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‘07: radical superdxido

‘OH: radical hidroxilo

10,: oxigeno singlete

6PGDH: 6-fosfogluconato deshidrogenasa
ABA: acido abscisico

ABI5: ABA INSENSITIVE 5

AHP1: transductor de seial de citoquinina
ANN1: anexina 1

ANT1: translocasa 1 de nucleétido de adenina
AOVE: aceite de oliva virgen extra

AOX: oxidasa alternativa

APX: ascorbato peroxidasa

ARC: componente reductor de amidoxima
Arg: arginina

As: arsénico

AsA: ascorbato

AT1R: receptor de angiotensina Il

BH,: tetrahidrobiopterina

BR: brasinoesteroides

Ca”: iones calcio

CAM1: calmodulina 1

CAMA4: calmodulina 4

CaMBP: proteinas de unién a calmodulina
cAPX: ascorbato peroxidasa citosdlica
Cat: catalasa

CAT2: catalasa 2

CAT3: catalasa 3

CBF: factores de unidn de repeticion C
Cd: cadmio

CdCly: cloruro de cadmio

chlAPX: ascorbato peroxidasa clororplastidica

Cl™:iones cloro

Abreviaturas
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cLA: acido linoleico conjugado

CMC: concentraciones micelares criticas

CML: proteinas similares a la calmodulina

CO;: didxido de carbono

COs™: anion de trioxido de carbono

COR: genes sensibles al frio

cPTIO: 2- (4-carboxifenil) -4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido
CRY: criptogenina

Cu: cobre

Cys: cisteina

Asp: aspartato

DHA: deshidroascorbato

DHAR: deshidroascorbato reductasa

Glu: glutamato

EDRF: factor de relajacion derivado del endotelio
ELC: extracto libre de células

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

EPR: espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica
ET: etileno

FA: acido graso

FAD: dinucledtido de flavina y adenina

FAS: sintasa de acidos grasos

FBA2: fructosa bisfosfato aldolasa-2

FDA: fluoresceina

FDR: tasa de falsos descubrimientos

FFA: icidos grasos libres

FMN: flavin mononucleétido

G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GC: guanilato ciclasa

GMPc: GMP ciclico

GO: Gene Ontology



GOX: glicoxilato oxidasa

GPX: glutation peroxidasa

GR: glutation reductasa

GS: radical glutationilo

GSH: glutatidon

GSNO: S-nitrosoglutation
GSNOR: S-nitrosoglutation reductasa
GSSG: glutation oxidado

GST: glutation S-transferasa

H: hojas

H,0;: perdxido de hidrégeno
H,S: sulfuro de hidrégeno

HCI: acido clorhidrico

HDAG: histona desacetilasa

His: histidina

HNO:: 4 Tridxido de cido nitroso
HNO;: 4cido nitroso

HR: respuesta hipersensible

HS: estrés por calor

HSA: albumina de suero humano

HSF1: factor de choque térmico 1

HSR: genes relacionados con el estrés por calor

ICDH: isocitrato deshidrogenasa

IMAC: cromatografia de afinidad con metales inmovilizados

INF: infectina
iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

JA: acido jasmonico

Keap 1: proteina 1 asociada a ECH similar a Kelch

LA: acido linoleico

Ln: acido linolénico

L-NAME: L-Nw-nitroarginina metilo de éster

Lys: lisina
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M*: iones de metales pesados

MAG-DAG: mono y diacilglicéridos

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos
mAPX: ascorbato peroxidasa peroxisomal
MCP: muerte celular programada

MDA: malodialdehido

MDH1: malato deshidrogenasa-1

MDHA: monodeshidroascorbato

MDHAR: monodeshidroascorbato reductasa
MRM: monitorizacidn de reacciones multiples
MSR: metionina sulfoxido reductasa

mtAPX: ascorbato peroxidasa mitocondrial
Ny: nitrégeno atmosférico

N,O: éxido nitroso

N,Os: 6xido de nitrégeno (lIl)

N,Os: tridxido de dinitrégeno

N,O,: tetréxido de dinitrégeno

Na*: iones sodio

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
NADP-ME: enzima malico dependiente de NADP
ND: no detectado

NF-B p65: subunidad p65 del factor nuclear B
NHs: amoniaco

NH.":amonio

NiR: nitrito reductasa plastidial

nNOS: éxido nitrico sintasa neuronal

NO': anion nitroxilo

NO: 6xido nitrico

NO*: catidn de nitrosonio

NO;: didxido de nitréogeno

NO;: nitritos

NO,-cLA: acido nitro-linoleico conjugado



NO,-FAs: acidos grasos nitrados

NO>-LA: 4cido nitro-linoleico.

NO>-Ln: 4cido nitro-linolénico

NO-OA: acido nitro-oleico

NOs™: nitratos

NOS: 6xido nitrico sintasa

NOX2: NADPH oxidasa 2

NPR1: gen 1 no expresor relacionado con la patogénesis
NR: nitrato reductasa

NtOSAK: proteina quinasa activada por estrés osmotico
0,: oxigeno

OA: acido oleico

ONOO': peroxinitrito

ONOOCO:;: nitrosoperoxicarbonato

ONOOH: acido peroxinitroso

P: proteinas

P5CS1: Al-pirrolina-5-carboxilato sintasa 1
PA: acido fosfatidico

Pb: plomo

PC: fosfatidilcolina

PDI: proteina disulfuro isomerasa

PE: fosfatidiletanolamina

PEPCase-k: fosfoenolpiruvato carboxil quinasa
PF: peso fresco

PGHS: prostaglandina endoperdxido H sintasa
PGK: fosfoglicerato quinasa

PhO: radicales fenoxilo

PhOH: compuestos fendlicos

PI: fosfatidilinositol

PIN: transportador polar de la auxina

PKC: proteina quinasa C

PknG: proteina quinasa G

Abreviaturas



Abreviaturas

PL: fosfolipidos

PLD: fosfolipasa D

PM-NINOR: nicotiana-éxido nitrico reductasa unida a la membrana plasmatica
PM-NR: nitrato reductasa unida a la membrana plasmatica
POD: peroxidasa

POX: hemoperoxidasa

PPAR-y: receptor activado de la proliferacion de peroxisomas
PR: proteinas relacionadas con la patogenia

PR-2: 3-1,3-glucanasa

PR-3: quitinasa nitrada

Pro-MMP: pro-metaloproteinasas de matriz

Prot: proteinas

PRTMS5: proteina metiltransferasa 5

Prx: peroxirredoxina

Prxll E: peroxiredoxina Il E

PS: fosfatidilserina

P-S: grupo tiolato de la proteina

P-SH: grupo tiol de la proteina

PSII: fotosistema Il

PSM: nimero de coincidencias del espectro de péptidos
P-SON: S-nitrosotioles de proteinas

PSS1: fosfatidilserina sintasa 1

PTFE: politetrafluoroetilino

PTM: modificaciones post-traduccionales

Qa: quinonas

R: raiz

RBOHD: NADPH oxidasa

RLS: especies reactivas de lipidos

RNS: especies reactivas de nitrégeno

ROOH: hidroperdxidos

ROS: especies reactivas de oxigeno

RT: tiempo de retencion



SA: acido salicilico

SABP3: proteina de unidn al acido salicilico
SAR: resistencia sistematica adquirida
SDS: dodecilsulfato sédico

SE: fitoesteroles

SH: sulfidrilo

SKP1: quinasa relacionada con la fase S
SNO: nitrosotioles

SNP: nitroprusiato sédico

SnRK2: quinasas serina/treonina

SOD: superdxido dismutasa

—SOH: acido sulfénico

SOS1: anti-portador de los protones de sodio de la membrana plasmatica

S0OS2: sensor de calcio

SOS3: proteina quinasa

TAG: triacilglicéridos

TBA: 4cido 2-tiobarbiturico

TCA: acido tricloroacético

TCEP: tris(2-carboxietil)fosfina

TEV: virus del tabaco

THF: tetrahidrofolato

TIR1: receptor de auxina

TPI: triosa fosfato isomerasa

TRPV1, TRPA1: potencial de receptor transitorio
Trx/TrxR: sistema de la tiorredoxina/tiorredoxina reductasa
TRX: tiorredoxinas

TRXhS: tiorredoxina h5

UL: unidades de luminiscencia.

XOR: xantina 6xido-reductasa

Y-NO;: 3-nitrotirosina

ZmCIPK1: proteina quinasa inducida por patégenos

ZmCIPK16: proteina quinasa que interactuante con el CBL
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ZmSIMK: proteina quinasa inducida por cloruro sédico
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Resumen

La interaccidén no enzimatica de los acidos grasos poliinsaturados con el NO y especies derivadas
da lugar a la formacidn de los acidos grasos nitrados (NO-FAs). Estas moléculas sefializadoras tienen
la capacidad de liberar éxido nitrico (NO), ya que son almacenes estables de NO. Ademas,
recientemente, se ha caracterizado la esterificacién reversible in vitro de los NO,-FAs con lipidos
complejos, lo que aumenta su estabilidad y, por tanto, su vida util. Principalmente, los NO,-FAs ejercen
su funcién bioldgica modulando la funcién de las proteinas como consecuencia de su aduccién con
residuos nucleofilicos (aducto de Michael), lo que da lugar a la modificacidn postraduccional reversible
conocida como nitroalquilacidon. En sistemas animales, los NO,-FAs son considerados moléculas
sefalizadoras pleiotrdpicas con poder antiinflimatorio y citoprotector, ya que son capaces de modular
la actividad de las proteinas PPAR-y, NFkB y Nrf2/Keapl por nitroalquilacién. El principal almacén
lipidico de los NO2-FAs en animales son los triacilglicéridos. Sin embargo, en sistemas vegetales el
conocimiento de estas moléculas estd menos avanzado. Hasta la fecha, se ha identificado la presencia
de acido nitro oleico (NO,-OA) en Brassica napus y de acido nitro linolénico (NO,-Ln) en Arabidopsis
thaliana, Pisum sativum y Oryza sativa. Los NO,-FAs actian como moléculas sefializadoras durante el
desarrollo de las semillas y las plantas, y estan involucrados en las respuestas de defensa frente a
condiciones de estrés abidtico a través de la induccidn de factores de transcripcién de choque térmico
gue regulan la expresidon de sistemas antioxidantes o que desencadenan la produccién de ROS.
Ademas, la capacidad de liberacién de NO del NO,-Ln es responsable de la produccidn in vivo de S-
nitrosoglutation (GSNO), lo que contribuye a mantener la homeostasis de los S-nitrosotioles (SNO) en
las células vegetales. En esta Tesis Doctoral se ha detectado por primera vez la presencia de NO,-OA 'y
acido nitro-linoleico (NO;-LA) en Arabidopsis y, ademas, se ha corroborado la presencia de NO»-Ln. La
identificacion de los almacenes lipidicos y proteicos de los NO,-FAs evidencié que la fosfatidilserina
actuaba como principal reservorio de NO,-Ln, mientras que el NO,-LA y NO,-OA se almacenaban
mayoritariamente en las proteinas. Sin embargo, el estudio de la biodistribucidon de los NO,-FAs en
diferentes etapas de desarrollo comprendidas desde la semilla hasta la senescencia, puso de
manifiesto que la acumulacidon de estas moléculas en los almacenes lipidicos y proteicos estaba
influenciada por los acontecimientos caracteristicos que tenian lugar en cada etapa. En este trabajo
también se han identificado y clasificado, por primera vez, diferentes proteinas nitroalquiladas
asociadas a cada etapa de desarrollo, destacando su implicacién en procesos de respuesta al estrés y
biosintéticos durante el crecimiento vegetativo de la planta. En estos casos, la nitroalquilacidn ejercia
un efecto negativo sobre la actividad enzimatica de las proteinas. También es importante mencionar
la participacion mayoritaria de proteinas nitroalquiladas relacionadas con la reproduccion cuando la
planta se encontraba en estado de floracién. Adicionalmente, se ha estudiado la biodistribucién de los
NO,-FAs en almacenes lipidicos y proteicos durante diferentes situaciones de estrés abidtico como
salinidad, cadmio, baja temperatura, luz continua y oscuridad. En este caso, se detecté un
comportamiento diferente segun se tratard de almacenes lipidicos o proteicos. Con respecto a los
primeros, se observé un incremento generalizado en los niveles de NO,-FAs esterificados en lipidos
mas complejos. Concretamente, destacé la acumulacién de NO,-FAs en lipidos de membrana, lo que
relacionaba a estas moléculas con la modulacién de las estructuras membranosas con la finalidad de
paliar los dafios causados por el estrés. Sin embargo, la abundancia de proteinas nitroalquiladas en los
reservorios proteicos disminuyd en las situaciones de estrés. El incremento en los niveles de ROS y
RNS, que habitualmente acompafia a las situaciones desfavorables en plantas, justificaria la oxidacion
del aducto de Michael y, por tanto, la liberacion del NO,-FA y la restauracion de la actividad de la
proteina previamente nitroalquilada. Curiosamente, aunque en las plantulas control las proteinas
nitroalquiladas implicadas en los procesos de respuesta al estrés fueron muy abundantes, en las
situaciones de estrés la nitroalquilacién de estas proteinas disminuyd, lo que permitié su activacién.
Estos comportamientos evidenciaban el papel sefializador de los NO,-FAs en la respuesta al estrés,
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modulando tanto la respuesta antioxidante como la estructura de la membrana plasmatica. Los NO,-
FAs también parecen tener un efecto sefializador y/o protector en la respuesta al estrés bidtico
inducido por elicitinas, ya que el pretratamiento de células de tabaco con nitrolipidos disminuyd los
niveles de ROS. Finalmente, el papel senalizador de los NO»-FAs, en concreto del NO»-OA, en el control
de la respuesta antioxidante ha sido evidenciado utilizando la peroxirredoxina Tsal de Saccharomyces
cerevisiae en el estrés por choque térmico. En este organismo, se ha identificado por primera vez la
presencia de NO,-OA, el cual puede aductarse al residuo catalitico de la proteina antioxidante Tsal,
limitando su actividad enzimatica. En el estrés por choque térmico, los elevados niveles de ROS
producidos, oxidaban el aducto de Michael establecido entre la Tsal y el NO,-OA y restauraba la
actividad detoxificante de la proteina relacionada con la reduccidn de los niveles de H,0,. En definitiva,
los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral evidencian la amplia biodistribucién de los NO,-FAs en
diferentes almacenes lipidicos y en proteinas lo que incrementa las posibilidades sefializadoras de
estas moléculas vy justifica su implicacidon en las respuestas a estreses de tipo bidtico y abidtico en
sistemas vegetales.



