamiento alteraban el contenido en ureidos en raices transformadas y en noédulos

procedentes de dichas raices.

Como se observa en la figura 33 A, la concentracion de ureidos en las raices transformadas
con el ARNi-sill no vari6 significativamente, mientras que en las raices transformadas
con ARNi-sill12 se redujo en un 20 %, aunque la diferencias no fueron estadisticamente
significativas. En nodulos de las raices transformadas con el ARNi-sill, los niveles de
ureidos fueron similares a los de las plantas no transformadas, mientras que en los de las
raices transformadas con ARNi-sill2 fueron ligeramente superiores, aunque la

diferencias tampoco fueron estadisticamente significativas (Figura 33B).
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Figura 33. Acumulacion de ureidos en raices aéreas (A) y nédulos (B) de plantas de judia
transformadas con las construcciones de silenciamiento ARNi-sill y ARNi-sil12. La
determinacion de ureidos se llevd a cabo como se describe en Materiales y Métodos 26.1. Los
valores representan la media = SE de, al menos, cinco replicas biologicas. C: control, sill:
construccion ARNi- sill, sil12: construccion RNi- sill-2.
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CAPITULO V. REGULACION DE LAS NUCLEOSIDASAS APOPLASTICAS
DURANTE LA RESPUESTA A DISTINTOS ESTRESES
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5.1. Estudio de las nucleosidasas apoplasticas PvNSH3 y PvNSH4 en respuesta a
diferentes hormonas y estreses

El andlisis de las regiones promotoras de PvNSH3 y PvNSH4 sugiridé que ambos genes
podrian participar en procesos relacionados con la respuesta a distintos tipos de estreses
(Figura 18), por lo que, con el fin de obtener informacion sobre las posibles funciones de
ambos genes, se analizo su expresion y la actividad nucleosidasa en radiculas de judia en
respuesta a tratamientos con distintas hormonas (SA 200 uM, MJ 250 uM, GA 50 uM y
ABA 50 uM) o sus precursores (ACC 10 uM), asi como tras su exposicion a estrés
térmico (40 °C y 4 °C). Como se observa en la figura 34A la expresion de PvNSH4
aumentd significativamente en raices tratadas con MJ (casi 3,5 veces mayor que el
control), mientras que el resto de los tratamientos no causé ningun efecto significativo.
En concordancia con el aumento de la expresion de PvNSH4, la actividad nucleosidasa
apoplastica también se triplicé en las radiculas tratadas con MJ (Figura 34B). En cuanto
a PvNSH3, sus niveles rondaron el limite de linealidad tanto en las radiculas de las plantas
control como en las tratadas (Figura 34A), y no se detectaron diferencias significativas

entre ellos.
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Figura 34. Regulacion de las nucleosidasas PvNSH3 y PvNSH4 en respuesta distintos
tratamientos relacionados con estrés. (A) Niveles de ARNm de PvNSH3 y PvNSH4, (B) actividad
nucleosidasa apoplastica. Plantulas de judia de 5 DDI se trataron con distintas hormonas y sus
precursores durante 24 h y se incubaron a 40 °C y 4 °C durante 2 y 4 h, respectivamente. Los
resultados de qRT-PCR se normalizaron con la media geométrica de la expresion de los genes actina-
2y ubiquitina, y se expresaron con respecto a la expresion de PvNSH4 en radiculas control, a la que
se le atribuy¢ el valor de 1. La actividad nucleosidasa apoplastica se determind como se describe en
Materiales y Métodos 23. Se utilizaron 10 ul de extracto crudo, inosina como sustrato y el ensayo se
realizo a pH 5. Los valores representan la media + SE de cinco muestras de radiculas. C: control,
SA:200 pM acido salicilico, MJ: 250 uM metil jasmonato, ACC: 10 pM acido carboxilico 1-amino—
ciclo—propano, GA: 50 pM giberelina A3, ABA: 50 pM é&cido abscisico. Los asteriscos indican
diferencias significativas con respecto al control de acuerdo con la prueba t de Student P < 0,001

135



Elena Delgado Garcia Capitulo V

A continuacion, se analizo si la induccién de PvNSH4 por MJ era especifica de radicula,
o se producia en otros tejidos de la plantula. Para ello, se analiz6 su nivel de expresion de
en cotiledones y ejes de la plantula de judia tratados con MJ 250 uM durante 24 h. Como

muestra la Figura 35, solo se detectd inducciéon de PvNSH4 en respuesta a MJ en

radiculas.
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Figura 35. Expresion relativa de PvNSH4 en cotiledones, ejes y radiculas de plantulas de
judia en respuesta a metil jasmonato (MJ). Plantulas de judia de 5 DDI se incubaron con
250 uM MJ. Tras 24 horas, se separaron los cotiledones (A), el eje (B) y la radicula (C). Se
analizo la expresion de PvNSH4 mediante qRT-PCR. Los resultados se normalizaron con la
media geométrica de la expresion de los genes actina-2 y ubiquitina, y se expresaron con
respecto a la expresion de PvNSH4 en el tejido no tratado, al que se le atribuyo el valor de 1.
Los valores representan la media £SE de tres experimentos independientes. Los asteriscos
indican diferencias significativas con respecto al control de acuerdo con la prueba t de Student
P <0,001 (***).

5.2. Validacion del ensayo de actividad nucleosidasa apoplastica en extractos crudos

En el apartado anterior, la actividad nucleosidasa apoplastica se ensayo en extractos
crudos a pH 5, un valor de pH en el que la nucleosidasa citosolica PYNSH1 apenas
presenta actividad (7 % de la actividad a pH 8). Ademas, se utiliz6 inosina como sustrato,
el nucleodsido por el que PvNSH4 presenta la maxima actividad y por el que tanto PYNSH]1
como PvNSH2 presentan una actividad reducida (Tablas 3 y 4). Por ello, se asumi6 que
la actividad detectada era, principalmente, apoplastica. Para confirmarlo, se compard
dicha actividad con la presente en fluidos apoplasticos de radiculas no tratadas y tratadas
con 250 uM de MJ. La actividad nucleosidasa con inosina aumenté de manera similar
cuando se ensayo en extractos crudos (3 veces) (Figura 36A) como en fluido apoplastico
(3,5 veces) (Figura 36B), si bien, la actividad especifica detectada en el fluido apoplastico

