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RESUMEN

La senescencia foliar es el proceso del desarrollo previo a la muerte en el que la hoja se
autodesmantela y libera sus componentes, v.g., nitrégeno, fosforo, posibilitando Ila
reutilizacion de estos nutrientes por otras partes de la planta. A nivel celular, este proceso
causa la degeneracion total de los cloroplastos, donde reside la mayor parte de las proteinas
foliares. El mecanismo de degradacion del cloroplasto, y del resto de la maquinaria celular
durante la senescencia es desconocido. El objetivo general de esta tesis fue estudiar la
actividad proteolitica involucrada en la degradaciéon masiva de proteinas foliares durante la
senescencia. Se investigaron las caracteristicas de la actividad de las proteasas implicadas y
su ubicacidon subcelular, y se examind en que compartimientos celulares tiene lugar la
proteolisis. Se examind la hipdtesis de que en la degradacion de proteinas cloroplasticas
participan proteasas extraplastidiales, y que al menos parte de la protedlisis ocurre en otros
compartimientos ademas del cloroplasto.

En experimentos in vitro, se detectd un grupo de proteasas cisteinicas que esta presente
en las hojas no senescentes en forma inactiva, y cuya actividad es dependiente del pH y
caracteristica de la senescencia foliar de trigo, “natural” o monocarpica, o inducida por
incubacion en oscuridad o déficit hidrico.

Utilizando microscopia confocal, se examind in vivo la localizacion subcelular de la
actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar, la ubicacion de la proteasa cisteinica
especifica de la senescencia SAG12, y la posible exportacion a otras organelas de
componentes cloroplasticos en células senescentes. Para este estudio se utilizaron marcadores
de compartimientos acidos y sustratos fluorescentes de proteasas, y como plantas modelo se
analizaron lineas de Arabidopsis y tabaco salvajes y lineas que expresan SAG12-GFP o GFP
direccionada al cloroplasto (CP-GFP). En este estudio se detectaron pequefias (= 1um)
vacuolas asociadas a la senescencia (VAS), hasta el momento desconocidas. Las VAS
concentran la mayor actividad proteolitica de tipo cisteinica y serinica de la célula
fotosintética de hojas senescentes. En lineas de Arabidopsis que expresan SAG12-GFP, se
observo que esta proteasa se localiza exclusivamente en las VAS. Una proporcion de VAS
contiene componentes provenientes del cloroplasto (i.e., clorofila), mientras que durante la
senescencia foliar de la linea CP-GFP, la sefial de GFP es también detectada en las VAS.

Los resultados obtenidos corroboran la hipétesis de que durante la senescencia foliar la
degradacion masiva de proteinas, en su mayoria cloroplasticas, es llevada a cabo, al menos
parcialmente, por proteasas extraplastidiales, y que este proceso involucra otros
compartimientos celulares (por ejemplo, las VAS descriptas aqui) ademas del cloroplasto.

Finalmente, se aplicé un enfoque proteémico, apoyado en el uso de espectrometria de
masas, para la identificacion de proteasas cuya actividad aumenta durante la senescencia
foliar de Arabidopsis. Se identificd una proteasa de tipo subtilisina, cuya actividad aumenta
marcadamente durante la senescencia, y se concentra en el apoplasto. El fenotipo de plantas
mutantes donde la expresion de la subtilisina identificada estd inactivada, indica que esta
proteasa tiene un rol especifico vinculado al desarrollo reproductivo, con efectos
aparentemente indirectos en el progreso de la senescencia foliar individual

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan una evidencia sélida sobre la
existencia de un mecanismo de degradacion de proteinas, especifico de la senescencia de
células fotosintéticas, y que involucra a las VAS descriptas. Por otra parte, durante la
senescencia foliar también tiene lugar el aumento de actividad proteolitica que esta
involucrada en otros procesos del desarrollo, distintos de la degradacion masiva de
componentes cloroplasticos.



Palabras clave: actividad proteolitica, degradacion del cloroplasto, proteasas,
senescencia foliar, vacuolas .



ABSTRACT

Senescence is a developmental process, in which the leaf dismantles itself and releases
nutrients, e.g., nitrogen and phosphorous, that are recycled to other parts of the plant (e.g.,
growing seeds). At the cellular level, the most conspicuous process during senescence is
degradation of chloroplasts, the organelles where most of the leaf protein resides. The
mechanism by which chloroplasts and the rest of the cell organelles are degraded is
unknown. The main objective of this Thesis was to study the proteolytic activity involved in
protein degradation during senescence. The hyphotesis tested was that extraplastidial
proteases participate in chloroplast protein degradation, and that at least part of this takes
place in compartments other than chloroplasts. I studied the characteristics of the protease
activity involved and its subcellular localization, and I examined in vivo the compartments
with most of the proteolytic activity of senescing leaf cells.

A group of senescence-associated cysteine proteases were detected in vitro in
experiments with senescing leaves of wheat. These proteases are present, but not active, in
non senescent leaves, their activity is pH dependent and is specific of senescing leaves, either
during “natural” monocarpic senescence, or senescence induced by protracted darkness or
drought.

I examined the subcellular distribution of senescence associated protease activity, in
vivo by confocal fluorescence microscopy. Small, senescence associated structures (= 1um)
of vacuolar nature (SAV) were labeled by markers of lytic organelles and fluorescent
protease substrates. SAVs had not been reported before. SAVs concentrate most of the
cysteine and serine protease activity of photosynthetic senescing cells. In Arabidopsis lines
expressing SAG12-GFP, this senescence-specific protease was only detected in SAVs. A
proportion of SAVs contains chloroplastic components (i.e., chlorophyll), and, in senescing
leaves of the tobacco CP-GFP line (where GFP is fused to a transit peptide and targeted to
the chloroplast), the GFP signal is detected in chloroplasts and VAS of senescing cells. These
results lend support to the hyphotesis that extraplastidial proteases are involved in massive
protein degradation, and that compartments (e.g., SAVs) other than chloroplasts are involved
in degradation of photosynthetic components.

Finally, a proteomic approach was used to identify proteases whose activity increases
during Arabidopsis leaf senescence. Using this methodology, I identified a subtilisin protease
with senescence-associated activity. This protease is located in the apoplast, as its activity is
detected in the apoplast of senescing leaves. The phenotype of mutants plants, where
expression of this subtilisin is suppressed, shows that this subtilisin protease might have a
specific rol regulating reproductive development, with possibly indirect effects on leaf
senescence.

The results of this work show the existence operation of a specific pathway involved in
degradation of photosynthetic cell proteins during senescence. In addition to massive
degradation of proteins, other proteolytic activities with more specific regulatory functions
(e.g., limiting inflorescence development) also increase during senescence.

Key words: chloroplast degradation, leaf senescence, proteases, proteolytic activity.
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1. INTRODUCCION

Nada se pierde, todo se transforma (Lavoisier, 1789) es un principio
aplicable a sucesos del desarrollo en apariencia netamente degenerativos, como el
evidenciado a través del amarillamiento de las hojas debido a la pérdida de clorofila.
Estos fenomenos son procesos de reciclado de materia, ya que la degradacion
controlada y ordenada de los constituyentes celulares (v.g., proteinas, &acidos
nucleicos, lipidos) da lugar a la liberacion de nutrientes, principalmente fosforo y
nitrégeno (N) y a su redistribucion hacia distintas partes del organismo i.e., hojas en
crecimiento, frutos en desarrollo (Hortesnsteiner y Feller, 2002; Masclaux et al.,
2000). Los ejemplos mencionados representan los casos mas caracteristicos de
senescencia. La senescencia foliar en particular estd estrechamente asociada a la
caida de la actividad fotosintética, debido a la degradacion de la maquinaria
cloropléstica (Matile 2001), y su ocurrencia tiene grandes implicancias economicas y
ecologicas. El momento de inicio y la manera en que progresa la senescencia
repercuten en el rendimiento en la mayoria de los cultivos. La senescencia prematura
limita la duracién del periodo fotosintético, que segin el momento del ciclo se
traduce en la disminucion del namero y/o del tamano de los granos (Borrell et al.,
2000). En sistemas forestales, una demora de 5 a 10 dias en la senescencia del
canopeo de un bosque deciduo produce un aumento de su productividad de alrededor
de 500 kg C ha "' anuales (Goulden et al., 1996). La calidad y el valor en el mercado
de distintos productos vegetales, i.e., verduras, frutos, flores, estdn sujetos en gran
medida a los efectos de la senescencia poscosecha, que segin los casos se evidencia
en la clorosis, ablandamiento, o el mal olor debido a la liberacion de amonio (Pogson
y Morris, 2004; Baclayon et al., 2004). Por otra parte, en ambientes con sequia
moderada, la senescencia puede acelerar la redistribucion de los fotosintatos
producidos, favoreciendo el rendimiento (Edmeades et al., 1999).

La senescencia tiene lugar a través de la ejecucion de un programa de
expresion génica (Lohman et al., 1994; Buchanan-Wollaston 1997; Yoshida 2003),

aunque su ocurrencia es funcion de la combinacion de diversos factores enddgenos y
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ambientales (v.g., edad, balance hormonal, condiciones luminicas, estreses bioticos y
abidticos, Oh et al.,, 1996; Weaver et al.,, 1998; Noodén y Penney 2001). La
relevancia de los distintos factores es variable, e incluso relativa, dependiendo del
tipo de aproximacién y la escala de analisis utilizada, que va desde el nivel molecular

al de comunidad (Lohman et al., 1994; Hikosaka 2005).

1.1- El sindrome de la senescencia

La senescencia ha sido definida como una etapa del desarrollo normal, cuyo
rasgo principal es la degradacion masiva de macromoléculas, a través de un proceso
organizado y que conduce a la muerte de células, 6érganos, o de la planta entera
(Noodén 1988; Thomas et al., 2003). La amplitud de este concepto se debe en gran
medida a que se desconoce el mecanismo bioquimico primario de la senescencia y no
se ha podido distinguir entre los cambios fisioldégicos y moleculares centrales, de
aquellos que son secundarios o meramente la consecuencia del desarrollo de la
senescencia. De la misma forma, resulta dificil discernir si los cambios asociados con
el inicio de la senescencia (i.e., aumento o disminucion de la expresion de un gen o la
actividad de una enzima) son desencadenantes o son producto del proceso. Es por
esto que la senescencia se considera un sindrome (Noodén 1988; Noodén et al.,
2004). El sindrome de senescencia foliar estd caracterizado por la disminucién de la
actividad fotosintética y la degradacion de los componentes celulares comenzando en
el cloroplasto, donde se concentra la mayor parte de las proteinas foliares, principal
fuente de N exportable (los cambios particulares del cloroplasto asociados al
sindrome son tratados en el punto 1.1.4 de este capitulo). La removilizaciéon de N
foliar se pone de manifiesto a través de la caida del contenido de clorofila, el rasgo
visible del sindrome y que representa la medida de senescencia mas utilizada en los
estudios en este campo (Matile 2001; Fang et al., 1998). De acuerdo a la serie de
eventos que comprenden este sindrome, se distinguen tres fases: la fase inicial
caracterizada por la disminucion de actividad fotosintética y marcados cambios en la
expresion génica; la fase degenerativa, de desmantelamiento de estructuras y
degradacion de macromoléculas, y la fase terminal, que conduce a la muerte celular
(Noodén et al., 1997). El inicio de la senescencia estaria controlado principalmente a

nivel de expresion génica, mientras que la fase degenerativa estaria sujeta a la
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regulacion postraduccional de la actividad hidrolitica y al desarrollo de distintos
procesos bioquimicos (Thomas et al., 2003). Dado que representa la etapa previa a la
muerte, la senescencia foliar es considerada por algunos investigadores como un
proceso de muerte celular programada (PCD) que ocurre en forma mas o menos
sincronizada en las células de una hoja (Beers et al., 2000; van Doorn y Woltering,
2004). Sin embargo, el sindrome puede revertirse durante su fase inicial (Kléber—
Janke y Krupinska, 1997; Zavaleta-Mancera, 1999), y es independiente y
experimentalmente disociable de la muerte de la hoja (Wingler et al., 2005).

Mucho menos controvertida es la interpretacion funcional sobre la
senescencia foliar, como mecanismo de recuperacion de nutrientes componentes de
una hoja donde la capacidad fotosintética ha declinado (Gan y Amasino, 1997,

Bleecker 1998; Matile 2001; Hortensteiner y Feller, 2002).

1.1.2- Tipos de senescencia

La senescencia foliar tiene lugar de acuerdo a un patrén espacial y/o temporal
en la planta, y en respuesta a condiciones ambientales desfavorables que afectan a
hojas particulares o a todo el individuo. En todos los casos la edad de la hoja incide
en la respuesta a la induccion de la senescencia.

La senescencia foliar secuencial comienza en las hojas mas viejas y basales
de la planta y se extiende en forma vertical hacia el apice. Este tipo de senescencia se
observa principalmente en plantas de crecimiento rdpido y héabito monocarpico,
como el trigo y los cereales en general, y la especie modelo Arabidosis thaliana
(Stieger y Feller, 1994; Grbic y Bleecker, 1995).

El desarrollo reproductivo representa uno de los factores inductores de la
senescencia mas relevante (Hadfield y Bennett, 1997). En las especies monocarpicas
la senescencia estd sumamente ligada al evento reproductivo y conduce a la muerte
del individuo (senescencia monocarpica, Noodén y Guiamét, 1989; Noodén y
Penney, 2001). Este tipo de senescencia responde a un control de tipo correlativo,
cuyo mecanismo se desconoce. Podria estar relacionado con la pérdida de la
capacidad meristematica de las estructuras vegetativas (cese de crecimiento global)
que acompana el paso a la etapa reproductiva (Hensel et al., 1994; Bleecker y

Patterson, 1997; Ratcliffe et al., 1998). Se ha sugerido la participacion de una sefial
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desencadenante de la senescencia que seria generada en las estructuras reproductivas,
flores y frutos (Noodén 1988). Otra hipdtesis es que la demanda de nutrientes
ejercida por los o6rganos reproductivos en crecimiento desencadena la removilizacion
de N foliar hasta causar la muerte del individuo por “agotamiento” (Hensel et al.,
1994). Los resultados de experimentos manipulativos, de remocion de frutos y/o de
alteracion de la relacion fuente (fotosintesis foliar)/ destino (frutos/semillas) reflejan
variabilidad de respuestas en las distintas especies. Por ejemplo, la remocion de
frutos acelera la senescencia monocarpica de maiz (Christensen et al., 1981), y la
retrasa en Arabidopsis (Noodén y Penney, 2001). Por otra parte, la senescencia
monocarpica de plantas masculinas y plantas estériles indica que otros controles,
ademés de los generados por los frutos, estarian implicados en este tipo de
senescencia (Hensel et al., 1994; Noodén y Penney, 2001).

Los cambios estacionales de temperatura y fotoperiodo son los principales
desencadenantes de la senescencia foliar en especies arboreas de hoja caduca (Lee et
al., 2003). Un rasgo caracteristico de muchas especies donde predomina la
senescencia estacional es la produccion de antocianos, de funcion fotoprotectora
(Field et al., 2001), y que permitirian maximizar la reabsorcion de N (Hoch et al.,
2003). Mientras el nitrogeno foliar removilizado durante la senescencia monocarpica
contribuye al desarrollo de frutos, el nitrogeno liberado durante la senescencia
estacional es principalmente reutilizado en el desarrollo de nuevas hojas en la

estacion siguiente (Cooke y Weih, 2005).

1.1.3 Factores que desencadenan o retrasan la senescencia

1.1.3.1 Factores ambientales

Distintos tipos de estrés, v.g., presencia de patégenos, contaminantes,
limitacion de recursos, etc, desencadenan la senescencia. Entre las limitaciones mas
frecuentes, el déficit de N y el déficit hidrico son las de mayor impacto sobre la
senescencia. La deficiencia de nitrogeno afecta el metabolismo limitando el
crecimiento y la productividad vegetal (Martré et al., 2003). Alrededor del 75% del
N foliar se encuentra formando parte de las proteinas cloroplasticas (Hortensteiner y

Feller, 2002). Una baja disponibilidad de N se asocia con un bajo nivel de proteinas
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fotosinteticas, y con la disminucion de la relacion N/C. La acumulacion de
carbohidratos limita la sintesis de proteinas fotosinteticas y acelera la removilizacion
de N, desencadenando la senescencia foliar (Lawlor 2002). El balance N/C, o la
acumulacion relativa de carbohidratos podrian ser sensores de las condiciones
fotosintéticas en las distintas partes de la planta, desencadenando la senescencia de
hojas expuestas a condiciones luminicas inadecuadas o sombreadas (Lawlor 2002).
La acumulacion de precursores de citocininas (hormonas que retrasan la senescencia)
en las raices y su traslocacion a la parte aérea es dependiente de los niveles
endogenos de N (Sakakibara 2003).

El déficit hidrico promueve la senescencia foliar. Durante este tipo de estrés
la actividad fotosintética disminuye debido a limitaciones estomaticas y metabolicas
(Cornic 2000). La fijacion de CO; se ve limitada por la disminucion de la actividad y
del contenido de Rubisco (Parry et al., 2002), cuya sintesis queda detenida a nivel
traduccional (Kawaguchi et al., 2003). Los niveles de clorofila y de proteinas foliares
disminuyen marcadamente en plantas de trigo sometidas a estrés hidrico (Martinez et
al., 2003). El déficit hidrico provoca tanto la disminucién de la sintesis de proteinas
(Kawaguchi et al., 2003) como el aumento de la actividad proteolitica (Khanna —
Chopra et al., 1999). La induccién y el progreso de la senescencia dependen, entre
otros factores, de la duracion y severidad del estrés. Bajo situaciones de déficit
hidrico moderado la senescencia se inicia prematuramente, aunque los cambios
moleculares ligados al sindrome son similares a los que ocurren durante la
senescencia con buena disponibilidad hidrica (Pic et al., 2002).

La interaccion entre la disponibilidad de N y la disponibilidad de agua afecta
diferencialmente el progreso de la senescencia. Suministros no limitantes de N y de
agua retrasan la senescencia, mientras que una alta disponibilidad de N en
combinacidon con un déficit hidrico moderado incrementa la removilizacion de N
acelerando la senescencia foliar (Bénziger et al., 1999)

La irradiancia y la composicion espectral de la luz tienen efecto sobre la
senescencia foliar. Los cambios morfogénicos y metabdlicos en respuesta a
variaciones luminicas usualmente se solapan. Con el incremento del nimero de hojas
y del area foliar de una planta o cultivo las hojas de posiciones inferiores resultan
sombreadas, quedando expuestas a una menor irradiancia y a luz de baja relacion
Rojo/Rojo lejano (R/FR). Este fendmeno se relaciona con la senescencia foliar

secuencial, aunque se desconoce cual de los efectos, disminucion de la actividad
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fotosintética o la disminucion de la relacion R/FR, tiene mayor incidencia sobre la
induccién de la senescencia (Rousseaux et al., 1996).

La privacion total de luz desencadena la senescencia de las hojas. El progreso
de la senescencia en hojas escindidas de la planta se acelera si estas son colocadas en
oscuridad (Weaver et al., 1998). El sombreado total de hojas adheridas a la planta
también tiene un efecto promotor de la senescencia, aunque el grado de induccion
que la oscuridad ejerce sobre el sindrome varia de acuerdo a la edad de la hoja, y
depende de controles de tipo correlativo ademas de las condiciones metabdlicas y
hormonales de cada o6rgano. La imposicion de oscuridad sobre la planta entera
involucra ademas otro tipo de respuestas. En Arabidopsis se registr6 un efecto
inhibitorio de la oscuridad sobre el desarrollo global del organismo, y una demora de
la senescencia foliar individual (Weaver y Amasino, 2001). El mismo tratamiento

acelera la senescencia en cebada (Kleber-Janke y Krupinska, 1997).

1.1.3.2 Seniales hormonales

Las distintas hormonas participan en la regulacién de la senescencia. Entre
todas, las citocininas y el etileno son las hormonas mas relevantes en la senescencia,
retrasando y promoviendo su progreso, respectivamente.

El envejecimiento de las hojas y otros organos es acompafiado por la
disminuciéon de los niveles endogenos de citocininas (Noh et al., 2004). La
aplicacion de citocinina exogena retrasa la senescencia (Clarke et al., 1994; Weaver
et al., 1998). Los efectos de las citocininas como reguladores negativos de la
senescencia foliar han sido demostrados por Gan y Amasino (1995), alterando los
niveles endogenos de la hormona a través de la construccion de un sistema de
autorregulaciéon en que la enzima isopentenil transferasa es expresada bajo un
promotor especifico de la senescencia.

El efecto mas conocido del etileno es su participacion en la maduracion de
frutos y en la promocion de la senescencia de flores y hojas (Jones et al., 1995;
Weaver et al., 1998). En plantas donde se encuentra mutado el receptor de esta
hormona la senescencia foliar se demora (Bleckeer et al., 1988). El aislamiento de
distintos mutantes de la sintesis y percepcion de etileno demuestran un rol promotor
mas que inductor de esta hormona sobre la senescencia (Grbic y Bleckeer, 1995;

Ping et al., 2005). Entre otros efectos, la expresion asociada a la senescencia foliar de
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proteasas y de clorofilasa es inducida por etileno (Drake et al., 1996; Trebitsh et al.,
1993). El etileno promueve la senescencia de hojas adheridas y escindidas de la
planta, y su uso es un recurso frecuentemente utilizado para promover la senescencia

en estudios sobre este proceso.

1.1.4 Cambios subcelulares y degradacion del cloroplasto durante la

senescencia

El cardcter gradual de la senescencia foliar se evidencia también a nivel
celular, a través del desmantelamiento ordenado y secuencial de sus constituyentes.
La regulacién molecular y bioquimica de la ejecucion de este programa implica el
mantenimiento de la integridad de varias organelas y de las funciones metabdlicas y
génicas hasta un estadio avanzado del proceso. El desarmado celular comienza y se
concentra en los cloroplastos, donde esta contenida la mayor parte del N y del C
celular exportable. Una vez que los componentes cloroplasticos han sido
removilizados el proceso se extiende al resto de la célula (Matile, 2001). Hacia el
final de la senescencia tendrian lugar acontecimientos comunes a distintos tipos de
PCD, como la rotura del tonoplasto, liberacion de hidrolasas vacuolares, y
degradacion de ADN nuclear (Delorme et al., 2000). La separacion temporal entre la
degradacion plastidial (etapa reversible de la senescencia) y la muerte celular permite
la removilizacion eficiente de nutrientes y le confiere al proceso un alto grado de
plasticidad de probable significancia adaptativa. En la mayor parte de las especies
analizadas, el nimero de cloroplastos por célula permanece constante durante la
senescencia (Matile, 2001), aunque se han registrado reducciones en algunos casos,
como trigo (Warley et el., 1984) y tabaco (Zavaleta-Mancera et al., 1999). El/los
mecanismo/s de degradacion del cloroplasto durante la senescencia se desconoce/n.
Distintas evidencias indican eventos de exportacion intracelular de componentes
cloroplasticos y/o de fragmentacion del cloroplasto durante la senescencia. Por
ejemplo, los catabolitos finales de clorofila se concentran en la vacuola central
(Hinder et al., 1996). Durante la senescencia foliar de soja se observa la salida del
cloroplasto de cuerpos osmidfilos, conteniendo clorofila (Guiamét et al., 1999). En
hojas de trigo fijadas por criosustitucion a alta presion se registraron estructuras de

doble membrana, de alrededor de 1pum de didmetro, exclusivas de hojas senescentes,
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donde se inmunodetectan las proteinas cloroplasticas Rubisco y glutamina sintetasa,

o sus fragmentos de degradacion (Chiba et al., 2003).

1.1.4.1 Diferenciacion de cloroplasto a gerontoplasto.

Estudios de microscopia electronica revelan una trasformacion estructural del
cloroplasto a medida que avanza la senescencia, caracterizada por la desorganizacion
y vesiculizacion de membranas, reduccion del volumen estromatico y aumento del
numero de plastoglobulos, que en conjunto le dan a la organela un aspecto final de
saco ocupado por cuerpos osmiofilos, denominado gerontoplasto (Matile, 2001).
Durante esta transicion las membranas tilacoidales se dilatan y deforman, dejan de
distinguirse granas y algunos de sus componentes, principalmente triacilgliceroles y
carotenoides, se acumulan en plastoglobulos (Kaup et al., 2002). En forma paralela al
desmantelamiento y degradacion de los complejos tilacoidales tiene lugar la caida del
contenido de proteinas solubles y de la actividad fotosintética, que disminuye
principalmente debido a limitaciones en la actividad y cantidad de la enzima
Rubisco. La sintesis de componentes fotosintéticos diminuye durante la senescencia,
aunque su degradacion masiva seria el factor principal de la degeneracion del
cloroplasto (Matile et al, 2001). La degradacion y removilizacion de
macromoléculas durante la transformacion a gerontoplasto podria estar asociada a la
exportacion de clorofila y proteinas fotosintéticas y/o a la extrusion de pequefias

porciones del cloroplasto observadas recientemente (Chiba et al., 2003).

1.1.4.2 Degradacion de macromoléculas

A continuacion me refiero a la degradacion de acidos nucleicos, lipidos y
pigmentos tilacoidales, y caracteristicas generales sobre la degradacion y
disminuciéon de algunas proteinas fotosintéticas. La protedlisis asociada a la

senescencia es tratada en el punto 1.3 de este capitulo.

Degradacion de acidos nucleicos
El ADN cloroplastico (ctADN) es degradado al inicio de la senescencia,
incluso antes de que se evidencien los primeros sintomas del proceso (Rowan et al.,

2004; Sodmergen et al., 1991). Inada et al. (1998) detectan, por inmunofluorescencia,
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la presencia de fragmentos de ctADN en el cloroplasto y distribuidos en el
citoplasma. La/s via/s de degradacion del ARN se desconocen. El ARN
cloropléstico, como el mitocondrial y nuclear serian degradados por ARNasas
inespecificas (Green, 1993). La mayor parte de las ARNasas y las ADNasas, estan
contenidas en la vacuola central (Abel y Glund 1987; Lers et al. 1998). En distintos
casos de PCD las nucleasas son activadas al ser liberadas tras la rotura del
tonoplasto, como ultimo paso antes de la muerte celular (Obara et al., 2001). Sin
embargo, se han registrado incrementos de actividad nucleasa durante el transcurso
de la senescencia, e incluso desde las etapas iniciales del proceso, sugiriendo otras
vias de degradacion. La actividad ARNasa y ADNasa se incrementa desde el
comienzo de la senescencia foliar de perejil (Petroselinum crispum), desencadenada
de forma natural, o inducida por oscuridad, y también en hojas jévenes escindidas de
la planta y tratadas con etileno (Canetti et al., 2002). La actividad ADNasa y ARNasa
de la nucleasa bifuncional de Arabidopsis BFN1 aumenta durante la senescencia
foliar (Perez-Amador et al., 2000). En general, la actividad nucleasa in vitro es
dependiente del estado redox y es inhibida por agentes quelantes (Chen et al., 2004).
El pH o6ptimo de actividad in vitro es variable, desde pH 5,0 a pH 9,0 (Blank y
McKeon, 1991).

Degradacion de lipidos

Las membranas tilacoidales contienen la mayor cantidad de los lipidos de la
célula fotosintética. Estan constituidas principalmente por galactolipidos, y
cantidades menores de fosfolipidos y lipidos neutros (acidos grasos libres,
diacilgliceroles (DAG), y triacilgliceroles (TAG)) (Lee, 2000). La composicion
lipidica tilacoidal se modifica notoriamente conforme estas membranas son
degradadas durante la senescencia. En Arabidopsis el contenido relativo de
galactolipidos disminuye de 80% en hojas jovenes a 53% en hojas senescentes,
mientras que la concentracion de TAG aumenta (Kaup et al., 2002). Los
galactolipidos representan un precursor importante en la sintesis de novo de sacarosa,
que es exportada via floema durante la senescencia (Matile, 2001). EI catabolismo de
galactolipidos se correlaciona con el aumento de la actividad de B-galactosidasa, la
aparicion de glioxisomas y el aumento de enzimas de la B-oxidacion en hojas
senescentes (Bellis et al., 1990; Chrost y Krupinska, 2001). Por otra parte, los acidos

grasos provenientes de la desesterificacion de los galactolipidos pueden ser utilizados
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en la sintesis de TAG, que es acumulado junto a carotenoides y ésteres de

carotenoides en plastoglobulos (Kaup et al., 2002).

Degradacion de la clorofila y otros pigmentos

La degradacion de clorofila no es relevante en términos de la liberacion y
reciclado de nutrientes, pero representa un mecanismo fotoprotector que evita la
acumulacion de moléculas fotodindmicas mientras las membranas tilacoidales,
todavia fotoquimicamente activas, son desmanteladas durante la senescencia
(Pruzinské et al., 2005). Ademés de ser un mecanismo de detoxificacion (Matile,
2001), la degradacion de clorofila parece ser el paso previo y necesario para la
degradacion de las proteinas que la acomplejan, principalmente LHCII (Guiamét et
al., 1991). La via de degradacion de la clorofila durante la senescencia presenta
variaciones entre especies, aunque se ha establecido una via catabdlica principal y se
han descrito las enzimas involucradas. La degradacion de la clorofila ocurre en
distintos compartimientos subcelulares. Se inicia en el cloroplasto con la remocion
de la molécula de fitol y luego del Mg™, reacciones catalizadas por las enzimas
clorofilasa y magnesio dequelatasa respectivamente. El feoforbido resultante es
clivado por la enzima feoforbido oxigenasa (PaO), dando lugar al catabolito RCC
(“red chlorophyll catabolite”); este es reducido a un catabolito todavia fluorescente
(FCC), que luego de ser oxidado y desmetilado se acumula como tetrapirrol abierto
no fluorescente (NCC) en la vacuola central (Hinder et al., 1996). La actividad de la
mayoria de las enzimas involucradas en esta via es constitutiva, a excepcion de la
PaO, cuya actividad y expresion génica se incrementan marcadamente durante la
senescencia (Pruzinska et al., 2005; Buchanan-Wollaston et al., 2005). La actividad
clorofilasa aumenta en respuesta a tratamientos con las hormonas etileno y jasmonato
de metilo, que aceleran la senescencia (Trebitsh et al, 1993; Benedetti y Arruda,
2002). Uno de los aspectos menos conocidos de la degradacion de clorofila es la
ubicacion subcelular donde cada reaccion tiene lugar. Mientras que la clorofila se
encuentra en los tilacoides, la enzima clorofilasa, junto a la PaO, se localizan en la
membrana interna (MI) del cloroplasto (Matile y Schellenberg, 1996). La ubicacion
de estas enzimas sugiere que la clorofila podria ser trasladada desde los tilacoides
hacia la (MI) del cloroplasto para su degradacion (Matile et al., 1999). Un candidato
a realizar esta funciéon es MBP-WSCP, una proteina hidrosoluble que en condiciones

nativas remueve clorofila de tilacoides aislados (Satoh et al., 1998), aunque su
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funcioén in vivo se desconoce. Los plastoglobulos podrian operar como vehiculo de la
clorofila hacia la MI, aunque no hay evidencias claras que apoyen esta posibilidad.
Por otra parte, en distintas especies incluyendo Arabidopsis se encuentran dos
isoenzimas de clorofilasa, ambas activas en condiciones naturales, aunque solo una
posee un péptido de transito a cloroplasto (Tsuchiya et al., 1999; Jacob-Wilk et al.,
1999). La otra isoenzima seria transportada por la ruta de secrecion a través de RE,
mientras que su localizacion subcelular final y la manera en que tiene contacto con la
clorofila se desconocen. Takamiya el al. (2000), sintetizan los aspectos establecidos
y aquellos todavia desconocidos de la ruta de degradacion de clorofila. La Fig. 1.1

muestra un diagrama de estos autores.