Summary

The non-enzymatic interaction of polyunsaturated fatty acids with NO and derived species give rise
to the formation of nitrated fatty acids (NO,-FAs). These signaling molecules have the ability to release
nitric oxide (NO), since they are stable stores of NO. In addition, the in vitro reversible esterification of
NO,-FAs with complex lipids has recently been characterized, which increases their stability and,
therefore, their useful life. Mainly, NO,-FAs exert their biological function by modulating protein
function as a consequence of their adduction with nucleophilic residues (Michael adduct), which gives
rise to the reversible post-translational modification known as nitroalkylation. In animal systems, NO»-
FAs are considered pleitropic signaling molecules with anti-inflammatory and cytoprotective functions,
since NO,-FAs are capable of modulating the activity of PPAR-y, NFkB and Nrf2/Keapl proteins by
nitroalkylation. The main lipid storage of NO2-FAs in animals are triacylglycerides. However, in plant
systems, the knowledge of these molecules is less advanced. To date, the presence of nitro-oleic acid
(NO2-OA) has been identified in Brassica napus, and nitro- linolenic acid (NO,-Ln) in Arabidopsis
thaliana, Pisum sativum and Oryza sativa. NO,-FAs act as signaling molecules during seed and plant
development. Furthermore, they are involved in defense responses against abiotic stress conditions
through the induction of heat shock transcription factors that regulate the expression of antioxidant
systems or trigger ROS production. In addition, the NO release capacity of NO,-Ln is responsable of the
in vivo production of S-nitrosoglutathione (GSNO), which contributes to maintaining the homeostasis
of S-nitrosothiols (SNO) in plant cells. In this Doctoral Thesis, the presence of NO,-OA and NO»-LA in
Arabidopsis has been detected for the first time, in addition the presence of NO,-Ln has been confirmed.
The identification of the lipid and proteinstores of NO,-FAs showed that phosphatidylserine acted as
the main reservoir of NO2-Ln, while NO,- LA and NO,-OA were mainly stored in proteins. However, the
study of the biodistribution of NO,-FAs in different stages of development, from seed to senescence,
revealed that the accumulation of thesemolecules in lipid and protein storages was influenced by the
characteristic events of each development stage. In this work, different nitroalkylated proteins
associated with each stage have alsobeen identified and classified for the first time, highlighting their
involvement in stress response and biosynthetic processes during the vegetative plant. In these cases,
the nitroalkylation exerted a negative effect on the enzymatic activity of the proteins. It is also
important to mention the majority participation of nitroalkylated proteins related to reproduction
when the plant was in the flowering stage. Additionally, the biodistribution of NO»-FAs in lipid and
protein stores has been studied during different abiotic stress situations such as salinity, cadmium, low
temperature, continuous light and darkness. In this case, a different behavior was detected depending
on wether it was lipid or protein stores. Regarding the former, a general increase in the levels of NO»-
FAs that were esterified in more complex lipids was observed. Specifically, a marked accumulation of
NO,-FAs in membrane lipids was noted, which related these molecules to the modulation of membrane
structure in order to alleviate the damage caused by stress. However, the abundance of nitroalkylated
proteins in protein reservoirsdecreased in stress situations. The increase in the levels of both ROS and
RNS, which usually accompanies unfavourable situations in plants, would justify the oxidation of the
Michael adduct and,thus, the release of NO,-FA and the restoration of the activity of the previously
nitroalkylated protein. Interestingly, although in the control seedlings the nitroalkylated proteins
involved in the stress response processes were very abundant, in stress situations the nitroalkylation
of these proteins decreased, which allowed their activation. These behaviors evidenced the signaling
role of NO2-FA in the stress response, modulating both the antioxidant response and the structure of
the plasma membrane. NO,-FAs also seem to have a signaling and/or protective effect on the response
to biotic stress induced by elicitins, since pretreatment of tobacco cells with nitrolipids decreased ROS
levels. Finally, the signaling role of NO,-FAs, specifically NO,-OA, in the control of the antioxidant
response has been evidenced using the peroxyredoxin Tsal from Saccharomyces cerevisiae in heat
shock stress.



Summary

In this organism, the presence of NO,-OA has been identified for the first time, which can be adducted
to the catalytic residue of the antioxidant protein Tsal, limiting its enzymatic activity. In heat shock
stress, the high levels of ROS, oxidized the Michael adduct between Tsal and NO»-OA and restored the
antioxidant activity of the protein related to the reduction of H,0,. In short, the results obtained in this
Doctoral Thesis show the wide biodistribution of NO,-FA in different lipids and protein stores, which
increases the signaling possibilities of these molecules and justifies their involvement in responses to
biotic and abiotic stresses in plant systems.
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1. Oxido nitrico

El 6xido nitrico o mondxido de nitrégeno (NO) es un gas inorganico incoloro y de pequefio
tamano que se caracteriza principalmente por ser un radical libre porque presenta un electrén
desapareado en su orbital externo lo que justifica su elevada reactividad con otras moléculas y su vida
media relativamente corta in vivo (menos de 10 segundos). Ademas, debido a su naturaleza lipofilica,
el NO es capaz de atravesar las membranas celulares para reaccionar con distintas macromoléculas
como lipidos, acidos nucleicos o proteinas, entre otras (Stamler et al. 1992; Hughes 1999; Wojtaszek
2000).

La historia del 6xido nitrico en sistemas biolégicos comenzd en torno a 1980 cuando se
demostré que la relajacién del musculo liso inducida por la acetilcolina dependia de la liberacién de
una sefial quimica muy labil lamada factor de relajacién derivado del endotelio (EDRF), que procedia
de las células endoteliales. Estudios posteriores demostraron que el EDRF era el oxido nitrico
(Furchgott 1980; Furchgott 1993; Palmer et al. 1987). Este notable hallazgo impulsé la investigacién de
la sintesis, el papel y la sefializacién del NO especialmente en el ambito del sistema cardiovascular.
Todos estos avances motivaron que la revista Science otorgara al NO la mencién de “Molécula del aiio”
en 1992, ademas de conducir a la otorgacién del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1998 a
Robert Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid Murad, por sus descubrimientos en relacién con el NO como
una molécula mensajera en el aparato cardiovascular (Elizabeth and Koshland 1992; Howlett 1998).

Paralelamente, se iniciaron estudios relacionados con la implicacion del NO en sistemas
vegetales. Los primeros estudios consideraron el NO como un contaminante del aire que entraba en
contacto con las partes aéreas de las plantas e influia en sus procesos fisiolégicos (Wellburn et al. 1972;
Bennett and Hill 1973; Taylor 1974; Zeevaart 1976; Anderson and Mansfield 1979; Caporn et al. 1991;
Morgan et al. 1992). En este sentido, cabe destacar el gran impacto que tuvieron los trabajos que
Klepper al demostrar, por primera vez, que las plantas eran capaces de eliminar el éxido nitrico
procedente de la atmdsferay que, ademads, podian emitir y generar NO cuando el equilibrio metabdlico
de las mismas se alteraba (Klepper 1979). En esta publicacion pionera, también se proporcionaron
indicios sobre el origen del NO de las plantas, los cuales se confirmaron en trabajos posteriores que
revelaron que el NO presente en plantas podria ser el resultado de una reaccién enzimatica catalizada
por la nitrato reductasa (NR) (Harper 1981; Dean and Harper 1986; Yamasaki 2000). A partir de este
momento, las investigaciones sobre el NO en la biologia vegetal se reorientaron, centrandose en el
estudio de esta molécula como un producto enddgeno de las plantas.

2. Metabolismo del 6xido nitrico en plantas

2.1. Lafuente de NO en plantas

En organismos animales, la principal fuente de NO es la enzima éxido nitrico sintasa (NOS),
la cual es una hemo-proteina que en estado homo-dimérico cataliza la oxidacidn, dependiente de
oxigeno (O3) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), de L-arginina a NO y L-citrulina
mediante una reacciéon compleja que requiere del dinucledtido de flavina y adenina (FAD), flavin
mononucledtido (FMN), tetrahidrobiopterina (BHa), calmodulina e iones calcio (Ca?*). Los sistemas
animales poseen tres isoformas de la NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) y NOS
inducible (iNOS). Todas ellas estan codificadas por genes diferentes. Tanto la nNOS como la eNOS
son constitutivas y estan involucradas en procesos de sefializacion. En cambio, la iNOS esta
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controlada transcripcionalmente y se ha relacionado cldsicamente con la respuesta inmune e
inflamatoria (Moncada 1991; Alderton et al. 2001; Santolini 2019).

Sin embargo, la generacién de NO en plantas estd intimamente relacionada con su
metabolismo y, de hecho, es uno de los elementos integrantes del ciclo del nitrégeno de la Tierra,
concretamente participa en los ciclos de nitrificacion y desnitrificacién. En el ciclo de nitrificacion,
el amoniaco (NHs) del suelo, proveniente de la orina de los animales o de la accién de las bacterias
fijadoras de nitrégeno atmosférico (N>), sirve de sustento a otro tipo de microorganismos de accion
nitrificante, es decir, que descomponen el NH; a amonio (NH,*) y lo oxidan en nitritos (NO,7) y
nitratos (NO, 7). Estos ultimos compuestos sirven, a su vez, de nutriente a otro tipo de
microorganismos de metabolismo desnitrificante, que descomponen las moléculas de nitrito y
nitrato, obteniendo energia y liberando el nitrégeno en estado gaseoso de vuelta a la atmosfera.
Aungue el N, atmosférico es el producto final del ciclo de desnitrificacién, cabe destacar otras
formas intermedias de nitrégeno gaseoso como son el éxido nitroso (N;O) y el NO (Bernhard 2010).

Como se apuntd anteriormente, las plantas no solo reaccionan al NO procedente de la
atmoésfera o del suelo, sino que también son capaces de sintetizar cantidades substanciales de NO
(Durner et al. 1998). La sintesis del NO en plantas puede ser llevada a cabo por mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos (Fig. 1). El papel fisioldgico de cada mecanismo dependerd de la
especie, del tipo de tejido o células, de las condiciones externas y de la posible activacidon de una
via de sefializacién en la planta (Neill et al. 2002; Gupta et al. 2022).

Nitrito

L-Arginina

Peroxisoma

Citosol

Membrana plasmatica Hidroxilamina —

L-Arginina <: Poliaminas

Apoplasto

Figura 1. Fuentes de sintesis de NO en células vegetales. En el apoplasto tiene lugar la sintesis de NO a partir de
reacciones no-enzimaticas en condiciones de pH bajo o en ambiente reductor. PM-NR: la nitrato reductasa unida
a la membrana plasmatica transforma el nitrato a nitrito, y este nitrito es transformado en NO por accién de la
PM-NiNOR: nicotiana-oxido nitrico reductasa unida a la membrana plasmatica. En el citoplasma se localiza una
NR que principalmente transforma el nitrato en nitrito, pero también tiene la capacidad de generar NO, ademas,
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en este compartimento también se localiza una actividad tipo NOS similar a la de animales. En la mitocondria, la
cadena transportadora de electrones (Clll/1V) desencadena la produccién de NO. En perosixomas, la produccién
de NO es debida a una actividad tipo NOS y a la enzima xantina éxido-reductasa (XOR). En el cloroplasto existe
una via no enzimatica de sintesis de NO a partir de la luz y los carotenoides y otra enzimatica mediante una
actividad tipo NOS. Otras fuentes generadoras de NO implican a las hidroxilaminas y a las poliaminas.

2.1.1. Mecanismos enzimaticos

Los mecanismos enzimaticos son probablemente la principal fuente de NO en plantas

(Yamasaki et al. 1999). Dentro de este grupo cabe destacar diferentes la actividad tipo NOS
dependiente de L-arginina, la actividad tipo NR y otros sistemas enzimaticos generadores de NO.

{} Actividad tipo 6xido nitrico sintasa dependiente de L-arginina

En 1999, nuestro Grupo de Investigacion detectd, por primera vez, la generacion
enzimatica de NO en peroxisomas de guisante a partir de L-arginina y todos los cofactores
utilizados por la NOS animal (Barroso et al. 1999). Adicionalmente, esta actividad tipo NOS
dependiente de L-arginina también fue identificada en otras especies y tejidos vegetales (Tabla

1) (Fig. 1).

Tabla 1. Generacion de NO a partir de L-arginina en algunas especies de plantas (modificada de (Corpas

et al. 2009)).