fue superior a la detectada en extractos crudos. Sin embargo, cuando la actividad se
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ensayo0 con xantosina, un sustrato por el que las nucleosidasas citosélicas presentan alta
afinidad y PvNSH4 baja, tanto en extractos crudos como en el fluido apoplastico la
actividad fue aproximadamente un 40 % de la obtenida con inosina, y no varid
significativamente tras el tratamiento con MJ. Estos resultados sugieren que el ensayo de
actividad nucleosidasa utilizando extractos crudos a pH 5 e inosina detecta,

principalmente, actividad apoplastica.
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Figura 36. Actividad nucleosidasa en extractos crudos (A) y fluido apoplastico (B) de
radiculas de judia. La extraccion de fluido apoplastico se realizé como se describe en materiales
y métodos 27 con radiculas de 5 DDI, que habian sido tratadas con MJ durante 24 h. El ensayo
enzimatico (materiales y métodos 23) se llevd a cabo con inosina y xantosina, a pH 5. Los
resultados son la media de al menos 3 réplicas bioldgicas. C: control, MJ: metil jasmonato. Los
asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control de acuerdo con la prueba t de
Student P < 0,01 (*%*).
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1. CARACTERIZACION DE LAS NUCLEOSIDASAS CITOSOLICAS DE JUDIA

El metabolismo de nucle6tidos implica rutas de sintesis de novo, reciclaje y degradacion,
procesos que necesitan una estricta coordinacion para el correcto desarrollo de la planta.
De hecho, la desregulacion de los genes implicados en estas rutas causa defectos en el
desarrollo de las plantas como reduccion en la tasa de germinacidn, plantas enanas,
alteraciones de la fertilidad, letalidad del zigoto y alteraciones en la tasa fotosintética,

entre otros (Witte y Herde, 2020).

Las nucleosidasas, enzimas que catalizan la hidrolisis de los nucledsidos dando lugar a la
base nitrogenada y al azucar, se han postulado como enzimas clave en el control entre el
reciclaje y la degradacion de nucledtidos (Mohlmann et al., 2010). El anélisis de las bases
de datos de distintos genomas mostrd que, en la mayoria de las especies de plantas, las
nucleosidasas estan codificadas por dos genes, aunque algunas de ellas como soja, arroz,
trigo y maiz contienen tres o mas copias. El caso de maiz y arroz podria explicarse ya que
el ancestro desde el que evolucionaron sufri6 una duplicacién completa del genoma (Gaut
y Doebley, 1997; Yu et al., 2005), mientras que el genoma de soja y trigo ha sufrido una
duplicacién maés reciente (Schmutz et al., 2010; Brenchley et al., 2012). El genoma de P.
vulgaris codifica dos nucleosidasas citosolicas, P"NSH1 y PvNSH2, que comparten el
53 % de similitud en su secuencia, que es menor que la que presentan con sus ortdlogos
en otras plantas. Esto sugiere que estos dos genes paralogos se diferenciaron pronto en su
evolucion. Tanto PvNSH1 como PvNSH2 conservan el dominio rico en aspartato
DXDXXXDD presente en todas las nucleosidasas caracterizadas hasta el momento
(DTDPGIDD en plantas; Versees y Steyaert, 2003), y todos los residuos identificados
como importantes para la actividad nucleosidasa. Entre dichos residuos destacan los tres
Asp y la Leu que se coordinan con el cofactor de Ca**, los residuos que se unen a la ribosa
y los aminodcidos que rodean a la nucleobase (Figura 7). De todos estos residuos
conservados, solo hay dos que difieren entre PvNSH1 y PvNSH2. El Trp-245 y el Asp-
250 de PvNSHI1 estan sustituidos por Tyr-234 y Tyr-239 en PvNSH2. Estos dos residuos
tienen un papel esencial en la determinacion de la especificidad del sustrato (Kopecna et
al., 2013). El anélisis filogenético muestra que las nucleosidasas de judia se agrupan en
dos clados diferentes (Figura 7B), lo que confirma la relacion entre los clados y las
propiedades enzimaticas propuestas por Kopecna y col. (2013). Dentro del Clado I se
encuentran las NSHs de la Subclase Ia, que incluye a las nucleosidasas con preferencia

por inosina y xantosina y que contienen Tyr-250 y Tyr-245. En el Clado II se encuentran
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mayoritariamente las NSHs de la Subclase II, que presentan Asp-250 y Trp-245, y que
tienen preferencia por uridina y xantosina. Esta clasificaciéon concuerda tanto con la
especificidad de sustrato obtenida experimentalmente en judia, que muestra que PvNSH1
presenta mayor actividad con uridina que PvNSH2, como con los observados en otras
nucleosidasas recombinantes de plantas previamente descritas (Jung et al., 2009, 2011;

Kopecna et al., 2013).

El analisis in silico de la region promotora (-1.000 pb) de PvNSH1 y PvNSH?2 identificé
multiples motivos relacionados con la regulacion por giberelinas y acido abscisico, asi
como con la nodulacion. Giberelinas y 4cido abscisico son las dos principales hormonas
que regulan la germinacion (Rodriguez-Gacio et al., 2009), lo que sugiere que PvNSHI1
y 2 pueden desempefiar un papel relevante en esta fase del desarrollo. De hecho, el estudio
de la regulacion durante la germinacion y desarrollo posgerminativo muestra que ambos
genes y sus actividades enzimaticas se inducen durante la germinacion (Figura 26 y 27).
Asimismo, ambas nucleosidasas presentan un alto nivel de expresion y actividad en los

noddulos (Figura 30).