Fig.1.1 Rutas y compartimientos conocidos e hipotéticos de la ruta de degradacion de

clorofila. Los signos de interrogaciéon indican pasos hipotéticos. Tomado de

Takamiya et al., 2000.
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Chlase: clorofilasa, Chlide: clorofilido, FCCs: catabolitos fluorescentes de la clorofila,
NCC: catabolito no fluorescente de la clorofila, PaO: feoforbido oxigenasa, pFCC:
catabolito primario fluorescente de la clorofila, Phed: feoférbido, RCC: catabolito rojo
de la clorofila, RCCR: RCC reductasa, X: transportador hipotético de clorofila.
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Degradacion de proteinas

Practicamente se desconoce el mecanismo por el cual las distintas proteinas
fotosintéticas son degradadas durante la senescencia. Los tilacoides contienen el 25%
de las proteinas totales del cloroplasto (Evans 1988). La degradacion de las proteinas
tilacoidales ocurre en paralelo a la pérdida de galactolipidos y clorofila. Entre los
complejos de proteinas tilacoidales, la degradacion del citocromo b6/f ocurre antes
que los fotosistemas I y II (PSI y PSII), y la ATP sintasa (Guiamét et al., 2002).
Entre las proteinas estromaticas, Rubisco representa la mayor parte del N
removilizable de la célula. Por medio de inmunodeteccion se han examinado
cambios en los niveles estables de Rubisco durante la senescencia y la acumulacion
de distintos fragmentos producto de su hidrolisis parcial. Los patrones obtenidos son
variables segun las especies y las condiciones experimentales. Cloroplastos de hojas
senescentes de arveja (Pisum sativum L.) acumulan un fragmento de degradacion de
Rubisco de 36 kDa (Bushnell et al., 1993), mientras que en cloroplastos aislados de
hojas senescentes de trigo (7riticum aestivum L.) se acumula un fragmento de
degradacion parcial de la subunidad grande de Rubisco (LS) de 44 kDa (Kokubun et
al., 2002). La senal de inmunodeteccion de esta subunidad también es detectada fuera
de los cloroplastos durante la senescencia (Chiba et al., 2003). Por otra parte, la
incubacién de Rubisco con extractos vacuolares también produce su degradacion
parcial y la acumulacion de distintos fragmentos de digestion (Yoshida y
Minamikawa, 1996). En cuanto a la variacion durante la senescencia de los niveles
estables del resto de las proteinas estromaticas, en general parecen acompanar la

disminucion de Rubisco (Wilson et al., 2002).

1.1.5- Expresion génica asociada a la senescencia

Diversos estimulos desencadenan la removilizacion de nutrientes foliares, que
ocurre a expensas del desmantelamiento del cloroplasto y posterior muerte celular.
Los cambios ultraestructurales y bioquimicos implicados en estos eventos son

comandados a nivel genético y molecular por la maquinaria nuclear. Distintas
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evidencias demuestran que la senescencia requiere de la sintesis de novo de proteinas
y de cambios en la expresion génica (v.g., Buchanan-Wollaston, 1997). En conjunto,
la sintesis de ARNm y de proteinas disminuye, aunque una proporcion de genes
aumenta su expresion o se expresa especificamente al comienzo y/o conforme avanza
la senescencia (Gan y Amasino, 1997). La mayor parte de los genes involucrados en
el sindrome conocidos hasta el presente son aquellos cuyos niveles estables de
ARNm aparecen o aumentan durante la senescencia natural o en respuesta a distintos
factores, endogenos o ambientales, que aceleran la senescencia (Weaver et al., 1998;
Guo et al., 2004; Buchanan-Wollaston et al., 2005). Por su asociaciéon a la
senescencia estos genes se denominan SAG (“senescence-associated genes”), y al
menos en Arabidopsis representan alrededor del 10% del genoma (Gepstein 2004).
Los estudios recientes de expresion génica a gran escala dieron lugar a un
panorama global de los cambios moleculares asociados a la ejecucion del sindrome.
Se han establecido patrones de genes asociados a la senescencia foliar y de otros
organos, los grados de especificidad de la expresion génica frente a distintos factores
inductores (i.e., efectos hormonales, oscuridad o déficit de nitrogeno), y las
categorias funcionales mas representativas (establecidas en el 50-70 % de los genes
identificados, He et al., 2001; Guo et al., 2004; Buchanan Wollaston et al., 2005). De
acuerdo a la funcion presunta de sus productos génicos, la mayor parte de los SAGs
identificados se relacionan con procesos de degradacion de macromoléculas y
removilizacion de nutrientes (i.e., hidrolasas, enzimas involucradas en la
removilizacion de N), con mecanismos de defensa y tolerancia al estrés (i.e.,
respuesta hipersensible y/o proteccion a dafio oxidativo), y con funciones
regulatorias y de sefialamiento (hormonales y moleculares), mientras que otros SAGs
tienen funcion desconocida (Gepstein 2004, Tabla 1.1). Los principales roles
determinados ponen de manifiesto el predominio de reacciones catabodlicas y el
complejo control molecular del sindrome. La expresion de algunos SAGs es
especifica de la senescencia, mientras que otros son inducidos en respuesta a
distintos factores y también en otros escenarios del desarrollo. Por ejemplo, el factor
de transcripcion AtWRKY6 se induce durante la senescencia natural y en respuesta a
estrés biotico y abiotico (Robatzek y Somssich, 2001). Entre los blancos conocidos
de AtWRKY6, SIRK, un receptor con actividad kinasa, es inducido exclusivamente
durante la senescencia, mientras que PR1, es activado durante la senescencia y en

respuesta al ataque de patdégenos (Robatzek y Somssich, 2002). Algunos genes se
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encuentran asociados s6lo a determinados tipos de senescencia (v.g., asociada a la
ontogenia, o inducida por oscuridad) mientras que otros SAGs son representativos
del sindrome cualquiera sea el factor desencadenante (Weaver et al., 1998). Los
genes que son particulares de determinados tipos de senescencia podrian relacionarse
con el factor inductor y no con la senescencia per sé, y/o pueden ser iniciadores del
sindrome, regulando la expresion de otros genes. Los SAGs “corriente abajo”
estarian implicados directamente en la ejecuciéon del proceso, es decir, en la
degradacion y removilizacion de compuestos. Buchanan-Wollaston et al. (2005)
analizan en Arabidopsis los transcriptomas asociados a la senescencia “natural”,
inducida por oscuridad y por deficiencia de nitrogeno. El solapamiento parcial de los
patrones de expresion génica (el 65% de los SAGs asociados el desarrollo
ontogénico se expresan durante la senescencia inducida por oscuridad y en cultivos
celulares sometidos a deficiencia de N), y la identidad de los genes comprometidos
en todas y cada una de las situaciones reflejan la existencia de distintas vias de
regulacion, y la convergencia de estas sefiales en la activacion de una maquinaria
hidrolitica comtn (Fig. 1.2). La similitud entre los patrones de expresion génica
asociada a la senescencia foliar de Arabidopis y de dlamo (Populus tremula), y la
identificacion de gran cantidad de proteasas ortdlogas entre estas especies (Guo et
al., 2004) sugieren que el mecanismo molecular del sindrome, y particularmente su
ejecucion, se encuentra altamente conservado. Entre los genes que codifican
proteasas asociadas a la senescencia se encuentra SAGI12, cuya expresion es
exclusiva de la senescencia foliar asociada a la ontogenia (Lohman et al., 1994). Por
su especificidad y marcada induccion, la expresion SAG12 es considerada un
diagndstico molecular del progreso de la senescencia (Pontier et al., 1999).

Los estudios a nivel molecular han permitido esclarecer aspectos clave del
sindrome, sin embargo este enfoque presenta importantes limitaciones. En primer
lugar, aquellos genes cuya expresion aumenta durante la senescencia pero que estan
poco representados o ausentes en las bases de datos de ESTs o ¢cDNA, en general
quedan excluidos en los andlisis de expresion génica (Gepstein et al., 2003). Por otra
parte, el nivel de transcrito no siempre es indicativo del nivel estable de la
correspondiente proteina. El nivel de ARNm de D1, una proteina integral del PSII,
disminuye durante la senescencia, sin embargo, y a pesar de su alta tasa de recambio,
los niveles de proteina permanecen constantes (Droillard et al., 1992). Los cambios

en los niveles estables de ARNm o de proteina son algunos de los posibles niveles de
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control de la actividad de una proteina (Huber y Hardin, 2004). En el caso proteinas

con funciones enzimaticas, la actividad puede estar sujeta a distintos mecanismos de

regulacion (i.e., maduracion de péptidos, fosforilacion, condiciones redox,

concentracion de cofactores, localizacion subcelular, etc).

Una aproximacion alternativa que ha permitido identificar genes con

importantes efectos sobre la senescencia es el andlisis de colecciones de plantas

mutantes, para la detecciéon de genotipos con senescencia alterada y posterior

identificacion del gen implicado (Woo et al., 2001; Yoshida et al., 2002; Woo et al.,

2002).

Tabla 1.1 Principales categorias funcionales de los genes asociados a la senescencia.

Modificado de Gepstein et al. (2004) y Buchanan-Wollaston et al. (2005).

Hidrolisis de macromol éculas

Transporte de nutrientes

Estrés bidtico y abi 6tico

Dafio oxidativo / destoxificaci 6n

Factores de transcripci6n

Sefialamiento

Proteasas cisteinicas, nucleasas, lipasas, fosfolipasas,
genes de ubiquitinaci6n

Permeasa , transportadores de amonio,
trasportadores ABC

Cinamil alcohol deshidrogenease ,
proteina tipo patatina

Glutation transferasa, dihidroascorbato reductasa, catalasa
Cu/Zn superoxido dismutasa dioxigenasa, glioxilasa

Representantes de las familias WRKY;
MYB, GRAS, ribonucleoprote inas

Proteinas de uni6n a Ca™, receptores con actividad quinasa,
proteinas RAS de uni 6n a GTP
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Fig.1.2 Modelo que ilustra las distintas vias inductoras de la senescencia, su

superposicion, y convergencia. Tomado de Buchanan-Wollaston et al. (2005).
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1.2- La maquinaria proteolitica de la célula vegetal

Las proteasas cumplen multiples e imprescindibles funciones liticas y
regulatorias a lo largo de la ontogenia de la planta, v.g., en la embriogénesis,
germinacion, desarrollo, senescencia y muerte, y en respuesta a enfermedades y otros
agentes externos. Involucradas en la modificacion, el recambio y degradacion de
distintas proteinas, las proteasas participan en diversos procesos, desde la
eliminacion de represores especificos a la removilizacién de proteinas de reserva
durante la germinacion, en la maduracion de enzimas, el sefialamiento hormonal, y

en procesos fotomorfogénicos y de PCD (Callis y Vierstra, 2000). Segin el
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aminoacido que ocupa el centro catalitico, las proteasas se agrupan en cuatro grupos
mecanisticos principales: (cys) cisteinicas, (ser) serinicas, (asp) asparticas, y metalo-
proteasas (que requieren un cation, en general Zn"" como cofactor). Los distintos
tipos mecanisticos reconocen uno o mas sitios especificos de corte (v.g., las proteasas
serinicas usualmente cortan en la posicion carboxilo terminal de los residuos Arg y
Lys). La sintesis de novo de proteasa, la maduracién controlada de sus precursores
inactivos, y la presencia de inhibidores especificos son mecanismos de regulacion de
la actividad proteolitica, y representan distintas estrategias que permiten llevar a cabo
procesos hidroliticos manteniendo la integridad y homeostasis celular. Por ejemplo,
el dafo oxidativo desencadena la muerte celular a través de la activacion de un grupo
de proteasas cisteinicas, que en condiciones normales se encuentran inactivadas por
un inhibidor endégeno (Solomon et al., 1999). La compartimentalizacion no solo es
una barrera fisica a la degradacion de proteinas, sino que puede afectar el grado de
actividad proteolitica segiin el pH del compartimiento o la presencia de cofactores.
La protedlisis puede estar condicionada por factores del sustrato. A través de la
ubiquitinizacidon gran cantidad de proteinas son marcadas para su degradaciéon (Moon
et al., 2004). El mecanismo de degradacion de LHCII en respuesta a la aclimatacion
luminica implica su fosforilacién y posterior migracion lateral en la membrana
tilacoidal, quedando expuesta de esta manera a la accion de una proteasa estromatica
(Yang et al., 1998).

Representantes de las distintas clases mecanisticas de proteasas se encuentran
en todos compartimientos celulares, en forma soluble o asociadas a membrana, libres
o en complejos proteoliticos, con distintos requerimientos bioquimicos para su
actividad, en algunos casos dependiente de ATP o de Ca™. Gran parte de las
proteasas poseen sefiales de direccionamiento a la via secretoria (Beers et al., 2003),
y particularmente muchas proteasas cisteinicas se localizan en la vacuola central, el
principal compartimiento litico de la célula, andlogo al lisosoma de la célula animal
(De 2000). El sistema de complejos proteoliticos de la célula vegetal comprende a la
familia CLP, con representantes homoélogos a sistemas proteoliticos procariotas, de
localizacién cloroplastica y mitocondrial, y el Proteasoma, complejo multimérico que
participa en la degradacion de proteinas nucleares y citosodlicas a través de la ruta de
ubiquitinacion y otras vias. Los procesos autofagicos son parte de la maquinaria de

degradacion de proteinas, a través de los cuales proteinas y otros componentes del
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citosol son incorporados y degradados por la vacuola central (Thompson y Vierstra
2005).

Las proteasas cisteinicas son el tipo mecanistico mas conocido debido a su
alta representacion en numerosos procesos liticos, como la xilogénesis (Funk et al.,
2000), la removilizacion de proteinas de reserva durante la germinacion de semillas
(Okamoto y Minamikawa, 1999; Toyooka et al., 2001), la respuesta al déficit hidrico
(Khanna —Chopra et al., 1999; Yamada et al., 2000), y distintos tipos de PCD
(Hatsugai et al., 2004). La estructura y catélisis de la mayoria de las proteasas de este
grupo se corresponde con la proteasa modelo papaina (Beers et al., 2003). Por su
expresion y/o actividad, las proteasas cisteinicas cumplen un rol protagdnico en la
senescencia. Son sintetizadas como zimdgenos inactivos, y para su activacion es
necesaria la remocion del propéptido, que es mediada por otra proteasa o bien ocurre
en forma autocatalitica por activacion dependiente del pH (Holwerda et al., 1990).
En general la actividad hidrolitica requiere un ambiente reductor, y algunas cistein-
proteasas también requieren Ca™ (Safadi et al., 1997). Los optimos de actividad
establecidos in vitro varian en el rango de pH de 4-6. De acuerdo a sus secuencias
aminoacidicas y a la actividad proteolitica medida en fraccionamientos subcelulares,
la mayoria de las proteasas cisteinicas se localizan en vacuolas, aunque hay ejemplos
de ubicacién en otras organelas (v.g., Distefano et al., 1997). Experimentos con
inhibidores especificos de proteasas cisteinicas indican que este tipo de actividad
proteolitica también tendria lugar en cloroplastos (Sokolenko et al., 1997;
Georgakopoulo et al., 2002).

En general, las proteasas asparticas se detectan en tejidos especificos como
el endosperma y tejido nucelar de semillas, el espacio extracelular de hojas y anteras.
A nivel subcelular se localizan particularmente en vacuolas, cuerpos proteicos en
semillas y en el apoplasto (Mutlu y Gal, 1999). Una excepcion es CND41, de
localizacion cloropléstica (Nakano et al., 1997). Se encuentran como dimeros o
monomeros, y en todos los casos estudiados la actividad aspértica requiere pH acido,
usualmente entre 2 y 5. Se conoce poco sobre la regulacion y funcién de estas
proteasas en plantas. Al igual que las proteasas cisteinicas, la maduracion y
activacion de las proteasas asparticas implica la remocion del propéptido, aunque se
desconoce si ocurre mediante la intervencion de otras proteasas o por autocatalisis
dependiente del pH (Mutlu y Gal, 1999). Las evidencias indican que proteasas

asparticas participan en la maduracién de proteasas vacuolares y en la degradacion
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de proteinas de reserva en semillas. Otros miembros de este grupo estan implicados
en la diferenciacion de células del xilema y en la respuesta a patégenos y frente a
otras condiciones de estrés (Simdes y Faro, 2004). La proteasa CND41 tendria
funcion dual, dado que muestra actividad proteolitica in vitro, y posee dominios de
uniéon a ADN (Kato et al., 2004).

Las metalo-proteasas usualmente requieren Zn™ para su activacion, y en
algunos casos su funcionamiento es dependiente de ATP. A nivel subcelular se
encuentran en el apoplasto, cloroplastos y mitocondrias. Las metalo-proteasas del
espacio extracelular se asocian a sistemas de defensa frente a patogenos (Liu et al.,
2001), o a procesos vinculados al desarrollo, como la senescencia y PCD de
cotiledones (Delorme, 2000). En el interior celular, las metalo-proteasas MPP y SPP
participan en el procesamiento de proteinas, removiendo las sefiales de transito
mitocondriales y cloroplasticas, respectivamente (Ritcher y Lamppa, 1999; Moberg
et al.,, 2003). Otras metalo-proteasas plastidicas llevan a cabo funciones de
degradacion y recambio de proteinas. La proteasa del estroma del cloroplasto EP1 es
responsable de la degradacion parcial de Rubisco en Pisum sativum L. (Bushnell et
al., 1993). Las metalo-proteasas de la familia FtsH son probablemente las mas
estudiadas (Clarke 2005). FtsH1 se ubica en la cara estromatica de los tilacoides, y
participa en el recambio de la proteina DI asociado a la fotoinhibicion del PSII.
FtsH6 estaria involucrada en la degradacion de LHCII (Zelisco et al., 2005). Las
proteasas FtsH también funcionan como chaperonas (Estelle 2001).

El grupo de proteasas serinicas presenta la mayor diversidad de
localizaciones y funciones en la célula vegetal. Las proteasas de este tipo se
distribuyen en précticamente todos los compartimientos celulares: cloroplastos,
mitocondrias, vacuola, RE, ntcleo y apoplasto, donde se concentra gran parte de las
actividades serinicas conocidas. Se han identificado proteasas serinicas con
funciones sumamente especificas, en especial las serin-proteasas del tipo subtilisinas.
Representantes de esta familia participan en el senalamiento en distintos eventos del
desarrollo, i.e., formacion de estomas (Berger y Altman, 2000), desarrollo de raices
adventicias (Neuteboom et al., 1999), formacion de la cuticula (Tanaka et al., 2001),
percepcion de brasinosteriodes (Li et al., 2001), etc. Las proteasas Deg son otro
grupo de proteasas serinicas, de localizacion cloroplastica, en la membrana tilacoidal.
La funcion de estas proteasas es desconocida, aunque se cree que podrian participar

en la degradacion de D1 (Estelle 2001). Al igual que FtsH, las proteasas Deg poseen
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funcion chaperona, particularmente en situaciones de estrés térmico (Estelle 2001).
Entre las proteasas serinicas se encuentran integrantes de la familia Hsp100/CLP.

La mayor parte de las proteasas Clp son diméricas con actividad dependiente
de ATP, que funcionan formando complejos tetraméricos, de localizacion
mitocondrial y cloroplastica. Cada dimero se compone de una unidad regulatoria
dependiente de ATP, i.e., ClpA, ClpB, ClpX codificadas por el nucleo, y una unidad
catalitica, ClpP con actividad serinica, codificada por el genoma plastidico. La
funcion de estas proteasas se desconoce, aunque las evidencias indican su
participacion en el recambio y en la regulaciéon de la traduccion de proteinas
cloroplasticas, y en la tolerancia a distintos tipos de estrés, particularmente en la
respuesta a altas temperaturas (Sjogren et al., 2004). Su participaciéon en la
senescencia es discutida (Weaver et al., 1999; Estelle 2001).

El sistema proteasoma/ ruta de la ubiquitina opera en el citoplasma y en el
nucleo celular. El proteasoma es un complejo multimérico y multicatalitico, que en si
mismo representa un compartimiento de degradacion proteolitica, que incluye
actividad de proteasas serinicas, cisteinicas y tipo treonina, especifica de este sistema
(Baurneisteister et al., 1998). La mayoria de las proteinas degradadas por el
proteasoma son previamente ubiquitinadas. Esta ruta incluye la maquinaria de
ubiquitinacion, conformada por los complejos E1 y E2 de activacion y conjugacion
de ubiquitina/s al sustrato, dependiente de ATP, y distintos complejos E3 de union al
proteasoma. Este sistema de degradacion esta involucrado en la regulacion del
senalamiento por distintas hormonas y del fitocromo (Moon et al., 2004). La
regulacion de la actividad del proteasoma depende en gran medida de la glicosilacion
y fosforilacion de las distintas subunidades (Callis y Vierstra, 2000; Vierstra 2003).

A diferencia del sistema proteasoma, la autofagia implica la degradacion no
selectiva y masiva de proteinas y otros componentes citoplasmaticos, cuya hidrélisis
tiene lugar en la vacuola central. En levaduras, las vias autofagicas incluyen 1-la
invaginacion del tonoplasto e internalizacion de componentes citosolicos
(“microautofagia”), 2-la formacion de vesiculas derivadas del sistema de secrecion,
que bordean y encierran porciones de citoplasma (autofagosomas), que son
transportados a la vacuola central donde son degradados (“macroautofagia”), o 3- o
la internalizacion de organelas enteras (v.g., peroxisomas, “pexofagia”, Thompson y
Vierstra 2005). Este sistema permite el reciclado de proteinas y otros componentes

celulares a través de su degradacion por proteasas y otras enzimas hidroliticas
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vacuolares, a la vez que se mantiene la integridad de la vacuola central. Se han
identificado componentes de las vias autofagicas en Arabidopsis (v.g., Doelling et al.
2002), posiblemente involucrados en el reciclaje de N en situaciones de estrés

nutricional.

1.3 Degradacion de proteinas durante la senescencia

Por su ubicacion, las proteasas cloroplasticas han sido las principales
candidatas a participar en la degradacion de las proteinas fotosintéticas (la mayor
cantidad de proteinas de la célula), sin embargo no hay evidencias sobre cambios de
actividad de proteasas cloroplasticas durante la senescencia (Tabla 1.2). Los analisis
de genotipos mutantes knock out para las proteasas cloroplasticas FtsH, CND41, y
Clp revelan funciones vitales para el desarrollo y funcionamiento normal del
cloroplasto, pero no para la removilizacion masiva de proteinas durante la
senescencia (Kato et al., 2004; Zelisko, A 2005; Clarke et al., 2005). La expresion
(ARNm) de la subunidad regulatoria ERD1 de la proteasa CLP aumenta durante la
senescencia foliar (Nakabayashi et al., 1999), sin embargo, los niveles de la proteina
disminuyen (Weaver et al., 1999). Los aumentos de actividad proteolitica asociados a
la senescencia tienen lugar en compartimientos extraplastidiales. En peroxisomas se
detectan incrementos de actividad cisteinica y serinica durante la senescencia
(Distefano et al., 1997). En el espacio extracelular aumenta la actividad subtilisina y
de metalo-proteasas durante la senescencia de trigo y zapallo, respectivamente
(Roberts et al., 2003; Delorme et al., 2000). Por su localizacioén, las proteasas
apoplasticas no estarian directamente implicadas en la degradacion de proteinas
cloroplésticas, pero podrian ser parte del proceso. En avena, la toxina fingica
victorin causa la fragmentacion de la subunidad grande de Rubisco, por actividad de
una proteasa cisteinica (Navarre y Wolpert, 1999). Esta proteasa cisteinica es
activada a través de una cascada de sefiales iniciada por las proteasas serinicas
extracelulares SAS1 y SAS2 (Coffeen y Wolpert, 2004).

Los niveles de ARNm de algunos componentes del proteasoma y de la ruta de
ubiquitinacion se incrementan en hojas senescentes (Buchanan-Wollaston et al.,
2005), aunque de acuerdo a su funcion regulatoria y localizacion citosolica/ nuclear,

la participacion de este sistema en la degradacion masiva de proteinas fotosintéticas
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es poco probable. Si bien la inactivacion de ciertos componentes del proteasoma
produce demoras en la senescencia foliar, este hecho estaria relacionado con defectos
en la regulacion de represores del sindrome (Woo et al., 2001). La autofagia
contribuye al reciclado de gran cantidad de proteinas. Sin embargo, la inactivacion
de componentes esenciales de las vias autofdgicas acelera la senescencia foliar
(Doelling et al., 2002). Este fenotipo sugiere que el bloqueo de la degradacion de
proteinas citosoélicas induce la degradacion de proteinas del cloroplasto, y que la via
autofagica no seria un mecanismo de degradacion de proteinas fotosintéticas. Las
proteasas mas representativas de la senescencia foliar son de localizacion vacuolar, la
mayoria del tipo cisteinicas (Holwerda, et al., 1990; Kinoshita et al., 1999). En la
coleccion de ESTs asociada a la senescencia de Arabidopsis de Guo et al. (2004),
235 ESTs corresponden a proteasas cisteinicas, 5 ESTs a proteasas asparticas y 3
ESTs a proteasas serinicas. La correlacion entre la expresion génica y la actividad
proteolitica de estas proteasas ha sido analizada en muy pocos casos. El aumento en
los niveles de transcrito de las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia VPE,
SAG2 y SAG12 se correlaciona con aumentos en el nivel de proteina y/o actividad
(Kinoshita et al., 1999; Grbic 2003). Por otra parte, la expresion (ARNm) de las
proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia poscosecha de brécoli se registra en
las primeras 24 h luego de la cosecha, mientras que el pico de la actividad
proteolitica ocurre 72 h después, en simultdneo con la disminucién del nivel de
proteinas (Coupé et al., 2003). La actividad de la proteasa cisteinica DC-CP1,
implicada en la senescencia floral de Dianthus caryophyllus L., es regulada por un
inhibidor especifico cuya expresion disminuye durante la senescencia (Sugawara et
al., 2002). La actividad de proteasas cisteinicas implicadas en la senescencia de
noédulos radicales de poroto es dependiente del estado redox celular, y se incrementa
conforme disminuye el pH, a medida que cae el contenido de &cido ascoérbico y otros
antioxidantes (Beyene et al., 2006). Estos ejemplos indican que distintos mecanismos
regulan la actividad de las proteasas involucradas en la senescencia, y que la
actividad proteolitica no se correlaciona necesariamente con los cambios en los
patrones de expresion génica expresados como cambios en los niveles de ARNm.
Representantes de todos los tipos de proteasas/ sistemas de proteolisis se relacionan
de una u otra manera con la senescencia foliar, aunque se desconoce cual es la

relevancia y la funcion particular de cada uno de ellos.
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Tabla 2.1 Proteasas y/o actividades proteoliticas representativas de la Senescencia

Tipo de

Nivel de

Localizacion

Denominacién | Especie analizada ", Observaciones particulares Referencias
Proteasa andlisis subeelular

CGieie | SAGR | Ambdopss | oy Eyeibepiand e
profefna la senescencia

Cisteinica | SAG2/Aleu | Arabidopss, tabaco, ARN,m/ vacuolar Grbic, 2003
protema
R Maduracion dependiente del pH

(Cistetnica RD21 Arabidopsis , vacwolar | Expresion asociada al défictt | Yanada etal,, 2000
protema hidico

Cistefnica VPE Arabidopsis ARN’m/ vacuolar Kinoshita et al., 1999
proteina

gggg - BaCP1,24y BoCP son
Cistetnicas BuCh; B(;CP Brassica oleracea il ! homélogas aRD21 yRD19de | Coupé et al,, 2003
4’ Arabidopsis, respectivamente

R Regulacion de la actividad

Cistefnicas DC-CP | Dianthus caryophyllus ) ! por la presencia de un Sugawara et al, 2002
i it

Nt - CsL.MMP Cucumis sativus apoplasto Yemauchi et al, 2002

proteasa

Subtilisina Trigo actividad apoplasto Robers et al,, 2003

Cisteinicas | EP2, EP6

. EP1, EPY, Ant X

Senicas B4 Poroto actividad | peroxisomas gﬁgﬁtﬁ;jwmﬁd Distefanoetl, 1997

Metalo - 07

proteasa
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En sintesis, pese a la relevancia bioldgica y agrondmica de la senescencia
foliar, se ignora su mecanismo de ejecucion y cuales son las proteasas implicadas en
este proceso. El conocimiento actual sobre el tema presenta distintas limitaciones. En
primer lugar, a través de estudios moleculares se han identificado gran cantidad de
proteasas candidatas a participar en la senescencia, pero existen evidencias sobre
distintos tipos de regulacion de la actividad proteolitica involucrada en el sindrome,
por lo que otras proteasas atin desconocidas podrian participar, incluso ser claves en
este proceso. En segundo lugar, la degradacion masiva de proteinas cloroplésticas es
acompanada por el aumento de expresion y/o actividad de proteasas que se localizan
extraplastidialmente. Este hecho representa una paradoja, y su comprension requiere
una mayor investigacion, que permita vislumbrar posibles cambios estructurales y/o
de compartimentalizacién subcelular, o bien la ocurrencia de vias de transporte y
degradacion de proteinas todavia desconocidas. En este sentido, practicamente se
desconocen los sustratos y las funciones especificas de las proteasas que de una u
otra manera (nivel de expresion y/o actividad), se encuentran asociadas a la

senescencia.

La hipdtesis principal que dio lugar a esta Tesis es que la degradacion
masiva de proteinas foliares durante la senescencia es llevada a cabo, al menos
parcialmente, por proteasas extraplastidiales, y que este proceso involucra otro/s
compartimiento/s celular/es ademas del cloroplasto. Considerando la falta de
conocimiento sobre los aspectos bioquimicos y de regulacion de la actividad
proteolitica responsable del sindrome, este trabajo se basé en el estudio de proteasas
cuya actividad se encuentra asociada a la senescencia (es decir, cuya actividad
aparece de novo o aumenta durante este sindrome). Para esto se plantearon los

siguientes objetivos:

1. Establecer los cambios en los niveles estables de proteasas y
correlacionarlos con la actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar. Esta
aproximacion se basé en la marcacion quimica de proteasas y el andlisis in vitro de la
actividad proteolitica, incluyendo la caracterizacion de las proteasas y su localizacion

a través de fraccionamientos subcelulares (Capitulo 2).
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2. Determinar in vivo, a través de microscopia laser confocal, la
localizacion subcelular de la actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar, y
determinar la posible relocalizacion de proteinas cloroplésticas hacia
compartimientos liticos durante la senescencia. Para esto se utilizaron distintos
marcadores de compartimientos liticos y sustratos fluorescentes de proteasas.
También se examinaron lineas mutantes con expresion de la proteina fluorescente
verde (GFP) direccionada a cloroplasto, o con una proteasa especifica de la

senescencia fusionada a GFP (Capitulo 3).