Pisum sativum

Peroxisomas de hojas

(Barroso et al. 1999; Corpas et al. 2004)

Arabidopsis thaliana Hojas (zhao et al. 2007)
Hibiscus moscheutos Raices (Tian et al. 2007)
Zea mays Raices y hojas jovenes (Ribeiro Jr et al. 1999)
Zea mays Plantulas (Hao et al. 2008)
Olea europea Hojas (Valderrama et al. 2007)

Pisum sativum
Sorghum bicolor

Raiz, tallo y hoja
Eje embrionario de semilla

(Corpas et al. 2006)

(Simontacchi et al. 2004)

Glycine max Cotiledones (Modolo et al. 2002)
Glycine max Cloroplastos de hojas (Jasid et al. 2006)
Helianthus annuus Hipocatilos (Chaki et al. 2009)
Nicotiana tabacum Hojas (Durner et al. 1998)
Lupinus albus Raices y nddulos (Cueto et al. 1996)
Capsicum annuum Hojas (Airaki et al. 2011)
Hordeum vulgare Mitocondria (Gupta and Kaiser 2010)

En este contexto, (Corpas and Barroso 2017) han postulado que la actividad similar a
la NOS dependiente de L-Arg detectada en plantas superiores podria ser el resultado de la
cooperacion entre proteinas discretas que juntas pueden generar NO; esto explicaria la
ausencia de hallazgos a nivel molecular sobre la presencia de un complejo proteico similar al
de la NOS animal. Estos "complejos de proteinas" tienen los mismos requisitos que los NOS de
mamiferos en los que cada subunidad de los NOS homodiméricos contiene un dominio de
oxigenasa N-terminal (dependiendo de la categoria de proteinas hemetiolato) y un dominio de
reductasa C-terminal que es homdlogo al citocromo NADPH P450 reductasa y otras
flavoproteinas. Esta hipdtesis se basa en los siguientes ejemplos que se encuentran en
diferentes tipos de células eucariotas. Por ejemplo, aunque el mecanismo de biosintesis de
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acidos grasos mediado por la actividad de la sintasa de acidos grasos (FAS) es universal en
todos los organismos, la organizacién de esta FAS es muy distinta. Si bien el complejo FAS
cataliza la misma reaccién para sintetizar acidos grasos, existe una notable variedad de formas
estructurales en animales, plantas y bacterias. En plantas superiores, FAS es un complejo
multiproteina disociable tipo Il similar al sistema de Escherichia coli, con reacciones parciales
individuales catalizadas por proteinas separadas, que trabajan juntas como una FAS, pueden
aislarse y cuya funcién puede demostrarse por separado (Beld et al. 2015). Sin embargo, la FAS
animal (tipo 1) esta formado por proteinas grandes y multidominio que forman un unico
complejo que cataliza reacciones universales similares al tipo II-FAS, lo que demuestra cémo
pueden surgir nuevas proteinas a partir de la fusion de genes que codifican proteinas mas
pequefias existentes. Otro ejemplo es el caso de la levadura Saccharomyces cerevisiae, que no
tiene ortélogos de NOS de mamiferos o bacterias, y el NO se genera mediante una actividad
similar a la NOS dependiente de L-Arg. Esta actividad estd mediada por la participacion de
varias proteinas discretas, incluida la flavoproteina Tah18, que transfiere electrones a la
proteina del grupo hierro-azufre Dre2 (Sasano et al. 2012; Nishimura et al. 2013; Yoshikawa et
al. 2016). Por otro lado, en el alga Chlamydomonas, se ha descrito recientemente un sistema
dual que implica interacciones entre los dominios oxidasa y reductasa de NR y ARC
(componente reductor de amidoxima), en el que el NO se genera de forma eficaz mediante
una via reductora (Chamizo-Ampudia et al. 2016). Estos ejemplos muestran que los
organismos de diferentes categorias bioldgicas pueden utilizar estrategias particulares para
lograr un objetivo metabdlico especifico. Por lo tanto, en plantas superiores, la actividad
similar a la NOS dependiente de L-Arg detectada podria ser un nuevo ejemplo de proteinas con
dominios oxigenasa y reductasa que trabajan juntas para generar NO en células vegetales
superiores, ya sea en el citosol o en otros compartimentos subcelulares como peroxisomas y
cloroplastos.

La identificacién del gen o genes que codifican la proteina o proteinas que constituyen
la NOS es aun un tema controvetido en el campo cientifico. Recientemente, se han llevado a
cabo diversos estudios dmicos en los que se han realizado comparativas a nivel de genomay
de transcriptoma en busca de una o varias NOS homoélogas a las de animales. Sin embargo,
hasta la fecha, no se ha identificado ninguna NOS similar, lo que sugiere que las plantas
terrestres no poseen las NOS tipicas presentes en mamiferos. No obstante, este enfoque
bioinformatico permitié la identificacion de 15 posibles NOS en algas (Jeandroz et al. 2016;
Hancock and Neill 2019; Kolbert et al. 2019). Esta ultima identificacion de 15 posibles NOS en
algas, confirmé el trabajo pionero del grupo de L. Lamatina, el cual caracterizé una NOS
funcional en el alga verde Ostreococcus tauri (Foresi et al. 2010).

En términos estructurales, estas NOS de algas conservan los dominios oxigenasa y
reductasa de las NOS de animales, incluidos los motivos de unién para el grupo hemo, BHa,
NADPH, FMN y FAD. También se localizé en ellas un posible dominio de unién a calmodulina,
dominio que es controlado por los iones Ca*? (Foresi et al. 2010; Foresi et al. 2015; Santolini et
al. 2017).

Por el contrario, diferentes analisis estructurales in silico revelaron singularidades de
las NOS de algas en comparacion con sus homélogas de mamiferos, como la ausencia del
extremo N-terminal y el motivo del grupo Zn/S involucrado en la interfaz del homo-dimero, y
la presencia de inserciones o sustituciones de residuos involucrados en la liberacién del NO al
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final del proceso catalitico. Ademas, se ha observado que las NOS de algas pueden utilizar de
manera eficiente el pterin tetrahidrofolato (THF) en lugar del BHa, ya que la biosintesis de BHa4
en organismos fotosintéticos aun no ha sido probada y los genes que codifican las proteinas
clave involucradas en la produccion de BHs también se desconocen. Estas diferencias entre las
NOS de algas y de mamiferos sugieren la existencia de nuevas propiedades bioquimicas y
funcionalidades y podrian justificar la gran velocidad de sintesis de NO que presenta la
proteina NOS recombinate de O. tauri en comparacidn con las NOS de mamiferos (Crane et
al. 2010; Santolini et al. 2017; Jeandroz et al. 2016; Foresi et al. 2015; Weisslocker-Schaetzel
et al. 2017; Kolbert et al. 2019).

En conclusion, los estudios mencionados anteriormente indican que las plantas
terrestres no poseen una NOS tipica, lo que cuestiona los procesos enzimaticos de sintesis de
NO dependientes de L-arginina observados en estos organismos (Kolbert et al. 2019).

Actividad tipo nitrato reductasa

La sintesis de NO en plantas también es llevada a cabo por la NR, siendo esta via de
sintesis de NO una de las mas caracterizadas dentro del metabolismo del nitrégeno vegetal.
En plantas de Arabidopsis thaliana, la NR esta codificada por dos genes homadlogos (Nial y
Nia2). Esta enzima se localiza en el citosol y cataliza principalmente la reduccién del nitrato a
nitrito utilizando el NAD(P)H como principal donador de electrones, y como cofactores un
grupo hemo, FAD y molibdopterina (Fig. 1). El nitrito generado se reduce alin mas a amonio
en los plastidios por la nitrito reductasa plastidial (NiR) (Hageman 1990; Wilkinson and
Crawford 1993; Yamasaki 2000).

Existen algunas evidencias cientificas que también implican a la NR en la catdlisis de la
reduccidn del nitrito a NO, no obstante, en condiciones estandar, el porcentaje de actividad
de la NR in vivo involucrada en la reduccién del nitrito solo constituye el 1% (Fig. 1) (Planchet
et al. 2005; Gupta and Igamberdiev 2011; Rockel et al. 2002). A pesar de esto, la NR es una
fuente importante de produccion enzimatica de NO en plantas, ya que las plantas mutantes
deficientes en NR presentan niveles bajos tanto de nitrito como de NO (Morot-Gaudry-
Talarmain et al. 2002; Planchet et al. 2005).

La NR se activa a pH bajo y, ademas, para llevar a cabo la catalisis de NO, requiere bajas
concentraciones de nitrato y altas concentraciones de nitrito, por tanto, la produccién de NO
depende de la acumulacion de nitrito. Esto ocurre cuando hay un nivel bajo de pH que
desencadena la inhibicién de la NiR plastidial (Rockel et al. 2002; Kaiser and Brendle-Behnisch
1995).

La NR esta regulada post-traduccionalmente a través de la fosforilacion de un residuo
conservado de serina, lo que provoca la inactivacidn de la NR y su consiguiente degradacion
proteolitica (Lillo et al. 2004; Kaiser and Huber 2001). En cambio, la mutacion en el residuo
susceptible a fosforilacion da lugar a un incremento en la acumulacidn de nitrito y en la emisidn
del NO (Lea et al. 2004).

La sintesis de NO mediada por la NR es inducida por varios factores abidticos y bidticos
tales como: 1) inductores quimicos de fitopatdgenos fungicos y bacterianos, donde el NO actua
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como sefal para inducir los mecanismos de defensa (Shi and Li 2008; Srivastava et al. 2009;
Yamamoto-Katou et al. 2006; Vitor et al. 2013); 2) en situaciones de estrés osmatico (Kolbert
et al. 2010; Xie et al. 2013); 3) en condiciones de estrés hidrico, donde el NO induce el
metabolismo del acido crasulaceo y la respuesta antioxidante (Sang et al. 2008; Freschi et al.
2010); 4) en la transicion floral (Seligman et al. 2008); 5) en la formacidén de la raiz lateral
inducida por auxinas (Kolbert et al. 2008); 6) en condiciones de hipoxia (Benamar et al. 2008;
Blokhina and Fagerstedt 2010a); 7) durante el cierre de los estomas inducido por el acido
abscisico (ABA) (Neill et al. 2008; Desikan et al. 2002); 8) en el desarrollo del vello radicular
(Lombardo and Lamattina 2012) y 9) en la homeostasis de células madre (Wany et al. 2018).

Todos los avances cientificos que se han hecho hasta la fecha, sugieren que la
participacién de la NR en la sintesis de NO es indirecta y que el NO que origina interviene en el
desarrollo de las plantas y en su respuesta al estrés (Kolbert et al. 2019).

£

. Otros sistemas enzimaticos generadores de NO

Mitocondrias

En 2004, se descubrid por primera vez la produccidn de NO en las mitocondrias de las
plantas, concretamente en un alga verde unicelular llamada Chlorella sorokiniana
(Tischner et al. 2004). Mas tarde, en mitocondrias de cultivos celulares de tabaco y en
raices de guisante, cebada y tabaco se observé que la reduccidn de nitritos por accion de
la cadena transportadora de electrones generaba NO y que esta via de sintesis de NO se
inhibia en presencia de oxigeno (Fig. 1) (Planchet et al. 2005; Gupta et al. 2005). Esta
inhibicidn se corrobord en raices de arroz y en ndédulos de leguminosas, donde en
condiciones anaerobias, las mitocondrias tenian la capacidad de usar el nitrito como un
aceptor de electrones para oxidar el NAD(P)H citosdlico y generar NO (Stoimenova et al.
2007; Horchani et al. 2011).

Esta via de sintesis de NO ayuda a proteger la estructura y funcion de las mitocondrias,
ya que, las mitocondrias andxicas incrementan la sintesis de NO y ATP y reducen los niveles
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la peroxidacion lipidica, ademas, el NO sintetizado
participa en la formacion de super complejos de las mitocondrias, siendo estos la
asociacion de los complejos respiratorios mitocondriales, con excepcién del complejo
(Gupta et al. 2017; Lapuente-Brun et al. 2013).

Peroxisomas

En los peroxisomas se encuentra la enzima XOR que en condiciones anaerébicas es
capaz de reducir el nitrito a NO. Para ello utiliza el NADH o la xantina como substrato
reductor (Fig. 1) (Godber et al. 2000; del Rio et al. 2004; Wang et al. 2010).

Membrana plasmatica

La produccion de NO en la membrana plasmatica se observd, por primera vez, en
fracciones de membrana aisladas de raices de tabaco en las que se detect6 la sintesis de
NO a partir de nitrito. Mas tarde, se consiguid identificar que el nitrito utilizado como
sustrato por la PM-NiNOR es probablemente proporcionado por una NR que esta unida a
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la membrana plasmatica en una reaccién acoplada (Fig. 1) (Stohr et al. 2001; Gupta et al.
2011).

De esta manera, el NO producido podria entrar facilmente en la célula y desencadenar
diferentes procesos que permitirian a la planta reaccionar a las sefiales del exterior.
Ademads, el sistema NR-NiNOR de la membrana participa en la deteccion de la
disponibilidad de nitrato en el suelo y regula la respuesta a la infeccién de la raiz por
hongos micorricicos (Meyer and Stéhr 2002; Moche et al. 2010).

2.1.2. Mecanismos ho enzimaticos

En los sistemas vegetales, la producciéon de NO también puede ser debida a mecanismos
no enzimaticos.