Las proteinas recombinantes PvNSH1 y PvNSH2 pueden hidrolizar tanto nucleosidos de
purina como pirimidina, pero no pueden hidrolizar todos los nucleésidos (Tablas 3 y 4).
PvSNHI1 muestra mayor actividad especifica con uridina, seguido de xantosina y en
menor grado por inosina (Tabla 3). Esto concuerda con la especificidad de sustrato
mostrada por otras nucleosidasas incluidas en la subclase II, como NSH1 de Arabidopsis,
ZMNRH2a y b de maiz, y PpNSH2 de Physcomitrella patens (Jung et al., 2009, 2011,
Kopecna et al., 2013; Baccolini y Witte, 2019). La constante catalitica (Kca/Km) de
PvNSHI para los tres nucledsidos es del mismo orden de magnitud, lo que sugiere que la
enzima tiene una preferencia similar para todos los sustratos. Por el contrario, PvNSH?2
presenta mayor actividad con xantosina y menor con inosina y uridina, y su constante
catalitica es de un orden de magnitud mayor para la xantosina que para la inosina, lo que
indica que esta enzima tiene una clara preferencia por la xantosina como sustrato. Cuando
la comparamos con PvNSHI1, la constante catalitica de PvNSH2 para la xantosina es mas
de tres veces mayor que la de PvNSH1, y su Ky, cinco veces menor aproximadamente.
Ademéds, ambas nucleosidasas de judia tienen actividad residual con guanosina y no
presentan actividad con citidina o timidina, lo que confirma los estudios previos que
indican que guanosina y citidina necesitan una desaminacion hasta xantosina y uracilo,

respectivamente, antes de ser hidrolizados (Moffatt et al., 2002; Stasolla et al., 2003;
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Dahncke y Witte, 2013). De hecho, estudios recientes muestran que la guanosina no solo
no puede ser hidrolizada por estas nucleosidasas, sino que inhibe su actividad (Vof} et al.,
2022). La transformacion de timidina a timina se ha detectado en estudios con *C-
timidina (Katahira y Ashihara, 2002), pero hasta ahora no se ha determinado como

actividad hidrolasa in vitro.

Cuando PvNSH? se sobreexpreso en E. coli, la mayor parte de la proteina precipitd con
la fraccion insoluble (Figura 11), y no fue posible determinar actividad nucleosidasa con
la pequena cantidad que se obtuvo en la fraccion soluble. La formacién de cuerpos de
inclusion tras la sobreexpresion en E. coli se habia descrito previamente en NSH2 de
Arabidopsis (Riegler et al., 2011), en la que tampoco pudo determinarse actividad en la
fraccion soluble (Jung et al., 2011; Riegler et al., 2011). Sin embargo, la sobreexpresion
en N. benthamiana permitio la purificacion de AtNSH2 en forma soluble (Baccolini y
Witte, 2019) pero, al contrario de lo observado en PvNSH2, la enzima de Arabidopsis no
presentd actividad hidrolitica con ninguno de los sustratos ensayados. Sin embargo,
AtNSH2 puede formar un heterodimero con AtNSH1, el cual presenta una actividad por
la xantosina 25 veces superior a la de AtNSH1 sola, y unas 3 veces inferior por la uridina,
por lo que estos autores proponen que esta capacidad de heterodimerizar podria ser un
mecanismo de regulacion de la actividad nucleosidasa. Los analisis por LC-MS/MS de la
fraccion soluble que contenian a la proteina purificada PvNSH2 no mostraron evidencias
de una posible coelucion con NSH1 de N. benthamiana (Tabla 5). Ademads, fuimos
incapaces de detectar una interaccion de PvNSH1 y PvSNH2 mediante la coopurificacion
con extractos que sobreexpresaban cada una de las proteinas (Figura 13). De forma
conjunta, nuestros resultados sugieren que la posibilidad de que PvNSH2 interactiie con
NSHI1 de N. benthamiana para formar un heterodimero y coopurificar juntas es muy
pequefia, y que PvNSH2 no necesitaria interaccionar con PvNSH1 para ser activa.
Curiosamente, al igual que ocurre con PYNSH2, la nucleosidasa PpNSH1 del musgo P.
patens tiene mayor actividad por xantosina y menor con uridina, y forma homodimeros
(Kopecna et al., 2013). Recientemente, Vo3 y col. (2022) han sobreexpresado PvNSH1 y
PvNSH?2 fusionadas traduccionalmente a HAStrepll en la posicion N-terminal, que es
una region menos conservada que la C-terminal en estas proteinas. En estas condiciones,
PvNSH2 no presento actividad con ninguno de los sustratos ensayados, pero, al igual que
ocurria con AtNSH2, formd un heterodimero con PvNSHI1 con una actividad por la

xantosina 12 veces superior a PvNSHI1. Por tanto, podria ser que en nuestra fusion
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traduccional, la presencia de HAStrepll en el extremo C-terminal de PVNSH2 esté
impidiendo el plegamiento correcto de esta, permitiendo que la enzima esté activa sin

necesidad de formar un heterodimero con PvNSH1 y alterando su actividad catalitica.

2. CARACTERIZACION DE LAS NUCELOSIDASAS APOPLASTICAS DE
JUDIA

Ademas de las nucleosidasas citosolicas, se ha descrito la existencia de nucleosidasas
apoplasticas. Asi, en el espacio apopléstico de tubérculos de patata, se ha descrito una
actividad nucleosidasa que presenta actividad con adenosina, pero no con inosina (Riewe
et al., 2008), y se ha propuesto que podria estar asociada al reciclaje de eATP. Por otro
lado, en Arabidopsis se ha identificado un gen (AtNSH3) que codifica una nucleosidasa
de 891 aminoacidos, y que presenta una estructura en tandem con dos posibles dominios
nucleosidasa (DXDXXXDD y DXDXXXGD) (Jung et al.,, 2011). AtNSH3 se ha
detectado en el espacio apoplastico en dos estudios protedmicos independientes
(Borderies et al., 2003; Kwon et al., 2005). El anélisis de las bases de datos del genoma
de judia ha permitido identificar dos nucleosidasas con una alta similitud con AtNSH3.
Ambas, PvSNH3 y PvNSH4, conservan los dos dominios nucleosidasa y comparten el
79 % de similitud en su secuencia, y entre un 60 y un 90 % con la mayoria de secuencias
de otras plantas. Estos dos dominios nucleosidasa se conservan en casi todas las especies
analizadas excepto en Selaginella moellendorffi, un lic6fito muy primitivo, que presenta
una Leu en lugar de Asp en el primer dominio, y Physcomitrella patens que no presenta
el segundo dominio. La busqueda de secuencias de posibles nucleosidasas apoplasticas
reveld que dichas nucleosidasas parecen no estar presentes en bacterias, cianobacterias,
hongos, protozoos ni animales. El analisis filogenético sugiere que las nucleosidasas
apoplasticas podrian haber surgido mucho mas tarde en la evolucion que las citosolicas,
una vez que surgieron las plantas vasculares o traqueofitas, ya que no se han encontrado
secuencias que codifiquen posibles nucleosidasas apoplésticas en taxones mas primitivos,
y si aparecen una vez que divergen las plantas vasculares. Asi, se han identificado NSHs
de este tipo tanto en licofitas, las plantas vasculares mas antiguas (Ej. S. moellendorffii),
como en eufilofitas (resto de plantas vasculares) (Figura 16). Sin embargo, no se han
identificado en algunos grupos de eufilofitas como las monilofitas (helechos y equisetos),
ni en el grupo de las gimnospermas dentro de las espermatofitas. El que se encuentren en
licofitas pero no en algunos grupos de eufilofitas, podria sugerir que estas nucleosidasas