3. Identificar proteasas cuya actividad se encuentre asociada a la
senescencia, y determinar su funcion en este sindrome. Para este objetivo, el analisis
de actividad proteolitica in vitro representd el punto de partida de un estudio de
genética reversa utilizando lineas knock out para las actividades proteoliticas

asociadas a la senescencia (Capitulo 4).
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CAPITULO 2
Anélisis de la actividad de proteasas asociada a la
senescencia foliar de trigo. Tipos mecanisticos Yy

deteccion subcelular in vitro.
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RESUMEN

Se realiz6 un analisis cuali- y cuantitativo de la actividad de proteasas
asociada a la senescencia foliar de trigo, y se examind su localizacion subcelular. Este
trabajo se concentrd principalmente en las proteasas del tipo cisteinicas, dada la
representatividad de este tipo mecanistico en distintos estudios sobre senescencia
foliar en diversas especies. Por medio de marcaciéon quimica con el inhibidor
biotinilado especifico de proteasas cisteinicas, DCG-04, se detectdé un grupo de al
menos cinco proteasas que estd presente en hojas no senescentes y cuyo nivel
aumenta marcadamente durante la senescencia foliar inducida por oscuridad. En
experimentos de actividad in vitro en gel (zimograma), se observo que estas proteasas
son activas solo en condiciones restringidas de pH 4cido (menor que 4,5), y
unicamente en las muestras correspondientes a hojas senescentes, 1o que sugiere un
estricto control de la actividad de estas proteasas. De acuerdo al pH optimo de
protedlisis detectado, se explord la ubicacion subcelular de estas enzimas en
compartimientos 4cidos. La marcacion con DCG-04 de fracciones subcelulares
enriquecidas en vacuolas de hojas senescentes indica que las proteasas detectadas se
localizarian en la vacuola central. En los extractos totales de hojas también se detectd
el aumento de actividad asociado a la senescencia de dos proteasas no cisteinicas, con
un 6ptimo de actividad a pH 5,0 , y cuya localizacion subcelular no fue determinada.
Experimentos de actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar “natural” y
provocada por déficit hidrico demostraron que el patron de proteasas detectado es
caracteristico de la senescencia foliar, en forma independiente del factor
desencadenante del proceso. Estas proteasas podrian estar implicadas en un proceso
de degradacion masiva de proteinas cuya ejecucion seria puesta en marcha por los

distintos factores que desencadenan o aceleran la senescencia foliar.
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2.1 INTRODUCION

El proceso de degradacion de proteinas que ocurre durante la senescencia
foliar ha sido estudiado a distintos niveles, entre ellos el mas explorado quizas sea el
nivel de expresion génica. De los 6500 ESTs asociados a la senescencia (alrededor de
2500 genes), el 7% corresponde a enzimas hidroliticas, entre ellas proteasas y genes
involucrados en la degradacion de proteinas via ubiquitinacion (Gepstein, 2004). Se
han identificado varios SAGs que codifican proteasas, en su mayoria de tipo
cisteinicas (Hensel et al., 1993; Lohman et al., 1994; Buchanan-Wollaston, 1997). Sin
embargo, en general se desconoce como es la regulacion post transcripcional de estos
genes, y en definitiva, la regulacion de la actividad de las proteasas codificadas por
los SAGs. La senescencia tiene lugar bajo control de la expresion génica, pero su
ejecucion dependeria en gran medida de procesos controlados post
transcripcionalmente. La maduracion y activacion de muchas proteasas, entre ellas la
mayoria de las proteasas cisteinicas, ocurre de manera post traduccional, y depende
de diversos factores, como el pH del ambiente subcelular en que se encuentran
(Wiederanders et al., 2003). La actividad proteolitica también es regulada por
compartimentalizacion, y por la presencia de inhibidores enddgenos. La muerte
celular programada promovida por estrés oxidativo en soja es regulada por la
actividad de cistatinas, inhibidores enddgenos especificos de proteasas cisteinicas
(Solomon et al., 1999). La expresion de este tipo de inhibidores disminuye en paralelo
con un aumento de la actividad proteolitica durante la germinacion de trigo (Kuroda
et al., 2001). Pocos trabajos sobre actividad proteolitica asociada a la senescencia
presentan datos que abarquen la regulacion de proteasas a nivel de transcrito,
proteina, y de actividad. RD21 es una proteasa cisteinica cuya expresion aumenta
frente al estrés hidrico (Koizumi et al., 1993) y durante la senescencia (Yamada et al.,
2001). Sin embargo, una vez sintetizada, RD21 permanece en forma inactiva en el
citosol, y su activacion es dependiente del pH y tiene lugar en la vacuola central
(Yamada et al., 2001). La regulacion de la actividad de RD21 concuerda con los
aumentos de expresion durante la senescencia de proteasas de procesamiento
involucradas en la maduracioén de proteasas vacuolares (Kinoshita et al., 1999), que

podrian participar en la activacion de RD21 y de proteasas localizadas previamente en
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la vacuola. Se ha detectado actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar en la
vacuola central (Miller y Huffaker, 1985, Feller y Fisher, 1994) y en otros
compartimientos subcelulares, como peroxisomas (Palma et al., 2002), o el apoplasto
(Roberts et al., 2003). Llamativamente, son pocos los registros de actividad
proteolitica asociada a la senescencia en los cloroplastos, donde reside la mayor parte
de las proteinas foliares.

La senescencia puede ser desencadenada por distintos factores ambientales
(Park et al., 1998; Benbella et al., 1998; Weaver y Amasino 2001), y los patrones de
expresion génica asociados a cada caso se solapan parcialmente (Weaver et al., 1998;
Buchanan-Wollaston et al. 2005). Se desconoce en que grado las proteasas
involucradas en la ejecucion del sindrome son especificas de determinados tipos de
senescencia. Algunas proteasas cisteinicas se asocian a la senescencia natural y
provocada por sequia (Koizumi, et al., 1993; Yamada et al., 2001), mientras que otras
solo son detectadas durante la senescencia cuando esta es desencadenada por deficit
hidrico (Khanna—Chopra et al., 1999). Deficiencias en la disponibilidad de N
promueven la senescencia foliar de trébol, que se caracteriza por la induccién de
proteasas cisteinicas cuya actividad no es detectada durante su senescencia “natural”,
u ontogénica (Smith et al., 2005).

El panorama descrito pretende reflejar la complejidad de la regulacion de la
actividad proteolitica y la brecha en el conocimiento actual sobre la expresion génica
y la forma en que tiene lugar la degradacién de proteinas durante la senescencia
foliar. El trabajo realizado en este capitulo fue orientado a detectar y caracterizar in
vitro el tipo de proteasas y actividad proteolitica asociadas a la senescencia foliar en
trigo, como etapa natural del desarrollo, o desencadenada por distintos factores (v.g.,
oscuridad y deficiencias hidricas), incluyendo en este analisis la determinacion de
grupos mecanisticos y la localizacién subcelular de las proteasas y sus pH 6ptimos de
actividad. De acuerdo a la informacioén existente sobre la participacion de las
proteasas cisteinicas en el proceso de senescencia (Gepstein el al., 2003; Guo et al.,

2004) este trabajo esta enfocado especialmente al andlisis de este grupo de proteasas.
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2.2 - MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Condiciones de cultivo y de induccidn de la senescencia.

La mayor parte de los experimentos correspondientes a este capitulo se
realizaron con plantas de trigo (cv Buck Poncho) cultivadas en maceta, en camara de
crecimiento a una PPFD de 500 pumoles de fotones m? s y un fotoperiodo de 12 h., a
24°C. Las plantas se mantuvieron en perlita y se regaron periddicamente con solucion
nutritiva Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950). La senescencia se indujo en plantas de
tres semanas colocando las macetas en oscuridad continua. Se consider6 a la pérdida
de clorofila foliar como parametro de senescencia. A partir del primer dia de
oscuridad se efectuaron mediciones diarias de clorofila foliar en la segunda y tercer
hoja basal, ambas completamente expandidas, en muestras conformadas por cinco

plantas.

2.2.2. Medicion de clorofila foliar y toma de muestras

Las mediciones de clorofila foliar se efectuaron con el medidor no destructivo
SPAD 502 (Minolta Co., Ltd), o por espectrofotometria (Inskeep y Bloom, 1985). Las
mediciones se realizaron en la zona central de la lamina foliar. En las mediciones

efectuadas con el SPAD se tomo el promedio de tres valores por hoja.

En las muestras seleccionadas para cada experimento, ademds del valor de
clorofila se registro el peso fresco y se determiné el area foliar con un integrador LI-
COR 3000, USA. Las muestras fueron utilizadas en el momento, o congeladas en

nitrogeno liquido y guardadas a — 80° C, segln el experimento realizado.

2.2.3. Deteccion de proteasas de tipo cisteinicas asociadas a la senescencia foliar.

La deteccidon de proteasas cisteinicas se realizd por marcado con DCG-04, un
derivado biotinilado del inhibidor especifico de proteasas cisteinicas E64 (trans-epoxi

succinilamido (4-guanidino) butano), que se une de forma covalente al sitio activo de
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este tipo de proteasas (Greenbaum et al., 2000, Fig 2.1). Las proteasas biotiniladas
fueron detectadas por western blot utilizando el conjugado estreptavidina- peroxidasa.
En la Fig. 2.2 se muestra un esquema de este procedimiento que se sintetiza en los

siguientes pasos:

MMatcado de proteasas con DCG-04

|

SDE-PAGE v electro-tranaferenicia a membrana
de la muestra “biotitdlada™(tarcada con DCOGOL)

|

Incubacidn con el conjugado estreptavidina-peroxidasa,

l

Deteccion de proteasas biotindladas por gquimioluminiscencia

Muestras analizadas

En este experimento se utilizaron hojas senescentes y no senescentes de las
plantas descriptas en el punto 2.2.1 Las proteinas foliares solubles se extrajeron con
mortero y pilon, en agua destilada fria, macerando 300 mg de tejido con 1 ml de agua.
El extracto se centrifug6 a 12000 g durante 15 minutos a 4°C, y la fraccion soluble se
utiliz6 para la marcacion. Para el andlisis de proteinas vacuolares, las fracciones
enriquecidas en vacuolas (cuya preparacion describo en el punto 2.2.5) se
concentraron cinco veces utilizando tubos concentradores Nanosep (Pall Corporation.

USA) de 0,5 ml y 10 kDa de corte.
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Figura 2.1. Estructura molecular del inhibidor de proteasas cisteinicas E64 y su

derivado biotililado, DCG-04 (tomado de Greenbaum et. al., 2000).

E64 DCG-04

biotina

-
HﬂI.-E;rzlqﬂ.r-(..i: __.--.=.1“ m]?l!':r‘i%:ﬁn (l"l"
\

Fig. 2.2 Diagrama esquematico de la marcacion de proteasas cisteinicas con DCG-04

(modificado de van der Hoon et al., 2004.)

A) B) C)

proteasa L

estreptavidina-
l sustrato peroxidasa
» DCG-04
- ~
/ /
( b ‘\.E :
10tina
|
Esquema de El DCG-04 se une en La biotina se detecta con
la proteasa forma covalente al estreptavidina-peroxidasa.
y su sitio activo sitio activo de la
proteasa.
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A- Marcacioén con DCG-04.

Los extractos de proteinas solubles de hojas o de vacuolas se incubaron con 5 pmolar
de DCG-04 (cedido por el Dr. M. Bogyo, Universidad de Standford, USA) en buffer
de incubacion (acetato de sodio 25 mM, cisteina 10 mM, pH 5), con agitacion
constante durante cinco horas a temperatura ambiente. El pH de incubacion es el
optimo para la actividad proteolitica en hojas de trigo (Zagdanska y Wisnieeski,
1996; Zhang et al., 2005), y para la marcacién con DCG-04 (Greenbaum et al., 2000;
van der Hoon et al., 2004). Se diluyé un volumen de muestra en tres volumenes de
buffer de incubacion. Los volimenes de trabajo fueron de alrededor de 0,5 ml. Para
confirmar la especificidad de la marcacion con DCG-04, una fraccion de cada
muestra se destind a un experimento de competencia con el inhibidor E64". En este
experimento la muestra control se incubd con 100 pmolar del inhibidor E64 en buffer
de incubacion con agitacion durante una hora. Luego de la preincubacion con E64 se
incorpor6 DCGO04 a una concentracion final 5 pmolar. Las muestras marcadas se
precipitaron en acetona enfriada a — 20° C y se resuspendieron en buffer de siembra

(Tris 25 mM pH 6,8 SDS 2%, glicerina 5%), e hirvieron durante un minuto.

B- Western blot

Las muestras se separaron en geles SDS PAGE (Laemmli, 1970) de 12% de
acrilamida, a 13 mA, 2,30 h y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa
(Protran® Scheleicher & Scheuell), a 100 mA durante 2 h. Las membranas se
bloquearon toda una noche en buffer fosfato salino (PBS T, fosfato de sodio 100 mM

pH 7,4, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%) con 10% de leche descremada marca SER.

C- Incubacion con estreptavidina-peroxidasa y deteccion de las proteinas marcadas.

Las membranas se lavaron 5 veces, 5 minutos cada vez, en buffer PBS T, y se
incubaron con estreptavidina-peroxidasa (1: 2000, SIGMA Ultrasensitive) durante 3
h. Luego de varios lavados con buffer PBS T, las membranas se revelaron por
quimioluminiscencia con un kit comercial (Pelkin Elmer)y peliculas Kodak (Kodak
Scientific Imaging Film)

*excepto donde se especifique lo contrario, todos los reactivos utilizados

en esta tesis fueron provistos por Sigma-Aldrich S.A.
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2.2.4. Andlisis de actividad proteolitica in vitro, en geles SDS-PAGE de actividad

(zimograma)

Los zimogramas o geles de actividad son geles SDS-PAGE que contienen
gelatina co-polimerizada con la matriz de poliacrilamida. La gelatina es un sustrato
general para proteasas de distintos tipos mecanisticos (Bethke et al., 1996). Luego de
la electroforesis y de un periodo de incubacién en las condiciones optimas de pH y
temperatura (determinado de forma empirica) para la actividad de las proteasas, el
zimograma es tefiido con Coomassie Blue, y las proteasas que han degradado la
gelatina se evidencian como bandas claras en el fondo azul de Coomassie. Este
sistema permite detectar la actividad in vitro de proteasas y caracterizar la actividad

(tipo de proteasa, pH 6ptimos de actividad, necesidad de cofactores, etc.).

Extraccion de proteinas

Las proteinas solubles de extractos totales de hojas se extrajeron con mortero
y pilén en buffer Tris 25 mM pH 7,5 cisteina 2 mM, PVPP 10%. Los extractos se
centrifugaron a 10 000 g, durante 15 min. y la fraccion soluble se analizé o guardo a —

80 C hasta su analisis.

Desarrollo del zimograma

Los zimogramas se realizaron esencialmente como en Wagstaff et al. (2002).
Extractos correspondientes a una misma superficie foliar se diluyeron 1:2 v/v en
buffer de actividad (Tris 25 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerina 5%) y se corrieron en
geles de 12% de acrilamida y 0,04% de gelatina a 4 °C, 13 mA durante 2,5 h. Luego
de la electroforesis para remover el SDS los geles se lavaron en buffer de lavado
(acetato de sodio 75 mM, 2% de Triton X-100, DTT 8 mM, pH 4,5) durante 1 hora
con agitacion. El buffer de lavado se reemplazd por un buffer de igual composicion
pero sin Tritdn, y el zimograma se incubd a 37 C durante 16 h., y se revel6 con 0,3 %

Coomasie Blue (Coomasie Blue 0,3%, metanol 30%, acido acético 10%).

2.2.4.1. Efecto del pH sobre la actividad proteolitica in vitro.
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Para analizar el efecto del pH sobre la actividad de las proteasas se revelaron
zimogramas corridos como en 2.2.4, lavados e incubados en los siguientes buffers

(Tabla 2.1):

Tabla 2.1. Composicion de buffers para Buffer pH

analizar el efecto del pH sobre la
AcNa 75 mM, DTT 8 mM 4,5-5,0-5,5
gcgi\;iczla(li) proteolitica. lz.iarla el lavado se
.2.4.2. Determinacion del tipo mecanistico .
incorpord Triton (2% V/\g en cada Tris50 mM, DTT8mM 7,5
de proteasas activas.
butfer.

El tipo mecanistico de las proteasas detectadas se determino a través del uso
de inhibidores especificos (Tabla 2.2). Alicuotas de cada muestra se incubaron con
cada uno de los inhibidores a 4 °C durante los 30 min. previos a la electroforesis. Se
incluyeron muestras controles incubadas con los solventes correspondientes. Se
realiz6 un zimograma para cada inhibidor, y en cada caso los inhibidores también se

incorporaron a los buffers de lavado e incubacion en las concentraciones descriptas.

Tabla 2.2 Caracteristicas y concentraciones de los inhibidores de proteasas utilizados

Inhibidor Proteasas sensibles Concentracion Solvente
final
. agua
E64 Cisteinicas 20 uM destilada
PMSF
(Fenil metil- Serinicas I mM metanol
sulfonil fluoruro )
DMSO
Pepstatina Asparticas 40 pM (dimetilsulfo
xido)
) . . agua
Leupeptina Cisteinicas y Serinicas | 40 uM destilada

2.2.5. Aislamiento de vacuolas de hojas senescentes
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Se prepararon vacuolas a partir de protoplastos de hojas de trigo senescentes
(punto 2.2.1), utilizando el método descripto en Bednarek y Raikhel (1991), con

modificaciones.

Obtenciodn de protoplastos

Las hojas se cortaron en trozos de 1 mm® aproximadamente, y se infiltraron
con buffer de suspension (MES 25 mM, betaina 0,5 M pH 5,5) en vacio durante 3
min. Una vez infiltrados, los trozos de tejido se sometieron a digestion en buffer de
lisis (MES 25 mM, betaina 0,5 M, celulasa 1%, pectoliasa 0,3%, pH 5,5) en oscuridad
durante 2 h. El tratamiento de lisis se interrumpié reemplazando el buffer de lisis por
buffer de suspension con 0,01% de Rojo Neutro (un compuesto vital, marcador de
compartimientos acidos) y los protoplastos se liberaron por agitacion a 75 rpm

durante 30 min., y luego se sedimentaron a 50 g utilizando una centrifuga de mano.

Purificacidon de vacuolas

Las vacuolas se purificaron por flotacién en un gradiente discontinuo de
Ficoll. Para esto, los protoplastos se resuspendieron en 2ml de buffer (Hepes 25 mM
pH 7, betaina 0,5 M, 10% de Ficoll) pipeteando suavemente para promover la
evacuolacion de los protoplastos (rotura de los protoplastos y liberacion de vacuolas),
y se transfirieron a un tubo de centrifuga. El gradiente se generd sobre la fraccion de
10% de Ficoll, agregando cuatro fracciones, de 0,7 ml cada una, de 8, 6, 2, y 0% de
Ficoll. El gradiente se centrifugd a 10000 g durante 20 min a 4°C, en un rotor
basculante (Ultracentrifuga Beckman Coulter, Optima Max, Rotor Swinging bucket,
MLS 50). La fraccion con vacuolas se detectd visualmente por la ubicacion del Rojo
Neutro, en dos bandas definidas, entre 6 y 8 % de Ficoll. La presencia de vacuolas se
constatd por observacion al microscopio Optico (Lancet Instruments, Modelo

L2001A-B).

2.2.6. Inmunodeteccion de proteinas marcadoras de vacuolas en Western Blot
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Se utilizaron dos anticuerpos contra proteinas vacuolares, una ATPasa
vacuolar marcadora de tonoplasto (V ATPasa) cedida por el Dr. M. Maeshima (Univ.
de Nagoya, Japon), en una dilucion 1:1000, y la proteasa del lumen vacuolar SAG 2,

(Grbic, 2003), en una dilucion 1:500.

2.2.7. Cuantificacion y calculo del tamafio molecular de proteinas.

La concentracion de proteinas en solucion se midid por el método de Bradford
(Bradford, 1976). En el caso de muestras preparadas con SDS, o con gran cantidad de
Rojo Neutro, y debido a las interferencias de estas sustancias con la determinacioén
por el método de Bradford, la cantidad de proteina se cuantificé por densitometria de
la sefial de Coomassie en geles SDS-PAGE con el programa Sigma Gel (v 10 Jandel
Scientific). Este programa también se utiliz6 para calcular el tamafio molecular de las
proteinas separadas en geles SDS-PAGE o de la sefial en ensayos de
inmunodeteccion. En geles y zimogramas SDS-PAGE se utilizaron marcadores de
peso molecular SDS 7 (conjunto de marcadores de 66, 45, 36,29, 24, 20 y 14 kDa), y

Fosforilasa B como marcador de 94 kDa.

2.2.8. Induccidn de la senescencia foliar mediada por distintos factores.

A continuacion describo brevemente los tratamientos empleados para analizar
la actividad de proteasas asociada a la senescencia foliar desencadenada o acelerada

por distintos factores.

2.2.8.1. Induccion de la senescencia por déficit hidrico

Se sometid a déficit hidrico a plantas de trigo (cv Granero INTA) creciendo en
macetas de 1 litro rellenas con tierra, en cdmara de crecimiento bajo las mismas
condiciones que en el punto 2.2.1. Las plantas, dos por maceta, fueron mantenidas a
capacidad de campo por dos semanas. El tratamiento de estrés hidrico se impuso por
suspension del riego hasta que el potencial agua del suelo lleg6 a -0.6 MPa. (los
valores de potencial agua fueron calculados a partir de una curva de potencial agua

del suelo a distintos porcentajes de humedad edafica, datos no mostrados). El valor de
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potencial agua se mantuvo por riego controlado y pesada de las macetas en forma
periodica. La intensidad del estrés hidrico se estimo a partir del contenido relativo de
agua (CRA) de la primera hoja basal de plantas controles y estresadas, que se registrd
cada tres dias desde el inicio hasta el final del experimento. El contenido relativo de

agua (CRA) se calculd como en Tambussi et al. (2000):

Contenido relativo de agua (CRA) % = (pf- ps)/ (ph- ps) 100

pf=peso fresco de la hoja
ps= peso seco de la hoja
ph= peso de la hoja a hidratacién maxima.

2.2.8.2. Induccion de la senescencia en hojas cortadas y colocadas en oscuridad

Se indujo la senescencia por incubacion en oscuridad de hojas cortadas de la
planta después de haber alcanzado su maxima expansion. En este tratamiento se
utilizaron plantas de trigo (cv Buck Poncho) provenientes de un cultivo sembrado en
el campo, en la Estacion Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales (UNLP) (34° 54’ S). Las hojas se cortaron y se colocaron en oscuridad, en
bolsas plasticas con papel de filtro humedecido. Una parte del material se destin6 para

el registro diario de los valores de clorofila.

2.2.8.3. Senescencia monocarpica

El analisis de proteasas asociadas a la senescencia monocarpica se realizd sobre la
hoja bandera de plantas de trigo creciendo en el campo, como en 2.2.8.2. Se
realizaron muestreos registrando el contenido de clorofila de la hoja bandera, desde la
fecha de antesis y a lo largo del tiempo hasta el momento de “amarillamiento” total

de las hojas bandera de la mayor parte del cultivo.

2.3 RESULTADOS

51



2.3.1 Deteccidn de proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia foliar de trigo.

Aunque en hojas senescentes hay ejemplos de aumentos en la expresion y/o
actividad de proteasas representativas de todos los distintos grupos mecanisticos
(Roberts et al., 2003; Yamauchi, et al., 2002), las proteasas cisteinicas representan el
grupo mas frecuentemente asociado a la senescencia en la mayoria de las especies
estudiadas (Morris et al., 1996; van de Hoorn, 2004). Por lo tanto, y utilizando el
marcador especifico de proteasas cisteinicas DCG-04, se explord la presencia de
proteasas de este grupo mecanistico en hojas de trigo en distintos estadios de
senescencia.

Se analizaron hojas (la segunda y tercera hoja basal) antes y después de
inducir la senescencia foliar, colocando la planta en oscuridad. Como hojas
senescentes se seleccionaron aquéllas con un contenido de clorofila 40% menor
respecto del valor inicial (medido antes de colocar las plantas en oscuridad). Esta
caida se registrd en plantas después de cuatro dias de tratamiento en oscuridad. Como
controles no senescentes se utilizaron la segunda o tercera hoja basal de plantas
mantenidas en el fotoperiodo normal de 12 h.

La marcacion de extractos totales de hojas senescentes y no senescentes con
DCG-04 se muestra en la Fig. 2.3. En hojas no senescentes (NS) se observa un perfil
de proteasas cisteinicas conformado por dos bandas, de 36 y 39 kDa, y una sefial de
alrededor de 42-44 kDa, que corresponde a dos proteinas de tamafio similar, no

resueltas claramente en esta figura. El mismo perfil se observa en hoias senescentes

(S), aunque con una senal significativamente ma NS 3
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2.3.2 Las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia foliar son activas en un

rango restringido de pH acido.

Para determinar el efecto del pH sobre la actividad de las proteasas tipo
cisteinicas asociadas a la senescencia de trigo, se analiz6 la actividad proteolitica in
vitro en geles de actividad (zimogramas) incubados a distintos valores de pH

Se realizaron zimogramas para un rango de pH 4,0 a 7,0. En zimogramas a pH
acido se detectd un grupo de proteasas activas solo en hojas senescentes (Fig. 2.4.) El
patron de actividad, de al menos cinco bandas de tamafios moleculares similares se
asemeja al detectado con el marcador DCG-04 (Fig. 2.3). En este punto debe
considerarse que debido a las condiciones “semi-nativas” en que se realizan los

zimogramas (la muestra no es desnaturalizada por el agregado de agentes reductores o
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altas temperaturas), los pesos moleculares de las proteasas activas in vitro no pueden
ser comparables en forma exacta con los pesos moleculares de las proteasas
detectadas con DCG-04, que son desnaturalizadas de forma irreversible luego de la
marcacion (Materiales y Métodos, punto 2.2.3). Respecto al andlisis de actividad en
gel, también debe tenerse en cuenta que variaciones en el tiempo y pH de incubacion
de un zimograma suelen traducirse en ligeras diferencias en el perfil de actividad de
una misma muestra (este efecto se observa mas adelante, si se compara el perfil de
actividad de distintos zimogramas realizados con la misma muestra, en la Figs. 2.4 y
2.5). El conjunto de protesas activas asociado a la senescencia tiene un 6ptimo de
actividad a pH 4,0, y la actividad decrece rapidamente con el aumento de pH hasta
resultar imperceptible a pH 5,0 (Fig.2.5). En la Fig. 2.4 también se detectan dos
bandas de actividad, de mayor tamafio molecular. La actividad de estas bandas es
visible en hojas no senescentes y se incrementa durante la senescencia. Estas
proteasas son activas en un rango mas amplio de pH, con un 6ptimo de actividad a pH
5,0 (Fig. 2.5). Mas alld de los distintos efectos del pH sobre las actividades
proteoliticas detectadas in vitro las proteasas asociadas a la senescencia son activas a

pH acido, similar al del lumen vacuolar y el expacio extracelular.

Fig 2.4. Actividad en gel (zimograma) de proteasas asociadas a la senescencia

foliar.

NS S

En este zimograma incubado a pH 4,0
se observa, marcada con flechas, la
actividad de proteasas cuyos pesos
moleculares son 49, 46, 42, 39 y 36
kDa. Este grupo de bandas es activo
solo en hojas senescentes (S). Con
cabezas de flecha se indican dos
actividades, de 61 y 65 kDa., que
aparecen en hojas no senescentes

(NS) y aumentan durante Ia

senescencia foliar.
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Fig. 2.5 Efecto del pH sobre la actividad in vitro de proteasas asociadas a la

senescencia foliar

La actividad de las proteasas exclusivas oH 40 50 7.0
de hojas senescentes puede detectarse
solo a pH &4cido menor de pH 5,0
(indicadas con una llave). Los pesos
moleculares calculados en este gel son 49
46 42 39 36 y 30 kDa.

Las dos proteasas cuya actividad aumenta 43- g
durante la senescencia (sefialadas con un 2=
paréntesis en esta figura, y cabezas de

flechas en la Fig.2.4) son activas en un

amplio rango de pH, con un Optimo de

actividad a pH 5,0.

2.3.3 Determinacion del tipo mecanistico de las proteasas asociadas a la senescencia

detectadas en zimogramas.

Se establecio el tipo mecanistico de las proteasas detectadas en zimogramas a
través del efecto de inhibidores especificos sobre la actividad a los pH o6ptimos
determinados previamente. El conjunto de proteasas activo a pH 4 en hojas
senescentes es inhibido completamente con E64 indicando que estas proteasas son
cisteinicas (Fig. 2.6a). Este resultado sugiere fuertemente que el perfil de proteasas
cisteinicas detectado con DCG-04 y en zimogramas a pH 4 corresponderia a las
mismas proteasas.

Las proteasas de 61 y 65 kDa. resultan inhibidas con el inhibidor de proteasas
asparticas, pepstatina, y también son parcialmente inhibidas con PMSF, inhibidor de

proteasas serinicas (Fig. 2.6b). Los controles correspondientes (Tabla 2.2, Fig. 2.6 b)
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muestran que la inhibicion de la actividad proteolitica se debe al efecto especifico de
los inhibidores, y no al efecto de los solventes (DMSO y metanol). La actividad de
estas proteasas tampoco es inhibida por leupeptina, un inhibidor de algunas proteasas
serinicas (resultado no mostrado). Esto sugiere que correponderian al grupo de las
proteasas asparticas, aunque cabe la posibilidad de que fueran proteasas serinicas
insensibles a los inhibidores convencionales, como es el caso de las proteasas

serinicas con actividad de caspasas (Coffen y Wolpert, 2004).

Fig. 2.6. Efecto de inhibidores especificos de proteasas sobre la actividad proteolitica

en zimogramas a pH 4 (A) y pH 5 (B)

A) La inhibicion total de actividad a pH 4 por E64 indica que las proteasas cuya

actividad aparece especificamente en hojas senescentes son de tipo cisteinicas.

Q@,ﬁﬂ}x @:ﬁ?"
)

B) Tanto el inhibidor especifico de proteasas serinicas (PMSF) como el inhibidor

de asparticas (pepstatina) afectan la actividad de las proteasas activas a pH 5.

. &
Sod &
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2.3.4. Las proteasas cisteinicas se localizan en la vacuola.

2.3.4.1 Preparacion de fracciones subcelulares enriquecidas en vacuolas de hojas

senescentes

Dado que la actividad de las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia
tiene un Optimo in vitro a pH acido, el estudio de localizacion subcelular de estas
proteinas comenzd examinando la vacuola central, el mayor compartimiento acido de
la célula. La purificacion de vacuolas a partir de protoplastos de hojas senescentes se
realiz6 en cuatro preparaciones independientes, con bajo rendimiento en todos los
casos (Fig. 2.7).

Las fracciones enriquecidas en vacuolas se concentraron con tubos Nanosep
10 kDa. Durante la concentracion de las fracciones vacuolares también se concentrd
gran cantidad de Ficoll y Rojo Neutro, que generaron interferencias en la
cuantificacion de proteinas por el método de Bradford. Debido a esto se realiz6 una
cuantificacion relativa del contenido de proteinas de las fracciones vacuolares y los
extractos totales en geles SDS PAGE tefiidos con Coomassie Blue (no mostrado). La
identidad de las fracciones vacuolares obtenidas se constatd por inmunodeteccion de
proteinas marcadoras de vacuolas: una proteina marcadora de tonoplasto (V-ATPasa)
y una proteasa residente de la vacuola (SAG2/Aleu) (Fig 2.8). Los resultados
muestran claramente que la fraccion vacuolar estd fuertemente enriquecida en estos

marcadores.
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Fig. 2.7. Protoplastos (A), y fraccion vacuolar (B) de hojas senescentes de trigo.
La adicion de Rojo Neutro durante la liberacion de protoplastos permite visualizar
las vacuolas que incorporaron este colorante, marcador de compartimientos acidos

(los protoplastos mostrados fueron separados antes del agregado de Rojo Neutro).

A) protoplastos B) vacuolas

Fig. 2.8 Inmunodeteccion de SAG2 (A) y V-ATPasa (B). Se compararon iguales
cantidades de proteina de cada fraccion, medidas por densitometria de geles teniidos
con Coomassie Blue. Vac=Fraccion vacuolar, Ext= extracto total de hojas.