Uno de estos mecanismos sucede en los cloroplastos, donde en 1994 se evidencié la
produccién no enzimatica de NO dependiente de la luz y con la participacién de los carotenoides
(Fig. 1) (Cooney et al. 1994).

Otra forma de obtener NO a través de vias no enzimdticas consiste en la reduccion de
nitritos a NO. Esto ocurre en condiciones particulares de pH bajo o en ambientes altamente
reductores como los que ocasionalmente pueden acontecer, por ejemplo, en el apoplasto de las
células de cebada (Fig. 1) (Bethke et al. 2004b).

2.1.3. Otros mecanismos

Ademas de todos los mecanismos anteriormente mencionados, existen otros mecanismos
de produccion de NO aun poco estudiados.

Entre ellos, cabe mencionar la produccion de NO a partir de la oxidacion de hidroxilaminas
(R-NHOH) por sistemas generadores de superdxido y perdxido de hidrégeno (Fig. 1). Sin embargo,
la ruta bioquimica de conversion de la hidroxilamina a NO y su importancia en los sistemas
vegetales sigue sin estar totalmente definida, principalmente porque la presencia de hidroxilamina
en plantas todavia no ha sido probada con total certeza (Riimer et al. 2009).

Otra via de sintesis de NO implica a las poliaminas, tales como la espermina vy la
espermidina (Fig. 1). Estas poliaminas proceden de la via biosintética de la arginina. Sin embargo,
el mecanismo bioquimico por el cual NO es liberado a partir de de las poliaminas aun no se ha
revelado (Tun et al. 2006; Flores et al. 2008; Yamasaki and Cohen 2006).

2.2. Bioactividad y sefializacion mediada por el éxido nitrico en plantas

El 6xido nitrico es considerado una molécula sefial tanto en sistemas animales como en
vegetales. En un primer momento, se pensé que el mecanismo de sefializacién del NO en plantas
era similar al ejercido en animales, el cual se basa en la activacién de un mensajero intracelular
denominado guanosin monofosfato ciclico (GMPc) por accion del NO que desencadena una
cascada de transduccién de sefales que regulan la relajacién del musculo liso (Waldman 1987,
Moncada 1991; Wedel et al. 1994; Stone and Marletta 1994; Russwurm and Koesling 2004). Sin
embargo, estudios cientificos acompafiados de busquedas bioinformaticas de los principales
componentes de la cascada desencadenada por NO/GMPc en mamiferos apoyan la posibilidad de

16



Introduccion

que los sistemas vegetales no compartan el mismo proceso de sefalizacion del NO (Durner et al.
1998; Pagnussat et al. 2003; Ludidi and Gehring 2003; Szmidt-Jaworska et al. 2004; Hussain et al.
2016; Astier et al. 2019).

El NO, tanto en su estado gaseoso como en solucién acuosa puede reaccionar con el O,
para dar lugar a N;Os3 y NO,. En solucidon acuosa, el N,Os; y el NO, producen cantidades
estequiométricas de NO, y NO5. EI NO,es 1,5 veces mas soluble en una membrana lipidica que e

En el caso de las plantas, para una mejor comprension del proceso de sefalizacionmediado
por el NO se deben tener en cuenta previamente las especies reactivas de nitrogeno (RNS). Las
RNS son un conjunto de moléculas derivadas del dxido nitrico que generan modificaciones post-
traduccionales (PTM) como la S-nitrosilacion y la nitracion de proteinas, ademas de modificar otras
moléculas como los lipidos o 4cidos nucleicos por nitracion.

En la tabla 2 se muestran las RNS mas representativas clasificandolas en funcién de su
naturaleza radicalaria y no radicalaria (Corpas 2016; Gupta et al. 2020).

Tabla 2. Principales RNS. Modificada de (Corpas 2016).

NO RADICALES RADICALES
Anidn nitroxilo (NO) NO:
Cation de nitrosonio (NO*) Diéxido de nitrégeno (NO2)

Acido nitroso (HNO2)
RNS Trioxido de dinitrégeno (N203)
Tetroxido de dinitrégeno (N204)

Peroxinitrito (ONOO")

Acido peroxinitroso (ONOOH)

El NO, tanto en su estado gaseoso como en solucidén acuosa puede reaccionar con el O,
para dar lugar a N,Os; y NO,. En solucién acuosa, el N;Os y el NO; producen cantidades
estequiométricas de NO, y NO5™. El NO, es 1,5 veces mas soluble en una membrana lipidica que en
agua (Signorelli et al. 2011).

El NO también puede reaccionar con el radical superdxido (‘O;’) para producir ONOO'. Esta
reaccidn no enzimatica ocurre rapidamente (k = 1.9 10° m s) en las localizaciones préximas a
las fuentes de ‘0O, y NO, como son los cloroplastos, las mitocondrias y los peroxisomas (Blokhina
and Fagerstedt 2010b; Corpas and Barroso 2014b). El peroxinitrito es un potente agente oxidante
y nitrante de moléculas celulares clave como proteinas, oligonucledtidos y lipidos y tiene una vida
media relativamente corta a pH fisioldgico (~ 10 ms) (Liaudet et al. 2009).

Desde un punto de vista bioquimico, el ONOO™ causa procesos de oxidacion de forma
directa e indirecta sobre las biomoléculas. Los procesos de oxidacién directa son aquellas
reacciones que incluyen un electron (es decir, la reaccion con metales de transicion) o dos
electrones (es decir, la reaccion con tioles) en los procesos de oxidacién. En cambio, la actividad

17



Introduccion

indirecta del ONOO™ se manifiesta a través de intermediarios secundarios, como el CO; (anion de
trioxido de carbono), OH- (radical hidroxilo) y 'NO; que se forman a través de su rapida reaccién
con CO; (dioxido de carbono) o mediante la homdlisis catalizada por protones. De hecho, cabe
destacar el radical reactivo ‘NO;, el cual es fundamental para futuras reacciones de nitracién
(Bartesaghi and Radi 2018). El radical ‘NO,, también puede ser generado por la accién de la
hemoperoxidasa en presencia de peréxido de hidrégeno (H,0;) y nitritos (Fig. 2) (Souza et al.
2008). En general, la biodisponibilidad y la bioactividad del peroxinitrito dependen de la cinética
de las reacciones celulares, donde los tioles y los cambios de pH afectan a los procesos de nitracién
dependientes del ONOO" (Ferrer-Sueta et al. 2018; Bartesaghi and Radi 2018; Arasimowicz-Jelonek
and Floryszak-Wieczorek 2019).

p ON P Actividad directa del ONOO™ Metales de
. S ooﬁ e 4 Oxidacién de un electrén transicién
Actividad
directa del
' ONOO™
Tioles
C02 ONOOH Oxidacién de SRS
dos electrones
'NOZ + COa" +'OH
‘NO;
Actividad
indirecta
del ONOO™ Actividad

indirecta del
ONOO™

NITRACION DE
BIOMOLECULAS

Figura 2. Reactividad del peroxinitrito. El ONOO™ puede ocasionar procesos de oxidacion directos e indirectos
sobre las biomoléculas. Los procesos directos incluyen oxidaciones de uno (metales de transicidn) o dos
electrones (tioles), mientras que la participacion indirecta del ONOO" se manifiesta a través de
intermediarios secundarios como el CO -, el OH' y el NO, este ultimo formado a través de su rapida reaccién
con CO2 o mediantela homdlisis catalizada por protones. Alternativamente, el proceso de autooxidacion de
NO vy la actividad hemoperoxidasa (POX) en presencia de perdxido de hidrégeno y nitritos puede conducir a
la formacién de agentes nitrantes. Las lineas negras indican rutas que se favorecen en la fase hidrofébica
(Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek 2019).

ONOOH: 4cido peroxinitroso.

La formacién del ONOO" en plantas es un evento integral del metabolismo de la célula que
participa en la regulacidon redox (Romero-Puertas et al. 2004; Arasimowicz-Jelonek et al. 2016; Gzyl et
al. 2016). Todo ello, esta respaldado por el hecho de que las plantas presentan una amplia variedad de
vias de descomposicidén que les permiten ajustar la concentracién de ONOO™ durante las situaciones
de estrés y el desarrollo. Dichas rutas de descomposicion implican la participacion de compuestos
antioxidantes como el acido ascdrbico, los flavonoides y los tocoferoles, que son abundantes en las
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células vegetales y pueden proteger los compartimentos celulares contra el dafio oxidativo inducido
por el ONOO™ (Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek 2011).

El ONOO™ puede generar la nitracién de nucleétidos lo que da lugar a especies como la 8-
nitroguanina (8-NO,-G) y la 8-oxiguanina (8-Oxy-G). Esta nitracion puede afectar al ADN y ARN o a
nucledtidos que actian como transductores de sefiales como guanosina 3’, 5'-ciclica monofosfato y el
GMPc (lhara et al. 2010). En sistemas vegetales, la nitracion de nucledtidos que actian como
transductores de la sefial secundaria, como el GMPc, se relaciona con la regulacion de la apertura
estomatica (Joudoi et al. 2013). En cambio, la nitracién de nucledtidos insertados en el ADN y el ARN
se comprende menos, dado que solo se ha detectado experimentalmente en patata inoculada con
Phytophthora infestans (lzbiariska et al. 2018) y en embriones aislados de semillas de manzana
(Andryka-Dudek et al. 2019). En el estudio de Izbianska et al., el incremento en los niveles de 8-NO,-G
precedié o coincidié con los primeros sintomas de muerte celular programada durante la respuesta
hipersensible tras la infeccién del patégeno. En cambio, en el estudio de Andryka-Dudek et al., el
incremento en los niveles de ARN nitrado con el cambio de estado de inactivo a activo de los embriones
de manzana. Por tanto, la nitracion de nucleétidos puede constituir una parte integral del metabolismo
de las células vegetales que se intensifica en respuesta al ataque de patégenos o a los estimulos del
desarrollo (Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek 2019).

Adicionalmente, los nucleétidos nitrados pueden afectar a la estructura secundaria del ARNm,
a su estabilidad y a sus interacciones con otras moléculas como el ARNr, el ARNt, y las proteinas de
union al ARN (Hoernes and Erlacher 2017). Asimismo, los principales efectos de la nitracion de
nucledtidos en los procesos transcripcionales pueden estar relacionados con un deterioro selectivo de
la sintesis de proteinas en respuesta a estimulos internos o externos que funcionan como un
interruptor redox hacia un ajuste rdpido del metabolismo. Finalmente, no se puede descartar la
posibilidad de que la nitracién del ARNm sea una estrategia conservada y sofisticada de la planta que
ayudaria a destruir los ARN de patégenos bloqueando la expresién de proteinas codificadas por los
mismos (Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek 2019).

2.2.1. Nitracion de lipidos

La interaccién no enzimatica de los acidos grasos poliinsaturados con el NO y especies derivadas
como el NO,y el ONOO" dan lugar a la formacién de los acidos grasos nitrados (NO»-FAs), también
conocidos como nitrolipidos o nitroalquenos. Los NO,-FAs son considerados especies reactivas de
lipidos (RLS), debido a su reactividad electrofilica adquirida por la ausencia de electrones en el B-
carbono adyacente al carbono (a-carbono) unido al grupo nitro (-NO,). Esta reactividad le permite
establecer aductos covalentes con el glutatién (GSH) y con residuos de aminoacidos nucleofilicos como
la cisteina, la histidina y la lisina, generando modificaciones post-traduccionales en las proteinas
(Schopfer et al. 2011; Buchan et al. 2018b; Schopfer and Khoo 2019a; Wang et al. 2014).

El proceso de formacion de los NO,-FAs in vivo aun sigue siendo desconocido, sin embargo, se han
propuesto dos posibles mecanismos para explicar la nitracién de los acidos grasos. Uno de los
mecanismos consiste en una reaccion radical-radical directa entre el radical -NO,y un radical alquilo,
no obstante, cabe mencionar que este proceso no tiene relevancia biolégica (Buchan et al. 2018b). No
es asi en el caso del segundo mecanismo, que consiste en la formacién de un radical centrado en
carbono a través de la adicidn directa de un radical ‘NO,. Este radical puede reaccionar con otro radical
de NO; para formar un nitro-nitrito o compuesto dinitro inestable, el cual se descompondra
rapidamente liberando acido nitroso (HNO;) y generando el NO,-FA (Fig. 3) (Schopfer and Khoo 20193;
Begara-Morales et al. 2021a).
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ESTRES NITRO-OXIDATIVO

0O, + °'NO
co, ONOO
ONOOCO, H*
ONOOH
HCO,'
‘NO, ‘OH
_ NO, + NO,
. Oo,N NO, HNO,
NO 2 2
Acid
cido graso NO,-FA

Figura 3. Mecanismo de formacién de los nitrolipidos. En condiciones de estrés nitro-oxidativo, el 05"y
"NO reaccionan dando lugar a la formacion de ONOO™. El ONOO™ promueve la generacion del 'NO:a través
de la homolisis del ONOOH o a partir de su reaccidon con el CO: generando nitrosoperoxicarbonato
(ONOOCO:y), el cual sufre escisién para formar el ‘NO.. La nitracidn de los acidos grasos consiste en una
adicion directa de ‘NO2z a un doble enlace para generar un radical centrado en carbono. Este radical
reaccionara con otra molécula de 'NOz para formar un nitro-nitrito o compuesto dinitro inestable que se
descompondrd, liberando HNOz y formando un NO»-FA electrofilico (Begara-Morales et al. 2021a).