aparecieron antes de que estos grupos divergiesen y que, por alguna razon, han
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desaparecido en las monilofitas y angiospermas, cuando estas divergieron de las
espermatofitas y de las angiospermas, respectivamente. También cabria la posibilidad de
que las nucleosidasas apoplasticas en licofitas y eufilofitas no tuviesen un origen comun
y que hubiesen surgido en eventos evolutivos independientes. Un evento similar ocurrid
y dio lugar a la aparicion de la enzima responsable de la sintesis de almidon a partir de
glucogeno (Ball et al., 2015). Cabe destacar que, dentro de las dicotileddneas, las posibles
nucleosidasas apoplasticas de leguminosas, incluyendo a PYNSH4 y PvNSH3, estan mas
proximas entre ellas que a las nucleosidasas de otras especies no leguminosas. Esto
contrasta con lo observado en las nucleosidasas citosolicas, en las que PvNSHI1 y
PvNSH2 se agrupan en clados diferentes, junto a enzimas del mismo tipo de otras plantas.
Esto también sugiere que la duplicacion que posiblemente origind a PvNSH3 y PvNSH4

ha sido un evento relativamente reciente.

La proteina recombinante PvNSH4-HAStrep presentd mayor afinidad por inosina,
aunque también hidroliz6é xantosina con menor afinidad, mientras que la actividad con
adenosina fue muy baja (4 % de la de inosina) (Tabla 9). Esto concuerda con lo descrito
en el fluido apopléastico de hojas de Arabidopsis, en el que la mayor actividad
nucleosidasa se obtuvo con inosina, mientras que la actividad catalitica con adenosina fue
diez veces inferior (Jung et al., 2011). Segin estos autores, la actividad apopléstica de
Arabidopsis se debe fundamentalmente a AtNSH3, ya que mutantes de pérdida de funcion
de AtNSH3 no hidrolizan dichos nucledsidos. Por otro lado, estos resultados difieren de
los obtenidos en tubérculos de patata, en los que la actividad nucleosidasa apoplastica
solo hidrolizé adenosina (Riewe et al., 2008). Una buisqueda en la base de datos
Phytozome ha permitido identificar al menos tres secuencias de posibles nucleosidasas
apoplésticas en patata (Soltu.DM.01G023360.2, Soltu.DM.01G023410.1 vy
Soltu.DM.01G023430.1) por lo que cabe la posibilidad de que dichas enzimas tengan

afinidades diferentes por cada uno de los nucledsidos.

La sobreexpresion de PvNSH3 en N. benthamiana permitid su purificacion por
cromatografia de afinidad. Sin embargo, la enzima careci6 de actividad tanto con inosina
como con xantosina a pH 5. La baja reproducibilidad de la sobreexpresion y la limitada
cantidad de proteina purificada impidié ensayar la actividad con otros nucledsidos y en
otro rango de pH, por lo que no se puede concluir si PvNSH3 presenta actividad
nucleosidasa o no. Como se ha comentado anteriormente, en Arabidopsis thaliana se ha

descrito una unica nucleosidasa apoplastica, AtNSH3, que parece ser la responsable de la
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mayor parte de la actividad nucleosidasa apoplastica degradadora de inosina y adenosina
(Jung et al., 2011). Sin embargo, el analisis de su genoma ha permitido deducir que
AtNSH4 y AtNSHS, inicialmente identificadas como posibles nucleosidasas truncadas,
parecen formar parte de una tnica nucleosidasa con alta similitud a AtNSH3 (81 %), y
que también presenta elevada similitud con PVNSH3 (62,7 %) y con PvNSH4 (63,9 %).
Por tanto, cabe la posibilidad de que la nueva nucleosidasa apoplastica de Arabidopsis 'y
PvNSH3 sean ortdlogos y sean activas con algun sustrato o en alguna condicidon no
ensayada. Otra posibilidad que explique la ausencia de actividad de PvNSH3 es que, al
igual que ocurre con las nucleosidasas citosolicas NSH1 y NSH2 (Baccolini y Witte,
2019; Vop et al.,, 2022), esta necesite interaccionar con PvNSH4 para formar un

heterodimero con caracteristicas distintas a PvNSH4.

Por otro lado, los ensayos para la determinacion del pH 6ptimo de PvNSH4 mostraron
mayor actividad a valores de pH cercanos a 5 (Figura 20), lo que también coincide con lo
determinado para AtNSH3 de Arabidopsis y con la actividad apoplastica de patata. Estos
resultados concuerdan con una posible localizacién apoplastica, ya que en diversos
estudios realizados en raices y hojas se han establecido valores de pH apoplastico de entre
4,5 y 6 (Bibikova et al., 1998; O’Leary et al., 2016). El analisis cinético de PvNSH4
permitié calcular una Ky, para la inosina de 54 uM (Tabla 10), que se encuentra en el
mismo orden de magnitud que la determinada en fluido apoplastico de hojas de

Arabidopsis (97,2 uM).

3. REGULACION DE LAS NUCLEOSIDASAS DURANTE LA GERMINACION
Y DESARROLLO POSGERMINATIVO TEMPRANO

La germinacion de la semilla es un estado fisioldgico que se caracteriza por marcadas
fluctuaciones en el reservorio de nucledtidos (Mohlmann et al., 2010), cuya
disponibilidad en los primeros estadios de desarrollo de la semilla es critica para el
proceso de germinacion (Stasolla et al., 2003). El metabolismo de nucleétidos durante la
germinacion se ha estudiado mayoritariamente utilizando metabolitos marcados
radiactivamente o en ensayos enzimaticos con extractos crudos (Ashihara, 1977;
Guranowski y Pawelkiewicz, 1978; Gjuaranowski, 1979; Ashihara, 1983; Florchinger et
al., 2006). Sin embargo, el nimero de estudios a nivel molecular es escaso y restringido
mayoritariamente a la planta modelo 4. thaliana (Jung et al., 2009, 2011; Cornelius et al.,