A) SAG2 B) V-ATP asa
Vac Ext Wac Bt
PM
66- ¥
45- :

36-
23-

45-

24-
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2.3.4.2 Deteccion de proteasas cisteinicas en vacuolas a través de la marcacion con

DCG-04

Las fracciones enriquecidas en vacuolas y los extractos totales de hojas
senescentes se marcaron con DCG-04 (Fig. 2.9). La comparacion de la sefial de
proteasas cisteinicas de las fracciones vacuolares y los extractos totales indica que
este grupo de proteasas se encuentra fuertemente enriquecido en las vacuolas de hojas
senescentes, indicando que se trata proteasas vacuolares. En la misma figura se
observan claramente las proteasas de 46, 39, y 36 KDa detectadas originalmente en

hojas senescentes (Fig.2.3), y otra proteasa de alrededor de 49 kDa.

Fig. 2.9. Las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia se concentran en
vacuolas. Se compard la marca de DCG-04 en iguales cantidades de proteina
(medidas por densitometria), de fracciones vacuolares (Vac) y de extractos totales

de hojas (Ext).

La tercera calle (+) corresponde a Vae {Eit_‘
un tratamiento de competicion con k64 - - +
E64, como control de la PM
especificidad de la marcacion. Las <
flechas indican sefial de proteasas bh- = - ! -3
marcadas, de 49, 46, 39 y 36 kDa. . - -
Las cabezas de flechas indican —»
marcacion no especifica (ver punto 45. —* oy
2.2.3 de Materiales y Métodos) —»

36 —» L)

29-
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2.3.5 Las mismas proteasas cisteinicas estan asociadas a distintas situaciones que

inducen o aceleran la senescencia foliar.

Con el objetivo de discernir si las proteasas cisteinicas detectadas son parte de
una respuesta especifica a la induccion de la senescencia mediada por oscuridad, o
bien estan involucradas en el proceso de senescencia foliar independientemente del
factor inductor de este proceso, se analiz6 la actividad de las proteasas durante la
senescencia foliar promovida por déficit hidrico, o asociada a la senescencia

monocarpica.

2.3.5.1. Caracterizacion de la senescencia foliar inducida por distintos factores.

Variacion del nivel de clorofila y de proteinas foliares a lo largo del tiempo.

El contenido de clorofila disminuy6 de manera abrupta en hojas cortadas e
incubadas en oscuridad y de forma gradual durante el transcurso de la senescencia
monocarpica, en ambos casos hasta alcanzar valores no detectables por el medidor de
clorofila SPAD502 (Fig. 2.10). En las plantas sometidas a déficit hidrico, en 7 dias la
clorofila cay6 hasta un 30% del valor inicial y se registré un valor de CRA de 67%.
Dado los errores de las mediciones realizadas con el SPADS502 en plantas bajo déficit
hidrico (Martinez y Guiamét, 2004) el contenido de clorofila en este experimento se
midié espectrofotométricamente, como en Inskeep y Bloom (1985). La caida de
proteinas foliares en cada situacion se muestra en la Fig. 2.11. En las hojas colocadas
en oscuridad el nivel de proteinas totales se mantuvo constante los dos primeros dias,
periodo en el que el valor de clorofila cayé a la mitad del valor inicial. Luego, el
contenido de proteinas disminuy6 abruptamente durante los dos dias siguientes, junto
con la degradacion del resto de la clorofila. El tratamiento de déficit hidrico provocéd
una marcada disminuciéon en los niveles de proteinas. En cuanto a la pérdida de
proteinas foliares durante la senescencia monocarpica, la frecuencia de los muestreos
realizados no permiten un analisis detallado sobre la caida de proteinas foliares a lo
largo del tiempo, pero es posible establecer que el momento de mayor degradacion de

proteinas antecedi6 a la caida de clorofila.
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2.3.5.2. Las proteasas asociadas a la senescencia inducida por oscuridad también

estan involucradas en la senescencia desencadenada por otros factores

Se realizaron zimogramas de cada una de las muestras donde se analiz6 el
contenido de clorofila y de proteinas (Fig. 2.7). En cada situaciéon examinada se
observa el mismo perfil de actividad asociado a la senescencia foliar, detectado
previamente en plantas mantenidas en oscuridad continua. Los ensayos con los
inhibidores especificos y con variaciones del pH de incubacion confirmaron que el
perfil de actividad de proteasas es el mismo en cada una de las situaciones analizadas
(resultados no mostrados). En los tres tratamientos inductores de la senescencia se
observan las proteasas de 49, 46, 42, y 36 kDa detectadas previamente en hojas donde

la senescencia se indujo por incubacion de la planta en oscuridad.

Fig. 2.10. Disminucion del contenido de clorofila durante la senescencia en oscuridad
(A), monocarpica (B), y por déficit hidrico (C), promedios de 8 repeticiones por
tratamiento. Los valores son porcentajes del valor de clorofila inicial, registrado el
primer dia de oscuridad, en antesis, o al inicio del tratamiento de déficit hidrico. C,
los valores de CRA fueron de 94% al inicio del tratamiento y en las plantas controles,
y de 67% en plantas estresadas al final del tratamiento (promedio de tres

repeticiones).
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Fig. 2.11 Contenido de proteinas totales a lo largo de la senescencia foliar en las
distintas situaciones analizadas. El material analizado corresponde al utilizado

para las mediciones de clorofila. C= plantas control, E= plantas estresadas.

oscuridad post antesis  estrés hidrico
dias "0 2 4 "0 22 28 0 7
P C E
66 - — 8
—_—— -
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- - -
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24- - -— -
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Fig. 2.12. Zimograma de los distintos tratamientos inductores de la senescencia. La
incubacion se realizé a pH 4. C= plantas control, E= plantas estresadas. Se analiz6

la actividad de proteasas de las muestras de la Fig. 2.11.
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2.4 DISCUSION

2.4.1 El nivel y actividad de proteasas cisteinicas aumentan durante la senescencia

foliar de trigo

La actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar de trigo se caracteriza
por la aparicion y el aumento de actividad de proteasas cisteinicas. La actividad de
este tipo de proteasas se estudio en primer lugar utilizando la técnica de marcado de
proteasas activas por union irreversible de un inhibidor especifico biotinilado, y su
posterior deteccion por western blot con el conjugado estreptavidina-peroxidasa
(Greembaum et al., 2000). Se analizaron hojas de trigo antes y después de inducir la
senescencia de toda la planta por oscuridad. Luego de tres dias de tratamiento se
observo el progreso de la senescencia en las hojas maduras, no senescentes al inicio
de tratamiento, donde se registré una caida de un 40 % de la clorofila respecto del
valor inicial. En la comparacion de proteasas cisteinicas de extractos totales de las
hojas antes y después de inducida la senescencia, se detecté un grupo conformado por
al menos cuatro proteasas cuyos niveles aumentan en las hojas senescentes. Ademas
de un aumento en la sefial de proteasas activas, en hojas senescentes aparece una
proteasa de 46 kDa, y con menor sefial una quinta proteasa, de alrededor de 27 kDa
(Fig. 2.3). Ligeras diferencias de movilidad relativa sugieren la aparicion de otras
proteasas en las muestras analizadas. La superposicion en geles SDS-PAGE de
proteasas marcadas debido a pesos moleculares similares, y su posterior deteccion
con estreptavidina-peroxidasa como una Unica seflal es un efecto observado en
estudios realizados recientemente con el mismo marcador biotinilado, DCG-04, en
Drosophila sp. (Kocks et al., 2003), y en Arabidopsis (van der Hoorn et al., 2004).

Los perfiles descriptos son el resultado de experimentos de marcacion
realizados a pH 5, de acuerdo al pH de mayor actividad proteolitica registrado en
extractos totales de hojas (Zagdanska y Wisnieewski, 1996) y durante la germinacion
de trigo (Bottari et al., 1996), y durante la senescencia foliar de otras especies como
Cyperus rotundus (Fischer et al., 1998). Dado que la actividad de muchas proteasas
cisteinicas es dependiente del ambiente redox en que se encuentran, la marcacion de
proteasas activas con DCG-04 resultaria, en mayor o menor medida, sensible al pH

del medio de reaccion. Sin embargo, los perfiles de actividad obtenidos a partir de
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alicuotas de una muestra marcadas con DCG-04 a distintos valores de pH se
diferencian poco entre si, y solo se observan diferencias entre marcaciones realizadas

a valores extremos de pH (van der Hoon et al., 2004).

2.4.2 Las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia son vacuolares, y activas

a pH acido

Ademas de afectar la actividad enzimatica, el pH puede influir, junto a otros factores,
en el mecanismo de maduracioén de aquellas proteasas sintetizadas como precursores
o zimodgenos, la remocion de propéptidos inhibidores, y en otros procesos de
regulacion post-traduccional de la actividad proteolitica (Wiederanders et al., 2003,
Glathe et al., 1998). La proteasa cisteinica de semillas de ricino (Ricinus comunis L.)
proCysEP, es activada por acidificacion del compartimiento que ocupa, el
ricinosoma. El cambio de pH causa la remocion del propeptido N terminal, primer
paso del auto-procesamiento de esta enzima, que ocurre en pocos minutos (Schmid et
al., 2001). En un estudio sobre la regulacion de la actividad de la proteasa cisteinica
asociada a la senescencia y el estrés hidrico, RD21, Yamada et al. (2001) demostraron
que la maduracion de esta enzima es mediada por otra proteasa y ocurre solo a los
valores de pH acido correspondientes a la vacuola central.

El efecto del pH sobre el perfil de actividad de las proteasas asociadas a la
senescencia de trigo se analizo a través de geles de actividad (zimogramas). Mediante
esta técnica las proteasas son detectadas por su actividad sobre gelatina como
sustrato, luego de la separacion por electroforesis en SDS-PAGE y re-naturalizacion
de la muestra. Las actividades observadas en zimogramas realizados a distintos
valores de pH indican que las proteasas asociadas a la senescencia son activas a pH
acido (Figs 2.4 y 2.5). La combinacion de geles de actividad a distintos valores de pH
con el uso de inhibidores especificos de cada tipo funcional de proteasas (cisteinicas,
serinicas, asparticas y metalo.proteasas), permitié detectar un grupo de proteasas
cisteinicas cuya actividad es exclusiva de hojas senescentes (Fig 2.6a), detectable en
zimogramas solo a valores de pH 4cido menores de 5. El numero de bandas activas,
su distribucion en el gel y sus tamafios moleculares aproximados, sugieren que este
grupo de proteasas se corresponde con el detectado previamente por marcacion

quimica con DCG-04. Las proteasas cisteinicas marcadas con DCG-04 en hojas no
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senescentes no son detectables en zimogramas. Este hecho podria deberse a que las
condiciones de marcacion con DGC-04 (5 h de agitacion continua de la muestra, a pH
5 y temperatura ambiente) podrian resultar favorables para la maduracion in vitrode
las proteasas, promoviendo la activacion de proteasas procesadoras de las proteasas
inactivas o bien la posible activacion autocatalitica de las proteasas detectadas. Otra
alternativa es que la actividad de las proteasas marcadas en hojas no senescentes se
encuentre por debajo de los limites de sensibilidad de los geles de actividad. En
zimogramas a pH acido aparece otro grupo de proteasas, formado por dos bandas
cuya actividad aumenta durante la senescencia (Fig 2.4). La actividad de estas
proteasas es poco sensible a cambios de pH, aunque muestra un 6ptimo a pH 5. La
inhibicién de estas bandas tanto por inhibidores especificos de proteasas serinicas
como de asparticas, (Fig 2.6b) impidi6 la determinacion inequivoca del grupo
mecanistico al que pertenecen estas proteasas.

El optimo de actividad detectado a pH acido sugirié la posible ubicacion
vacuolar de las proteasas asociadas a la senescencia. La vacuola central es el
compartimiento acido donde se localiza la mayor parte de la actividad proteolitica
asociada a procesos caracterizados por una intensa degradacion de proteinas, como la
muerte celular programada (Hatsugai, et al., 2004) o la formacién de elementos
traqueales (Funk et al., 2002). Algunas proteasas cisteinicas asociadas a la
senescencia poseen sefiales de localizacion vacuolar (Kinoshita et al., 1999).

La marcacion de vacuolas aisladas de trigo con DCG-04 demuestra que las
proteasas citeinicas asociadas a la senescencia se localizan en la vacuola central (Fig
2.9). En fracciones enriquecidas en vacuolas se observa ademas una proteasa de 49
kDa no visible en extractos totales de hojas. La identidad de la fraccidon vacuolar
analizada se examind por microscopia Optica (Fig.2.7.), y se corrobord por
inmunodeteccion con dos proteinas vacuolares, la ATPasa de tonoplasto, V-ATPase
(Maeshima, 1992) y la proteasa cisteinica SAG2, homologa a la aleuraina de cebada
(Ahmed et al., 2000), componente del lumen vacuolar (Fig 2.8). La presencia de
SAG2/aleuraina esta ampliamente conservada en mono y dicotiledoneas (Halls et al.,
2005), y su actividad y expresion estd asociada a la senescencia (Hensel. et al., 1993,
Grbic, 2003). De acuerdo a su peso molecular, y a su activacion a pH acido (Howelda
et al., 1990), esta proteasa podria corresponderse con una de la bandas activas
observadas en los zimogramas. Si bien este trabajo se concentr6 en la ubicacion

subcelular de las proteasas cisteinicas, durante ensayos de actividad proteolitica de
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protoplastos se observa la ausencia de actividad de las proteasas de 61 y 65 kDa (dato
no mostrado), por lo que inferimos que estas dos proteasas podrian encontrarse en el
espacio extracelular, al igual que la proteasa subtilisina asociada a la senescencia de
trigo (Roberts et al., 2003). La activacion y regulacion de la actividad proteolitica
asociada a la senescencia podria estar controlada por cambios de pH vacuolar, como
ocurre con otras proteasas. La acumulacion de aleuraina en las vacuolas tiene lugar
junto a una disminucidon del pH lumenar (Holwerda et al., 1990). La actividad
hidrolitica de la capa de aleurona de granos de cereales se desencadena por la
acidificacion dependiente de gibberellinas de las vacuolas de almacenamiento,
(Swanson et al., 1998, Hwang et al., 2003). En este sentido, seria interesante contar
en el futuro con mediciones del pH vacuolar a lo largo de la senescencia foliar, en la
medida en que estos cambios podrian alterar el ritmo de degradacion de proteinas en

la vacuola central.

2.4.3. Las mismas proteasas cisteinicas se activan durante la senescencia foliar

natural y desencadena por distintos factores

La exposicion de hojas o plantas enteras a oscuridad ininterrumpida es un
tratamiento inductor de la senescencia ampliamente utilizado en estudios de aspectos
fisioldgicos, moleculares y bioquimicos involucrados en este proceso (Park et al.,
1998; Buchanan —Wollaston et al., 2005). Este procedimiento permite Ia
manipulacion del momento de inicio de la senescencia, y el andlisis de material
homogéneo. La inducciéon de la senescencia por oscuridad en plantas jovenes
proporciona otra ventaja en la preparacion de protoplastos y vacuolas, donde
caracteristicas como la edad y el estado del material de partida inciden notoriamente
en el rendimiento alcanzado. En contrapartida, los mecanismos que operan durante la
senescencia natural y la inducida por oscuridad no son exactamente los mismos
(Weaver et al., 1998; Buchanan—Wollaston et al., 2005), e incluso los efectos de la
oscuridad sobre la senescencia pueden ser variables y opuestos. En Arabidopsis la
senescencia se ve inducida en hojas adheridas a la planta que son individualmente
sombreadas, mientras que se demora cuando toda la planta es expuesta a oscuridad
(Weaver et al., 2001). El sombreado de la planta entera acelera la senescencia foliar

en cebada, segun indican las caidas en la eficiencia fotosintética y niveles de clorofila
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y de proteinas foliares luego de dos dias oscuridad (Kleber-Janke y Krupinska, 1997).
Los distintos tipos de senescencia, natural o inducida por oscuridad y otros factores
parecen obedecer a distintos programas de expresion génica, con solo una fraccion de
genes comunes (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Entre los SAGs que codifican
proteasas cisteinicas, SAG2 es inducido en hojas de distintos estadios ontogénicos por
diversos factores, v.g. tratamientos con etileno y ABA u oscuridad, mientras que la
senescencia natural es el tnico promotor de la expresion de SAG12 (Lohman et al.,
1994). La participacion diferencial de proteasas en los distintos tipos de senescencia
puede observarse en perfiles de actividad proteolitica. En plantas de trébol la
actividad de proteasas asociada a la senescencia difiere segun esta sea natural (u
ontogénica) o inducida por falta de nitrogeno (Smith et al., 2005). Miller y Huffaker
(1985) encuentran claras diferencias en la actividad proteolitica asociada a la
senescencia foliar cuando es natural o inducida por oscuridad, tanto en hojas cortadas
como en hojas adheridas a la planta. La senescencia inducida por estrés hidrico se
caracteriza por la aparicion de proteasas cisteinicas no detectables durante la
senescencia natural (Koizumi et al.,, 1993, Khanna—Chopra et al., 1999). En el
presente trabajo se detectdé un grupo de proteasas cuya actividad se asocia a la
degradacion de proteinas foliares de trigo durante la senescencia monocarpica,
inducida por oscuridad o por déficit hidrico (Figs 2.11 y 2 12). Sin bien hay variacion
entre los niveles de protedlisis detectados en los distintos tratamientos, el efecto del
pH y de inhibidores especificos indica que la actividad proteolitica detectada
corresponde al mismo grupo de proteasas cisteinicas. Estas proteasas podrian estar
involucradas en la ejecucion del programa de senescencia operando en un mecanismo
de degradacion de proteinas donde convergen las respuestas “corriente abajo” de las
sefiales especificas de los distintos factores desencadenantes del proceso.

En resumen, los experimentos de este capitulo demuestran que la actividad
proteolitica asociada al proceso de senescencia foliar, considerada como una etapa
normal del desarrollo ontogénico, o provocada por distintos factores, se correlaciona
con el aumento de proteasas cisteinicas de localizacién vacuolar, cuya actividad es
altamente dependiente de la acidez del medio. Los resultados concuerdan con el
aumento de actividad de proteasas de procesamiento vacuolar durante la senescencia
(Kinoshita et al., 1999), y con indicios de degradacion extraplastidial de fragmentos
de la enzima Rubisco (Zhang et al., 2005). En conjunto, las evidencias conducen a la

idea de que, en parte, la degradacion de proteinas durante la senescencia foliar tiene
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lugar fuera del cloroplasto, como propuso originalmente Matile (1975). En relacion a
esta hipotesis, se ha registrado la aparicion de estructuras subcelulares asociadas a la
senescencia donde, por inmunodeteccion, se han localizado proteinas cloroplésticas o
sus productos de degradacion. En Chlamydomonas, se detectaron proteinas
cloroplasticas en pequefias vacuolas por fuera del cloroplasto (Park et al., 1999). Mas
recientemente, Chiba et al. (2003) han registrado durante la senescencia de trigo la
aparicion de Rubisco o sus fragmentos de degradacion en cuerpos extraplastidiales. Si
bien se desconoce el origen, la funcion y el grado de similitud entre estas estructuras,
son claras evidencias que apoyan la hipotesis de exportacion de componentes

cloroplasticos y su degradacion extraplastidial durante la senescencia foliar.
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CAPITULO 3

Localizacion de actividad proteolitica in vivo e
identificacion de compartimientos liticos asociados a la

senescencia foliar de Arabidopsis y tabaco.
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RESUMEN

Se examind in vivo, a través de microscopia confocal, la localizacion
subcelular de la actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar y la
localizacién de la proteasa cisteinica especifica de la senescencia SAGI12, y la
naturaleza de los compartimientos que contienen a estas proteasas. Mediante el uso
combinado de sustratos fluorescentes especificos de proteasas, de la proteina de
fusion SAG12-GFP y de marcadores de compartimientos liticos, se detectaron
pequefias vacuolas asociadas a la senescencia (VAS) con intensa actividad
proteolitica, que se desarrollan exclusivamente en células fotosintéticas durante la
senescencia foliar de Arabidopsis y tabaco. Una proporcion de las VAS contiene
clorofila, y en plantas con expresion de la proteina fluorescente verde dirigida al
cloroplasto (CP-GFP), una gran proporcion de VAS contiene GFP. En experimentos
de induccién acelerada de la senescencia foliar, exponiendo hojas de tabaco a etefon
(un compuesto que libera etileno) y oscuridad, se observa un marcado incremento del
numero de VAS. Las observaciones sugieren que las VAS estarian implicadas en la
degradacion masiva de proteinas y otros componentes cloroplasticos durante la
senescencia. La deteccion de actividad proteolitica y de componentes cloroplasticos
en estas novedosas estructuras liticas particulares de células senescentes son claras
evidencias de un mecanismo de degradaciéon de macromoléculas asociado a la

senescencia hasta el momento desconocido.
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3.1 INTRODUCCION

Alrededor de la mitad del contenido de proteinas de una célula fotosintética se
localiza en los cloroplastos, y la enzima Ribulosa bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(Rubisco) fundamentalmente, junto al complejo recolector de luz del fotosistema II
(LHCII) y otras proteinas cloroplésticas representan la fuente principal de nitrégeno
removilizado durante la senescencia foliar (Hortensteiner y Feller, 2002; Hirel y
Gallais, 2006). La maquinaria proteolitica del cloroplasto comprende las proteasas
necesarias para el procesamiento, la regulacion y el recambio de proteinas
cloroplasticas a lo largo del desarrollo (Adam y Clarke, 2002). Algunas de estas
proteasas también podrian estar involucradas en la degradacion masiva de proteinas
cloroplésticas durante la senescencia foliar. Por ejemplo, la expresion de algunas
proteasas de la familia CLP aumenta durante la senescencia (Nakabayashi et al.,
1999), si bien la funcidon de estas proteasas parece estar relacionada principalmente
con la biogénesis del cloroplasto y el recambio de proteinas (Clarke et al., 2005). La
inactivacion de la proteasa tilacoidal AtFtsH6 impide la degradacion in vitro de
Lheb3 en tilacoides aislados de hojas sometidas a alta irradiancia o a un periodo
prolongado de oscuridad (Zelisko et al., 2005). En cloroplastos aislados incubados en
oscuridad se acumula un fragmento de 44 kDa proveniente de la degradacion de la
subunidad mayor de Rubisco, indicando la participacion de una proteasa cloropléstica
en la degradacion inicial o parcial esta enzima (Kokubun et al., 2002). La proteasa
cloroplastica CND41 posee actividad proteolitica in vitro sobre Rubisco y otras
proteinas, aunque la union de CND41 a ADN sugiere que la funcion principal de esta
proteasa es mas bien de tipo regulatorio (Kato et al., 2004). No hay evidencias
sustanciales que demuestren la participacion de proteasas cloroplésticas en la
degradacion masiva de proteinas asociada a la senescencia. Los experimentos de
actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar indican que las proteasas
implicadas en este proceso se localizan en distintos compartimientos extraplastidiales
(Palma et al., 2004; Roberts et al., 2003), fundamentalmente en la vacuola central
(Capitulo 2 de esta Tesis, Miller y Huffaker, 1985, Feller y Fisher, 1994). La vacuola
central (VC) es el mayor compartimiento litico de la célula (De, 2000), esta

involucrada en la degradacion de diversos componentes celulares y extracelulares
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(Battey et al., 1999; Barrieu y Chrispeels, 1999), y las vias de degradacion autofagica
convergen en esta organela (Contento et al., 2005; Thomson y Vierstra, 2005). El
catabolismo de la clorofila comienza en el cloroplasto y culmina en la VC, hacia
donde son transportados los catabolitos fluorescentes de la clorofila (FCCs, Matile et
al., 1988).

Una misma célula puede contener distintos tipos de vacuolas, distinguibles
entre si de acuerdo a la composicion lumenal y/o del tonoplasto (Paris et al., 1996;
Bethke y Jones, 2000). Por ejemplo, la ATPasa vacuolar ACA4 de Arabidopsis se
distribuye en pequefias vacuolas periféricas, y estd ausente en la VC (Geisler et al.,
2000). En células del mesoéfilo de tabaco, la quitinasa se localiza en una gran vacuola
central de pH neutro, mientras que la proteasa aleuraina se encuentra en pequefias
vacuolas liticas (Di SanSebastiano et al., 2001). La diversidad de composiciones y
contenidos refleja funciones particulares para cada tipo de vacuola. En
Mesembryanthemun crystalinum L. ademas de la vacuola acida implicada en el
metabolismo acido de las Crasulaceas, durante situaciones de estrés salino se
desarrolla un segundo tipo de vacuola cuya funcion principal es la acumulacion de
NaCl (Epimashko et al., 2004). Ademés de la VC, se han detectado otros
compartimientos liticos componentes del sistema de secrecion particulares de
distintos procesos de protedlisis masiva. Los ricinosomas son estructuras de alrededor
de 0,5 um que se originan en el endosperma de semillas de Ricinus communis, y que
concentran la proteasa cisteinica CysEP (Schmid et al., 1999). La presencia de la
secuencia KDEL (sefial de retencion en reticulo endopldsmico (RE)) en la proteasa
CysEP sugiere que los ricinosomas podrian originarse directamente a partir del RE.
La desintegracion de los ricinosomas y liberacion de la proteasa CysEP conduce a la
degradacion del endosperma durante la germinacion (Schmid et al.,, 2001).
Estructuras similares a los ricinosomas se han encontrado durante la senescencia de
pétalos de Hemerocallis sp. (Schmid et al., 2001). En cotiledones de Vigna mungo,
vesiculas de 0,3 um conteniendo la proteasa cisteinica SH-EP se fusionan con
vacuolas de almacenamiento, desencadenando la removilizacion de las proteinas de
reserva (Toyooka et al., 2000).

La ocurrencia de estructuras liticas especificas (i.e., cuerpos derivados del RE,
vesiculas) y/o la participacion de la vacuola central, y la predominancia de proteasas
de tipo cisteinicas son rasgos comunes de distintos procesos de removilizacion

masiva de proteinas en células vegetales (Galili, 2004). Un mecanismo con estas
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caracteristicas podria estar operando en la degradacion de proteinas cloroplasticas
asociada a la senescencia. Hortensteiner y Feller (2002) plantean modelos alternativos
de degradacion plastidica asociada a la senescencia foliar. Entre estos modelos se
considera la participacion de vesiculas transportadoras de componentes cloroplasticos
hacia la VC como una via de degradacioén de proteinas, comun o similar a la via de
degradacion de la clorofila. La deteccion de plastoglobulos con clorofila saliendo de
cloroplastos durante la senescencia (Guiamét et al., 1999), la existencia de una
isoenzima extraplastidial de clorofilasa (Tsuchiya et al., 1999), implicada en la primer
reaccion de la degradacion de clorofila, y la acumulaciéon vacuolar de los catabolitos
finales no fluorescentes de la clorofila (NFCCs, Matile et al., 1999), sustentan la
existencia de mecanismos de degradacion extraplastidial de la clorofila durante la
senescencia. Las evidencias de exportacion y posterior degradacion extraplastidial de
proteinas cloroplésticas durante la senescencia se apoyan en analisis de
inmunolocalizacion de proteinas cloroplasticas (i.e., Rubisco, LHCII) por fuera del
cloroplasto (Park et al., 1999; Chiba et al., 2003), y en el hecho de que la actividad
proteolitica asociada a la senescencia corresponde a proteasas de ubicacion
extraplastidial. La mayoria de las proteasas de tipo cisteinicas, el grupo mecanistico
mas representativo de la senescencia (Grudkowska y Zagdanska, 2004; Buchanan—
Wollaston et al., 2005), son direccionadas a la via secretoria (Beers et al., 2003), y
muchas de ellas tienen localizacion vacuolar (Kinoshita et al., 1999). Entre los genes
que codifican proteasas cisteinicas, SAG12 es considerado ‘“diagnostico” de la
senescencia foliar (Lohman et al., 1994; Weaver et al., 1998; Grbic, 2003), debido a
que este gen se expresa especificamente durante la senescencia foliar natural
(Lohman et al.,1994), y no es inducido por ningin otro factor que acelere este
proceso (Weaver et al., 1998). La proteasa sagl2 posee una sefal de direccionamiento
a la via secretoria (Lohman et al., 1994), aunque su localizacién subcelular se
desconoce.

En conjunto, las evidencias sugieren que el confinamiento de proteasas en
compartimiento/s extraplastidiales podria jugar un papel importante en la regulacion
de la degradacion de proteinas cloroplasticas durante la senescencia. La persistencia
de la compartimentalizacion subcelular hasta una etapa avanzada en la degradacion
de componentes cloroplésticos, un rasgo propio de la senescencia (Peoples et al.,
1980), excluye la posibilidad de que las proteinas cloroplésticas resultaran expuestas

y vulnerables a ser degradadas por proteasas liberadas desde otros compartimientos.
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El trabajo presentado a continuacion corresponde al estudio in vivo, a través
de microscopia laser confocal de la localizacion subcelular de la actividad proteolitica
y la identificacion de compartimientos liticos asociados a la senescencia foliar. El
objetivo principal fue establecer el sitio de degradacion de proteinas durante la
senescencia y la relacion entre la degradacion de proteinas cloroplésticas asociada a la
senescencia y la actividad de proteasas vacuolares y/o de otras ubicaciones
extraplastidiales. Ademas, de acuerdo con la hipotesis general planteada en esta Tesis
sobre la degradacion masiva de proteinas del cloroplasto fuera de esta organela, se
examinaron posibles cambios durante la senescencia en la ubicacion subcelular de
una proteina con un péptido de transito al cloroplasto, es decir se determind si las
proteinas cloroplasticas pueden ser re-localizadas a otras organelas para su

degradacion fuera del cloroplasto.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para estos experimentos se utilizaron Arabidopsis thaliana y tabaco
(Nicotiana tabacum L.).

Arabidopsis: Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Wassilewskija de genotipos salvaje, mutantes por insercion de ADN de transferencia
(TDNA) para el gen SAGI12 (sagl2-2), y lineas donde la proteasa sagl2 esta
fusionada a la proteina fluorescente verde (Prosaci2:SAG12-GFP). La construccion
Prosaci2:SAG12-GFP (abreviada SAG12-GFP) y la obtencion de la linea mutante
para SAGI12 (sagl2-2) fue realizada por el Dr. Amasino (Universidad de Wisconsin,
USA) en colaboracion con nuestro grupo de trabajo. Las caracteristicas de estas lineas
y parte de los resultados presentados de este Capitulo han sido publicados (Otegui et

al., 2005).
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Prosaci2:SAG12-GFP: La secuencia completa de SAG12, amplificada por PCR a
partir de ADN gendmico, fue fusionada a GFP insertando un adaptador (IAG) entre el
codon de finalizacion de SAGI12 y el codon de inicio de GFP. SAGI12-GFP se
introdujo en Agrobacterium tumefaciens, para transformar Arabidopsis por
infiltracion. Las lineas transformadas se seleccionaron por su resistencia a

gentamicina.

sagl2-2: Esta linea pertenece a la coleccion de mutantes de Arabidopsis de la
Universidad de Wisconsin (http://www.biotech.wisc.edu/Arabidopsis/ ). La coleccion
fue generada por insercion de TDNA vy es resistente a kanamicina. sag/2-2 se aisld
por PCR y se seleccion6 por resistencia al antibidtico. sagl2-2 posee un solo inserto

de TDNA en el segundo exon del gen SAGI12.

Las plantas se cultivaron en macetas con una mezcla de tierra estéril y perlita.
Después de dos dias en oscuridad a 4°C, las macetas se trasladaron a camaras de

crecimiento a 24° C, a un PFFD de 80 pumol m™?s™, 11 horas luz/ 13 h oscuridad.