En sistemas animales, la presenciay las funciones bioldgicas de los NO,-FAs estan bien
establecidas. En cambio, el conocimiento de estas moléculas en los sistemas vegetales es aun
escaso, convirtiéndose en los ultimos 5 afios en un area emergente de conocimiento y de gran
interés en el campo del dxido nitrico en plantas. Inicialmente, los NO,-FAs se describieron en
el fruto del olivo y en el aceite de oliva virgen extra (AOVE), concretamente se identifico la
presencia de los acidos nitro-oleico (NO,-OA) y nitro-linoleico conjugado (NO,-cLA) aductados
con cisteinas (Tabla 3) (Fazzari et al. 2014). Mas tarde, se identificd la presencia endégena de
los 4cidos nitro-linolénico (NO>-Ln) y NO,-OA (Tabla 3) en diferentes especies vegetales como
Arabidopsis thaliana (Mata-Pérez et al. 2016d), Pisum sativum, Oryza sativa (Mata-Pérez et al.
2017), Solanum lycopersicum (Di Palma et al. 2020) y Brassica napus (Vollar et al. 2020a), lo
que indica una distribucidn ubicua de los NO,-FAs en el reino vegetal (Begara-Morales et al.
2021a).

Tabla 3. Principales nitrolipidos detectados en sistemas vegetales. La linea central del doble enlace
indica que el grupo nitro podria estar alojado en cualquiera de los dos carbonos adyacentes. Ademas,
aunque los dobles enlaces podrian generar los correspondientes isdmeros cis y trans, solo se muestran
las formas cis (Aranda-Cafio et al. 2019).

Nombre Formula Estructura quimica

Acido nitro-oleico

(Acido 9-, y 10- NO2-OA HOMWWA/

nitro-cis-

octadecaenoico) (18:1)
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Acido nitro- 0 NO,

linoleico HO)WW

NO2-LA
(Acido 9-, 10-, 12-
(18:2) 0 NO,

pand e e )J\/\/\/\M/\/\
cis- HO _ _

octadecaenoico)

i o) NO,
Acido nitro- _ _ _
linolenico HO
NO2-Ln 0O NO,
(Acido 9-, 10-, 12- __ _ _
: H
,13-, 15y 16- (18:3) O
nitro-cis- o NO,
octadecaenoico) HO — — S

NO:-LA: acido nitro-linoleico.

Los NO,-FAs pueden ejercer potentes propiedades bioldgicas, una de ellas estriba en
su capacidad para liberar NO. Se han propuesto dos posibles mecanismos de liberacién de NO.
El primero consiste en una reaccién de Nef modificada que genera un intermediario nitroso
con un enlace C—N especialmente débil que se descompone rapidamente para producir NO y
un radical estabilizado por conjugacion con el alqueno y un grupo OH (Fig. 4) (Schopfer et al.
2005). El segundo mecanismo implica la reordenacién del nitroalqueno en un éster de nitrito
seguido de un proceso de homdlisis para formar NO y un grupo enol (Fig. 5) (Lima et al. 2005;
Baker et al. 2009).

H .
pKa acido ~ 5-7 o Radical
HO R’ \\A estabilizado por
Rotura del " " ‘R’ b~ conjugacioén con

H H R \ enlace C-N el alqueno y por
el grupo OH
——) 0
V\ \ N 2 ——) +
R NO, —— e
Intermediario nitroso . N=O
Parte importante de los Oxido Nitrico
nitrolipidos para la generacion
de NO

Figura 4. Mecanismo de liberacion de NO a través de la reaccion de Nef modificada. Este mecanismo
consta de la generacién de un intermediario nitroso que puede homolizarse en el medio acuoso para
producir un radical de carbono y d6xido nitrico (Schopfer et al. 2005).
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Nitroalqueno

Reordenamiento
del nitroalqueno

\/:\/q Ester de nitrito
— R

Grupo enol

Figura 5. Liberacion del NO a través de la transposicidn de nitroalquenos. En este mecanismo se forma
un éster de nitrito que posteriormente se homoliza para formar -NO y un radical estabilizado (Baker et
al. 2009).

Sin embargo, aln no se conoce el mecanismo exacto por el cual los NO»-FAs liberan
NO. Varios estudios in vitro realizados utilizando NO-Ln en soluciones acuosas han registrado
un aumento progresivo en la liberacidn de NO durante los primeros 20 minutos seguidos de
una disminucidn (Mata-Pérez et al. 2016b). Este comportamiento coincide con el observado
en el donador bidlogico de NO conocido como S-nitrosoglutation (GSNO) (Ederli et al. 2009).
La capacidad de liberacién de NO del NO,-Ln y del NO,-LA también fue evaluada a diferentes
valores de pH utilizando quimioluminiscencia de ozono. Ambos NO,-FAs alcanzaron un maximo
de liberacién a pH neutro (pH 7,4) y un minimo en condiciones acidas (pH 5,4 y 6,4). Estos
hallazgos destacan que la liberacidon de NO de los NO,-FAs no se ve favorecida en condiciones
acidas y esto podria tener gran relevancia en compartimentos celulares y organulos como
mitocondrias, peroxisomas y citosol, donde los valores de pH son neutros o basicos (Mata-
Pérez et al. 2016b; Mata-Pérez et al. 2017). Por otro lado, también se ha demostrado que NO,-
Ln es capaz de liberar NO in vivo en hojas y raices de plantas y en cultivos celulares de
Arabidopsis (Ederli et al. 2009; Mata-Pérez et al. 2016c; Mata-Pérez et al. 2016b).
Recientemente se ha descrito que el NO liberado por el NO»-Ln es capaz de modular los niveles
de GSNO in vitro e in vivo en plantas de Arabidopsis (Mata-Pérez et al. 2020).

En un reciente estudio sobre las propiedades fisico-quimicas de los NO,-FAs, se han
determinado las concentraciones micelares criticas (CMC) del NO,-OA, NO,-LA y NO>-cLA y se
han comparado con sus formas no nitradas, los acidos oleico (OA), linoleico (LA) y linoleico
conjugado (cLA). EI CMC indica la concentracion a la que estos nitrolipidos van a ensamblarse
para formar micelas, membranas bicapa y fases liquido-cristalinas. La formacién de estas
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estructuras esta influenciada por el pH, la concentracién de CO; y la temperatura. A valores de
pH bajo, predominan las estructuras lipidicas en forma de vesiculas, mientras que conforme
aumenta el pH predomina la formacién de micelas. La adicién del grupo nitro aumenta el CMC
en todos los NO;-FAs estudiados hasta el momento. Por otra parte, la formaciéon de
membranas bicapa y micelas estabiliza y secuestra aparentemente al grupo nitroalqueno,
limitando la liberacién de NO y la adicién de Michael con los tioles (la unidn de los NO22-FAs a
las proteinas) (Fig. 6) (Grippo et al. 2021).

cMC
] | ] ] ] | ] | | ] >
Micelas T Agregaciones Acidos
Mondmeros grasos/
NO,-FAs
OA 2
NO,-OA 10,6
pH LA 51
NO,-LA 6,9
cLA 22,5
NO2-cLA 42,3

Figura 6. Representacion esquemadtica del autoensamblaje de los acidos grasos con respecto a la
concentracion micelar critica y el pH. Se muestran los valores CMC para los acidos grasos en su forma
no nitrada y nitrada (Imagen modificada de (Grippo et al. 2021).

Por otra parte, los NO,-FAs son considerados depdsitos estables y ubicuos del NO, dado
qgue el NO y sus especies derivadas presentan una vida media muy corta y ejercen su funcién
en las inmediaciones del lugar donde se generan. Ademds, en un entorno acuoso, si la
concentracion de NO,-FAs excede la CMC, los mondmeros de NO,-FAs se transforman en
estructuras autoensambladas, la mayoria de las veces en micelas similares a liposomas y, como
se ha indicado anteriormente, cuando los NO-FAs se integran en estas agregaciones lipidicas
reversibles, tienen una menor reactividad y mayor estabilidad (Fig. 7) (Grippo et al. 2021). En
general, aln es escaso el conocimiento existente sobre las interacciones entre los NO,-FAs y
las agregaciones lipidicas, concretamente con las biomembranas. Sin embargo, mediante
diferentes técnicas de simulacién por ordenador, se ha demostrado que los NO,-FAs pueden
modificar la permeabilidad de las membranas celulares, formando grupos en el interfaz
membrana-agua. Los grupos resultantes pueden afectar a la estructura dindmica de las
proteinas integrales de la membrana (Franz et al. 2017).
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Figura 7. Biodistribucion de los NO2-FAs. El ‘NO2 generado por diferentes situaciones fisioldgicas o de
estrés, reacciona con los acidos grasos insaturados para formar los NO»-FAs electrofilicos. EI NO2-FA es
mas estable que las especies reactivas tanto de nitrégeno como de oxigeno, que son sus precursores.
Finalmente, la esterificacidn reversible de los NO2-FAs en lipidos complejos y micelares o en estructuras
de membrana estabiliza estas especies (Grippo et al. 2021).

2.2.2. Modificaciones post-traduccionales de proteinas por RNS
2.2.2.1.  S-nitrosilacion de proteinas

La S-nitrosilacién es el resultado de la interaccion del NO con el grupo tiol de un residuo
de cisteina o del glutation (Fig. 8) (Hess et al. 2005). Sin embargo, una interaccion directa no es
posible debido a la baja reactividad del NO con los grupos tioles y, en consecuencia, los
mecanismos quimicos que conducen a la formacidn de nitrosotioles (SNO) implican la participacién
de radicales intermedios (Broniowska and Hogg 2012; Smith and Marletta 2012; Lamotte et al.
2015; Begara-Morales et al. 2019).

Es importante sefialar que, mediante técnicas de espectrometria de masas, se han
determinado un gran nimero de proteinas S-nitrosiladas localizadas en diferentes organulos como
los peroxisomas, el nucleo, las mitocondrias y el citosol (Fares et al. 2011; Chaki et al. 2015b; Hu et
al. 2015). Por tanto, las reacciones que conducen a la formacién de SNO podrian tener lugar en
estas ubicaciones subcelulares. Por ejemplo, el NO puede interactuar con el NO; para generar N,Os,
el cual es un eficaz agente S-nitrosilante (Kharitonov et al. 1995; Keszler et al. 2010). Ademas,los SNO
también pueden participar en las reacciones de transnitrosilacidon, mediante las cuales transfieren
el grupo NO a otro tiol para generar un nuevo SNO. Otra via de sintesis es a partir del ONOO, el
cual se puede descomponer en NO,y OH'. Estos radicales pueden oxidar el glutation (GSH) y los
grupos tioles de proteinas para generar radicales tiil que, a su vez, pueden interactuarcon NO en
una interaccién radical-radical que da lugar a la formacién de SNO (Fig. 8) (Hess et al. 2005;
Broniowska and Hogg 2012).
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Figura 8. Modulacién de los niveles de S-nitrosotioles. Existen diferentes vias de formacién de S-
nitrosotioles: el NO puede interactuar con el NO2z para generar N203 (1) que a su vez es capaz de mediar
la formacidn de S-nitrosotioles de proteinas (P-SNO) (2) o GSNO (3). Los P-SNO también pueden generar
nuevos P-SNO mediante mecanismos de transnitrosilacién (4). Los S-nitrosotioles también se pueden
generar mediante la formacion de ONOO™ (7) que se puede descomponer en radicales intermediarios
(8) que oxidan los tioles proteicos y favorecen la posterior S-nitrosilacion por NO (9). El contenido de
SNO esta controlado por enzimas denitrosilasas especificas como la tiorredoxina h5 (TRXh5) (5) e
indirectamente por S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR) (6).

GS: radical glutationilo; GSSG: glutation oxidado; P-S: grupo tiolato de la proteina; P-SH: grupo tiol de la
proteina (Begara-Morales et al. 2019).

Los niveles de SNOs en la célula estan estrictamente regulados. Estas moléculas se
pueden descomponer de forma no enzimatica o a través de enzimas como las denitrosilasas.
En sistemas vegetales, el papel de las denitrosilasas aln es poco conocido, pero cabe destacar
el papel de dos enzimas clave como son la GSNOR vy la tiorredoxina (Hogg 2002; Begara-
Morales and Loake 2016; Mata-Pérez and Spoel 2019). La GSNOR es una enzima conservada
que es capaz de reducir el GSNO a GSSG y NH; (Fig. 8). Esta denitrosilasa no elimina el NO de
una proteina S-nitrosilada, sino que controla los niveles intracelulares del GSNO e
indirectamente los niveles totales de SNO (Liu et al. 2001; Feechan et al. 2005). En cambio, el
sistema de la tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (Trx/TrxR) es un sistema bien conocido en
sistemas animales y regula la homeostasis del NO a través del control de los niveles de SNO
(Benhar et al. 2008). En sistemas vegetales, hay poca informacién sobre la participacién de
este sistema Trx/TrxR en el control de los niveles de SNO. La mayoria de los datos disponibles
estan relacionados con la funcién de la Trx-h5 (Fig. 8) durante la respuesta inmune (Mata-
Pérez and Spoel 2019; Kneeshaw et al. 2014). Cabe destacar, que se ha sugerido que ambas
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denitrosilasas, GSNOR y Trx-h5, denitrosilan diferentes conjuntos de proteinas nitrosiladas, lo
que implica una alta especificidad para regular el contenido de SNO en plantas (Mata-Pérez
and Spoel 2019).