2011). A pesar de la importancia del catabolismo de purinas en las leguminosas ureidicas,
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este es el primer estudio que muestra un analisis completo de la regulacion de las
nucleosidasas durante la germinacion y el desarrollo posgerminativo temprano en
leguminosas. Nuestro analisis mediante qRT-PCR y los ensayos de actividad e
inmunodeteccion revelan una marcada induccién de la expresion y actividad de NSHs
durante la emergencia radicular, tanto en cotiledones como en ejes en desarrollo (Figura
26y 27), lo que indica el importante papel de las nucleosidasas durante la germinacion y
desarrollo posgerminativo temprano. Estos resultados apoyan las observaciones previas
obtenidas mediante la utilizacion de nucledtidos de purina y pirimidina marcados
radioactivamente. De este modo, en cotiledones de la leguminosa ureidica Phaseolus
mungo, la mayor parte de los derivados de purina se reciclan para la sintesis de
nucleotidos y acidos nucleicos en las fases de imbibicion y al inicio de la germinacion,
mientras que la degradacion prevalece en los estadios finales (Ashihara, 1983). De
acuerdo con esto, en cotiledones de plantas del género Lupinus, se observo un incremento
de actividad nucleosidasa con adenosina en el dia 3 de germinacidn, coincidiendo con la
reduccion de las actividades de reciclado de las enzimas adenina e hipoxantina-guanosina
fosforibosiltrasnferasa y adenosina kinasa (Guranowski y Pawelkiewiez, 1978;
Guranowski y Barankiewicz, 1979), lo que sugiere que la induccion de las nucleosidasas
marca la transicion entre el reciclaje y la degradacion de purinas. Asimismo, en ejes
embrionarios se detectd una alta tasa de reciclaje durante los primeros estadios de la
germinacion, mientras que la degradacion y la incorporacion de nucleotidos de purinas
marcados con “C hacia ureidos fue predominante en las fases mas tardias. Nosotros
hemos observado un incremento en la concentracion de ureidos en ejes embrionarios al
tercer DDI, coincidiendo con el incremento de la actividad nucleosidasa tanto en
cotiledones como en radiculas, lo que estaria en consonancia con dichos resultados. Por
otro lado, varios estudios muestran que el reservorio de nucle6tidos de pirimidina procede
principalmente de las reacciones de reciclaje en las primeras fases de germinacion y es
reemplazado por la sintesis de novo en las fases tardias (Ross y Murray, 1971; Ashihara,
1977; Stasolla et al., 2001), produciéndose degradacion de nucledtidos y nucledsidos a lo
largo de todo el proceso germinativo. Ademads, en mutantes de pérdida de funcion de
NSHI1 de Arabidopsis y mutantes que sobreexpresan NSH1, se ha visto que las
nucleosidasas juegan un papel fundamental en la regulacion del balance entre la
degradacion y el reciclaje de uridina, lo que, segiin Jung y col. (2009), resalta la
importancia de una regulacion precisa de la actividad nucleosidasa para que la

germinacion se lleve a cabo con éxito.
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En resumen, se ha demostrado que los genes de las dos nucleosidasas citosélicas de judia
se expresan durante la germinacion y el desarrollo posgerminativo y que su expresion se
induce durante el desarrollo posgerminativo (Figura 26). Ademas, no se han detectado
diferencias significativas entre la expresion de PvNSHI y PvNSH?2 durante estas etapas,
y no se ha podido distinguir entre ambas enzimas en nuestros andlisis por
inmunodeteccion (Figura 26). Sin embargo, cuando se utilizaron los extractos crudos para
ensayar la actividad nucleosidasa con uridina como sustrato, se observo una reduccion
significativa de la actividad en comparacion con la obtenida con xantosina, lo que sugiere
un papel predominante de PvNSH2 durante esta fase de desarrollo y resalta la importancia

del catabolismo de purinas durante la germinacion en judia.

Una vez la semilla ha germinado, la actividad nucleosidasa parece tener mayor
importancia en radiculas que en el hipocétilo, lo que concuerda con los resultados
anteriormente obtenidos en Arabidopsis (Riegler et al., 2011). Esta mayor actividad
nucleosidasa en la raiz podria estar relacionada con la capacidad de reciclar nucledsidos
procedentes de la rizosfera (Tokuhisa et al., 2010). En los cotiledones de judia, se produce
una alta movilizacion de compuestos sobre el dia 7 de desarrollo (Lescano et al., 2016),
lo que justifica la elevada actividad nucleosidasa en cotiledones senescentes (8 y 10 DDI).
La diferencia entre el nivel de transcrito, la actividad y la proteina observada podria
explicarse por la reduccion de la cantidad total de proteina en los cotiledones senescentes
como consecuencia de la movilizacidon de estas, que podria afectar a la concentracién

relativa de NSHs.

La induccion de la actividad nucleosidasa y los niveles relativos entre radiculas y
cotiledones coinciden con la actividad nucleasa total determinada in vitro (Figura 28). En
las fases finales de la germinacion, la demanda de nucledtidos y la sintesis de &cidos
nucleicos disminuye en cotiledones, ya que aumenta su degradacion y transporte hacia
los 6rganos en desarrollo (Ashihara, 1983). En semillas de ricino también se ha observado
la degradacion de acidos nucleicos y nucledtidos, y el transporte de nucledsidos y
nucleobases desde el endospermo senescente hacia los 6rganos en desarrollo (Kombrink
y Beevers, 1983). Esto coincide con la induccién de la actividad ssADNsa y NSHs total
observada en cotiledones de judia, y con estudios previos que muestran la induccion de
las nucleasas S1/P1 en cotiledones senescentes (Lambert et al., 2016). No esta claro si los
nucledtidos degradados en los cotiledones se transportan a los tejidos en desarrollo como

nucleodsidos, nucleobases y/o ureidos. Los precursores de los ureidos, xantosina y xantina

147



Elena Delgado Garcia Discusion

no pueden ser reciclados (Ashihara et al., 2020a), y se ha descrito la disminucion del
reservorio de dichos compuestos en cotiledones justo después de la emergencia radicular
(Tabla 11), lo que sugiere que en las fases tempranas de la germinacion se sintetizan
ureidos en los cotiledones. Ademas, se ha observado sintesis de ureidos en los primeros
y ultimos estadios de la germinacion en cotiledones de P. mungo, asi como la incapacidad
para completar la degradacion de ureidos en los cotiledones de judia (Ashihara, 1983;
Quiles et al., 2009), lo que apoya que estas moléculas deberian transportarse hasta los
ejes para su degradacion. Por el contrario, semillas de P. mungo incubadas con adenina
radiactiva en presencia de alopurinol, un inhibidor de la xantina deshidrogenasa,
incorporaron radiactividad a la xantina en los ejes embrionarios (Ashihara, 1983; Quiles
et al., 2009) y los ureidos disminuyeron cuando los ejes se incubaron con alopurinol
(Ashihara, 1983; Quiles et al., 2009), lo que indica que, al menos una fraccion de las
purinas se cataboliza en los cotiledones y son translocadas hacia los ejes en forma de

nucleobases y degradadas a ureidos en el interior de estos.