Tabaco: Se utilizaron plantas de Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi NN
salvajes, y plantas del cv. Petit Havana que expresan GFP direccionada al cloroplasto
(CP-GFP), estas ultimas lineas fueron cedidas por la Dra. M. Hanson (Universidad de
Cornell, USA). La construcciéon CP-GFP corresponde a la fusion de GFP (S65T) con
el péptido de transito del gen recA de Arabidopsis, y el promotor 35S:35S (Kohler et
at., 1997). Las plantas fueron cultivadas en macetas, a 24° C, con un PFFD de 300
umol m?s™, 10h luz/ 14 h oscuridad.

A excepcion del experimento de induccion de la senescencia foliar (punto
3.2.2, desarrollado a continuacion), las plantas seleccionadas para los distintos

experimentos se mantuvieron en oscuridad 12 h antes de su analisis.

3.2.2 Induccidn de la senescencia foliar de tabaco
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El algunos experimentos, la senescencia de hojas de tabaco se acelerd por
incubacién en oscuridad y tratamiento con etileno. Hojas en un estadio inicial de la
senescencia se cortaron de la planta, se rociaron con fungicida (Captan, 0,5 g L™") y se
sumergieron durante 3 minutos en agua destilada (dH,O) con 100 ppm de etefon
disuelto en 0,1% v/v DMSO, o en dH,O — 0,1% v/v DMSO (como control), y se

colocaron en oscuridad a 24° C por 2-3 dias.

3.2.3 Medicion de clorofila foliar y almacenamiento de muestras

La clorofila foliar se midi6 de forma no destructiva con el SPAD 502, como
en el Capitulo 2. El material utilizado para andlisis de proteinas (punto 3.2.6 de esta

seccion) se congeld en nitrogeno liquido y se almacend a -80° C hasta su utilizacion.

3.2.4 Produccion de células y protoplastos

Se prepararon protoplastos de Arabidopsis como en el Capitulo 2 de esta
Tesis, con ligeras modificaciones. Los trozos de tejido, de alrededor de 1 mm?, se
sometieron a digestion en MES 20 mM, pH 5,8, manitol0,5M, 1% celulasa, 0,3%
pectinasa, 0,3% driselasa, durante dos horas. Luego se filtraron a través de una malla
de 10 um, se lavaron con buffer MES 20 mM, manitol 0,5M sin enzimas de digestion,
y se colectaron por centrifugacion a 50 g durante 15 minutos. Las células de tabaco se
prepararon de la misma manera, aunque utilizando como buffer de digestion MES 25

mM, pH 5,5, betaina 0,45 M, 0,3% pectoliasa.

3.2.5 Analisis por microscopia confocal. Fluorocromos y condiciones

experimentales
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3.2.5.1 Sustratos fluorescentes y fluorocromos

Se utilizaron sustratos especificos de proteasas cisteinicas (R6502, rodamina
110, bis-CBZ-L-fenilalanil-L-arginina), y serinicas (R6505, rodamina 110, bis-CBZ-
L-isoleucil-L-prolil-L-arginina). Estos sustratos son no-fluorescentes, pero el
producto de degradacion por accion de peptidasas (i.e., rodamina) es altamente
fluorescente (la accion de peptidasas incrementa el rendimiento cuantico de la
fluorescencia en varios oOrdenes de magnitud, Molecular Probes- HandBook,
www.probes.com). La marcacion de compartimientos d4cidos se realizd con
Lysotracker Red y Rojo Neutro. Estos fluorocromos penetran libremente al interior
celular pero al adquirir carga positiva resultan impermeables a las membranas
celulares, acumulandose en el/los compartimientos acidos donde se protonan
(Molecular Probes Handbook, www.probes.com). Los sustratos de proteasas y los
marcadores de compartimientos acidos se diluyeron a una concentracion final de 50
umolar y 5 umolar, respectivamente, en buffer 25 mM MES pH 6,0 , inmediatamente
antes de la incubacion de las muestras. El tiempo de incubacion de las muestras con
los fluorocromos fue variable dependiendo del material analizado, entre 20 min. para
protoplastos, a 1 h para trozos de tejido. Los sustratos de proteasas se utilizaron en
células y protoplastos, para facilitar su incorporacion celular y al mismo tiempo evitar
su degradacion por proteasas extracelulares, presentes en los trozos de tejido. Los
productos R6502, R6505 y Lysotracker Red se adquirieron en Molecular Probes Inc
(Eugene, OR, USA).

3.2.5.2 Microscopia confocal

Las muestras se observaron por microscopia laser confocal con un
microscopio LSM 510, LSM510 META o LSM Pascal (Carl Zeiss Inc.). Las
condiciones de excitacién (ex) y emision (em) fueron: ex. 488nm/ em. 505-530nm
para GFP, R6502 y R6505; ex. 543nm/ em.585-615nm para Lysotracker Red y Rojo
Neutro; y ex. 633nm/ em 670—730 nm para clorofila. Previo al desarrollo de los
experimentos se efectuaron los siguientes controles: 1- en plantas de Arabidopsis y de
tabaco de genotipo salvaje (es decir, que no expresan GFP) y sin tratar con ningun
fluorocromo se midid la fluorescencia de base (autofluorescencia) para cada
configuracion. 2- Para descartar que la sefal correspondiente a GFP, R6502 o R6505

se extendiera a la banda utilizada para detectar Lysotracker Red o Rojo Neutro, se
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determind la emision a 585-615nm de lineas expresando GFP, o en lineas salvajes
incubadas con R6502 o R6506. 3- Para descartar que la sefial correspondiente a
Lysotracker Red o Rojo Neutro se extendiera a la banda utilizada para detectar GFP,
R6502 o R6505, se determind la emision a 505-530nm de lineas salvajes incubadas
con Lysotracker Red o Rojo Neutro. Estos controles permitieron corroborar que las
sefnales en cada banda correspondian especificamente a cada fluorocromo utilizado o
a GFP.

A través del detector META, con el programa “Lambda Mode”, se analiz¢ el
espectro de emision de fluorescencia de GFP y clorofila en el rango de emision 494-
558 (GFP) y 650-730 nm (clorofila). Se tomaron los espectros de emision de
fluorescencia (“Emission Fingerprint”) de distintos puntos en el espacio xy de una
misma seccion oOptica (z). Las imagenes se adquirieron con el programa Zeiss LSM
Image Examiner y se importaron al programa Adobe Photoshop 6.0.1 (Mountain

View, CA, USA).

3.2.6 Perfil de proteinas e inmunodeteccion de GFP por Western Blot

Las hojas de tabaco se homogeneizaron en 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1
mM PMSF, 20 uM E64, 0,1% albumina de suero bovino, 1% PVPP, se
centrifugaron a 10 000g durante 15 minutos y el sobrenadante se mezclo con buffer
de solubilizacion 2X (Laemmli 1970). Las muestras se separaron en geles SDS PAGE
que se tifieron con Coomassie Blue, o se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa, como en el Capitulo 2, punto 2.2.3 de esta Tesis. GFP se detectd con un
anticuerpo comercial (Molecular Probes Inc Eugene, OR, USA), diluido 1:1000 v/v,
en buffer fosfato salino, (PBS T, 100 mM fosfato de sodio pH 7,4 , 150 mM NacCl,
0,05% Tween 20) con 10% de leche descremada marca SER.

3.3 RESULTADOS

La microscopia confocal permite realizar estudios in vivo de la localizacion

subcelular de proteinas y, utilizando fluorocromos apropiados, de la localizacion de
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distintos procesos fisioloégicos. En este Capitulo se utilizaron Arabidopsis y tabaco
debido a la disponibilidad de las construcciones SAGI12-GFP y CP-GFP, de vital
importancia en el presente estudio, en estas especies. Al igual que en el Capitulo 2, la
determinacion del grado de senescencia foliar en estas especies se realizo en funcién

del contenido de clorofila, en hojas completamente expandidas.

3.3.1 Una poblacion de pequefios compartimientos acidos con actividad proteolitica

en hojas senescentes

Se examind la localizacion subcelular de la actividad proteolitica asociada a la
senescencia foliar de Arabidopsis. Para esto se incubaron protoplastos de hojas no
senescentes (NS) y senescentes (S, 50-75% de la clorofila respecto del NS) con el
sustrato de proteasas cisteinicas R6502. La sefal de degradacion de R6502 (es decir,
la actividad de peptidasas) se observa como un “punteado” en las hojas senescentes,
que no es visible en hojas no senescentes (Fig 3.1 A y B) examinadas en idénticas
condiciones de intensidad de excitacién y ganancia del detector confocal. Estos
“puntos” son pequefias estructuras, de alrededor de 1,0 um de diametro, de
distribucion cortical en la célula. Con menor intensidad, se alcanza a detectar
hidrolisis de R6502 en la vacuola central de protoplastos de hojas senescentes y no
senescentes (datos no mostrados). Para establecer la naturaleza de las estructuras
detectadas en los protoplastos de hojas senescentes, se incubaron muestras con R6502
y con los indicadores de compartimientos acidos Lysotracker Red o Rojo Neutro,
utilizados habitualmente como marcadores de lisosomas y vacuolas (Di
SanSebastiano et al., 2001; Toyooka et al., 2001). La mayor sefial de Lysotracker Red
y Rojo Neutro también se observo en pequenas estructuras, y colocalizé con la sefial
de hidrolisis de R6502 (Fig. 3.1 B, C y D). Estas pequenas estructuras marcadas por
Lysotracker Red o Rojo Neutro no son detectables en hojas no-senescentes (Fig.
3.1.C). Estos resultados indican que la principal actividad de proteasas cisteinicas
durante la senescencia foliar se concentra en pequeios compartimientos acidos de
naturaleza vacuolar, no detectables en células no senescentes, y cuya aparicion se
asocia estrechamente a la senescencia foliar. Denominamos “VAS” a estas pequeias

vacuolas asociadas a la senescencia.
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3.3.1.1 La proteasa especifica de la senescencia sagl?2 se concentra en las VAS

SAGI12 (“senescence-asociated gene” 12) codifica un proteasa cisteinica
(Lohman et al.,, 1994), y es el tnico gen identificado hasta el momento cuya
expresion es detectable exclusivamente en hojas durante la senescencia foliar
(Lohman et al., 1994; Weaver et al., 1998). Consistentemente con estas
observaciones, la expresion de la fusion SAGI12-GFP so6lo se observo en hojas
senescentes, y se localizd en pequefias estructuras marcadas con Lysotracker Red y/o
Rojo Neutro (Fig 3.2). La colocalizacion de SAG12-GFP con los marcadores de
VAS, Lysotracker Red y/o Rojo Neutro, y su distribucion subcelular, similar a la
observada con R6502, indican que SAGI2-GFP se concentra en las VAS. Para
determinar si la actividad proteolitica detectada en la VAS es debida exclusivamente
a la presencia de SAG12, se incubaron protoplastos de plantas mutantes knock out
para SAG12 (sagi2-2) con R6502. En los protoplastos de hojas senescentes de
sagl2-2 se observo el mismo patron de fluorescencia de R6502 y Lysotracker Red
observado en plantas salvajes (resultados no mostrados). Este resultado indica que las

VAS contienen otra/s proteasa/s de tipo cisteinica/s ademas de la proteasa SAG12 .

3.3.1.2 La distribucion tisular de VAS se restringe a células fotosintéticas

Las VAS fueron detectadas durante la senescencia foliar en células con
cloroplastos. Para determinar si la distribucion de VAS esta limitada a un
determinado tipo celular y/o localizacién tisular se realizaron cortes transversales, a
mano alzada, de hojas senescentes de Arabidopsis. En la Fig. 3.3 se observa la
presencia de VAS, marcadas con Lysotracker Red, exclusivamente en las células
fotosintéticas del mesofilo, mientras que en la epidermis solo se detectan VAS en las

células oclusivas, el unico tipo de célula epidérmica que posee cloroplastos.
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Fig. 3.1. La actividad de proteasas cisteinicas de hojas senescentes se concentra en

pequefias vacuolas asociadas a la senescencia (VASs)

Arabidopsis

Clorofila R6502 Rojo Neutro Superposicion
de sefiales

Protoplastos de hojas senescentes (S) y no senescentes (NS) de Arabidopsis se
incubaron con el sustrato de proteasas R6502, y el marcador de compartimientos
acidos, Rojo Neutro. Las flechas indican compartimientos con actividad
proteolitica (paneles B), y de interior acido (paneles C), y en D las flechas indican
la colocalizacién de ambos fluorocromos (en color amarillo). Barra de escala= 10
pm.
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Fig. 3.2 Localizacion de SAG12-GFP en células del mesofilo de hojas senescentes

de Arabidopsis.

Clorofila SAGI12-GFP Rojo Neutro Superposicion
de sefiales

Trozos de hojas senescentes de Arabidopsis con expresion de SAG12-GFP se
incubaron con Rojo Neutro. La proteasa sagl2 se observa como un “punteado”
que colocaliza con el marcador de VAS, Rojo Neutro. La colocalizacion se
observa en color amarillo, en el panel D. Barra de escala 10 pm.

82



Fig. 3. 3 Distribucion de las vacuolas asociadas a la senescencia (VAS) en hojas

senescentes de Arabidopsis.

Clorofila Lysotracker Superposicion de
imagenes

Trozos de hojas senescentes de Arabidopsis se incubaron con el marcador de
compartimientos acidos Lysotracker Red. A-C: Corte transversal .Ep: epidermis,
Ct: cuticula, M: células del mesoéfilo. D-F Imagen de la epidermis, donde las VAS
solo se localizan en las células oclusivas del estoma. B y E: La presencia de VAS,
evidenciada por Lysotracker Red, se indica con flechas. La cuticula y la cara
interna de las células oclusiva presentan gran autofluorescencia. Escala 20 pum.



3.3.2 Las VAS estan involucradas en la degradacion de componentes cloroplasticos

La actividad de proteasas cisteinicas asociada a la senescencia foliar de
Arabidopsis se concentra en pequefias estructuras de naturaleza vacuolar (VAS) cuya
aparicion es caracteristica de la senescencia, y, en las hojas senescentes, es exclusiva
de las células fotosintéticas. Estas observaciones condujeron a la hipdtesis de que las
VAS podrian estar implicadas en la degradacion masiva de proteinas cloroplésticas
asociada a la senescencia foliar. Una prediccion de esta hipotesis es que las proteinas
cloroplasticas degradadas durante la senescencia deberian ser previamente re-
localizadas a las VAS.

Para este estudio se utilizaron lineas de tabaco con expresion de GFP
direccionada a cloroplasto. La proteina de fusion CP-GFP resulté adecuada para este
fin dado que: 1- en hojas no senescentes la expresion de CP-GFP se observa
exclusivamente en los cloroplastos (Kwok y Hanson, 2004, Fig. 3.4), y 2- el nivel
estable de CP-GFP disminuye durante la senescencia foliar con un ritmo similar al

observado en la mayoria de las proteinas cloroplésticas y Rubisco (Fig. 3.5).

Fig. 3.4. Expresion de CP-GFP en hojas no senescentes de tabaco.

Clorofila CP-GFP Superposicion
de imagenes
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La sefial de CP-GFP se observa exclusivamente en los cloroplastos en las
células del mesofilo de hojas no senescentes.

Fig. 3.5. Niveles estables de CP-GFP durante el progreso de la senescencia foliar
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La disminucion del nivel estable de GFP acompana la caida asociada a la
senescencia foliar de la clorofila y la mayor parte de las proteinas. Muestras H8 a
H2: hojas de la planta de tabaco numeradas desde el apice a la base. H8
corresponde a la hoja mas joven, todavia en crecimiento; H2 la segunda hoja mas
senescente (no se detectaron proteinas ni sefial de GFP en H1).

A-perfil de proteinas totales en geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie Blue,
B- inmunodeteccion de CP-GFP en Western Blot y C-variacion porcentual en el
contenido de clorofila.
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3.3.1.2 Vacuolas Asociadas a la Senescencia en tabaco

Durante el transcurso de la senescencia foliar de plantas salvajes de tabaco se
detectd la aparicion de pequefias estructuras, marcadas con Lysotracker Red y/o Rojo
Neutro, de tamafo (alrededor de 1,0 um) y distribucion similar a las encontradas
previamente en Arabidopsis (Fig. 3.6). En células de hojas senescentes de tabaco la
senal de hidrdlisis del sustrato de proteasas cisteinicas R6502 colocalizd con los
pequefios compartimientos acidos (Fig.3.7a). Por su aparicion asociada al desarrollo
de la senescencia, tamafio, distribucion, acidez y actividad proteolitica, estas
estructuras se corresponden con las VAS descriptas previamente en Arabidopsis. En
plantas de tabaco también se analizd la actividad asociada a la senescencia de
proteasas de tipo serinicas. Luego de la incubacion de células de hojas senescentes
con el sustrato de proteasas serinicas R6505, la mayor parte de la actividad
proteolitica colocalizd6 con Lysotracker Red y/o Rojo Neutro, indicando la

acumulacion de este tipo de proteasas en las VAS (Fig. 3.7b).

Fig. 3.6 Pequefias vacuolas asociadas a la senescencia foliar (VAS) se observan en

células fotosintéticas de tabaco.

NS

Imagenes superpuestas de clorofila y Lysotracker Red

Células de hojas de tabaco no senescentes (NS) y senescentes (S, con el 50- 75 %
de la clorofila respecto de NS), se incubaron con el marcador de compartimientos
acidos Lysotracker Red. En rojo se muestra la clorofila, en amarillo la sefial de
Lysotracker Red. Las flechas indican la presencia de VAS en la célula senescente.
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Fig. 3.7 Las vacuolas asociadas a la senescencia foliar de tabaco concentran la

mayor actividad proteolitica de la célula.

Clorofila Actividad LysoTracker Red  Superposicion de
proteolitica imagenes

Células de hojas senescentes de tabaco se incubaron con el marcador de
compartimientos acidos LysoTracker Red, y el sustrato de proteasas tipo cisteinicas,
R6502, o tipo serinicas R6505. Las flechas indican compartimientos con actividad
proteolitica (paneles B), y de interior 4cido (paneles C), y en D la colocalizacion del
patrén de fluorescencia de ambos fluorocromos (en color amarillo).
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3.3.2.1 Las VAS contienen CP-GFP (GFP direccionada al cloroplasto) y clorofila (o

catabolitos derivados de la clorofila)

Se examino la distribucion subcelular de GFP y la aparicion de VAS durante
la senescencia foliar de plantas de tabaco de la linea CP-GFP. La sefial de CP-GFP,
brillante y localizada exclusivamente en los cloroplastos en hojas no senescentes (Fig.
3.4), se atenta en los cloroplastos de hojas senescentes, donde ademas GFP se
observa también en pequefias estructuras extraplastidiales (Fig. 3.8, paneles A y B).
El patron de distribucion de VAS en las plantas con expresion de CP-GFP es similar
al observado en plantas salvajes (Fig. 3.6), y de acuerdo a la colocalizacién con
Lysotracker Red, una gran proporcion de VAS contiene GFP (Fig. 3.8 paneles E y G).
Durante la observacion detallada de las distintas VAS se detectd que una fraccion de
estas vacuolas contiene clorofila (o algin catabolito derivado de este pigmento con
emision de fluorescencia similar, Fig. 3.8 paneles D y F). Invariablemente, las VAS
con clorofila se encuentran siempre proximas a los cloroplastos. Menos frecuentes,
pero observadas en forma sistematica, se detectaron VAS donde colocalizaron
clorofila y GFP. El anélisis seriado en el eje z de secciones Opticas de 1um a lo largo
de 3 um (Fig. 3.8 G-I) hasta 7 um (resultados no mostrados) muestra que las VAS
son estructuras con independencia fisica de los cloroplastos (Fig. 3.8 G-I). Si bien
algunas VAS se observan sumamente cercanas a los cloroplastos, no se detectd
ninguna conexion fisica entre VAS y cloroplastos, ni prolongaciones o deformaciones
de esta organela en zonas de cercania a VAS. La identidad de las sefiales detectadas
como GFP y clorofila en las VAS se corrobor6 tomando los espectros de emision de
fluorescencia de cada una de estas moléculas en las VAS y en los cloroplastos (Fig.
3.9) utilizando el detector META del LSM510. Con el nivel de resolucion espectral
(aproximadamente 3-4 nm) del detector META los espectros de emision en la banda
correspondiente a GFP son idénticos en los cloroplastos y las VAS. También son muy
similares los espectros en la banda correspondiente a clorofila, aunque la emision de
las VAS es ligeramente menor que en los cloroplastos a longitudes de onda > 692 nm.
También se detectaron VAS con clorofila en plantas de genotipo salvaje de tabaco y

Arabidopsis (datos no mostrados).
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Fig. 3.8. Localizacion de clorofila, GFP y VAS en hojas senescentes de plantas de
tabaco de la linea CP-GFP.

tm

Células de hojas senescentes de plantas con expresion de CP-GFP (H4 y H5 de
la Fig. 3.5), fueron incubadas con el marcador Lysotracker Red. A: clorofila, B:
GFP, C: Lysotracker; D y F: clorofila (azul) y Lysotracker (amarillo); E y G:
GFP (azul) y Lysotracker (amarillo). Las flechas indican VAS. Flechas cerradas
indican VAS conteniendo GFP, las flechas abiertas indican VAS con GFP y
clorofila. D-G: la colocalizacion de GFP y/o clorofila y Lysotracker se observa
en celeste. H-J: Secciones Opticas seriadas a lo largo de 3 um de espesor en el
eje z, cada seccion es de 1 um de espesor.

Células de hojas senescentes de plantas con expresion de CP-GFP (H4 y HS de
la Fig. 3.5), fueron incubadas con el marcador Lysotracker Red. A: clorofila, B:
GFP, C: Lysotracker; D y F: clorofila (azul) y Lysotracker (amarillo); E y G: 90
GFP (azul) y Lysotracker (amarillo). Las flechas indican VAS. Flechas cerradas
indican VAS conteniendo GFP, las flechas abiertas indican VAS con GFP y
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Fig. 3.9 Espectros de emision de fluorescencia en las bandas correspondientes a

GFP y clorofila en cloroplastos y VAS de plantas de tabaco con expresion de CP-

GFP.
GFP clorofila
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-~ VASs 80 - VASs

60 - 60 -

40 - 40 -

20 20 |

0 0
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Espectros de emision de fluorescencia de clorofila y GFP, en las VAS y en
cloroplastos. Los valores son promedios de mediciones tomadas en al menos ocho
cloroplastos y en ocho VAS. Las curvas estdn normalizadas al valor maximo de
fluorescencia. Las condiciones de exitacion fueron: 488nm para GFP, y 633nm para
clorofila
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3.3.2.3 El progreso acelerado de la senescencia foliar se relaciona con un aumento en

el numero de VAS

Factores ambientales y/o enddgenos (v.g., hormonales, oscuridad, etc) aceleran el
ritmo de la senescencia foliar (Drake et al., 1995; Capitulo 2 de esta Tesis). En este
experimento se acelerd la senescencia de hojas de tabaco (H5 y H6 de la Fig. 3.5)
escindidas de la plata sometiéndolas a: A= oscuridad, y B= aplicacion del regulador
etefon, una fuente de etileno. Hojas tratadas con 100 ppm de etefén y hojas sin tratar
se colocaron en oscuridad durante 2-3 dias. En estas condiciones las hojas en
oscuridad perdieron el 10 % de la clorofila, mientras que en las hojas incubadas en
oscuridad y tratadas con etefon la caida de la clorofila fue del 36 %, respecto del
valor registrado al comienzo del tratamiento. Estas diferencias en el ritmo de la
senescencia en oscuridad (A), y oscuridad mas etefon (B), se reflejaron en un
marcado aumento del nimero de VAS en el tratamiento B (Fig. 3.10). El tamafo y la
composicion de la poblacion de VAS vario significativamente entre células de hojas
tratadas y sin tratar con etefon (Tabla 3.1). El incremento del ritmo de senescencia
provocada por etefon no afectd la cantidad de cloroplastos por célula, aunque el
numero de VAS practicamente se duplico (se registré6 un promedio de 1,48 y 0,68
VAS por cloroplasto en plantas tratadas con etefon y sin tratar, respectivamente, p>
0,05). Alrededor del 44,5 % de las VAS del tratamiento A (oscuridad) contenian
GFP, el 21 % clorofila, y en el 14 % colocalizaron GFP y clorofila (los valores
corresponden al promedio de los porcentajes individuales de 18 secciones Opticas
tomadas en seis células). El tratamiento B (oscuridad mas etefon) causé un aumento
significativo del nimero de VAS sin afectar la proporcion de VAS con GFP (el
49,5% de las VAS con GFP, un valor estadisticamente igual al 44,5% registrado en
muestras controles). Por el contrario, las VAS con clorofila practicamente estan
ausentes durante la senescencia acelerada con etefon (el 0,24 % de las VAS contenia

clorofila, y no se detectaron VAS con clorofila y GFP en este tratamiento).
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Fig. 3.10. Durante el progreso acelerado de la senescencia se observa un

incremento del nimero de VAS.

Tratamientos

Oscuridad

Oscuridad-Etefon

Clorofila LysoTrackerRed Superposicion de
imagenes

Células de hojas de tabaco de la linea CP-GFP incubadas en oscuridad, con o sin
etefon, se incubaron con el marcador de compartimientos acidos, LysoTracker
Red. Paneles A: clorofila; B: GFP; C: LysoTracker Red; D: superposicion de A,
B, y C. En este panel se observa la colocalizacion de B y C (en color amarillo).
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Tabla 3.1. Cantidad y composicion de VAS en hojas sometidas a tratamientos que

alteraron el ritmo de la senescencia. Se representan los valores promedio por célula.

Numero de Numero de Numero de Numero de Numero de | Numero de VAS
Tratamiento | cloroplastos/ VAS/ VAS/ célula VAS VAS con con GFP
célula cloroplasto con GFP * clorofila* y clorofila*
Sin etefon 445 0,68 28 10,40 4,13 3,47
Con etefon 40,5 1,48%* 61*+* 28,06** 0,88** O**

Se analizaron 6 células por cada tratamiento. Para cada célula se tomaron 3 secciones
opticas, de 1 um de espesor cada una. * Las VAS se identificaron por su sefial con
Lysotracker. ** diferencias significativas entre tratamientos (p> 0,05)

3.4 DISCUSION

3.4.1 Una clase particular de vacuolas liticas se desarrolla durante la senescencia

foliar

La actividad de proteasas caracteristica de las hojas senescentes se concentra
en pequefios compartimientos, de alrededor de 1 um de didmetro, de lumen acido y
distribucion citoplasmatica. La deteccion de estos compartimientos con actividad
proteolitica mediante marcadores especificos de vacuolas/lisosomas (Lysotracker y/o
Rojo Neutro), sugiere que se trata de pequefias vacuolas, cuya aparicion se asocia a la
senescencia (VAS). En estudios de inmunolocalizacion con muestras fijadas,
realizados en experimentos que no son parte de esta Tesis, se detecto la presencia de
una pirofosfasa vacuolar en las VAS, corroborando la naturaleza vacuolar de estas
estructuras, mientras que la ausencia en las VAS de la acuaporina yTIP, presente en la
vacuola central (VC), indica que las VAS y la VC son compartimientos

independientes (Otegui et al., 2005). La senal de actividad proteolitica in vivo sugiere
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que la actividad de proteasas cisteinicas asociada a la senescencia se concentra en las
vacuolas asociadas a la senescencia (VAS), y no en la vacuola central, como han
sugerido otros trabajos (Kinoshita et al., 1999; Srivalli et al., 2001; Hatsugai et al.,
2004; Capitulo 2 de este Tesis). Esta discrepancia podria deberse a factores de diversa
indole:

a) Diferencias en la velocidad de incorporacion del sustrato de proteasas, o
diferencias en la relacion superficie/ volumen entre las VAS y la VC podrian
favorecer la acumulaciéon mas rapida del sustrato de proteasas en las VAS. Sin
embargo, no se han registrado cambios relativos entre la sefial de protedlisis de las
VAS y de la VC luego de incubaciones mas prolongadas con los sustratos de
proteasas, que pudieran permitir la acumulacion de sefial en la VC (datos no
mostrados).

b) La observacion in vivo permitiria discriminar dos tipos de vacuolas hasta
ahora co-purificadas en fraccionamientos de vacuolas y/ u otros experimentos
bioquimicos. Por ejemplo, la proteasa cisteinica aleuraina de células del mesofilo ha
sido purificada en fraccionamientos de vacuolas centrales (Horwelda et al., 1992;
Carter et al., 2004), aunque estudios de microscopia confocal han detectado esta
proteasa en otros compartimientos, como el ER y pequenas vacuolas liticas, ademas
de la VC (D1 Sansebastiano et al., 2001; Fliickiger et al., 2003).

c¢) La actividad proteolitica in vivo seria mayor en las VAS que en la VC. Esto
plantea dos situaciones. Por un lado, si bien la VC almacena gran cantidad de
proteasas (Carter et al., 2004), diferencias en el medio, (i.e., el pH, presencia de
cofactores) podrian favorecer una mayor actividad proteolitica en las VAS.
Determinaciones del pH lumenal de la VC y las VAS muestran que el pH en las VAS
es alrededor de 0,8 unidades menor que en la VC (Otegui et al., 2005). Por otra parte,
las VAS podrian contener proteasas distintas a las detectadas en la VC. Entre las
proteasas confinadas en las VAS se encuentra la proteasa cisteinica especifica de la
senescencia SAG12, que no fue detectada en la VC. La deteccion de VAS con
actividad de proteasas cisteinicas en plantas sag/2-2, mutantes para SAG12, indica
que otras proteasas cisteinicas estan contenidas en las VAS (resultado no mostrado).
Experimentos de localizacion in vivo o inmunolocalizacion de otras proteasas
asociadas a la senescencia serian utiles para esclarecer este punto.

Las presencia de VAS ha sido documentada durante la senescencia foliar de

Arabidopsis y tabaco (y también en soja, aunque su analisis no es presentado en esta
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Tesis). Al menos en tabaco, la actividad de proteasas de tipo serinicas se concentra en
pequefias vacuolas liticas, indistinguibles en apariencia de las VAS detectadas con
actividad de proteasas cisteinicas. Dado que la misma configuracion de
emision/excitacion de los sustratos de proteasas (R6502 y R6505) y GFP impide que
estos fluorocromos sean utilizados simultdneamente, cabria la posibilidad que las
VAS no sean una poblaciéon homogénea de pequefias vacuolas con una unica bateria
de distintas proteasas en su interior, sino una poblacidon de distintas vacuolas segun
sus proteasas o proteasa predominante. Sin embargo, el hecho de que invariablemente
la gran mayoria de las VAS marcadas por Lysotracker Red o Rojo Neutro contengan
actividad de proteasas cisteinicas o serinicas es un argumento a favor de la existencia
de una tnica poblacion de VAS con distintos tipos de proteasas.

La deteccion de VAS durante la senescencia y su aparicion limitada a células
fotosintéticas sugirieron su participacion en el proceso de degradacion masiva de

proteinas cloroplasticas.