Con el objeto de predecir las cisteinas susceptibles de nitrosilarse se han definido las
caracteristicas del microambiente que condicionan su reactividad. En este sentido, se ha
establecido que, normalmente, las cisteinas susceptibles a S-nitrosilarse se localizan dentro de
un motivo acido-base hidrofébico. Concretamente, los sitios reactivos del tiol de la cisteina
suelen estar flanqueados por residuos acidos como el aspartato (Asp) y el glutamato (Glu) y
basicos como la arginina (Arg), la histidina (His) y la lisina (Lys), siendo este el primer motivo
identificado [KRHDE] -C- [DE] (Stamler et al. 2001; Greco et al. 2006). En un trabajo posterior,
en el que se analizaron un total de 1195 secuencias de proteinas S-nitrosiladas, se identificaron
los siguientes motivos: EXC, EC, CD, CE, CXXE, CXD, CXE, DXXC, DC y EXXXC. Todos ellos,
presentan aminoacidos cargados negativamente como el glutamato o el aspartato préximos a
la cisteina diana (Hu et al. 2015). Por el contrario, otros estudios han demostrado que la
secuencia de aminoacidos préxima al residuo de cisteina no predice la especificidad de la S-
nitrosilacidn, no teniendo ningun efecto en la reactividad de la cisteina. Sin embargo, estos
estudios resaltan la importancia de la existencia de un motivo acido-base alejado de la cisteina
diana en la estructura primaria de la proteina que si afectaria a su reactividad, lo que destaca
la implicacion del plegado tridimensional en la susceptibilidad de los residuos de cisteina a S-
nitrosilarse (Kovacs and Lindermayr 2013; Marino and Gladyshev 2010). Sin embargo, estas
secuencias motivo auln son objeto de discusion, ya que aln no existen reglas generales para la
identificacién de residuos de cisteina dianas del NO (Kolbert and Lindermayr 2021).

Hasta la fecha, las proteinas S-nitrosiladas identificadas estan involucradas
principalmente en procesos relacionados con la respuesta al estrés, el metabolismo, la
sefializacion, la defensa vegetal y la fotosintesis (Lindermayr et al. 2005; Romero-Puertas et al.
2007; Romero-Puertas et al. 2008; Abat and Deswal 2009; Kato et al. 2013; Chaki et al. 2015b;
Hu et al. 2015). Las proteinas S-nitrosiladas también participan en procesos fisiolégicos de las
plantas, como es la germinacion de semillas. En esta etapa, existe una acumulacién de NO que
desencadena la S-nitrosilacidon del ABA INSENSITIVE 5 (ABI5), un regulador del ABA responsable
de la latencia de las semillas y que controla el crecimiento temprano de las plantas. La S-
nitrosilacién de la cisteina 153 de ABI5 favorece su degradacion por el proteosoma y promueve
la germinacion (Albertos et al. 2015). En la tabla 4 se recogen algunas de las proteinas S-
nitrosiladas que han sido caracterizadas hasta la fecha.

Tabla 4. Caracterizacion funcional de proteinas S-nitrosiladas en plantas (Modificada de (Begara-
Morales et al. 2019)).

Especie Cisteina Categoria
pec Proteina Efecto : : : g : Referencias
vegetal CIERE] funcional
Factor de
transcripcion (Albertos et al.
ABIS - 153 2015)
AmblquSIS Germinacion de
thaliana .
semillas
Wang et al.
Snrk 2.2 ; ND (Wang
2015c¢)
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Snrk 2.6 137 Cierre. (Wang et al.
estomatico 2015b)
Factor de . L
L, Diferenciacion (Kawabe et al.
transcripcion 264, 320 del xilema 2018)
VND7
Subunidad (Fares et al
mayor de la 175 Fotosintesis ’
. 2011)
Rubisco
Metacaspasa 147 Escision de (Belenghi et al.
ARMC9 proteinas 2007)
Gliceraldehido
f'osfato 155, 159 (Holtgrefe et al.
deshidrogenasa 2008)
(GADPH) Metabolismo
Metionina .
. (Lindermayr et
adenosiltransfer al. 2006)
asa 114 :
Factor de
transcripcion 156 (Tada et al.
. 2008)
NPR1
Proteina de
unién 3 al acido (Wang et al.
280 fAalizacid
salicilico Sefializacion de 2009a)
(AtSABP3) la planta en la
inmunidad
Dedo de zi
edo de zinc 87 (Cui et al. 2018)
SRG1
Factor de .
R 172, 260, (Lindermayr et
287 I. 2010
TGAL 8 @ )
Recept.or de 140 (Terrile et al.
auxina 2012)
P 2007)
MYB2
Ascorbato (Begara-
peroxidasa Morales et al.
(APX) 32 2014)
(Fares et al.
Deshidroascorb 2011);
ato reductasa (Puyaubert et
20, 147 al. 2014)

(DHAR)
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. . (Romero-
Peroxirredoxina
Il E (PRXIIE) = 121 o Puertas et al.
Ger.1era-c!on/el| 2007)
minacién de
NADPH oxidasa - 890 ROS (Yun et al. 2011)
Brassica
juncea (Abat and
Subunidad Deswal 2009)
mayor de la
I — Rubisco , .
Kalanchoe - 175 Fotosintesis (Abat et al.
pinnata 2008)
Griceraldehido
Nicotiana 3-fosfato (Wawer et al.
- 155, 159 Metabolismo
tabaccum dehidrogenasa 2010)
(GADPH)
Ascorbato (Begara-
peroxidasa + 32 Morales et al.
(APX) 2014)
Monodeshidroa
Pisum scorbato
; reductasa i 68 (Begara-
sativum
(MDAR) P Morales et al.
Ger.wera.c!on/e i 2015)
Glutation minacién de
= ND
reductasa (GR) ROS
Deshid b
Solanum eshiaroascor (Kato et al.
ato reductasa - 20, 147
tuberosum 2013)
(DHAR)

+ incremento de actividad; - disminucién de actividad; = sin cambios;
ND: no determinado.

Hay que destacar la participacion de esta PTM en los eventos de sefializacién durante
las respuestas a variaciones ambientales, ya que esta bien establecido que diferentes estreses
abidticos pueden inducir la sintesis de SNO. Asimismo, el uso de donadores de NO ha mostrado
que la S-nitrosilacién regula las actividades de las principales enzimas antioxidantes (Begara-
Morales et al. 2019). Ademas, el desarrollo del método de sustitucion del NO de los SNO por
biotina (Biotin-switch) (Jaffrey and Snyder 2001) ha permitido identificar proteinas S-
nitrosiladas tanto en condiciones fisiolégicas como de estrés. La mayoria de las proteinas S-
nitrosiladas identificadas estan relacionadas con la generacion y captacién de las ROS. En este
sentido, se ha establecido que las plantas mutantes de Arabidopsis que acumulan SNO
(mutantes defectivos gsnorl) regulan positivamente la expresidn de genes relacionados con
los sistemas antioxidantes y mejoran la capacidad antioxidante del GSH. Todo ello, resalta el
papel activo de los SNO en la homeostasis redox, mejorando la capacidad antioxidante y
contribuyendo a la tolerancia al estrés mediante el control de los niveles de ROS y evitando la
oxidacion irreversible de residuos de cisteina criticos (Begara-Morales et al. 2016; Kovacs et al.
2016; Tamura et al. 2015; Begara-Morales et al. 2014).
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Sin embargo, existen algunos estudios donde la acumulacion de SNO no confiere
resistencia al estrés abidtico. Estas contradicciones pueden ser simplemente la consecuencia
de la diversidad de los estreses examinados, las diferentes estrategias utilizadas para producir
mutantes que acumulen SNO, vy las diferencias en la intensidad y / o duracién de los estreses
aplicados (Fancy et al. 2017).

El estrés salino, el cual se explica en detalle mds adelante, es un tipo de estrés que
afecta a la homeostasis idnica de las plantas, es el factor medioambiental mas estudiado en el
campo de los SNO. Este tipo de estrés afecta al metabolismo de los SNO en diferentes especies
vegetales como el olivo (Valderrama et al. 2007), el guisante (Begara-Morales et al. 2014;
Begara-Morales et al. 2015; Camejo et al. 2013), el tomate (Kubienova et al. 2014; Manai et al.
2014) y los citricos (Tanou et al. 2009; Ziogas et al. 2013). Varios enfoques con plantas
mutantes, han demostrado que el estrés salino induce la expresién de la calmodulina 1y 4
(CAM1 y CAMA4) y estas inhiben la actividad de la GSNOR, lo que conduce a una acumulacion
de NO y SNO incrementando la tolerancia de la planta al estrés salino (Zhou et al. 2016).
Ademas, el mecanismo de S-nitrosilacién/denitrosilacién también participa en el control de la
tolerancia al estrés salino en plantas de girasol, donde se observd un incremento de la S-
nitrosilacion de la monodeshidroascorbato reductasa (MDHAR), inhibiendo su actividad
enzimdtica en los cotiledones y un aumento de la denitrosilacion de la MDHAR, potenciandose
asi su actividad en raices. En este estudié también se identificéd la S-nitrosilacién de otras
proteinas importantes que participan en el metabolismo redox como la ascorbato peroxidasa
(APX) y la peroxirredoxina (Prx) (Jain et al. 2018). La regulacién negativa de la MDHAR cuando
se encuentra S-nitrosilada también fue observada en hojas de guisante sometidas a estrés
salino, donde ademas se identificé la cisteina (Cys 68 como residuo responsable de dicha
inhibicién. Curiosamente, otros componentes del ciclo ascorbato-glutation como la glutatién
reductasa (GR) no ven afectada su actividad por la modificacidon por S-nitrosilacién (Begara-
Morales et al. 2014). En cambio, la S-nitrosilacion de la APX, concretamente en la Cys 32,
favorece su actividad mientras que la denitrosilacidn la inhibe. Este comportamiento justifica
la importancia de la S-nitrosilacién de la Cys 32 de la APX durante la respuesta al estrés
oxidativo y en la inmunidad vegetal (Begara-Morales et al. 2014; Correa-Aragunde et al. 2015;
Yang et al. 2015). Recientemente se ha propuesto la implicacion de la S-nitrosilacion en la
regulacion de otras modificaciones post-traduccionales como la metilacidn de proteinas. A este
respecto, se ha detectado que la S-nitrosilacion de la proteina metiltransferasa 5 (PRTM5)en la
Cys 125 favorece su actividad, lo que confiere tolerancia al estrés salino (Hu et al. 2017; Gupta
et al. 2020).

También cabe destacar la participacion de los SNO en el estrés bidtico. Concretamente,
se ha detectado que la S-nitrosilacién de la NADPH oxidasa (RBOHD) en la Cys 890 inhibe su
actividad, frenandose asi la sobreproduccion de ROS desencadenada por patdgenos (Yun et al.
2011).

2.2.2.2. Nitracion de proteinas

La nitracion de proteinas es una PTM que puede afectar a dos residuos de aminoacidos: el

triptdfano o la tirosina. Sin embargo, la nitracidon de proteinas se lleva a cabo principalmente en
los residuos de tirosina. Esta modificacién post-traduccional, que puede ser catalizada por el
ONOO' o por el NO,, consiste principalmente en que un grupo nitro se une al grupo hidroxilo del
atomo de orto-carbono del anillo aromatico de la tirosina, dando lugar a la 3-nitrotirosina (Y-NO)
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(Fig. 9). El proceso tiene lugar en dos pasos: primero se forma un radical tirosil durante la oxidacién
de un electrén del anillo aromatico. Los principales oxidantes son el OH y el COs’, radicales
derivados del peroxinitrito. A la oxidacion le sigue una reaccién de nitracién radical-radical en la
gue el radical didxido de nitrégeno se agrega al radical tirosil y se forma la Y-NO; (Souza et al. 2008;
Kolbert et al. 2017).

Las consecuencias funcionales de esta PTM son: 1) la disminucion del pKa en el residuo de
Y-NO; (de 10-10,3 a 7,2-7,5) (Creighton 1993); 2) el incremento de la hidrofobicidad del residuo y,
por tanto, cambios estructurales (Souza et al. 2008) y 3) consecuencias espaciales, ya que la Y-NO,
es mas voluminosa que la tirosina, lo que puede conducir a restricciones (Savvides et al. 2002).
Debido a estas alteraciones fisico-quimicas, la estructura y la funcién de la proteina diana puede
cambiar. En sistemas animales, esta PTM es irreversible, pero existen evidencias de una posible
actividad Y-NO, denitrasa que esta implicada en procesos de sefalizacion (Sabadashka et al. 2021).
Por el contrario, la mayoria de las proteinas enzimaticas vegetales nitradas examinadas en detalle
hasta la fecha muestran pérdida de actividad, lo que indica que la nitracién de tirosinas puede ser
una sefal de degradacion (Sainz et al. 2015; Begara-Morales et al. 2015; Corpas et al. 2013; Castillo
et al. 2015; Begara-Morales et al. 2013; Begara-Morales et al. 2014; Galetskiy et al. 2011; Lozano-
Juste et al. 2011; Kolbert et al. 2017; Kaur et al. 2021).

La nitracion de tirosinas afecta a numerosas proteinas de plantas desarrolladas tanto en
condiciones fisioldgicas como de estrés. Aunque también se considera una PTM altamente
selectiva, ya que solo entre el 1-2% de la tirosina total del proteoma (3%) puede experimentar
nitracion in vivo (Bartesaghi et al. 2007). Por lo tanto, el rendimiento total expresado como moles
de 3-nitrotirosina/moles de tirosina es bajo, tal y como se determind en hipocétilos de girasol
cultivados en condiciones fisioldgicas (Chaki et al. 2009).