En los ejes embrionarios de judia se produce un fuerte incremento en la actividad
ssADNasa durante la emergencia radicular en paralelo con el incremento de la actividad
nucleosidasa, de los niveles de ureidos y de los de algunos nucledsidos. Una nucleasa
S1/P1 con un posible papel en el desarrollo y dos nucleotidasas también se inducen
después de la emergencia radicular (Lambert et al., 2014; Cabello-Diaz et al., 2015;
Galvez-Valdivieso et al.,, 2020). Ademads, la expresion coordinada de nucleasas,
nucleotidasas y nucleosidasas en ejes en desarrollo sugiere que la acumulacion de 4cidos
nucleicos durante la formacion de la semilla podria servir como una reserva potencial de
nitrogeno y fosforo. Esto podria ser particularmente relevante para especies con genomas
largos o con gran cantidad de ADN en la semilla como resultado de la endoreplicacion.
Curiosamente, los cotiledones y ejes embrionarios de P. vulgaris contienen un nicleo

endopoliploide (Rewers y Sliwinska, 2014).

En resumen, la expresion de PvNSHI y PvNSH? y la actividad nucleosidasa aumenta
alrededor de la emergencia radicular, sin diferencias significativas en los niveles de
expresion de ambos genes, lo que indica que ambas nucleosidasas juegan un papel
fundamental en la movilizacion de nucleétidos durante la germinacion y el desarrollo
posgerminativo temprano. En la Figura 37 se muestra un esquema representativo del
posible papel de PvNSH1 y PvNSH2 en este proceso. De acuerdo con esto, PYNSH1

podria tener un papel predominante en el catabolismo de pirimidinas, mientras que
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PvSNH2, o el heterodimero PvNSH1/PvNSH2 podria estar mas relacionada con el
catabolismo de purinas, al que también contribuye PvNSH]1. Este papel predominante de
PvNSH2 (o el heterodimero PvNSH1/PvNSH?2) en el catabolismo de purinas durante el
desarrollo de la semilla en judia podria estar relacionado con la importancia del

catabolismo de purinas en las leguminosas ureidicas.

Purinas i Pirimidinas
Guanosina Xantosina Inosina : Uridina Citidina Timidina
NsH1I| NSH2 i
GSDA NSHI | NSH2 {NSHT| NsH2 ¢ TNSH?
NSHI1/NSH2 NSHI1/NSH2 :
Xantina <—— Hipoxantina Uracil Timina
v A
¥ N
Transporte «<—— Ureidos {Productos de degradacion
v 1
A4

Productos de degradacion

Figura 37. Modelo hipotético de la degradacién de purinas y pirimidinas durante la
germinacion de judia que resalta el papel de PvNSH1 y PvNSH2. Las nucleosidasas se
inducen tras la emergencia radicular. El tamafio e intensidad de las letras indican un papel
mayoritario de esta isoforma. GSDA: guanosina deaminasa; CDA: citidina deaminasa; NSH1:
PvNSH1; NSH2: PvNSH2; NSHI/NSH2: heterodimero PvNSH1/PvNSH2; TNSH: posible
timina deaminasa.

4. PAPEL DE LAS NUCLEOSIDASAS DURANTE LA SINTESIS DE UREIDOS
EN PLANTAS DE JUDIA CULTIVADAS EN CONDICIONES DE FIJACION
BIOLOGICA DE NITROGENO

El andlisis de la regulacion de las nucleosidasas en tejidos de plantas adultas sugiere un
papel relevante de las nucleosidasas citosolicas PvNSH1 y PvNSH2 en nodulos de plantas
dependientes de la fijacién biologica de nitrogeno y en raices tanto de estas como de
plantas fertilizadas con nitrato (Figura 30). El papel de las nucleosidasas en raices podria
estar relacionado con la asimilacion de nucledtidos y/o sus derivados procedentes del
suelo. Se ha descrito la presencia de cantidades considerables de nucleotidos de purina y
pirimidina en el suelo (Phillips et al., 1997; Jenkins et al., 2017), y que estos pueden ser

incorporados a la planta a través de sus raices (Girke et al., 2014).
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Los nddulos son las estructuras en las que se produce la sintesis de novo de ureidos. Puesto
que las nucleosidasas intervienen en la hidrélisis de xantosina dando lugar a xantina, el
sustrato de partida de la ruta de sintesis de ureidos, los niveles elevados de PvNSHI y
PvNSH?2 en nddulos refuerza la idea de su participacion en esta ruta metabolica. El
bloqueo de la expresion de PvNSHI con dos construcciones antisentido distintas, una del
extremo 3° (ARNi-sill) y otra de una region central y con mayor similitud con PvNSH2
(ARNi-sil12) mostraron distinto nivel de reduccion de la expresion de ambos genes, de
modo que las raices silenciadas con ARNi-sill2 mostraron mayor reducciéon de la
expresion de PvNSHI que las de las silenciadas con ARNi-sill. Un efecto similar parece
observarse sobre la expresion de PvNSH2, aunque en este caso las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, posiblemente por la mayor variabilidad obtenida. Esta
diferencia de comportamiento entre ambos ARNi podria deberse a que el silenciamiento
con el ARNi-sil12 sea mas eficiente que el del ARNi-sill, o a que, al estar disenado frente
a una region mas conservada en PvNSH1 y PvNSH2, esté bloqueando la expresion de
ambos genes o que lo esté haciendo en mayor grado que el ARNi-sill. Por otro lado, y
puesto que parece que la activacion de PvNSH2 requiere de su interaccion con PvNSHI1
(Vop et al., 2022), el bloqueo de PvNSH1 podria estar afectando a la actividad de ambas

enzimas.