3.4.2 Las vacuolas asociadas a la senescencia foliar participan en la degradacion
de proteinas y otros componentes del cloroplasto

En plantas de tabaco con expresion de CP-GFP una gran proporcion de VAS
contiene GFP. Ademads, una fraccion de VAS contiene clorofila o algin catabolito de
este pigmento, y en menor cantidad se observan VAS con GFP y clorofila. La
disminucién del nivel estable de CP-GFP durante la senescencia sugiere que GFP es
degradada como otras proteinas del cloroplasto (Fig. 3.5), y la deteccion de VAS con
clorofila en plantas salvajes de tabaco y de Arabidopsis (resultados no mostrados)
reafirma que la aparicion de componentes cloroplésticos en las VAS es un fenémeno
natural, y no un posible artefacto asociado a la presencia de una proteina foranea en el
cloroplasto. La estabilidad de la proteina GFP en las VAS y la intensa actividad de
proteasas en estas vacuolas parecen hechos contradictorios. Si bien GFP es sensible a
la degradacion proteolitica en la vacuola central (Tamura et al., 2003), ha sido
utilizada exitosamente como marcador de otros compartimientos liticos (Di
SanSebastiano et al., 2001), y podria ser resistente al ataque por parte de las proteasas
contenidas en las VAS. La sefial de clorofila detectada s6lo en las VAS cercanas a

cloroplastos sugiere que este pigmento es inestable en las VAS. Las VAS podrian ser
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una via de exportacion y/o degradacion de la clorofila. Se han evidenciado distintos
mecanismos de degradacion de clorofila (Amir-Shapira, et al., 1987; Takamiya et al.,
2000), y en el contexto de esta Tesis es interesante que la actividad de la clorofilasa
extra-cloroplastica  ATHCOR1 aumenta durante la senescencia de pétalos de
Arabidopsis (Benedetti y Arruda, 2002).

La sefial de GFP y de clorofila en las VAS confirma la existencia de
mecanismo/s de degradacion extraplastidial de proteinas y otros componentes del
cloroplasto, y demuestra la participacion de las VAS en este proceso. La aparicion y
el aumento del nimero de VAS asociado al progreso de la senescencia foliar, y el
marcado incremento de VAS en respuesta a la induccion acelerada de la senescencia
provocada por la combinacion de oscuridad y la aplicacién de etefon, reflejan una
correlacion entre la degradacion de componentes del cloroplasto y la presencia y
abundancia de VAS. Con la informacion obtenida hasta el presente es dificil precisar
la funcién exacta y el origen de las VAS. Las vacuolas vegetales pueden formarse a
través de distintas vias: por mecanismos autofagicos, a partir de la fragmentacion de
vacuolas preexistentes, o a partir del RE (Marty, 1999). La presencia de actividad
proteolitica y la ausencia de doble membrana en las VAS (Otegui et al., 2005),
sugieren que las VAS no representan autofagosomas (Thompson y Vierstra, 2005).

Las diferencias de composicion entre las VAS y la VC sugiere que las VAS
no se originarian por fragmentacion de la vacuola central. Si las VAS son una
poblacion homogénea, es llamativa la presencia en su interior de componentes
provenientes de la via secretoria, como sagl2, y del cloroplasto (proteinas y
clorofila). En células de Chlamydomonas se han detectado estructuras de tipo
vacuolar que contienen proteinas del cloroplasto (la subunidad o de la ATPasa
cloroplastica, LHCII, y Rubisco), y proteinas provenientes de RE, como fosfatasa
acida (Park et al., 1999). En funciéon de evidencias bioquimicas y de microscopia
electronica, los autores proponen un proceso de transferencia de proteinas desde el
cloroplasto hacia las vacuolas. Asumiendo que las VAS son compartimientos de
origen hibrido se plantean distintos posibles mecanismos de formacién/funcion. Por
ejemplo, las VAS podrian ser componentes del sistema de secrecion, similares a los
ricinosomas, o las vesiculas KV (Schmid et al., 2001; Toyooka et al., 2001) pero que
interaccionan con el cloroplasto cargando proteinas y otros componentes plastidiales,
para su degradacion y/o transporte hacia otro/s compartimientos, v.g., VC. Por otra

parte, las VAS podrian transportar proteasas, desde el RE u otra parte del sistema de
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secrecion, hacia el cloroplasto. La descarga del contenido de las VASs podria
desencadenar el desmantelamiento del cloroplasto, y la consiguiente formacion de
vesiculas de origen plastidial conteniendo catabolitos de componentes cloroplésticos.
Se han registrado cambios en la organizacion de distintas membranas cloroplasticas,
como la vesiculizaciéon de la membrana interna del cloroplasto, asociada a la
exportacion de proteinas cloroplasticas en Chlamydomonas (Park et al., 1999), y a la
transicion de cloroplastos a cromoplastos en las frutos de pimiento (Capsicum
annuum) (Hugueney et al., 1995). Las VAS podrian ser parte de un proceso de
degradacion masiva de componentes cloroplasticos sumamente regulado, y que
implica la participacion de compartimientos celulares especiales y la modificacion del
cloroplasto durante su desmantelamiento, sin afectar la integridad de la estructura

remanente de la organela.
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CAPITULO 4
Identificacion y andlisis funcional de una proteasa con
actividad asociada a la senescencia foliar de

Arabidopsis thaliana
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RESUMEN

Se combinaron determinaciones de actividad proteolitica en gel (zimogramas)
y técnicas de protedmica (geles bidimensionales, 2D, seguidos de espectrometria de
masas) para detectar actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar de
Arabidopsis e identificar la/s proteasa/s responsable/s de la actividad. Se detectaron
dos bandas de actividad proteolitica presentes en hojas jovenes y que aumentan
notoriamente en hojas senescentes. Ambas bandas fueron identificadas como
productos del gen At3g14067, que codifica una proteasa serinica tipo subtilisina,
sugiriendo que se trata de dos isoformas de esta enzima. Al menos en su forma activa,
la proteasa subtilisina identificada se concentra en el espacio extracelular de hojas
senescentes. Para establecer la funcion de At3gl14067 se analizaron plantas mutantes
(“knock out”’) donde la expresion de este gen se encuentra inactivada por insercion de
un fragmento de T-DNA. Las plantas mutantes presentan una ligera demora en el
progreso de la senescencia foliar, mds marcada en las hojas caulinares que en las
hojas de la roseta. El efecto mas notorio de la mutacion de At3g14067 no se observa
en el transcurso de la senescencia foliar de cada hoja, sino que se hace evidente
durante el progreso del desarrollo reproductivo. La inactivacion de la proteasa
subtilisina se asocia con la produccion de estructuras reproductivas mas ramificadas
que en el genotipo salvaje. El estudio realizado hasta el presente indica que
At3g14067 no estaria implicado, al menos en forma directa, en el proceso de
degradacion masiva de proteinas asociado a la senescencia foliar. La ubicacion
subcelular de la actividad de la proteasa At3g14067 y su importancia en el desarrollo
ontogénico a nivel de planta entera, junto a la informacion sobre la funcion de otras
proteasas subtilisinas vegetales, sugieren que At3g14067 participaria en la regulacion

de la etapa reproductiva del desarrollo y la senescencia de la planta de Arabidopsis.
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4.1 INTRODUCCION

Los estudios de expresion génica a gran escala desarrollados recientemente
han permitido vislumbrar la cantidad de genes comprometidos y la complejidad de las
redes moleculares que operan durante la senescencia (He et al., 2001; Guo et al.,
2004; Buchanan Wollaston et al., 2005). Se han identificado al menos 2500 genes
asociados a la senescencia (SAG) de Arabidopsis (Gepstein 2004), sin embargo, se
desconoce la relevancia de cada uno de estos SAG en la iniciacion y/o ejecucion del
proceso, y so6lo se infiere a partir de sus secuencias la funcion del 50- 70% de los
genes identificados (Gepstein et al., 2003; Buchanan Wollaston et al., 2005). El
conocimiento sobre la funcion particular cada gen y la elucidacion de rutas
metabdlicas se ha llevado a cabo en gran medida con el empleo de plantas mutantes,
producidas a gran escala por mutagénesis quimica o insercion de T-DNA y la
posterior seleccion y andlisis de los fenotipos de interés (Bouché y Bouchez, 2001;
Radhamony et al., 2005). En su revision sobre aspectos moleculares de la senescencia
foliar, Lim et al. (2003) resaltan la importancia y potenciales alternativas que
proporciona el uso de plantas mutantes como herramienta en el estudio funcional de
genes y de las vias metabdlicas involucradas en la senescencia.

Se conocen algunos mutantes de Arabidopsis con alteraciones en la
senescencia foliar, en su mayoria caracterizados a nivel fisiolégico y/o molecular, a
través de mediciones de los cambios en el contenido de proteinas y clorofila,
eficiencia fotoquimica (Fv'/Fm’), longevidad foliar, y/o la expresion de SAG y PAG
(genes asociados a funciones fotosintéticas). Los genes afectados en estas mutaciones
poseen variadas funciones, y participan en diversos procesos: por ejemplo,
mutaciones que afectan la percepcion y respuestas al etileno aceleran (Jing et al.,
2002; Jing et al., 2005) o demoran (Grbic y Bleckeer, 1995) la senescencia foliar.
etrl presenta una alteracion en el gen que codifica al receptor de etileno, ETR1
(Bleecker et al., 1988), y las plantas mutantes para este gen muestran senescencia
foliar demorada y mayor longevidad foliar que el genotipo salvaje (Grbic y Bleckeer,
1995). ORE4-1 codifica una proteina ribosomal plastidica y su inactivacion prolonga
la longevidad foliar (Woo et al. 2002). Los mutantes apg8 y apg’, poseen distintos

defectos en la via autofigica de degradacion de proteinas citoplasmaticas y se
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caracterizan por una gran sensibilidad a la deficiencia de nutrientes y senescencia
prematura en tales condiciones (Hanaoka et al., 2002; Doelling et al., 2002). Entre
otros mutantes relacionados con la degradacion de proteinas se caracterizaron ore9 y
dls. ore9 posee longevidad extendida y senescencia foliar demorada. Este mutante fue
identificado en “screenings” realizados durante la senescencia natural y en hojas
escindidas de la planta y sometidas a oscuridad (Oh et al., 1997). Posteriormente, por
mapeo genético y clonado posicional se identifico6 ORE9 como una proteina de tipo
F-Box, componente del complejo SCF que participa en la ubiquitinacioén de proteinas.
OREDY interactua con SKP, otro componente del complejo SCF (Woo et al., 2001). El
fenotipo dlIs (delayed leaf senescence) es producto del bloqueo del gen AtALE1, que
codifica una arginil-tRNA arginiltransferasa, un componente de la via de degradacion
“N- end rule”, una ruta del sistema de ubiquitinacién eucariota poco conocida en
plantas (Yoshida et al., 2002). Por la ubicacion citosolica y/o nuclear de AtALEL, los
autores sugieren su participacion en la degradacion de represores de la senescencia,
como plantean Woo et al. (2001) respecto de ORE9. Si bien algunos componentes de
la via de degradacion del proteasoma han sido identificados como genes asociados a
la senescencia (SAG), ni ORE9, ni AtALE1 fueron detectados en los estudios de
expresion génica asociada a la senescencia realizados hasta el presente.

En una aproximacion alternativa, se han examinado los fenotipos producto de
la inactivaciéon de genes que codifican determinadas proteasas cloroplésticas. La
inactivacion de la proteasa ClpC1 produce retardo del crecimiento, clorosis y menor
actividad fotosintética (Sjogren et al., 2004). Mutaciones en las metaloproteasas FtsH
han dado lugar a fenotipos variegados, y fenotipos indistinguibles del genotipo
salvaje (Zelisko et al., 2005). Las lineas “antisentido” de tabaco para la proteasa
aspartica CND41 presentan, en condiciones de déficit de nitrégeno, un retraso en el
desarrollo y por lo tanto en el inicio de la senescencia (Kato et al., 2004). En general,
los mutantes de proteasas cloroplasticas examinados presentan distintas anomalias
que no parecen incidir en el progreso de la senescencia. El conocimiento sobre la
identidad y funcion particular de proteasas asociadas a la senescencia es superficial si
se lo compara con la informacién acerca de las funciones especificas de proteasas
involucradas en otros procesos, como la maduracion y/o removilizacién de proteinas
en semillas (Okamoto et al., 2003; Nakaune et al., 2005), y en algunos casos de
muerte celular programada (Elbaz et al., 2002; Hatsugai et al., 2004). Teniendo en

cuenta que mas de 30 SAGs codifican proteasas (Guo et al., 2004), los estudios de
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tipo funcional sobre los productos génicos correspondientes son menos que escasos.
Uno de los pocos trabajos es el realizado por Rojo et al. (2003), sobre la actividad de
la proteasa de procesamiento vacuolar YVPE durante la senescencia foliar. YVPE
estaria involucrada en la maduracion de una invertasa y una carboxipeptidasa
vacuolares, aunque la relevancia de la proteasa en el progreso de la senescencia no ha
sido completamente esclarecida. El fenotipo producto de la inactivacion de la
proteasa especifica de la senescencia SAG12 (Lohman et al., 1994) no presenta
diferencias notorias respecto del fenotipo salvaje (Capitulo 3 de esta tesis). Por otra
parte, mientras que SAG12 muestra alta expresion a nivel de ARNm (Lohman et al.,
1994), estd ausente en andlisis de proteomica funcional de proteasas cisteinicas
asociadas a la senescencia (van der Hoorn, et al., 2004). Esto podria deberse a
cuestiones metodologicas, o a que la proteasa es poco abundante a pesar de su
marcada expresion a nivel de ARNm. Hay ejemplos similares referidos a otras
proteasas. Los niveles de ARNm de la proteasa subtilisina ARA12 son abundantes en
tallos y hojas, mientras que a nivel de proteina ARA12 es detectada en tallos y
silicuas, pero practicamente no aparece en hojas (Hamilton et al., 2003). Dado que la
cantidad de un determinado transcrito no siempre se refleja en la cantidad de su
proteina correspondiente (Gygi et al., 1999), seria util contar con estudios detallados
sobre el proteoma asociado a la senescencia, como un punto de partida para la
identificacion de proteasas asociadas a la senescencia y su posterior analisis
funcional. Los proteomas asociados a la senescencia foliar realizados hasta el
momento provienen de extractos foliares totales y/o cloroplastos enteros, y no han
sido utiles para establecer la aparicion o los cambios en proteinas minoritarias, como
es el caso de la mayor parte de las proteasas (Wilson et al., 2002; Schiltz et al., 2004).
Para identificar proteasas asociadas a la senescencia seria 1til contar con proteomas
mas acotados, de fracciones subcelulares o bien de tipo funcional de proteinas. Los
proteomas de membranas tilacoidales, lumen del cloroplasto, vacuolas, apoplasto,
solo han sido estudiados a partir de material no senescente (Whitelegge, 2003;
Schubert et al., 2002; Carter et al., 2004; Boudart et al., 2005). El fraccionamiento de
proteinas de acuerdo a sus caracteristicas funcionales dio lugar por ejemplo, al
proteoma de fosfoproteinas de la membrana plasmatica (Niihse, et al., 2004). En el
caso de proteasas, se han analizado proteomas por medio de marcaciéon quimica
(Capitulo 2 de esta tesis, Greenbaum et al., 2000; van der Hoorn et al., 2004; Kokcs et

al., 2003). Por otra parte, las proteasas con actividad asociada a la senescencia foliar
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se han detectado y caracterizado exitosamente a través de ensayos de actividad in
vitro en gel (zimogramas, Capitulo 2 de esta tesis, Morris et al., 1996; Jiang et al.,
1999; Wagstaft et al., 2002) aunque en pocos casos se ha identificado el gen
correspondiente a la/s proteasa/s detectada/s (Funk et al., 2002).

El objetivo de este trabajo fue identificar proteasas cuya actividad aumenta
durante la senescencia y establecer su funcion. Los pasos de este estudio abarcaron a)
la deteccion de la proteasa activa, b) la identificacion de su gen correspondiente, y ¢)

la caracterizacion de plantas mutantes knock out para el gen identificado.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Deteccion e identificacion de proteasas con actividad asociada a la

senescencia de Arabidopsis.

Realicé esta parte del trabajo en el Laboratorio de Fisiologia y Biologia
Molecular de Plantas, Universidad de Turku, Finlandia (Convenio de Cooperacioén
Academia de Finlandia — SECTIP, 2003-2005).

4.2.1.1 Material vegetal, condiciones de cultivo y muestreos

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia. Las semillas
se sembraron en macetas con tierra estéril. Después de dos dias en oscuridad a 4°C,
las macetas fueron trasladadas a camaras de crecimiento a 24° C, a un PPFD de 100
umoles m™ s™ y un fotoperiodo de 16 h.

El analisis de la actividad proteolitica durante el progreso de la senescencia
fue realizado con hojas jévenes y maduras de plantas en estado vegetativo (antes de la
emergencia del escapo floral, o “bolting”), y hojas senescentes de plantas en estado
vegetativo y reproductivo (antes y después de “bolting”). En funciéon del grado de
expansion foliar, y del contenido de clorofila y de proteinas foliares solubles, se
consideraron los estadios: J, hojas jovenes, en crecimiento, M: hojas a maxima

expansion, con los niveles maximos de clorofila y proteinas, denominadas también
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como “no senescentes”, NS) y S: hojas senescentes, S;: con el 50-60 % de la clorofila
y alrededor del 70 % de proteinas, respecto de M, y S;; un estadio mas avanzado de la
senescencia, con menos del 40% de la clorofila y proteinas respecto de M. El
contenido de clorofila se mididé por espectrofotometria como en Iskeep y Bloom
(1985). Las proteinas totales se cuantificaron por el método de Bradford (1976), y se
analizaron en geles SDS-PAGE tefiidos con Coomassie Blue. Se compard la cantidad
de clorofila, proteinas y de actividad proteolitica de los distintos estados de desarrollo

tomando el area foliar como referencia.

4.2.1.2 Deteccion y purificacion de proteasas con actividad asociada a la

senescencia

1- Deteccion de proteasas

Se compar¢ la actividad in vitro de proteasas de extractos totales de hojas de
distintos estadios de desarrollo (J, M, S; y S;) en zimogramas SDS-PAGE, de la

forma descripta en el Capitulo 2 de esta tesis.

2- Purificacion de las proteasas de interés

Una vez detectadas las proteasas de interés (con actividad asociada a la
senescencia), se prepararon extractos totales de hojas senescentes (S; y S;) para su
separacion en geles bidimensionales (2D: isoelectroenfoque, IEF, seguido de SDS-
PAGE). Los ensayos de actividad proteolitica imposibilitan el uso de las técnicas y
buffers de desnaturalizacion irreversible de proteinas empleados normalmente en la
separacion de proteinas en geles 2D (Méchin et al., 2003), por lo que se ensayaron
distintas metodologias de preparacion y separacion de la muestra. Finalmente, se

establecid el siguiente procedimiento:

2a- Preparacion y solubilizacion de la muestra
Extractos de alrededor de 500 mg de hojas senescentes se concentraron y

desalaron por centrifugacion en filtros Microcon® (Millipore), de tamafio de poro de
10 kDa, se resuspendieron en 250 ul de agua bidestilada, Triton X-100 2%, DTT 15
mM, urea 2M, leupeptina 20 uM, y anfolitos pH 4-7 (BioRad) 0,2%, y se
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centrifugaron a 90000g durante 20 min. El sobrenadante resultante se analiz6 en geles

2D.

2b- Separacion de muestras en geles 2D

Isoelectroenfoque: Se utilizaron geles con un gradiente lineal de pH

inmovilizado (IPG) en rangos de separacion de pH 3-10 y pH 4-7 (BioRad). El
isoelectroenfoque se realizé a S0V durante 4 h, 100 V 1h, 200 V 1h, y se continu6 a
10000 V con un incremento lineal de voltaje hasta llegar a un total de 60000 Vh. Se
realizaron al menos dos repeticiones (dos tiras IPG) en cada isoelectroenfoque. Una
vez finalizado el isoelectroenfoque las tiras se guardaron a -80° C, o se equilibraron
en buffer 1X de solubilizacién (Laemmli, 1970) para su inmediata separacion en la
segunda dimension.

Segunda dimensién: Se utilizaron geles SDS-PAGE de 12% de archilamida,

con y sin gelatina, preparados como en el Capitulo 2 de esta tesis. Muestras (tiras de
IPG) separadas en un mismo isoelectroenfoque se corrieron simultdneamente en geles

SDS-PAGE con y sin gelatina.

2c- Revelado de proteinas y actividad proteolitica
Terminada la electroforesis, los geles con gelatina se trataron para la deteccion
de actividad proteolitica (Capitulo 2 de esta Tesis), y los geles sin gelatina se tifieron

con plata como en Shevchenko et al. (1996).

2d- Purificacion de las proteasas
Cada zimograma y el correspondiente gel tefiido con plata se superpusieron y
los “puntos” de proteina correspondientes a “puntos” de actividad se cortaron del gel

con un escalpelo y se guardaron a -20° C para su posterior analisis.

4.2.1.3. Identificacion por espectrometria de masas

Los “spots” de proteina se sometieron a digestion con tripsina (Trypsin Gold,
Promega) como en Shevchenko et al. (1996). Los péptidos se eluyeron de los trozos
de gel por lavados alternados con 5% de acido formico y 80% de acetonitrilo, y se
concentraron y desalaron en microcolumnas POROS R3 (Perseptive Biosystems,
Framingham, MA) como en Battchikova et al. (2005). Las muestras se analizaron por

MALDI-TOF (Voyager-DE PRO Mass Spectrometer, Applied Biosystems, Foster
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City, CA), y por cromatografia liquida y espectrometria de masas en tamdem -ES/
MS/MS (API QSTAR, Applied Biosystems, Nano Electrospray Protana, Toronto,
Canada, conectado a nano HPLC), como en Battchikova et al. (2005). Los péptidos
de autodigestion de tripsina se utilizaron para la calibracion del espectro en el analisis

por MALDI, y se excluyeron en la adquisicion del espectro por ESI MS/MS.

4.2.1.4 Analisis bioinformatico

La identificacion de proteinas se realizd6 a través del programa Mascot

(www.matrixscience.com), en la base de datos del National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). En esta busqueda se permitieron

errores de masas menores a 100 ppm, y la omision de un corte por tripsina.

Los programas TargetP y ClustalW de Expasy (http://ca.expasy.org), y el
programa iPSORT (http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/) se utilizaron para analizar
distintas caracteristicas de la proteasa identificada, como la homologia con otras
proteasas, potenciales sitios de glicosilacion y predicciones de localizacion

subcelular.

4.2.1.5 Localizacion subcelular de la actividad de la proteasa identificada

Extraccion de fluido extracelular (FEC)

Se realiz6 como en Boudart et al. (2005). Las hojas fueron cortadas, sin
peciolos, sumergidas en manitol 0,4 M y sometidas a vacio durante 3 min. Luego se
secaron suavemente con papel de filtro y se centrifugaron a 200 rpm durante 20 min.
El FEC fue colectado del fondo del tubo. El FEC y el tejido foliar post extraccion de

fluido fueron guardados a -80° C hasta el desarrollo de los zimogramas.

4.2.2 Analisis funcional de la proteasa asociada a la senescencia a través del uso de

plantas mutantes para el gen identificado.

4.2.2.1 Seleccion de lineas mutantes y condiciones de cultivo

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia salvajes, y

mutantes “knock out” por insercion de T-DNA en el gen identificado. Las plantas
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mutantes pertenecen a la coleccion SALK, y fueron seleccionadas en la base de datos
del Instituto de Andlisis Gendémicos SALK (www.arabidopsis.org, SIGNAL
TDNAExpress). Los “stocks” de semillas que proporciona el Instituto SALK
contienen semillas homo- y heterocigotas para el inserto de T-DNA, por lo que se
realizd una seleccion de plantas mutantes homocigotas basada en la actividad
proteolitica de at3g14067 (por medio de zimogramas). Se identificaron como plantas

mutantes homocigotas a aquellas que carecen de actividad de at3g14067.

Condiciones de cultivo

Semillas de plantas mutantes y salvajes se trataron como en 4.2.1.1. En este
caso las plantas crecieron con un fotoperiodo de 12 h durante 1 a 3 semanas desde la
germinacion, y luego a luz continua, bajo un PPFD de 150 pmoles m™ s, salvo

excepciones especificadas en Resultados.

4.2.2.2 Caracterizacion de la senescencia foliar de plantas mutantes.

Se considero a la variacion del contenido de clorofila foliar a lo largo del tiempo

como principal pardmetro de senescencia.

Senescencia de hojas adheridas a la planta

A partir del momento de alargamiento del escapo floral (“bolting”), y a lo
largo del tiempo, se registr6 el contenido de clorofila, y la supervivencia de hojas de
la roseta y hojas caulinares. Para esto se eligieron la novena hoja de la roseta y la
quinta hoja caulinar, contando desde la base, que se marcaron para su seguimiento
temporal. A los 30 dias después de “bolting” se registr6 la actividad fotoquimica de
las hojas de la roseta. Las mediciones de clorofila se realizaron de forma no
destructiva, con el medidor portatil SPAD502 (Minolta, Japon). El rendimiento
cuantico del fotosistema II se midié con el medidor de fluorescencia Fluorescence

Monitoring System 2 (Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK).

Senescencia de hojas cortadas y colocadas en oscuridad

Hojas de plantas en estado vegetativo, de la posiciéon quinta de la roseta

contando desde el apice, fueron cortadas y colocadas en capsulas de Petri con papel
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de filtro humedecido. El valor de clorofila de cada hoja se registré con el medidor

SPAD 502, bajo luz verde no actinica, cada dos dias hasta la caida total de clorofila.

4.2.2.3 Caracterizacion del desarrollo reproductivo de plantas mutantes. Analisis del

patron de ramificaciones reproductivas.

1- Registro del nlimero total de ramificaciones producidas al final del desarrollo

Se realizé la diseccion y conteo de las estructuras reproductivas producidas por la
planta al final de su ciclo de vida, considerado como tal cuando toda la planta se
encontr6 seca. Las ramificaciones producidas en cada inflorescencia se

discriminaron de acuerdo al orden de ramificacion correspondiente (Fig. 4.1).

2- Numero de ramificaciones producidas a lo largo del tiempo

Se monitore6 en forma no destructiva el nimero de ramificaciones producidas por
cada planta, desde una semana después de floracion y a lo largo del tiempo hasta
la muerte de la planta. Se realizaron tres muestreos semanales desde “bolting”, y
un cuarto muestreo seis semanas después. En este experimento se discrimind la
inflorescencia principal del resto de las inflorescencias. Sobre la inflorescencia
principal, también se registr6 el momento de aparicion y numero de hojas
caulinares y ramificaciones, desde el elongamiento del eje y hasta que ces6 su

crecimiento.

Para cada experimento se realizaron cinco repeticiones independientes con

grupos de entre 6 a 10 plantas cada uno.

Analisis estadistico

Los valores presentados corresponden a las medias muestrales y sus errores
estandard. La comparacion de medias se realizod con el test de Student (p> 0,05 y p>

0,01) o el test LSD (p> 0,05).
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Fig. 4.1. Morfologia de Arabidopsis en la etapa reproductiva de desarrollo.
Esquema de la planta utilizado como referencia en el andlisis morfologico

(modificado de Miindermann et al., 2005).

Inflorescencia Principal \
Inflorescencia
Secundaria Estructure}s
reproductivas
(Inflorescencias)

N

Inflorescencia
Terciaria

J

Roseta (o conjunto de
hojas que conforman la
parte vegetativa de la
planta)

El patron de desarrollo reproductivo es modular. Las inflorescencias originadas en el
meristema axilar de hojas de la roseta (inflorescencia axilar secundaria, terciaria etc., segun
el orden de aparicion) repiten el mismo patron de desarrollo que la inflorescencia principal

Cada inflorescencia se compone de un eje o raquis, de donde surgen ejes secundarios,
llamados paracladios o ramificaciones. Los nodos (N), donde se originan las bracteas u
“hojas caulinares” y las ramificaciones, se denominaron N1’ N2, N3, etc., segun el orden de

aparicion en cada inflorescencia. Las ramificaciones (R) siguen el mismo orden, R , R,R,
etc. Los frutos (silicuas) no se han considerado en el diagrama.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Deteccion e identificacion de proteasas con actividad asociada a la

senescencia de Arabidopsis.

4.3.1.1. En experimentos con zimogramas, la actividad proteolitica asociada a la

senescencia foliar se debe principalmente al incremento de actividad de dos bandas.

En la figura Fig. 4.2.a se muestran los cambios en el nivel de proteinas y
proteasas activas a lo largo del desarrollo foliar de Arabidopsis. Los distintos estadios
de desarrollo (hojas jovenes, maduras y en dos estados de senescencia) se definieron
y caracterizaron en funcion del contenido de proteinas y clorofila (Fig. 4.2.b). En el
zimograma (Fig.4.2.a) se puede observar actividad proteolitica exclusiva de
determinados estadios, aunque la mayor parte de las proteasas muestran cambios
(aumento o disminucién) en los niveles de actividad a lo largo del desarrollo foliar.
Las numerosas bandas activas y el alto grado de actividad en el gel impiden una
buena resolucion y separacion de las proteasas entre si. Para examinar con mayor
precision la actividad proteolitica asociada a la senescencia se redujo la cantidad de
muestra y el tiempo de incubacion del zimograma (Fig 4.2.c). Con este ajuste
metodoldgico se distinguieron dos bandas como las responsables de la mayor parte de
la actividad proteolitica asociada a la senescencia (marcadas con un asterisco en las
Fig. 42 a y c). El aumento de actividad de estas proteasas se observa durante la
senescencia foliar en plantas en estado vegetativo y en post-floracion (resultado no
mostrado).

Una vez detectadas las proteasas con actividad asociada a la senescencia, las
muestras de hojas senescentes se analizaron en geles bidimensionales (2D). La
separacion de proteinas en dos dimensiones se utilizd6 como método de purificacion y
obtencion de proteasas para su posterior identificacion por espectrometria de masas, y
ademas permitido examinar la posibilidad de que hubiera mas de una proteasa activa
con un mismo peso molecular. Los zimogramas 2D y geles 2D realizados no
permitieron superponer exactamente de todos los “puntos” de actividad con sus

correspondientes “puntos” tefiidos por plata. Esto se debidé principalmente a dos
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causas: 1- el estado “semi desnaturalizado” de la muestra impidid el correcto
enfocado de muchas proteinas, y 2- la cantidad de proteina representada por algunas
proteasas activas en zimogramas se encontraba por debajo del limite de deteccion de
la tincion por plata. A pesar de estas dificultades, las proteasas con actividad
proteolitica asociada a la senescencia se enfocaron correctamente y se detectaron en

el gel tenido con plata (Fig. 4.3).

Fig. 4.2 Actividad de proteasas asociadas a la senescencia foliar de Arabidopsis

Gel SDS-PAGE Zimograma
A) Perfil de proteinas y de J M S S J] M S S

actividad de proteasas en
hojas jovenes (J), maduras
(M), y en dos estados de

senescencia, (S, y S ).

- -
-
J M S S
B) Valores de clorofila y b2
% de Proteinas941007630% de
proteinas de cada estadio de Clorofila 781005030

desarrollo, analizados en los

geles de las Fig. A

El zimograma fue incubado a pH 4,7. Las flechas indican aumentos o
disminucion de actividad asociada a la senescencia. El asterisco senala la
actividad proteolitica asociada a la senescencia mas notoria del perfil. Las hojas
analizadas provienen de plantas en estado vegetativo.
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Fig. 4. 3 Las bandas de actividad asociada a la senescencia pueden resolverse en

geles bidimensionales

Gel 1D Geles 2D (IEF-SDS-PAGE)

SDS-PAGE
Izsoelectroenfoque

s2
-
—_— “
— "
i

A B C

J =1

SD3-PAGE

A: parte del zimograma 1D con las bandas de interés, B: parte del zimograma
2D donde las bandas de interés se observan como puntos de actividad, C: parte
del gel 2D tefiido con plata, donde se observan las mismas proteasas, marcadas
con flechas. La primera dimension de los geles 2D corresponde a un
isoelectroenfoque en un gradiente de pH 4-7.
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4.3.1.2. La actividad asociada a la senescencia detectada en zimogramas es producto

de una proteasa serinica tipo subtilisina.