Aunque la nitracion de tirosinas es una PTM selectiva alin no se conoce la existencia de
una secuencia consenso que garantice dicha selectividad (Bartesaghi and Radi 2018). Hasta el
momento, se conocen algunas caracteristicas comunes que parecen afectar la formacidn de Y-NO,
como la presencia de residuos acidos junto al sitio nitracién, residuos de cisteina o metionina
adyacentes al residuo de tirosina diana y la presencia de aminodacidos formadores de bucles como
la prolina o la glicina (Souza et al. 2008). Otros factores adicionales que también influyen en el
proceso de nitracidn, son la posicidon centrifuga-centripeta del residuo de tirosina dentro de la
estructura tridimensional (3D) de la proteina, el entorno celular y las condiciones redox de la
proteina diana (Yeo et al. 2015; Bartesaghi and Radi 2018; Kolbert and Lindermayr 2021).

Hasta la fecha, el nitroproteoma identificado en plantas estd asociado con procesos de
crecimiento y desarrollo tales como la maduracién (Chaki et al. 2015a), la senescencia (Begara-
Morales et al. 2013), el crecimiento y la division celular (Jovanovic¢ et al. 2010; Mata-Pérez et al.
2016a). También son dianas de nitracién las proteinas apoplaticas como las peroxidasas, la enolasa
y las glicoproteinas extracelulares tanto en condiciones fisiolégicas como de estrés osmético
(Szuba et al. 2015)-asi como las proteinas similares a las leguminosas A y las poli ADP ribosa
polimerasas (Krasuska et al. 2016).

Las situaciones de estrés generan una intensificacion en la nitracién de tirosinas, tal y como
ha sido observado cuando se practican heridas en las hojas de calabaza (Gaupels et al. 2016), bajo
el estrés salino en plantulas de girasol (David et al. 2015), en estrés por cadmio en raiz de soja (Gzyl
et al. 2016), tras la realizacién de tratamientos con selenio en plantas de guisantes (Lehotai et al.
2016) o como consecuencia del estrés por zinc en especies de Brassica (Feigl et al. 2015; Feigl et
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al. 2016). Estos resultados muestran a la nitracion de tirosinas como un biomarcador de estrés
nitrooxidativo secundario (Kolbert et al. 2017).

Cabe destacar el papel de la nitracidn de tirosinas en la regulacidn de la actividad de las
hormonas vegetales y la respuesta al estrés. Concretamente, esta PTM participa en la via de
sefializacion del ABA, ya que la nitracidn de los residuos de tirosina de los receptores del ABA
(PRY1) da lugar a la degradacion de los mismos. En consecuencia, esta PTM puede constituir un
mecanismo regulador que limita la capacidad activadora del ABA (Ledn et al. 2014). Ademas de la
nitracién de los receptores del ABA, otras proteinas relacionadas con la sefializacion y biosintesis
de ABA también se han identificado como posibles dianas de nitracién, como la E3 SUMO-proteina
ligasa SIZ1 y el cofactor de molibdeno de la sulfurasa codificada (Lozano-Juste et al. 2011).

Otra implicacién importante de la nitracidn de tirosinas es su participacién en lainmunidad
vegetal, actuando a nivel de las proteinas relacionadas con la patogenia (PR), cuya acumulacion en
los tejidos vegetales proporciona una linea de defensa eficaz que se activa en respuesta a varios
patdgenos. Algunas de estas PR se han identificado como dianas de la Y-NO, ese es el caso de la
quitinasa nitrada (PR-3) identificada en plantulas de Arabidopsis (Lozano-Juste et al. 2011), en
hojas y raices de Citrus aurantium (Tanou et al. 2012) y en hojas de patata (Arasimowicz-Jelonek
et al. 2016) y tabaco (Takahashi et al. 2016); la B-1,3-glucanasa (PR-2) nitrada identificada en hojas
de patata (Arasimowicz-Jelonek et al. 2016); y la nitracion de PR-1 y PR-5 en hojas de tabaco
(Takahashi et al. 2016). Todas las proteinas diana de la nitracion se localizan en el apoplasto, por
lo que no podemos descartar que la nitracion de PR de la planta pueda ser parte de la estrategia
ofensiva del patdgeno para atacar al huésped (Arasimowicz-Jelonek and Floryszak-Wieczorek
2019).

La nitracion de tirosinas también se vincula con la fosforilacién de tirosinas en sistemas
bioldgicos. Concretamente, se ha demostrado que ambas PTMs afectan a las funciones de las
proteinas citoesqueléticas y causan defectos en la organizacion de los microtubulos y la morfologia
del vello radicular, ya que la fosforilacion de Tyr participa en diferentes procesos celulares en
plantas, incluida la sefializacidn celular a través de cascadas de proteinas quinasas activadas por
mitégenos (MAPKs). Por otra parte, la nitracion de las MAPK genera su inhibicién, por lo que esta
PTM puede proporcionar un mecanismo de retroalimentacidn negativa para apagar la sefializacion
de las MAPK en plantas (Blume et al. 2008; Vandelle and Delledonne 2011).

2.2.2.3. Nitroalquilacion de proteinas por acidos grasos nitrados

Como se indico en el apartado 2.2.1., la ausencia de electrones en el B-carbono adyacente
al carbono unido al grupo nitro (a-carbono) convierte a los NO»-FAs en potentes electrofilos y, por
ello, son considerados RLS. Su caracter electrofilico le permite reaccionar con diferentes moléculas
nucleofilicas como el glutatiéon o residuos de aminoacidos proteicos, dando lugar a una
modificacidn post-traduccional conocida como nitroalquilacién. Concretamente la nitroalquilacidn
tiene lugar cuando se genera un aducto nitro-lipidico-proteico con la cesién de un par de
electrones del nucledfilo (proteina) al electréfilo (NO,-FA) para formar un enlace covalente, a
través de una aduccién de Michael (Baker et al. 2007b; Geisler and Rudolph 2012b). Los principales
nucledfilos bioldgicos son los tioles de la cisteina presente en las proteinas y en el GSH, seguidos
por el grupo imidazol de la histidina y la amina de la lisina (Fig. 9) (Schopfer et al. 2011; Geisler and
Rudolph 2012b). Existen multiples factores que influyen en la reactividad y disponibilidad de los
nucledfilos como son los pKa del sulfidrilo (SH), la nucleofilia, la solubilidad, los enlaces de
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hidrégeno intramoleculares, las restricciones estéricas y las diferencias estructurales entre los
nitrolipidos (Baker et al. 2007b).

RNS

ONOO* ‘NO,

Nitracion ~

i)

o $
el _— %—mo

S-nitrosilacion

Figura 9. Modificaciones post-traduccionales de proteinas por RNS. Las RNS como el ONOO" peroxinitrito, el
NO2, el NO, el N20s3 (6xido de nitrogeno (Ill)) y el N204 pueden llevar acabo modificaciones post-
traduccionales de proteinas. La nitracion de proteinas esta catalizada por el ONOO™ o por el NO2, los cuales
transfieren un grupo nitro al grupo hidroxilo del &tomo de orto-carbono del anillo aromatico de la tirosina.
Estas RNS también pueden nitrar lipidos insaturados dando lugar a la formacion de NO»-FAs electrofilicos
gue son capaces de reaccionar con el tiol de una cisteina o con las aminas primarias o secundarias de la
histidina o la lisina de las proteinas, dando lugar a la nitroalquilacion. Finalmente, la S-nitrosilacién es el
resultado de la interaccién del NO con el grupo tiol de una cisteina proteica.

Hasta la fecha, se ha detectado la nitroalquilacion de cisteinas y de histidinas de proteinas
mediante enfoques protedmicos. Los aductos de cisteina son los mas relevantes para la
sefializacion de los NO,-FAs y la regulacién de la actividad enzimatica (Jobbagy et al. 2019),
mientras que los aductos de histidina son mds estables (Batthyany et al. 2006; Khoo and Schopfer
2019).

También se conoce que la reaccidn de nitroalquilacién es dependiente del pH. La constante
de velocidad de segundo orden para la reaccidon del NO,-OA y NO,-LA con el GSH aumenta a medida
que el pH se acerca al pKa del tiol del GSH, con velocidades de reaccién relativamente constantes
a pH 8,9. En cambio, a valores de pH inferiores a 7,2, la reactividad es minima debido a la
protonacion del acido carboxilico del NO,-FA, lo que disminuye su solubilidad. Los NO,-FAs
dispersos en medio acuoso o en disolventes polares a valores de pH bajos son turbios,lo que
probablemente refleja su distribucién micelar, que secuestraria el lipido de la reaccién conaniones
tiolato mas polares. No obstante y, a pesar de todo lo anterior, en general, la mayoria de los tioles
y de los NO,-FAs, independientemente de sus estructuras especificas y microambientes quimicos,
son altamente reactivos entre si (Baker et al. 2007b).

Diversos estudios han demostrado el caracter reversible de la nitroalquilacién,
caracteristica que le permite actuar como una via de sefializacién selectiva en las situaciones de
estrés. En estas condiciones, el aumento en los niveles de ROS y RNS podria afectar a la estabilidad
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de la nitroalquilacidn, ya que estos compuestos pueden provocar la oxidacion del enlace entre los
residuos de azufre y el carbono del NO,-FA (aducto de Michael) resultando tanto en la generacion
de sulféxidos y especies derivadas como en la escisidon del aducto de Michael. Este proceso da
como resultado la liberacion del nitroalqueno y permite que la proteina recupere su estado inicial,
ya que la nitroalquilacién de una proteina puede influir en su estructura, en su transporte y en su
funcién catalitica (Rudolph and Freeman 2009; Batthyany et al. 2006; Padilla et al. 2017a; Baker et
al. 2009).

La reversibilidad de la reacciéon de los NO,-FAs es fundamental para su actividad de
sefializacion pleiotrdpica. En los sistemas animales, la nitroalquilacién se considera un recurso de
sefializacion decisivo en procesos antiinflamatorios. Los NO,-FAs modifican la respuesta
antiinflamatoria a multiples niveles, que incluyen la expresién génica, la traduccion de proteinas
(que actua sobre factores de transcripcion y receptores de lipidos), asi como la funcion celular, ya
gue muchas proteinas inflamatorias contienen numerosos aminoacidos nucleofilicos que pueden
ser dianas de la nitroalquilacién. La tabla 5 muestra una lista resumida de las dianas de
nitroalquilacion en sistemas animales y cdmo se ven afectadas por dicha PTM. Todos estos efectos
pleiotrépicos de los NO,-FAs se traducen en acciones citoprotectoras en un amplio grupo de
enfermedades tales como la aterosclerosis, la reestenosis, la isquemia-reperfusion, el dafio renal,
la diabetes, el sindrome metabdlico, la endotoxemia, la dermatitis y el cancer de mama triple
negativo (Koutoulogenis and Kokotos 2021; Delmastro-Greenwood et al. 2014; Woodcock et al.
2018; Rudolph et al. 2010; Mollenhauer et al. 2018; Wang et al. 2016; Wang et al. 2021).

Tabla 5. Dianas proteicas de los NO2-FAs en sistemas animales y sus efectos sobre la funcidon proteica
(Turell et al. 2018).

Region/
residuo
nucleofilico

Acido graso

Proteina Efecto Referencias

nitrado

Inhibicion, aumento de

GAPDH Cys catalltlca?, la hldrof9b|C|dad y (Batthyany et al. 2006)

otras Cys e His cambio en la

distribucion subcelular
Pro-MMP7 Cys del sitio L|.bfe'raC|on de £ne,
. escisidn autocatalitica .

y Pro- activo que . (Bonacci et al. 2011)
MMP9 di | 7i del pro-dominio.

coordina efzinc Activacién MMP
TRPV1, Activacidn de los (Artim et al. 2011;
TRPAL No detectado canales TRP Sculptoreanu et al.

2010)
NO2-0OA Disminucion del
acoplamiento con la
AT1R No detectado | proteina G, inhibicidn de (zhang et al. 2010)
la sefializacién aguas
abajo
Cys del dominio
PKNG no catahfuco Inhl.bluon (':le la (Gil et al. 2013)
que coordina el actividad quinasa
hierro
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Pterinditioleno

Inhibicion de las
reacciones de

XOR que coordina el transferencia de (Kelley et al. 2008)
molibdeno electrones en el
cofactor del molibdeno
N owerior nduccn | (Vinervaara and
HSF1 No detectado P Sistonen 2014;
robusta de genes de
z . Kansanen et al. 2009a)
choque térmico
NO2-LA ANT1 Cys Cardioproteccion (Nadtochiy et al. 2015)
NO2-cLA HSA Cys (Turell et al. 2017)
., Inhibicion de la
Interrupcion de . . .
la unién del actividad ciclooxigenasa
PGHS hemo a la del PGHS-1y de la (Trostchansky et al.
rotein actividad peroxidasa del 2011)
proteina PGHS-1y -2
Probable s
PKC modificacion Efecto.mhl.blldor e (Bonilla et al. 2013)
NO2-AA activacion de PKC
covalente
Inhibicid |
Inhibicion de 4 |b|C|o.n,de a (Gonzalez-Perilli et al.
NOX2 . produccion de
ensamblaje o 2013)
superoxido
Cysy sitio .Ir?hlbmon de las (Gonzalez-Perilli et al.
PDI . actividades reductasa y
activo 2017)
chaperona
Inhibicion de la unidn al
NF-kB p65 Dominio de ADN de NF-kB, abolicion (Cui et al. 2006)
N A i6n al ADN de las respuestas
0-0Ay uniona proinflamatorias
NO2-LA
Cys en el Activacion agonista de
PPAR-y dominio de g (Schopfer et al. 2010)
P PPARy
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Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); Pro-metaloproteinasas de matriz, (Pro-
MMP7 y Pro-MMP9); Potencial de receptor transitorio (TRPV1, TRPA1); Receptor de
angiotensina Il (AT1R); Proteina quinasa G (PknG); Factor de choque térmico 1 (HSF1);
Translocasa 1 de nucledtido de adenina (ANT1); Albumina de suero humano (HSA);
Prostaglandina endoperdxido H sintasa (PGHS); Proteina quinasa C (PKC); NADPH oxidasa 2
(NOX2); Proteina disulfuro isomerasa (PDI); Subunidad p65 del factor nuclear B (NF-B p65);
Receptor activado de la proliferacion de peroxisomas (PPAR-y); Proteina 1 asociada a ECH
similar a Kelch (Keap 1).