El andlisis de actividad nucleosidasa en raices y nodulos también mostro una reduccion
de esta y mas acusada con el ARNi-sil12. Sin embargo, esto no tuvo ninglin efecto en la
acumulacion de ureidos en ninguno de estos dos tejidos. Estos resultados difieren de los
recientemente publicados por Vo y col. (2022), que mostraron que ndédulos de judia con
la expresion de PvNSH1 bloqueada mediante CRISPR acumulan xantosina y presentan
niveles muy reducidos de alantoato. Sin embargo, el bloqueo de PvNSH?2 no afect6 a los
niveles de xantosina y ureidos, lo que sugiere que solo PYNSHI es una enzima critica
para la biosintesis de ureidos (Vof et al., 2022). Esto parece entrar en contradiccion con
los altos niveles de expresion de PvNSH?2 detectados en nodulos (Figura 30), y con que
el heterodimero PvNSH1/PvNSH2 presente mucha mayor actividad con xantosina que
NSHI1 sola (Vop et al., 2022). No obstante, como indican estos autores, estos resultados
y los obtenidos en Arabidopsis (Baccolini y Witte, 2019) sugieren que NSH1 parece ser
suficiente para prevenir la acumulacion de xantosina. Sin embargo, plantas con NSH1 no

funcional, pero con capacidad de formar un heterodimero funcional con NSH2 no
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acumulan xantosina, lo que sugiere que ambas enzimas participan en la degradacion de

xantosina (Baccolini y Witte, 2019).

Las diferencias entre nuestros resultados y los obtenidos por Vo3 y col. (2022) pueden
deberse a la metodologia utilizada para reducir la expresion de las nucleosidasas. El
silenciamiento mediante ARNi utilizado en este trabajo provoca una reduccion parcial de
la expresion de PvNSHI y PvNSH2, mientras que el bloqueo por CRISPR utilizado por
Vop y col. (2022) se ha mostrado como una técnica mas efectiva. También podria ocurrir
que, en nuestro caso, el descenso de actividad nucleosidasa como consecuencia del
descenso de la expresion de PvNSHI y PvNSH?2 no sea suficiente como para causar un
efecto en los niveles de ureidos. El bloqueo mediante silenciamiento de PRAT3, un gen
que codifica una enzima clave en la sintesis de novo de ureidos en los nédulos (Coleto et
al., 2016), caus6 una reduccion de su expresion del 50 % en las raices transformadas, lo
que provoco una caida de aproximadamente de un 94 % de su actividad. Sin embargo, a
pesar de la gran reduccion de la actividad PRAT, la acumulacion de ureidos en sus raices
solo se redujo un 40 % (Coleto et al., 2016). En nuestro caso, la mayor reducciéon de
actividad nucleosidasa en raiz fue de un 70 %, lo que podria no ser suficiente para afectar

al contenido de ureidos, aunque no hay que descartar otras causas.

5. PAPEL DE LAS NUCLEOSIDASAS APOPLASTICAS EN LA RESPUESTA A
DISTINTOS TIPOS DE ESTRESES EN JUDIA

El andlisis in silico de la region promotora de PvNSH3 y PvNSH4 identificé multiples
motivos relacionados con la respuesta a distintos tipos de estreses tanto bidticos como
abiotico. Tratamientos de plantula de judia con distintos tipos de hormonas relacionadas
con la respuesta a estrés y otras situaciones inductoras de estrés (altas y bajas
temperaturas), mostraron que la expresion de PvNSH4 se indujo en radiculas en respuesta
a MJ, mientras que no se alter6 significativamente con ninguno de los demas tratamientos
(Figura 34). Esto concuerda con lo observado en Arabidopsis, en la que la expresion de
AtNSH3 se indujo en cultivos liquidos de plantulas en respuesta a 4cido jasmonico y tras
herida (Jung et al., 2011). Por otro lado, el bloqueo simultaneo de la hidrélisis de
nucledsidos en el espacio apoplastico y de su transporte al interior de la célula provocod
acumulacion de adenosina y uridina en el apoplasto, reduccion en la eficiencia de
fotosistema II y una mayor susceptibilidad a la infeccion por Botrytis cinerae (Daumann

et al., 2013). Estos resultados sugieren un papel de las nucleosidasas apoplasticas en la
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respuesta a estreses bidticos. De entre estos papeles, se ha sugerido que podrian
participare en la regulacion de los niveles de eATP. E1 eATP es una molécula sefalizadora
que puede liberarse activamente al exterior celular (Thomas et al., 2000; Kim et al., 2006;
Rieder y Neuhaus, 2011), o pasivamente debido al dafio celular (Song et al., 2006). Una
vez en el exterior de la célula, el eATP interacciona con su receptor, lo que desencadena
una cascada de sefializacion que induce cambios fisioldgicos que protegen a la planta
frente a estreses bioticos y abioticos, pero también garantiza que esta crezca y se
desarrolle de manera adecuada (Lim et al., 2014). Para actuar como molécula sefalizadora
de manera eficiente, el eATP debe de poder ser retirado del apoplasto una vez ejerza su
funcidn, lo que ocurre por la accidon concertada de apirasas y nucleotidasas (Steinebrunner
et al., 2003; Wolf et al., 2007, Jung et al., 2011). La adenosina resultante puede
reimportarse a la célula a través de transportadores de nucledsidos (Chen et al., 2006;
Traub et al., 2007; Mohlmann et al., 2014) o hidrolizarse hasta adenina por accion de

nucleosidasas (Riewe et al., 2008).

Por otro lado, se ha descrito la existencia de una interaccion cruzada entre la sefializacion
por las hormonas tipicas de respuesta a este tipo de estreses (jasmonato, etileno y acido
salicilico) y el eATP en la respuesta a estreses bioticos (Tripathi et al., 2018; Jewell et al.,
2019). Ademas, un analisis transcriptdémico y metaboldmico de la respuesta a la infeccion
por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli reveld un aumento de casi 5 veces en los niveles
de PvNSH4 en raices de judia tras 24 h de infeccion, asi como un incremento en la
expresion de varios genes relacionados con la sefializacion por jasmonato y la relevancia
de la movilizaciéon de nitrogeno en las raices infectadas (Chen et al., 2019). Todo esto
apoya la hipdtesis de que las nucleosidasas apoplasticas podrian participar en la respuesta

a estreses bioticos.