Las proteinas tefiidas con plata correspondientes a las proteasas activas se
sometieron a digestion enzimdtica por tripsina, y los péptidos resultantes se
analizaron por MALDI-TOF, pero la poca sefial de los espectros obtenidos por este
método imposibilité la correspondiente identificacion. Se consideraron y modificaron
distintos pardmetros, desde la cantidad de muestra analizada hasta la forma de
obtencion de los péptidos (i.e., desnaturalizacion por tratamientos térmicos, digestion
quimica). Luego de repetidos intentos fallidos de andlisis por MALDI, se recurri6 al
analisis espectrométrico por ESI MS/MS. El uso de ESI MS/MS es mas costoso y
complejo que MALDI, pero los porcentajes de éxito en la identificacion de proteinas
por esta método suelen ser mdas altos (Larsen y Roepstorff, 2000). A través del
andlisis con ESI MS/MS se identificaron las proteasas con actividad asociada a la
senescencia. Ambas proteasas son codificadas por el mismo gen, GI: 18400262 en la
base de datos de NCBI, At3g14067 en la base de datos correspondiente al genoma de
Arabidopsis. El gen At3g14067 codifica una proteasa serinica del tipo subtilisina. En
la Fig. 4.4 se muestra el resultado del proceso de identificacion de una de las bandas

analizadas.

4.3.1.3 Caracteristicas de la proteasa subtilisina At3g14067

At3g14067 posee una masa nominal de 82,4 kDa y un punto isoeléctrico (pl)
nominal de 6,29. De acuerdo a los zimogramas realizados, At3g14067 tendria al
menos dos isoformas activas, de alrededor de 59 y 61 kDa, y pls de alrededor de 5 y
5,5 respectivamente. La diferencia entre los valores nominales y empiricos
probablemente se debe a que corresponden a la preproproteasa y a las proteasas
maduras respectivamente. Diferencias de tamafio del mismo orden, alrededor de 20
kDa, se observan luego de la maduracion de algunas proteasas subtilisinas conocidas
(Yamagata et al., 1994). At3g14067 presenta las mayores homologias de secuencia
con la proteasa tipo subtilisina presunta Q6K765 de arroz (Oryza sativa), y con la
proteasa subtilisina ARA12, de Arabidopsis. El analisis espectrométrico realizado en

esta tesis se enfoco en la identificacion de proteinas, y no abarco el estudio de las
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distintas caracteristicas que podrian distinguir entre si a las posibles isoformas
identificadas, i.e., glicosilacion, fosforilacion, o si las isoformas observadas son en
realidad un producto de degradacion parcial de la proteasa. Las diferencias de tamafio
molecular y pl observadas podrian deberse a glicosilaciones (Packer y Keatinge,
2001). De acuerdo a las predicciones in silico, At3g14067 posee 4 sitios potenciales
de glicosilacién, y un péptido sefial, caracteristicas compartidas por muchas de las
proteasas subtilisinas. La presencia de un péptido senal, de 30 aminodacidos, indica

que esta subtilisina esta dirigida a la via secretoria.

Fig 4.4 Identificacion de una de las bandas analizadas.

YMATRIX) Magcot Search Results

Protein View

Match to: gi|22331076 Score: 696
subtilisin-like serine protease, putative [Arabidopsis thaliana]
Found in search of d:\TEMP\masAl.tmp

Nominal mass (M;): 82450; Calculated pI value: €.29

NCBI BLAST search of gi|22331076 against nr
Unformatted seguence string for pasting into other applications

Taxonomy: Arabidopsis thaliana

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Semi-specific cleavage, (peptide can be non-specific at one terminus only}
Cleavage by semiTrypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 35%

Matched peptides shown in Beld Red

1 MAKLSLSSIF FVFPLLLCFF SPSSSSSDGL ESYIVHVQRS HKPSLFSSHN
51 NWHVSLLRSL PSSPQPATLL YSYSRAVHGF SARLSPIQTA ALRRHPSVIS
101 VIPDQAREIH TTHTPAFLGF SQNSGLWSNS NYGEDVIVGV LDTGIWPEHP
151 SFSDSGLGPI PSTWKGECEI GPDFPASSCN RKLIGARAFY RGYLTQRNGT
201 KKHAAKESRS PRDTEGHGTH TASTAAGSVV ANASLYQYAR GTATGMASKA
251 RIAAYKICWT GGCYDSDILA AMDQAVADGV HVISLSVGAS GSAPEYHTDS
301 IAIGAFGATR HGIVVSCSAG NSGPNPETAT NIAPWILTVG ASTVDREFAR
351 NAITGDGKVF TGTSLYAGES LPDSQLSLVY SGDCGSRLCY PGKLNSSLVE
. 401 GKIVLCDRGG NARVEKGSAV KLAGGAGMIL ANTAESGEEL TADSHLVPAT
451 MVGAXAGDQI RDYIKTSDSP TAKISFLGTL IGPSPPSPRV AAFSSRGPNH
501 LTPVILKPDV IAPGVNILAG WTGMVGPTDL DIDPRRVQFN IISGTSMSCP
551 EVSGLAARLLR KAHPDWSPAA IKSALVITAY DVENSGEPIE DLATGKSSNS
601 FIHGAGHVDP NKALNPGLVY DIEVKEYVAF LCAVGYEFPG ILVFLQODPTL
651 YDACETSKLR TAGDLNYPSF SVVFASTGEV VKYKRVVKNV GSNVDAVYEV
701 GVKSPANVEI DVSPSKLAFS KEKSVLEYEV TFKSVVLGGG VGSVPGHEFG
751 SIEWIDGEHV VKSPVAVOWG QGSVQSF

El resultado incluye la identificacion del gen y propiedades de la proteina
correspondiente, junto a las caracteristicas del proceso de identificacion (la base de
datos consultada, la delimitacion realizada en la busqueda, y, en negritas, el
porcentaje de la secuencia aminoacidica cubierta por los peptidos analizados).
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Localizacion subcelular de la actividad de la proteasa At3g14067

at3g14067 podria localizarse en distintos compartimientos de la via secretoria.
Dado que muchas proteasas tipo subtilisina se localizan en el espacio extracelular,
(Siezen y Leunissen, 1997; Beers et al., 2003), el estudio de localizacion subcelular
de la actividad de at3g14067 comenzo6 en el apoplasto de hojas senescentes (Fig. 4.5).
Se extrajo el fluido extracelular, y se compard con el tejido foliar remanente, post-
extraccion. En el zimograma se observa un enriquecimiento de la actividad de
at3g14067 en el fluido extracelular (FEC), que sugiriere que al menos en su forma
activa, la proteasa se localiza en el apoplasto de hojas senescentes. La actividad de
at3g14067 en el tejido post-extraccion de FEC podria deberse a fluido extracelular

remanente, o bien a una posible localizacion dual de la proteasa.

Fig 4.5 La actividad de las isoformas de at3gl4067 se concentra en al
apoplasto de hojas senescentes. En este zimograma se compara la actividad

proteolitica del fluido extracelular (FEC), y del tejido luego de la extraccion

del fluido (T).

FEC T

El asterisco sefiala la actividad de las bandas correspondientes a la proteasa
subtilisina. Las flechas marcan otras proteasas activas y proteinas visibles, que
aparecen solo en una de las fracciones, confirmando que no hay contaminacion
por proteinas intracelulares en el FEC, y que el tejido “post-extraccion” carece
practicamente de este fluido.

116



4.3.2 Analisis funcional de la proteasa subtilisina At3g14067 a través del uso de

plantas mutantes knock out para este gen.

4.3.2.1. Seleccion de lineas mutantes y obtencion de plantas homocigotas para la

insercion de TDNA.

Se seleccionaron las lineas SALK 147962 y SALK 118286, cuyos insertos
de TDNA, de 300 pares de bases, se ubican a aproximadamente 110 y 1175 bases del

sitio de inicio de transcripcion del gen, respectivamente (www.signal.salk.edu/cgi-

bin/tdnaexpress). Cabe destacar que At3g14067 no presenta intrones en su secuencia.

Se analiz6 la actividad proteolitica foliar de at3g14067 en distintas plantas de ambas
lineas SALK. Las plantas deficientes en la actividad proteolitica de at3g14067 se
consideraron homocigotas para la presencia del inserto de TDNA, y se seleccionaron
para su reproduccion y posterior andlisis (Fig. 4.6). La mayor parte de los

experimentos descriptos a continuacion fueron realizados con la linea SALK 147962.

Fig 4.6. Seleccion de plantas Genotipos

mutantes homocigotas para el Mutante Salvaje
gen At3gl4067. Actividad
proteolitica de las plantas

seleccionadas. Los resultados

corresponden a la linea

SALK 147962.
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4.3.2.2 La mutacion (inactivacion) del gen At3gl14067 afecta el ritmo de la

senescencia foliar

De acuerdo a la disminucion del contenido de clorofila, la senescencia foliar
se inicia en el mismo momento en plantas mutantes (KO) y salvajes (WT), aunque en
plantas mutantes se observa una caida mas gradual de la clorofila a lo largo del
tiempo (Fig.4.7). Esta demora se ve acentuada en las hojas caulinares. En las hojas de
la roseta, alrededor de un mes después de la aparicion del escapo floral principal
(“bolting”) comenzaron a registrarse diferencias significativas entre los genotipos en
el ritmo de pérdida de clorofila. A los 34 dias después de “bolting”, las plantas
salvajes conservaban el 71% de la clorofila inicial, mientras que las plantas mutantes
mantenian el 83% del valor original (p>0,05). No se registraron diferencias en la
eficiencia fotoquimica de las hojas en ese momento (Fv'/Fm’= 0,61 + 0,03 en el WT
y 0,68+ 0,05 en el KO). A los 41 dias de la aparicién de “bolting” las plantas salvajes
y mutantes conservaban el 55% y 72% de la clorofila respectivamente (p>0,05), y
comenzaron a observarse hojas muertas (completamente secas) en ambos genotipos.
La mortalidad foliar se inici6 en forma simultanea en ambos genotipos, aunque al
final del experimento, cuando la totalidad de las hojas examinadas de plantas salvajes
estaban muertas, el 50% de las hojas de plantas mutantes permanecian vivas.

El fenotipo asociado a la mutacion de At3gl14067, al igual que la actividad de
esta proteasa, se acentia conforme avanzan la senescencia foliar y el desarrollo
reproductivo de la planta. Para determinar si at3g14067 participa directamente en la
regulacion de la senescencia foliar, o indirectamente, afectando el desarrollo
reproductivo, se investig6 el efecto de la mutacion de At3g14067 sobre el progreso de
la senescencia foliar en forma independiente al desarrollo ontogénico de la hoja. Se
indujo la senescencia por incubacion continua en oscuridad de hojas maduras
cortadas de plantas en el estado vegetativo (Fig. 4.8). Si bien se observan ligeras
diferencias en el contenido de clorofila al inicio y al final del experimento, la
mutacion de At3g14067 parece no afectar el ritmo de senescencia cuando es inducida

en hojas maduras escindidas de la planta y colocadas en oscuridad.
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Fig. 4.7. Caida de clorofila foliar en plantas mutantes para At3gl14067. WT=
genotipo salvaje, KO= genotipo mutante (linea SALK 147962).

A) Hojas de la posicion novena de la roseta.
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Las lineas en el grafico representan el porcentaje de supervivencia a
lo largo del tiempo de las hojas examinadas en la roseta.

B) Hojas caulinares, de la posicidon quinta en la inflorescencia principal.
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A y B: Los asteriscos representan diferencias significativas (p>0,05) entre los
genotipos para cada fecha. Cada valor es el promedio de cinco plantas.
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Fig. 4.8. Senescencia de hojas cortadas inducida por oscuridad en plantas mutantes
para At3g14067. Se utilizaron hojas de la posicion quinta desde el apice de plantas
en estado vegetativo. WT= genotipo silvestre, KO= genotipo mutante (linea

SALK_147962).
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Los asteriscos representan diferencias significativas (p>0,05) entre los genotipos
para cada fecha. Cada valor es el promedio de cinco plantas.

4.3.2.3 La inactivacion del gen At3gl4067 produce plantas con estructuras

reproductivas mas desarrolladas.

En las plantas mutantes para el gen At3g14067 se registra una demora en el
progreso de la senescencia foliar, sin embargo, llamativamente la caracteristica mas
notoria asociada a la inactividad de esta proteasa subtilisina es el grado de desarrollo
alcanzado por las estructuras reproductivas. En la Fig. 4.9 se muestra el fenotipo de
una planta mutante creciendo a luz continua, a los 3 y 21 dias después de “bolting”.

En condiciones inductivas de la floracion (a luz continua en los experimentos

realizados en esta tesis), plantas mutantes y salvajes florecieron en forma simultanea.
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Las diferencias entre ambos fenotipos son poco notorias durante la etapa vegetativa y
al comienzo de la etapa reproductiva, y se acrecientan a lo largo del desarrollo

reproductivo, a medida que los ejes florales se ramifican .

Fig. 4.9 Fenotipo producto de la mutacién de At3g14067. Las fotos muestran las
mismas plantas, de genotipos mutante y salvaje, a los 3 dias (a) y 21 dias (b)
después de la aparicion del tallo floral principal. WT= planta salvaje KO= planta
mutante (linea SALK 147962).
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Crecimiento y desarrollo de las estructuras reproductivas de plantas mutantes

El analisis del desarrollo de las estructuras reproductivas se llevo a cabo en
cinco experimentos independientes, en condiciones ambientales similares. A
continuacion describo los resultados obtenidos en una de las cinco repeticiones
realizadas de este andlisis. Si bien se registraron variaciones entre repeticiones en
cuanto al nimero de ramificaciones producidas por cada genotipo, las caracteristicas
del genotipo mutante y sus diferencias con el genotipo salvaje fueron reproducibles a

lo largo de los cinco experimentos.
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1- La inactivacion de At3gl4067 genera inflorescencias con mayor cantidad de

ramificaciones

En la Fig. 4.10 se muestra el nimero total de ramificaciones producidas por
las plantas mutantes y salvajes. El nimero de ramificaciones total, promedio para
cada planta, fue 33,4 + 4,7 y 482 + 10,3 en plantas salvajes y mutantes
respectivamente (p> 0,05). Esta diferencia se debid principalmente a la cantidad de
ramificaciones de segundo y tercer orden producidas por las plantas mutantes,
significativamente mayor que en plantas salvajes (p>0.01). En las plantas mutantes
también se observaron con mayor frecuencia que en las plantas salvajes

ramificaciones de cuarto, quinto, y sexto orden, que no se incluyeron en este analisis.

Fig. 4.10. Numero total de ramificaciones producidas por planta, en los genotipos
mutante y silvestre. Los valores representan el promedio de 8 plantas. El asterisco
indica diferencias significativas entre los genotipos (p> 0,05) para el niimero total de

ramificaciones por planta. WT= genotipo salvaje, KO= genotipo mutante.
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En las barras del grafico se discrimina el nimero de ramificaciones de primer, segundo
y tercer orden.
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2- Evolucion del nimero de ramificaciones en el mutante de At3g14067.

Desarrollo temporal de las ramificaciones

Para establecer el momento en que se inician las diferencias observadas entre las
plantas salvajes y mutantes, se monitoreo el desarrollo de las inflorescencias
(ramificacion de los ejes de las inflorescencias) a lo largo del periodo
reproductivo.

En plantas de Arabidopsis creciendo a luz continua, pocos dias después de la
aparicion de la inflorescencia principal (IP, bolting), comienzan a visualizarse
inflorescencias originadas en la axila de hojas de la roseta (inflorescencias axilares,
(IA)), que crecen generando gran cantidad de ramificaciones. Se realizaron tres
muestreos semanales desde la aparicion de la IP, y un cuarto muestreo seis semanas
después. En la Fig. 4.11a. se muestra el nimero de ramificaciones totales producidas
a lo largo del tiempo por plantas mutantes y salvajes. La diferencia entre genotipos
comienza a manifestarse durante las etapas iniciales del desarrollo reproductivo, y se
hacen significativas durante la etapa final, seis semanas después de “bolting”.

En el andlisis por separado del desarrollo y ramificacion de la IP se observa
que la aparicion de las ramificaciones, y consecuentemente, el inicio de las
diferencias entre los genotipos salvaje y mutante tiene lugar mas temprano en el
tiempo (Fig. 4.11 ay b). A los 8 dias del inicio de floracion, las IP de plantas salvajes
y mutantes desarrollaron 4,3 = 0,2 y 6,8 £ 0,6 ramas respectivamente, mientras que
no se observan ramificaciones en el resto de las inflorescencias. A los 21 dias de
floracion las ramificaciones de la IP fueron 6,6 = 0,8 y 12,6 &+ 2,4 en plantas salvajes
y mutantes respectivamente (p> 0,05), mientras que en el resto de las inflorescencias
se registraron 10 £ 2,0 y 14 £ 1,9 ramificaciones promedio por planta salvaje y
mutante, en cada caso. Tres semanas después de este muestreo, 42 dias desde
floracion, el desarrollo de la IP de plantas salvajes alcanzo al de plantas mutantes (se
registraron 122 2.9 y 14,2 + 1,9 ramificaciones en plantas salvajes y mutantes
respectivamente), mientras que las ramificaciones del resto de las inflorescencias de
plantas mutantes aumentan, diferenciandose de las producidas por las plantas salvajes
(17,2 £ 1,7 y 28,16 + 3,3 ramificaciones promedio de todas las inflorescencias en las
plantas salvajes y mutantes, respectivamente ).

El crecimiento anticipado de las ramificaciones en la IP de plantas mutantes

estd precedido por el crecimiento temprano de las hojas caulinares, en la axila de las
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cuales se originan estas ramificaciones (Fig. 4.11 b). En plantas salvajes y mutantes el
numero total de hojas caulinares se incrementd hasta aproximadamente 21 dias
después de floracion, momento en que se inicid la senescencia y muerte foliar. La tasa
de produccion de hojas en el eje reproductivo principal resultd significativamente
mayor en las plantas mutantes. Las plantas salvajes produjeron un nimero promedio
de 10 hojas caulinares durante los 8 primeros dias desde el momento de floracion,
alcanzando un maximo de 11,1 hojas caulinares por planta 7 dias después. Las plantas
mutantes alcanzaron el promedio de 10 hojas por planta a los 5 dias después de
floracion y la produccion de hojas caulinares prosiguié de manera continua hasta un
maximo de 18,4 hojas. En este andlisis visual no se puede establecer si las diferencias
observadas entre genotipos se deben a diferencias en el momento de inicio de la
actividad meristematica o en la velocidad de crecimiento de las yemas laterales.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis de las plantas mutantes, la
funcion de la proteasa subtilisina At3g14067 estaria involucrada con el desarrollo
reproductivo, por lo que la denominamos SADI (subtilisin—proteasa asociada al

desarrollo de las inflorescencias).
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Fig. 4.11. Desarrollo temporal de ramificaciones en plantas silvestres y mutantes para

el gen At3gl14067. Los valores son promedios de 8 plantas. El asterisco representa

diferencias significativas entre los genotipos (p> 0,05). WT: genotipo salvaje, KO:

genotipo mutante

A) Ramificaciones totales (producidas por todas las inflorescencias), a lo largo del

desarrollo.
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En este andlisis se discrimind entre las ramificaciones de la inflorescencia principal y
las axilares IP: ramificaciones de la inflorescencia principal; IA: ramificaciones de
inflorescencias axilares.

B) Hojas caulinares y ramificaciones de la inflorescencia principal (IP) a lo largo del

desarrollo. H= hojas caulinares, R= ramificaciones
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3- Plasticidad del fenotipo asociado a la mutacion de SADI

Se observaron ligeras variaciones entre distintos experimentos en la tasa de
crecimiento y el patron de ramificacion de las plantas mutantes, fundamentalmente en
la contribucién relativa de la inflorescencia principal al total de las ramificaciones
formadas por la planta. Estas ligeras variaciones se registraron entre plantas de una
misma linea y entre las dos lineas mutantes de At3g14067 seleccionadas (resultados
no mostrados). Mas alld de estas diferencias, la mutacion de SADI produce
invariablemente plantas de menor caracter monopodial, mas ramificadas (Tabla 4. 1).
El fenotipo asociado a la mutacion de SADI (i.e., mayor desarrollo de las
inflorescencias que el genotipo salvaje) es sensible a la disponibilidad de luz a lo
largo del desarrollo reproductivo. En condiciones de baja irradiancia el crecimiento
de ramificaciones se ve notoriamente limitado en las plantas mutantes, y en estas
condiciones no se encuentran diferencias entre las plantas mutantes y salvajes (Tabla

4.2).

Tabla 4.1. Caracteristicas fenotipicas de dos lineas mutantes knock out para el gen
SADI. Las ligeras diferencias entre lineas son similares a las observadas entre
distintos experimentos realizados con una misma linea (resultados no mostrados). Los

valores representan el nimero de ramificaciones promedio para cada planta.

NUMERO DE NUMERO DE RAMIFICACIONES
GENOTIPOS INFLORESCENCIAS DESARROLLADAS
AXILARES P 1A Total
WT 3.8 8+£25 13,4 5,7 21,4+6,5
SALK 147962 53 16,5+ 0,8 * A 338+£5,1*%  503+3,7%
SALK 118286 58 % 75+ 1,0 313+4,7% 38,44

*: diferencias significativas (p > 0,05) entre las lineas mutantes y el genotipo salvaje
A: diferencias significativas (p> 0,05) entre las dos lineas mutantes. Los valores son
promedios de 8 repeticiones.
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Tabla 4.2 Plasticidad de las plantas mutantes SADI en respuesta a variaciones en la

irradiancia. En esta tabla se comparan el fenotipo de plantas salvajes y mutantes

(SALK 147962) creciendo a alta y baja irradiancia, 180 y 50 pmoles m? s™,

respectivamente.
NUMERO DE RAMIFICACIONES DESARROLLADAS
IRRADIANCIA
P 1A Total

ALTA

WT 12+1,9 21,6+ 2,33 334+20

KO 105+£0,7 A 39,+3,63 % A 47.6+5,1%
BAJA

WT 20,5+6,1 20,7 41,2+3,1

KO 23,5+£2,6 28, +4,7 522+5,5

*= diferencias significativas (p> 0,05) entre plantas mutantes y salvajes creciendo a una misma
irradiancia. A: diferencias significativas entre plantas del mismo genotipo creciendo a dos
irradiancias distintas. Los valores son promedios de 8 repeticiones. La irradiancia de 50 umoles
m™ s fue generada con tubos fluorescentes de 20 watts y de luz blanca. Para la irradiancia de
150 pmoles m™s™ se utilizaron lamparas de mercurio halogenado.
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4.3. DISCUSION

La combinacion de geles de actividad proteolitica, técnicas de protedmica y el
uso de plantas mutantes knock out por inserciéon de T-DNA ha permitido la deteccion,
identificacion y el posterior analisis funcional de una proteasa cuya actividad aumenta

durante la senescencia foliar.

4.3.1 ldentificacion y caracterizacion de la proteasa con actividad asociada a la

senescencia, At3g14067.

La proteasa serinica tipo subtilisina codificada por el gen At3g14067 es la
responsable de gran parte de la actividad proteolitica asociada a la senescencia foliar
de Arabidopsis detectable in vitro por medio de zimogramas. La presencia de al
menos dos isoformas activas de At3gl14067 (Figs. 4.3 y 4.4) podria deberse a que
ambas actividades operan in vivo, o a que las condiciones metodoldgicas favorecieron
la activacion de una isoforma inactiva en condiciones naturales. Las actividades
detectadas también podrian ser debidas a la degradacion parcial de la proteasa durante
alguna de las etapas experimentales. Hasta el presente At3gl4067 no ha sido
registrado en estudios de expresion génica (niveles de ARNm) asociada a la
senescencia (Gepstein et al., 2003; Guo et al., 2004; Buchanan Wallaston, et al.,
2005), lo que sugiere un posible control de la proteasa a nivel traduccional/ post
traduccional, o de actividad, i.e., por compartimentalizacién o por la presencia de
péptidos inhibidores (Yamada et al., 2001; Belenghi et al., 2003). Por ejemplo, los
mayores niveles de ARNm de la proteasa subtilisina de Arabidopsis, ARA12, se
detectan en hojas y tallos, mientras que por inmunodeteccion la proteina aral2 es
localizada en tallos y silicuas, pero no en las hojas (Hamilton et al., 2003).

El péptido sefal predicho en la secuencia de At3g14067 indica que la proteasa
es dirigida a la ruta secretoria. A excepcion de la subtilasa Kex2p residente del
aparato de Golgi (Jiang y Rogers, 1999), el resto de las proteasas subtilisinas
estudiadas en plantas parecen tener localizacion extracelular (Beers et al., 2003). Gran
parte de la actividad proteolitica de at3g14067 se concentra en el apoplasto de hojas

senescentes, y en menor medida en el tejido foliar post-extraccion del fluido
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apoplastico (Fig. 4.6). La actividad de at3g14067 en este tejido podria deberse a un
remanente de fluido apopléstico o a la ubicacion dual de la proteasa. Las proteasas de
tipo subtilisina de Avena, SAS1 y SAS2, se localizan constitutivamente en el interior
celular y en respuesta al ataque de patdgenos son liberadas al apoplasto, donde se
activan (Coffen y Wolpert, 2004). Llamativamente, at3g14067 es la tnica proteasa
subtilisina detectada en el proteoma de la vacuola central de hojas no senescentes de
Arabidopsis (Carter et al.,, 2004), mientras que estd ausente en el proteoma del
apoplasto extraido de plantas jovenes de Arabidopsis, donde se identificaron al menos
otras cuatro proteasas subtilisinas (Boudart et al., 2005). Estos indicios sugieren que
at3g14067 podria estar confinada en la vacuola central y ser secretada al espacio
apoplastico durante la senescencia. Groover y Jones (1999) proponen un mecanismo
de este tipo en el cual proteasas vacuolares son liberadas hacia el espacio extracelular
como parte de la ejecucion de la muerte celular programada durante la formacion de

elementos traqueales.

4.3.2 La proteasa subtilisina At3g14067 esta implicada en el desarrollo durante la
etapa reproductiva de Arabidopsis.

La proteasas subtilisinas de plantas se encuentran involucradas en diversos
procesos, relacionados con mecanismos de defensa (Horn et al., 2005), o eventos del
desarrollo tales como la formacion de xilema (Zhao et al., 2000), la produccion de
raices laterales (Neuteboom et al., 1999), o la germinacién (Fontanini y Jones, 2002).
Recientemente se detectd una proteasa tipo subtilisina asociada a la senescencia foliar
(Roberts et al., 2003). Esta proteasa, cuya actividad aparece durante la senescencia
foliar de trigo, se caracteriza por formar dimeros, muestra un optimo de actividad a
pH 8, e in vitro tiene la capacidad de hidrolizar parcialmente a la enzima Rubisco,
aunque se desconoce su localizacioén subcelular y su sustrato/s in vivo (Roberts et al.,
2003). Al igual que las subtilasas de animales y levaduras, las subtilisinas vegetales
parecen cumplir funciones especificas y de tipo regulatorio, participando en la
maduracion de proteinas y péptidos senales (Matsubayashi 2003). El uso de mutantes
ha permitido establecer la funcién de algunas proteasas subtilisinas. La subtilasa
SDD1 se expresa en cé¢lulas “meristemoides” de la epidermis y es secretada al espacio

extracelular donde participa junto al receptor con actividad quinasa TMM en la
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regulacion de la formacion de estomas (Berger y Altmann, 2000). Las plantas
mutantes sdd/ desarrollan gran cantidad de estomas de distribucion irregular (von
Groll et al., 2002). La proteasa subtilisina ALE1 fue identificada por las anomalias y
mortalidad que produce su mutaciéon en embriones de Arabidopsis (Tanaka et al.,
2001). ALE1 interactia con ACR4, un receptor con actividad quinasa involucrado en
el desarrollo de la epidermis foliar y la cuticula seminal (Watanabe et al., 2004). La
inactivacion de At3gl14067 produce alteraciones en el desarrollo de la planta,
sugiriendo que At3g14067 cumple una funcidén especifica y no redundante. Las
plantas mutantes para el gen At3g14067 presentan una leve demora en el progreso de
la senescencia foliar respecto del genotipo salvaje. Esta diferencia se acentua en las
bracteas u hojas caulinares, que se originan durante la etapa reproductiva del
desarrollo, cuando se evidencian las caracteristicas mas notorias del fenotipo mutante.
La mutacion de At3gl14067 genera plantas con un gran numero de ramificaciones,
que se desarrollan mas rapido que en las plantas salvajes, si bien At3g14067 no afecta
el inicio de la etapa reproductiva (“bolting”). Las diferencias entre plantas mutantes y
salvajes se incrementan a lo largo del periodo reproductivo, y al final del ciclo el
genotipo mutante ha producido mayor cantidad de ramificaciones de inflorescencias
que el genotipo salvaje. De acuerdo con el fenotipo asociado a la mutacion de
At3g14067, denominamos a esta proteasa subtilisina asociada al desarrollo
reproductivo como SADI.

La arquitectura de la parte aérea de las plantas es el resultado de la actividad
del meristema apical (SAM) y de los meristemas axilares (AM), y es regulada a nivel
genético, hormonal y ambiental (Mc Steen y Leyser 2005; Beveridge 2006; Casal et
al., 2004). El crecimiento de hojas y entrenudos, y particularmente el inicio y
actividad de meristemas axilares determinan el patrén de ramificacion aérea (Grbic y
Bleckeer, 1996; Grbic y Bleckeer, 2000). Las alteraciones del patron de ramificacion
se deben a defectos en la iniciacion, (Otsuga et al., 2001) o a la actividad de
meristemas (Stingberg et al., 1999) o a ambas causas (Tantikanjana et al., 2001). De
acuerdo a las observaciones realizadas en esta tesis, SADI podria afectar la actividad
de los meristemas axilares, acelerando el crecimiento de yemas y de las posteriores
ramas o ejes laterales, aunque es necesario contar con una caracterizacion histoldgica
para establecer el posible efecto de SADI sobre el inicio de la actividad
meristematica. SADI podria estar implicado en el mecanismo a través del cual las

estructuras reproductivas madas desarrolladas reprimen el desarrollo de nuevas
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estructuras reproductivas. El desarrollo y crecimiento de meristemas axilares es
regulado por distintos tipos de sefiales, que operan a corta y larga distancia. El gen
TERMINAL FLOWER (TF1) mantiene el caracter indeterminado de la inflorescencia
del meristema apical. La sobreexpresion de TF1 da lugar a plantas de mayor
desarrollo reproductivo, con mas ramificaciones e inflorescencias mayores que el
genotipo salvaje (Ratcliffe, et al., 1998), mientras que las plantas #f7/ solo producen
una flor terminal sin desarrollo de inflorescencias ni ramificaciones axilares
(Lilgjegren et al., 1999). El mecanismo sistémico que opera en el control del
crecimiento de las ramificaciones aéreas integra las distintas partes de la planta,
funciona a través de sefiales dependientes e independientes de auxinas, e involucra a
una molécula inhibidora del proceso de ramificacion, todavia desconocida
(Bainbridge et al., 2005; Foo et al., 2005). De acuerdo a la funcién de otras
subtilisinas, SADI podria estar implicada en la regulacion sistémica del desarrollo
reproductivo, por ejemplo, participando en la maduracion de una sefial inhibitoria de
la ramificacion. Los mutantes agol y sur2 desarrollan escasa y gran cantidad de
raices adventicias, respectivamente, debido a distintas alteraciones en el metabolismo
de auxinas (Sorin et al., 2005), y en ambos mutantes se registré un aumento en el
nivel de SADI (Sorin et al., 2005), sugiriendo que la funciéon de SADI podria afectar
procesos mediados por auxinas. La mutacion de AXRI, un gen que codifica una
proteina involucrada en la activacion del metabolismo de auxinas (Lincoln et al.,
1990; Kepinski y Lyser, 2002), da lugar a plantas insensibles a esta hormona y
sumamente ramificadas (Stingberg et al., 1999), de aspecto similar al de las plantas
mutantes SADI (sadi), aunque de menor estatura. SADI podria participar en la
regulacion del desarrollo de ramificaciones a través del mismo mecanismo de
represion. Los experimentos sobre el control correlativo entre estructuras
reproductivas demuestran que en Arabidopsis el aumento del nUmero de
ramificaciones reproductivas da lugar a plantas més longevas (Nooden y Penney,
2001). Los autores sugieren que esto se debe a la importancia de las estructuras aéreas
de esta especie como fuente de fotoasimilados durante la etapa reproductiva, cuando
la roseta se encuentra en estado senescente. La pérdida o atenuacion del habito
monocarpico asociada a una mayor longevidad ha sido observada como resultado de
distintas mutaciones. supershoot presenta una mutacion en un citocromo P450, que
produce la iniciacion de gran cantidad de meristemas axilares, dando lugar a plantas

sumamente ramificadas y mas longevas que las plantas salvajes (Otsuga et al., 2001).
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Otro mutante con produccion de ramificaciones aumentada es max2 (Stirnberg et

al.,, 2002) que fue identificado originalmente como el mutante de senescencia
demorada ore9 (Woo et al., 2001).