Ademas de los motivos relacionados con estrés, en las regiones promotoras de PvNSH3
y PvNSH4 se han identificado motivos relacionados con la nodulacion. Existen varios
estudios que relacionan los jasmonatos con la nodulacion, si bien, estos muestran
resultados contradictorios. Asi, se ha sugerido que esta hormona es un regulador negativo
de la nodulacion en el sistema Sinorhizobium meliloti y Medicago truncatula, de modo
que inhibe la expresion de los genes tempranos de la nodulacion (Sun et al., 2006), y que
la aplicacion de MJ inhibe la nodulacion en L. japonicus (Nakagawa y Kawaguchi; 2006).
Sin embargo, otros estudios muestran que los jasmonatos pueden inducir los genes nod

en la nodulacion de Bradyrhizobium japonicum en soja (Maboob et al., 2006), mientras
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que Costanzo y col. (2012), sugirieron que los jasmonatos, junto con otras hormonas,
juegan un papel relevante en la autorregulacion de la nodulacion. El que las regiones
promotoras de PvNSH3 y PvNSH4 presenten motivos relacionados con la nodulacion y
con la respuesta a hormonas como el MJ plantea la posibilidad de que dichos genes
desempefien algin papel en los noédulos, bien en el establecimiento de la nodulacion o en
la senescencia. De hecho, la unica situacion en la que se ha detectado variacion en la
expresion de PvNSH3 fue cuando se analizo6 su expresion en nddulos en distinto grado de
madurez. Este andlisis sugirio que los niveles de PvNSH3 aumentan en nodulos
senescentes, aunque dicho resultado debe de ser tomado con cautela, ya que los niveles
de expresion fueron muy bajos y estuvieron fuera del limite de linealidad, de ahi que no

se hayan incluido en este trabajo.

Se disponia de evidencias que sugerian que las enzimas con dos dominios nucleosidasas
se localizan en el espacio apoplastico. Por un lado, se habia detectado actividad
nucleosidasa en el espacio apoplastico de hojas de Arabidopsis y ausencia de dicha
actividad en mutantes de pérdida de funcion de AtNSH3 (Jung et al., 2011). Por otro lado,
se habia identificado AtNSH3 en la fraccidon extracelular en dos estudios protedmicos
independientes (Borderies et al., 2003; Kwon et al., 2005). El anélisis in silico de las
secuencias de PvNSH3 y PvNSH4, el hecho de que PvNSH4 tenga un pH 6ptimo cercano
a 5, lainduccioén de la actividad nucleosidasa en el fluido apopléstico de radiculas de judia
tras incubacion con MJ, y la colocalizacion de las fusiones traduccionales de PvNSH3-
eYFP y PvNSH4-eYFP con AT5G11420-mCherry, una proteina localizada en el
apoplasto (Stoddard y Rolland, 2018) apoyan fuertemente que ambas proteinas se
localizan en el espacio apoplastico. Resulta curioso que en ninguno de los dos estudios
protedmicos mencionados se detecten en el espacio extracelular las nucleosidasas de
Arabidopsis anotadas como AtNSH4 y AtNSHS. Sin embargo, ambos estudios estan
basados en la identificacion de proteinas diferencialmente expresadas en el espacio
extracelular tras fraccionamiento en 2D-PAGE, por lo que cabe la posibilidad de que esta
segunda nucleosidasa apoplastica de Arabidopsis no fuese identificada. Ademas, nuestros
resultados sugieren que el ortdlogo de esta nucleosidasa en judia, PvNSH3, se expresa en
condiciones muy especificas, pues hemos sido incapaces de detectar niveles elevados de
expresion ni variaciones en dichos niveles en ninguno de los tejidos ni condiciones

estudiadas. Asimismo, la expresion de PvNSH3 como proteina recombinante (tanto
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fusionada a HAStrepll como a mCherry) ha planteado serios problemas y, cuando ha sido

exitosa, siempre se ha expresado en cantidades muy reducidas.
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Conclusiones

La presencia de todos los residuos esenciales en las secuencias PvNSH1 y PvNSH2 y la
deteccion de actividad nucleosidasa en las proteinas recombinantes PvNSH1-His y
PvNSH2-HAStrep permiten concluir que los genes PvNSHI y PvNSH2 codifican

nucleosidasas funcionales.

La caracterizacion cinética de las nucleosidasas citosélicas PvNSH1 y PvNSH2 indica
que PvNSHI tiene un espectro de acciéon mas amplio que PvNSH2, y sugiere que
PvNSHI esta implicada en la degradacion tanto de nucledsidos de purinas como de
pirimidinas, mientras que PvNSH2 parece tener un papel preferente en la degradacion de

nucledsidos de purina.

Los resultados obtenidos con las proteinas PvNSH1 y PvNSH2 recombinantes
etiquetadas en el extremo carboxilo muestran que PvNSH2 no necesita interaccionar con
PvNSHI para ser activa, aunque la posicion de los tags podria estar afectando a dicha

interaccion.

La induccion de la expresion de PvNSHI y PvNSH?2, el aumento de la actividad
nucleosidasa, y la acumulacion de nucleosidasa durante la emergencia radicular, sugiere
que ambas nucleosidasas juegan un papel relevante durante la germinacion y el desarrollo

posgerminativo de judia.

Construcciones antisentido frente a PvNSHI redujeron los niveles de expresion de
PvNSHI1 'y PvNSH?2 en raices transformadas, asi como la actividad nucleosidasa en dichas
raices y en nodulos procedentes de las mismas, pero no alteraron significativamente los
niveles de ureidos, lo que sugiere que el grado de reduccion de la actividad nucleosidasa

no es suficiente como para afectar a los niveles de ureidos.

Las caracteristicas de los péptidos sefial predichos de PvNSH3 y PvNSH4 y su
colocalizacion con la proteina AT5G11420 sugieren fuertemente que ambas proteinas se

localizan en el espacio apoplastico.

El andlisis filogenético de las posibles nucleosidasas apoplésticas identificadas en las

bases de datos sugiere que estas tienen un origen evolutivo relativamente reciente.

El ensayo de actividad nucleosidasa con extractos crudos a pH 5 y utilizando inosina

como sustrato detecta, principalmente, actividad apoplastica, por lo que dicho ensayo
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puede utilizarse como una alternativa al ensayo con fluido apoplastico, lo que reduce su

complejidad.

La induccion de la expresion de PvNSH4 y de la actividad nucleosidasa en los fluidos
apoplasticos en respuesta a metil jasmonato sugiere que PvNSH4 podria estar implicada

en la respuesta a estreses regulados por esta hormona.
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