La mutacion de SADI demora el progreso de la senescencia foliar, en forma
leve en las hojas de la roseta, y mas notoriamente en hojas caulinares, mientras que
parece tener poco efecto en la senescencia inducida de hojas maduras colocadas en
oscuridad. SADI afecta fundamentalmente el desarrollo reproductivo, promoviendo el
crecimiento de ramificaciones. La falta de un fenotipo evidente en plantas mutantes
creciendo a baja irradiancia sugiere que el desarrollo alcanzado por las plantas en
ausencia de la actividad de SADI es limitado principalmente por la disponibilidad de
recursos, y en menor grado por un control endoégeno de tipo correlativo. La actividad
de esta proteasa subtilisina estaria vinculada con el desarrollo ontogénico de la planta,
afectando indirectamente la senescencia foliar individual. De acuerdo a estas
observaciones, SADI podria estar operando en un mecanismo de finalizacion del
desarrollo global de la planta, o senescencia monocarpica, participando en la
produccion/regulacion de alguna sefial producida hacia el final del desarrollo foliar,

involucrada en la represion del desarrollo ilimitado de estructuras reproductivas.
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CAPITULO 5

Discusion General
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5.1 DISCUSION GENERAL

La senescencia es un proceso fisioldgico de autodesmantelamiento celular.
Una serie ordenada y controlada de eventos puestos en marcha a nivel celular
posibilitan la degradacion y removilizacién, por parte del organo o individuo
senescente, de sus propios componentes. Esta Tesis abord6 el mecanismo de
protedlisis masiva que caracteriza al sindrome de la senescencia foliar, y se concentrd
en el estudio de las proteasas implicadas, la regulacion de su actividad y su ubicacion
subcelular. Los aportes mas relevantes de este trabajo al conocimiento de las bases

mecanisticas de la senescencia foliar son los siguientes:

o La senescencia foliar de trigo, “natural” o inducida, se caracteriza por
la actividad, dependiente del pH, de un grupo de proteasas cisteinicas que estan
presentes en la hoja no senescente en forma inactiva (Cap. 2). Las mismas proteasas
se expresan durante la senescencia foliar inducida en distintas situaciones del
desarrollo (vg., senescencia monocarpica) o acelerada por distintos factores de estrés

(v.g., oscuridad continua y déficit hidrico).

e En hojas senescentes se detectdo la aparicion de un conjunto de
estructuras de alrededor de 1 um de didmetro, de lumen acido y naturaleza vacuolar.
Estas vacuolas asociadas a la senescencia (VAS), no habian sido descriptas

previamente (Cap. 3).

o Las VAS contienen la proteasa cisteinica especifica de la senescencia
foliar sagl2, y la mayor parte de la actividad proteolitica de tipo cisteinica en general

(Cap. 3).

e Una proporcion de VAS contiene componentes del cloroplasto, i.e., la
proteina CP-GFP y/o clorofila. Este hecho indica que, al menos en parte, la
degradacion masiva de proteinas plastidiales ocurre ex sifu, y que las VAS estan

involucradas en este proceso (Cap. 3).
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o La abundancia de VAS por célula se correlaciona con el ritmo de
degradacion del cloroplasto en hojas donde la senescencia es modulada a través de

tratamientos hormonales.

e Durante la senescencia foliar de Arabidopsis aumenta la actividad de
la proteasa subtilisina SADI, de localizacion apoplastica y probable funcion
regulatoria vinculada al desarrollo reproductivo, con efectos aparentemente indirectos

en el progreso de la senescencia foliar individual (Cap. 4).

Los resultados obtenidos en los Capitulo 2 y fundamentalmente en el Capitulo
3 de esta Tesis demuestran que la actividad proteolitica asociada a la senescencia, en
especial la de proteasas tipo cisteinicas, se localiza fuera del cloroplasto, en
compartimientos de lumen acido. Estos resultados avalan la hipotesis general de este
trabajo de que la degradacion masiva de proteinas durante la senescencia es
ejecutada, al menos parcialmente, por proteasas extraplastidiales, y que en este

proceso participan otros compartimientos subcelulares ademas del cloroplasto.

5.1.1 La actividad proteolitica asociada a la senescencia se concentra en

compartimientos de pH acido, fuera del cloroplasto.

Esta Tesis se enfoco en el estudio de las proteasas cuya actividad aparece de
novo o aumenta durante la senescencia. Se ha prestado particular atencién a las
proteasas de tipo cisteinicas, debido al predominio de este grupo funcional en los
andlisis de alteraciones en los patrones de expresion génica (a nivel de ARNm)
asociados el sindrome de la senescencia foliar (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Sin
embargo, la actividad proteolitica puede estar regulada a través de distintos
mecanismos, ademas del control transcripcional (Wiederanders, et al., 2003). La
existencia de niveles de regulacion de proteasas posteriores a la transcripcion génica
motivé en gran medida el enfoque dado a este trabajo.

Los niveles estables, evaluados a través de marcacion quimica con el inhibidor
especifico DCG-04, y la actividad de proteasas cisteinicas, detectada in vitro en

zimogramas, aumentan durante la senescencia foliar de trigo (Cap. 2). Estos
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resultados son coincidentes con los obtenidos por van Hoorn et al., (2004) en el
analisis de marcacion quimica de proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia de
Arabidopsis, y con experimentos de actividad en gel asociada a la senescencia de
Cyperus sp., Petroselinum crispum sp., y Cucumis sp._(Fischer et al., 1998; Jiang, et
al., 1999; Yamauchi et al., 2002). En esta Tesis, las técnicas de marcacién quimica y
de actividad en gel revelaron un mismo patrén de proteasas cisteinicas en las hojas
senescentes de trigo (Fig. 2.3, 2.4). In vitro, este grupo de proteasas es activo a pH
inferior a 5, y su actividad aparece durante la senescencia foliar de trigo, ya sea
monocarpica o desencadena por incubacion en oscuridad continua o déficit hidrico.
De acuerdo a lo observado en los zimogramas, la actividad de las proteasas cisteinicas
es exclusiva de hojas senescentes (S), si bien la marcacion quimica indica que este
grupo de proteasas estd presente en hojas no senescentes (S), aunque sus niveles
estables se incrementan conforme progresa la senescencia. La activacion de proteasas
preexistentes y el incremento en los niveles de su expresion podrian ser ambos
mecanismos de regulacion y aumento de la actividad proteolitica durante la
senescencia foliar de trigo. Existen evidencias de la regulacién por inhibidores
endogenos de la actividad de algunas proteasas de trigo. La actividad de proteasas
serinicas del apoplasto foliar de trigo se encuentra asociada a la respuesta frente a
organismos fungicos, y es regulada por un inhibidor especifico (Segarra et al., 2003).
Durante la senescencia floral de Dianthus sp aumenta la actividad de la proteasa
cisteinica DC-CP, tanto por el incremento de su expresion génica como por la
disminucion de los niveles de inhibidores enddgenos de esta proteasa (Sugawara et
al., 2002).

En general, la actividad de proteasas cisteinicas, y en muchos casos su
maduracion, es dependiente del ambiente redox, y se ve favorecida a pH &cido
(Wiederanders, et al., 2003). Las proteasas cisteinicas asociadas a la senescencia
foliar de trigo requieren un pH menor a 5 para su deteccion en zimogramas. Este
hecho sugiere que in vivo su actividad seria regulada por, y altamente dependiente del
pH, y por ende, del ambiente y/o compartimiento subcelular donde se encuentran.
(Holwerda, et al., 1990). En las hojas senescentes de trigo las proteasas cisteinicas se
localizan en la vacuola central (VC, Fig. 2.9). El aislamiento y anélisis de vacuolas se
realiz6 solo a partir de material senescente, por lo que se desconoce si las proteasas
cisteinicas también se encuentran en la VC de hojas NS, donde son inactivas. Las

proteasas cisteinicas podrian ingresar a la VC durante la senescencia, y ser activadas
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por el pH del lumen vacuolar, a través de un mecanismo similar al observado en la
proteasa cisteinica RD21 (Yamada t al., 2001). Otra posibilidad es que las proteasas
residan en la VC de hojas NS y su activacion tenga lugar durante la senescencia, en
respuesta a un cambio en el ambiente vacuolar. Un mecanismo de este tipo tiene lugar
durante la germinacion de semillas de cereales, donde la actividad de proteasas
vacuolares en la capa de aleurona es dependiente de ligeros cambios de pH (Hwang et
al., 2003). Para mi conocimiento, no hay registros de mediciones de pH vacuolar que
acompaiien el progreso de la senescencia foliar.

El aislamiento de VC de hojas senescentes de trigo corrobora que estas
organelas se mantienen intactas durante la degradacion masiva de proteinas asociada
a la senescencia. La posibilidad de que las proteasas cisteinicas, u otras proteasas
vacuolares asociadas a la senescencia, participen en la degradacién de proteinas
cloroplasticas implicaria la existencia de un mecanismo de transferencia de proteinas
cloroplasticas a la VC desconocido hasta el presente.

En el andlisis in vivo, por microscopia confocal, de la actividad proteolitica
asociada a la senescencia foliar de Arabidopsis y tabaco se detectd un patron
completamente distinto de distribucion subcelular de proteasas cisteinicas (Cap. 3).
La actividad proteolitica de tipo cisteinica no se concentra en la VC, sino que aparece
confinada en pequefias vacuolas cuya aparicion estd estrechamente asociada a la
senescencia foliar, y que por estas caracteristicas se denominaron VAS. Las VAS
fueron observadas en Arabidopsis (Fig.3.1), tabaco (Fig 3.7), y soja (este resultado no
corresponde a esta Tesis), indicando su participacion en la senescencia foliar de
distintas especies. En principio, los resultados sobre la localizacion subcelular de
proteasas cisteinicas obtenidos en los Cap. 2 y 3 son contradictorios. Esta
incongruencia podria deberse a cuestiones metodoldgicas, o diferencias entre especies
(por ejemplo, Mono vs Dicotiledoneas). El examen de la actividad proteolitica por
microscopia confocal (Cap. 3) incluyd el uso de lineas mutantes con expresion de
SAG12-GFP (Arabidopsis), y con expresion CP-GFP (tabaco), motivo por el cual se
utilizaron estas especies como modelo, y no trigo. El anélisis in vivo de la senescencia
foliar de Arabidopsis y tabaco indica que la actividad proteolitica asociada al
sindrome se concentra en las VAS. Cabe la posibilidad de que las VAS fueran co-
purificadas con la VC de trigo en el fraccionamiento estandar de vacuola central,
utilizado en el Cap. 2. Esta posibilidad explicaria la concentracion de actividad

proteolitica cisteinica en la fraccién vacuolar, detectada durante la senescencia foliar
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de trigo. Las VAS de Arabidopsis poseen un pH lumenal cercano a 5, casi una unidad
menor que el pH de la VC (Otegui et al., 2005), y que resulta similar al pH 6ptimo de
actividad determinado in vitro para las proteasas cisteinicas de trigo. Chiba et al.
(2003) detectaron por microscopia electronica compartimientos de tamafio similar a
las VAS, y que son exclusivos de hojas senescentes de trigo, pero se desconoce si
estos compartimientos contienen actividad proteolitica. La deteccion y el andlisis de
las VAS ha quedado limitado en esta Tesis a especies dicotiledoneas. Aunque es
posible que existan VAS en trigo, y que co-purificaran con la VC, no puede
descartarse que en trigo, y en otras especies monocotiledoneas la actividad
proteolitica asociada a la senescencia se concentre exclusivamente en la VC, y que
esta organela represente el unico compartimiento celular de naturaleza litica/acida.

En esta Tesis se describen las VAS, una nueva clase de vacuolas presentes
durante la senescencia de células fotosintéticas, y donde se concentra la mayor parte
de la actividad proteolitica de tipo cisteinica e incluso serinica (Cap. 3). Las VAS
fueron detectadas in vivo por microscopia confocal, por su intensa actividad
proteolitica (producen la mayor senal celular de hidrolisis de los sustratos de
proteasas cisteinicas y serinicas, R6502 y R6505) y por la acumulacién en su interior
de indicadores de compartimientos acidos (LysoTracker Red/Rojo Neutro) (Figs. 3.1.,
3.2. y 3.3.), ambas evidencias que demuestran la naturaleza litica de las VAS. Los
fluorocromos marcadores de VAS (R6502- R6505 y LysoTracker Red/Rojo Neutro)
practicamente no son detectados en la VC. La identidad vacuolar de las VAS se
apoya también en que las VAS, como la VC, poseen una pirofosfatasa vacuolar
(Otegui et al., 2005). Sin embargo, las VAS se distinguen claramente de la VC ya que
1- la proteasa cisteinica especifica de la senescencia, sagl2, se localiza en las VAS, y
no en la VC (Fig.3.2) y 2- las VAS carecen de la acuaporina yTIP, caracteristica de la
vacuola central (Otegui et al., 2005). El analisis de plantas mutantes donde la
expresion del gen SAGI2 estd bloqueada demostrd que otras proteasas cisteinicas
ademas de sagl?2 se localizan en las VAS.

Las VAS contienen proteasas cisteinicas y serinicas activas aunque con la
metodologia utilizada no fue posible distinguir si las VAS representan una poblacion
homogénea en cuanto a su carga de proteasas, o si existen distintas VAS, de acuerdo
a su contenido. Por otra parte, las VAS, podrian contener otro tipo de proteasas, u

otras actividades hidroliticas (i.e., lipasas, estearasas, ARNasas).
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5.1.2 Las VAS participan en la degradacién de proteinas y otros componentes

cloroplasticos

Distintas evidencias indican que las VAS estan directamente implicadas en la
degradacion de componentes del cloroplasto durante la senescencia: 1- la VAS son
detectadas solo en hojas senescentes (Fig 3.1), 2- las VAS son exclusivas de células
fotosintéticas (Fig 3.3), 3- la poblacion celular de VAS se incrementa cuando la
senescencia foliar es acelerada, v.g., mediante la aplicacion de etefoén e incubacion en
oscuridad (Fig 3.10, Tabla 3.1), 4- una proporcién de la poblacion intracelular de
VAS contiene componentes del cloroplasto (Fig.3.8).

Estas observaciones fueron realizadas en células y trozos de hojas de lineas
salvajes de Arabidopsis y tabaco, utilizando LysoTracker o Rojo Neutro como
marcador de VAS. En las distintas muestras se detecté que algunas VAS contienen
sefial de fluorescencia de clorofila, o de un catabolito derivado de este pigmento. Las
VAS con clorofila usualmente se disponen cercanas a los cloroplastos. Durante la
senescencia foliar de lineas de tabaco que expresan GFP direccionada al cloroplasto
(CP-GFP), la proteina GFP es detectada en alrededor del 60% de las VAS, sin que se
observe una tendencia particular en la distribucion intracelular de VAS con GFP. En
las mismas plantas, aproximadamente el 35 % de las VAS contienen sefial de
clorofila, y el 14% tiene sefial de GFP y de clorofila. De acuerdo a estos resultados,
distintos componentes cloroplasticos serian incorporados y posiblemente degradados
parcial o totalmente en las VAS. La degradacion de la clorofila culmina con la
acumulacion del catabolito NCC en la VC (Hinder et al., 1996), aunque se desconoce
el/los compartimientos subcelular/es donde ocurren los pasos catabolicos intermedios,
y el mecanismo de traslado e incorporacion de catabolitos de clorofila (FCC, NCC u
otros) a la VC. Las VAS podrian operar como parte de la via de degradacion y/o
transporte de clorofila a la VC. La sefial de clorofila restringida a las VAS cercanas a
cloroplastos sugiere que este pigmento o su derivado es inestable en las VAS. El uso
de GFP como modelo de proteina cloroplastica y su deteccion en las VAS sugiere que
las VAS serian un compartimiento de degradacion de proteinas fotosintéticas.
Llamativamente, de acuerdo a la distribucion intracelular de VAS con GFP y la

intensidad de su sefal de fluorescencia, esta proteina es sumamente estable en el
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interior litico de las VAS. GFP podria ser degradada s6lo parcialmente por las
proteasas de las VAS, y atin conservar su sefial.

El etefon acelera la senescencia foliar (Weaver et al., 1998). El tratamiento
con etefon mds oscuridad acelerd la senescencia de hojas escindidas de tabaco (de
lineas salvajes y CP-GFP). Después de dos dias de tratamiento, las hojas tratadas con
etefon perdieron un 36% de la clorofila, una disminucion tres veces mayor que en las
hojas sin tratar. Esta manipulacion de la senescencia foliar y aceleraciéon de su
progreso afect6 el tamafio de la poblacion celular de VAS y su contenido relativo en
componentes cloroplasticos. En las hojas donde se acelerd la senescencia con etefon,
practicamente se triplico la poblacion celular de VAS, el porcentaje de VAS con senal
de GFP se mantuvo estable y no se registraron VAS con clorofila. La mayor
inestabilidad de la sefial de clorofila en las VAS se correlaciona con la marcada
disminucion de los niveles de este pigmento medido a nivel foliar. El progreso
abrupto de la senescencia implica un aumento en la degradacion de proteinas. En
hojas tratadas con etefon aumento6 el nimero de VAS, aunque la proporcion de VAS
con GFP se mantuvo estable. Esta observacion y el hecho de que las VAS concentran
la mayor actividad de proteasas en hojas senescentes sugiere que el aumento de la
actividad proteolitica durante la degradacion masiva de proteinas podria estar sujeta a
la formacion e incremento de la poblacion de VAS, y no al aumento de la actividad
proteolitica en cada VAS particular.

Tanto el origen de las VAS como su funcién especifica en la degradacion de
componentes cloroplésticos, se desconoce. Compartimientos con contenidos de
proteasas similares a las VAS, como los ricinosomas (Schmid et al., 2001), se
originan del RE (Toyooka et al., 2000, Galili 2004). La proteasa sagl2 posee sefial de
direccionamiento al RE (Lohman et al., 1994), aunque no se identific6 ninguna otra
sefial de localizacion subcelular en su secuencia. Las VAS podrian originarse a partir
del RE u otro componente del sistema de secrecion. Se puede especular que las VAS
posteriormente se cargarian con componentes cloroplasticos, y parte de la
degradacion de clorofila y proteinas cloroplasticas tendria lugar dentro de las VAS.
En algunas especies se registra un transporte continuo de lipidos entre cloroplasto y el
RE (Xu et al., 2003), y se han propuesto zonas de contacto entre dominios del RE y el
cloroplasto como mecanismo de transferencia lipidico (Kelly y Dérmann, 2004). Los
contactos RE- cloroplasto podrian ser zonas de transferencia de proteinas, o incluso

ser sitios donde la identidad de las respectivas membranas (del RE y del cloroplasto)

140



se modificara. Este cambio de identidad de las membranas y el reclutamiento de
proteinas y otros componentes de ambos compartimientos podria ser el origen de la
formacion de VAS, lo que explicaria su composicion hibrida.

En sintesis, el estudio in vivo realizado en esta Tesis sobre la actividad
proteolitica y los procesos subcelulares asociados a la senescencia foliar condujo a la
identificacion de las VAS. Si bien su origen y funcién exacta todavia se desconoce,
las VAS son una evidencia concreta de la existencia de mecanismos extraplastidicos
involucrados en la degradacion masiva de proteinas fotosintéticas y otras

macromoléculas durante la senescencia.

5.1.3 Proteasas con actividad asociada a la senescencia pueden cumplir otras

funciones ademas de participar en la protedlisis masiva

Se desconoce la funcion particular de casi todas las proteasas identificadas por
su expresion asociada a la senescencia. Uno de los objetivos de esta Tesis era
establecer el rol especifico de proteasas cuya actividad se asocia, aumenta o aparece,
durante la senescencia foliar (Cap. 4). La combinaciéon de zimogramas, geles
bidimensionales y espectrometria de masas permitié identificar una proteasa cuya
actividad aumenta durante la senescencia foliar de Arabidopsis y que no habia sido
identificada previamente como asociada a la senescencia. A través del uso de las
colecciones disponibles de lineas mutantes de Arabidopsis, se analizo6 el fenotipo de
plantas mutantes para el gen correspondiente a la proteasa identificada. El desarrollo
de este trabajo demuestra que es factible realizar andlisis de genética reversa
comenzando con la deteccion de actividad proteolitica. La proteasa identificada es
codificada por el gen At3g14067, y corresponde al grupo mecanistico de las proteasas
serinicas tipo subtilisina. Gran parte de las subtilisinas conocidas se localizan en el
apoplasto, donde cumplen funciones de tipo regulatorio. Las subtilasas SDD1 y ALE
participan, junto a receptores de tipo quinasa, en la regulacion de la formacion de
estomas y de la cuticula, respectivamente (Berger y Altmann, 2000; Tanaka et al.,
2001; Watanabe et al., 2004). La actividad de at3g14067, se concentra en el apoplasto
de hojas senescentes (Fig 4.5), aunque se registrd su presencia en la VC de hojas no
senescentes (Carter et al., 2004). Llamativamente, la inactivaciéon de At3gl14067 di6

lugar a plantas con un aumento del desarrollo y ramificaciones de las inflorescencias
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(Fig 4.9), razén por la cual se denomind SADI (subtilasa asociada al desarrollo de
inflorescencias) a esta proteasa. Las plantas mutantes para el gen SADI muestran
ademas una ligera demora en la senescencia foliar, mas acentuada en las hojas de las
inflorescencias. La localizacion apoplastica de sadi, y el fenotipo producto de su
inactivacion sugieren que esta proteasa participa en la regulacion del desarrollo de
estructuras reproductivas. SADI podria participar en el mecanismo de represion del
desarrollo de inflorescencias, entre otros efectos, manteniendo el habito monocarpico.
La mutacion de SADI retrasa la senescencia monocarpica sin afectar el momento de
floracioén que, al menos bajo fotoperiodos inductivos (dias largos), es el mismo para
genotipos salvajes y mutantes. El desarrollo de inflorescencias hiper-ramificadas,
observado en plantas producto de distintas mutaciones, es un caracter usualmente
asociado a la senescencia monocarpica demorada (Otsuga et al., 2001; Woo et al.,
2001). Estas evidencias apoyan la idea de que la senescencia monocérpica es
controlada en gran medida por el cese del desarrollo global (Bleecker y Patterson,
1997). Los fendomenos de tipo correlativo parecen no tener efecto sobre la senescencia
foliar individual en Arabidopsis, pero si controlarian la senescencia a nivel de la
planta entera (Noodén y Penney, 2001).

El andlisis de las plantas mutantes de SADI indica que esta proteasa cumple
una funcion unica, no redundante. La profundizacion en el estudio de su funcion y de
la via de regulacion en la que participa contribuird al conocimiento sobre la
regulacion del desarrollo reproductivo de Arabidopsis y de otras plantas.

Por otra parte, de acuerdo a estos resultados, los trabajos basados
exclusivamente en mediciones de actividad hidrolitica in vitro, como los basados
exclusivamente en informacidon molecular, deben tomarse con precaucion al momento
de interpretar la participacion o funcion de un gen o producto génico en un
determinado proceso. En este sentido, muchos de los trabajos que son referencia en el
estudio de proteasas y sus funciones deberian reverse integrando informacion a
distintos niveles de control de la expresion (v.g., transcripcional, traduccional, post-

traduccional), localizacion subcelular, etc.

Finalmente, en los resultados de este trabajo de Tesis asoman algunas de las
multiples funciones de las proteasas en los seres vivos. Dada la importancia central
de las proteinas en la ejecucion y control de todas las funciones celulares, y al mismo

tiempo las cantidades masivas de importantes nutrientes que estan “invertidos” en las
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proteinas de una célula, no es sorprendente que en el desarrollo de la senescencia
foliar participen proteasas altamente especificas responsables de la regulacion de los
niveles de proteinas involucradas en la sefalizacion y control de maultiples
actividades celulares, junto con otras proteasas mucho menos especificas activas en

la degradacion “al por mayor” de los constituyentes celulares.
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5.2 DIRECCIONES FUTURAS

5.2.1 Las VAS, su origen y participacion en la degradacion del cloroplasto durante

la senescencia foliar

La deteccion de las VAS es sin duda un avance importante en el conocimiento
de los mecanismos proteoliticos celulares, y representa un nuevo punto de partida
para el estudio de la degradacioén y el desmantelamiento del cloroplasto durante la
senescencia. Los pasos proximos en este estudio deberian enfocarse a determinar el
origen de las VAS, y su funcién en la degradacion del cloroplasto. Por otra parte,
hasta el momento las VAS han sido detectadas solo en especies dicotiledoneas, y
resta analizar su presencia en otros grupos vegetales.

Para determinar el mecanismo de formacion de las VAS, y la funcién que
estas cumplen se requiere un enfoque multidisciplinario, que incluye determinaciones
bioquimicas, la identificacion de proteinas y otras macromoléculas contenidas en las
VAS, y el desarrollo de experimentos in vitro € in vivo y su observacion por
microscopia. Algunos de los objetivos y metodologias relevantes en este contexto

incluyen:

o Aislamiento y purificacion de las VAS. La purificacion de VAS
serda de gran utilidad en los estudios tanto de su origen como de su funcion. Por
ejemplo, el andlisis protedmico de las VAS permitiria identificar las proteasas, otras
enzimas (v. g., lipasas, estearasas), y las proteinas del cloroplasto contenidas en las
VAS. Este analisis puede complementarse con inmunodeteccion de proteinas (v.g.,
Rubisco), por Western Blot, e inmunodetecciéon con microscopia confocal. Con la
identificacion de proteinas y la determinacion de sus pesos moleculares reales, es
decir, los que se registren en los geles 2D, se podra estimar el grado de protedlisis de
las proteinas cloroplasticas presentes en las VAS. Mediante analisis de otros tipos (v.
g., cromatografia liquida de alta performance) se podrd examinar la presencia de
moléculas de distinta naturaleza (v. g., pigmentos, lipidos, acidos nucleicos) en las

VAS purificadas. La identificacion de enzimas y de catabolitos permitird establecer
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los tipos y grados de hidrélisis que tienen lugar en las VAS. Se podrd determinar si
las VAS funcionan como sitio de degradacion total o parcial de proteinas y/o de otras
macromoléculas. Por otra parte, ademas de la informacion obtenida de la secuencia
aminoacidica de las proteinas identificadas por protedmica, el exdmen de posibles
modificaciones postraduccionales permitiria establecer el origen de las proteinas
contenidas en las VAS. Por ejemplo, la deteccion de proteinas glicosiladas
constituiria un fuerte indicio sobre la presencia en las VAS de proteinas provenientes

del aparato de Golgi.

e Examinar in vivo la formacion de VAS. Las VAS podrian
originarse a partir de RE, del aparato Golgi, u otro componente del sistema de
secrecion. Esta posibilidad se puede analizar in vivo, examinando el efecto de
inhibidores y desacoplantes del sistema de secrecion y de formacién de vesiculas
sobre la poblacion estable de VAS. En esta Tesis se demostré que la aparicion de
VAS se induce si se acelera el progreso de la senescencia con etefon y oscuridad. Este
mismo tratamiento podria utilizarse como sistema donde examinar variaciones en la
aparicion y/o aumento de VAS debidos a disrupciones en el sistema de secrecion.

La aparicion de las VAS podria implicar la formacion y fusion de vesiculas de
distintos origenes, i.e., del RE y plastidiales. Se han identificado proteinas
cloroplasticas homologas a proteinas implicadas en la formacion y fusién de
membranas del sistema de secrecion citosolico (v.g., GTPasas, dinamina, Andersson
y Sadelius, 2004), pero se desconoce la funcidon de estas proteinas en el cloroplasto.
Estas proteinas podrian ser necesarias para la formacion de VAS. En este sentido,
seria interesante examinar la formacion de VAS durante la senescencia foliar de
lineas mutantes para aquellas proteinas con presunta participacion en la formacion de

vesiculas cloroplésticas.

e Determinar la presencia de VAS en otros grupos vegetales.
Establecer la presencia de VAS en otros grupos, v.g. monocotiledoneas,
gimnospermas, pteridéfitas, permitira estimar el grado de conservacion o divergencia
del mecanismo de degradacion del cloroplasto durante la senescencia foliar. A su vez,
este estudio contribuird a consensuar la existencia de las VAS con la informacion
sobre el predominio de proteasas de localizacion vacuolar asociadas a la senescencia

de distintas especies, como en el caso de trigo (Capitulo. 2 de esta tesis)
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5.2.2. Anélisis de la funcion especifica de SADI e identificacion de su/s blanco/s

En esta Tesis se identificd a la proteasa subtilisina sadi, y se demostro, a
través del analisis del fenotipo de plantas mutantes knock out para SADI, que su
funcion es no-redundante. SADI estaria participando en un mecanismo de represion
del desarrollo de inflorescencias. Este mecanismo podria ser controlado por la parte
vegetativa (roseta), o ser parte de la competencia entre estructuras reproductivas. La
actividad de sadi fue detectada durante la senescencia foliar, y se desconoce si la
proteasa estd presente en otras partes de la planta. sadi es activa en el espacio
apoplastico, lo que sugiere su participacion en la regulacion (i.e., maduracion,
degradacion) de algun péptido o proteina sefial mévil, implicada en la comunicacion
entre distintas partes de la planta. La identificacion del/ los blanco/s de sadi permitiria
no solo determinar la funcién especifica de esta proteasa, sino también avanzar en el
conocimiento sobre los mecanismos regulatorios del desarrollo reproductivo y de la

arquitectura foliar. Esto podria involucrar:

e Un analisis comparativo del proteoma del apoplasto de plantas
salvajes y mutantes knock out para SADI. Por medio de este estudio se podran
examinar cambios en la composicion y cantidades relativas de las proteinas
extracelulares. Aquellas proteinas donde se detecten cambios, preferentemente
aumentos de sus niveles estables en las plantas mutantes respecto de las salvajes, se

consideraran posibles blancos de sadi.

e SADI participaria en un mecanismo de sefializacion. Para
determinar los o6rganos implicados en este mecanismo se puede analizar, in vitro, la
actividad de sadi en distintos 6rganos (v. g., ejes florales, hojas caulinares). Por otra
parte, la actividad de sadi aumenta durante la senescencia foliar, ain en plantas antes
de bolting. sadi podria participar en la maduracién de una sefial en las hojas, durante
la senescencia foliar. Experimentos de injerto donde se combinen rosetas y tallos
(Turnbull et al., 2002) de plantas mutantes y salvajes permitirian determinar la
participacion y el control por parte de la roseta sobre el cese de crecimiento y la

arquitectura de la parte aérea de la planta.
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