La mayoria de estudios sobre el efecto biolégico de los NO,-FAs por
nitroalquilacién solo se habian centrado en proteinas individuales bien caracterizadas
y aun no se ha estudiado el alcance general de la nitroalquilacién. En un trabajo
reciente se han caracterizado las dianas proteicas de los NO,-FAs en células vivas de
mamiferos utilizando una estrategia de quimioprotedmica-basada en la utilizacién de
una sonda de nitro-oleato. En este contexto, se han identificado proteinas
nitroalquiladas en macréfagos, algunas ya conocidas como KEAP1 y STING; proteinas
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transmembrana localizadas en el reticulo endopldsmico y membranas nucleares,
proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos y proteinas transportadoras. Este
estudio proporciona el primer perfil global de dianas proteicas de los NO»-FAs en
células vivas y es un recurso muy util para comprender las actividades biolégicas
pleiotrépicas de los NO,-FAs (Fang et al. 2021).

Aunque los efectos de la nitroalquilacion se estan estudiado ampliamente en
organismos animales, el impacto de la accidn de los NO,-FAs en las plantas, aun no ha
sido explorada, convirtiéndose asi en una interesante area de investigacion.

3. Funciones fisiologicas del dxido nitrico durante el desarrollo de la planta

El NO es considerado un regulador multifuncional de importantes procesos de las plantas,
como el crecimiento, el desarrollo y la respuesta ambiental (Fig. 10).

En 1996, se descubrié que el NO regulaba el crecimiento de las plantas, ya que, se detecté la
liberacion simultanea de NO y etileno en plantas de guisante senescentes. En estas plantas se observd
gue las bajas concentraciones de NO reducian el efecto de los niveles de etileno, evidencidndose de
esta manera, la interaccion entre el NO y las fitohormonas (Ya'Acov and Haramaty 1996). En plantas
de tabaco, se detectdé que el NO inducia la expresidon génica de procesos dependientes del acido
salicilico (SA) (Durner et al. 1998). Mas tarde, se determind que el efecto que ejercia el NO sobre el
crecimiento era dosis-dependiente (Gouvea et al. 1997; Beligni and Lamattina 2000). En base a estos
descubrimientos, el NO puede ser considerado una fitohormona no cldsica, ya que la sefial para llevar
a cabo su funcidn es independiente de receptores especificos y el rango de concentracidn efectiva es
mayor que el establecido para las fitohormonas clasicas. De esta manera, el NO puede actuar como un
regulador del crecimiento no cldsico que actia en combinacidn con las fitohormonas clasicas durante
los procesos de crecimiento y desarrollo (Fig. 10) (Beligni and Lamattina 2001a; Beligni and Lamattina
2001b; Shapiro 2005; Lamattina and Polacco 2007).
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Figura 10. Funciones fisioldgicas del NO. 1) EI NO es capaz de interaccionar con fitohormonas relacionadas con
el crecimiento y el desarrollo de la planta, como el etileno y el acido abscisico; participa en el desarrollo y en el
gravitropismo de las raices; interviene en la diferenciacién del xilema; favorece la fotosintesis; y participa en el
cierre de los estomas. 2) El NO estd implicado en la ruptura de la dormancia de las semillas; participa en el
crecimiento y orientaciéon del tubo polinico; previene la autofecundacion promoviendo asi la variabilidad
genética; y es capaz de controlar el fotoperiodo. 3) El NO participa en todas las fases del proceso de formacién
de los nddulos. 4) Importante papel sefializador del NO en diferentes situaciones de estrés tanto bidtico como
abidtico.

Actualmente, los esfuerzos cientificos se estan centrando en conocer los mecanismos moleculares
a través de los cuales el NO interviene en el crecimiento de la planta. Uno de estos mecanismos que
estd involucrado en la sefializacién hormonal y, por tanto, en el crecimiento, es la S-nitrosilacién de
moléculas dependiente de NO. En este sentido, se han publicado trabajos relacionados con el gen 1 no
expresor relacionado con la patogénesis (NPR1) (Tada et al. 2008), la proteina de unidén al acido
salicilico (SABP3) (Wang et al. 2009a; Wang et al. 2009b), el receptor de auxina (TIR1) (Terrile et al.
2012), el transductor de sefial de citoquinina (AHP1) (Feng et al. 2013), el factor de transcripcion ABI5
(Albertos et al. 2015) y la quinasa relacionada con la fase S (SKP1) (Iglesias et al. 2018).
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Otra funcién del NO es su participacidén en el desarrollo de las raices laterales y adventicias y
de los pelos radiculares. Para ello, la auxina induce la sefializacién del NO, el cual es responsable del
control de los genes reguladores del ciclo celular que inducen el desarrollo de las raices laterales. Para
la formacién de raices adventicias los efectos sefializadores del NO se pueden resumir en: 1) la
activacion de la guanilato ciclasa (GC) que, a su vez, aumenta los niveles de GMP ciclico (GMPc), 2) la
formacién de acido fosfatidico (PA) a través de la actividad de la fosfolipasa D (PLD), 3) la activacién de
la cascada de sefializacidn de la MAPK y 4) el aumento de la concentracién de Ca?*. Estas dos Ultimas
vias de sefializacién también participan en la formacién de los pelos radiculares (Fig. 10) (Pagnussat et
al. 2003; Pagnussat et al. 2004; Del Castello et al. 2019). Ademas, el gravitropismo de las raices también
se encuentra regulado por la acumulacién en raiz de GMPc y NO inducidos por auxinas (Fig. 10) (Hu et
al. 2005).

Mediante técnicas de microscopia confocal se establecié que las células vegetales que estdn
predeterminadas para trans-diferenciarse irreversiblemente en elementos de xilema, muestran un
incremento en la produccién de NO, confirmdndose asi la participacién del NO en el proceso de
diferenciacion del xilema (Fig. 10) (Gabaldon et al. 2005).

Se ha observado que la aplicacién exdgena de dosis bajas de NO genera un incremento en la
tasa fotosintética, en el contenido en clorofilas y en la conductancia estomatica, en definitiva,
promueve la fotosintesis (Fig. 10) (Beligni and Lamattina 2000; Hayat et al. 2011; Fan et al. 2007; Sami
et al. 2018). En cambio, dosis elevadas de NO ocasionan la inhibicidn de la fotosintesis, a través de la
S-nitrosilacién de la Rubisco y la disminucién de la actividad de las enzimas fotosintéticas (Hill and
Bennett 1970; Lum et al. 2005; Abat et al. 2008; Sami et al. 2018).

El NO desempefia un importante papel en la modulacién funcional de las células-guarda
estomaticas. Estas células se encargan de optimizar el uso del agua y la absorcion de CO; a través del
cierre de los estomas de las hojas. En este caso, el NO actua como mensajero secundario durante el
cierre estomatico inducido por las hormonas. En las células guarda de varias especies, como
Arabidopsis, Vicia y guisante, la exposicion a ABA o a metil jasmonato o incluso a ciertos inductores
microbianos como, por ejemplo, el quitosano, inducen la produccién de NO, asi como de ROS. El papel
del NO en el cierre estomatico se ha confirmado mediante el uso de donadores de NO, como el
nitroprusiato sédico (SNP), de secuestradores de NO, como el cPTIO (2- (4-carboxifenil) -4,4,5,5-
tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido) y de inhibidores de la NOS (L-NAME: L-Nw-nitroarginina metilo
de éster) o de la NR (tungstato). La transduccién de sefiales que conduce al cierre estomatico en las
células guarda implica la participacidon de otros componentes, ademas del NO, como el pH citosdlico,
las ROS, las moléculas de Ca? libre y los fosfolipidos. El uso de colorantes fluorescentes ha revelado
que el aumento de NO en las células guarda ocurre después del aumento del valor del pH
citoplasmatico y de los niveles de ROS. El aumento de NO provoca una elevacién en las concentraciones
de Ca? libre citosélico promoviéndose asi el flujo de salida de cationes y aniones de las células guarda
(Fig. 10) (Garcia-Mata and Lamattina 2002; Gonugunta et al. 2008; Islam et al. 2010;Saito et al. 2009;
Liu et al. 2005; Distéfano et al. 2012; Gayatri et al. 2013).

Ma3s alla del crecimiento vegetativo, el NO también participa en el ciclo reproductivo, desde el
desarrollo de las flores hasta a la germinacién de las semillas (Fig. 10) (Zafra et al. 2010; Sirova et al.
2011; Zhou and Zhang 2014).

Los primeros trabajos se centraron en la germinacién de las semillas, en ellos se utilizaron
donadores de NO, como el SNP y SNAP, rompian la dormancia. Estos estudios también determinaron
que las altas concentraciones de SNP inhibian la germinacién (Bethke et al. 2004a; Bethke et al. 2006).

37



Introduccion

Este comportamiento se corroboré mediante la aplicacidén directa de gas de NO sobre la semilla en
sustitucion de los donadores (Fig. 10) (Libourel et al. 2006). Mas tarde, se exploré la similitud entre los
procesos de germinacioén de las semillas y de las esporas de los helechos. En ambos procesos juega un
papel fundamental la creacidon de un gradiente de calcio en la zona apical de la semilla que es donde
se inicia el crecimiento, siendo esta zona la encargada de anexionar las vias de sefalizacidn con otros
elementos como la calmodulina, el NO, las anexinas y las GTPasas. Por tanto, la interaccion del calcio,
el NO y otros efectores tanto en la semilla como en las esporas de los helechos sugiere la importancia
de ciertas vias de sefializacién en la regulacion de la germinacién y el crecimiento temprano en la
evolucidn de las plantas terrestres (Bushart and Roux 2007). Finalmente, se ha descubierto que el NO
rompe la dormancia de las semillas a través de la S-nitrosilacién de ABI5 (Albertos et al. 2015).

Otro papel clave del NO es su intervencidn en los procesos de crecimiento y orientacion del
tubo polinico junto con la sefializacion mediada por el GMPc (Fig. 10) (Prado et al. 2004; Feij6 et al.
2004). Paralelamente, se determind la presencia de ROS y de la enzima peroxidasa en la zona del
estigma, que es el drea encargada de recibir el polen durante la polinizacion (Mclnnis et al. 2005;
Mclnnis et al. 2006). Curiosamente, los niveles de ROS generadas en el estigma disminuyen en
presencia del polen, el cual presenta niveles elevados de NO, lo que sugirié una controversia entre las
ROS Yy la sefializacion de NO. Por un lado, las ROS pueden servir de proteccién para el estigma, mientras
qgue, por otro, el NO puede disminuir esta proteccion permitiéndose asi la germinacién del polen
(Mclnnis et al. 2006). Continuando con la investigacion sobre el polen, el NO parece afectar
directamente a la orientacién de los tubos polinicos hacia el micropilo del dvulo al modular la accién
de sus factores difusibles (Prado et al. 2008). Cabe sefialar que en en plantas se ha detectado un
analogo del ATP poco hidrolizable denominado ATP-y-S, que inhibe tanto la germinacién del polen
como la elongacién del tubo polinico. En sistemas vegetales, un aumento del ATP-y-S induce un
incremento de los niveles de NO celular, esto conduce a que agonistas quimicos de la via de
sefializacion del NO reduzcan el umbral de ATP-y-S, y por ende, permitan la germinacién del poleny
el alargamiento del tubo polinico (Reichler et al. 2009). Otros estudios muestran que el NO también
afecta a la configuracion y distribucidn de los componentes de la pared celular de los tubos polinicos
al alterar la entrada de iones de calcio extracelular y la organizacion de la actina F (Wang et al. 2009b;
Wang et al. 2009a).

La localizaciéon de NO y ROS dentro de los érganos reproductivos fue identificada por primera
vez en plantas de olivo. Las mayores concentraciones de NO y ROS se detectaron en el estigma, las
anteras y el polen muestran la mayor concentracién tanto de NO como de ROS. En cambio, el estilo y
el ovario no presentaban ni NO ni ROS (Zafra et al. 2010).

También cabe destacar la participacién del NO en la prevencidn de la autofecundacion, que es
un proceso que permite a las plantas llevar a cabo una reproduccidn sexual exitosa asegurando la
variabilidad genética. La prevencion de la autofecundacidn se produce cuando se desencadena un
incremento de ROSy NO,entre otros, en el polen auto-incompatible. Esto genera una desestabilizacion
celular que conduce a la muerte celular programa (MCP), a este proceso se le denomina
autoincompatibilidad (Fig. 10) (Serrano et al. 2015).

Con el objeto de analizar el efecto del NO en el proceso de floracidn, se utilizaron plantas mutantes
que, o bien generaban un exceso de NO o mostraban una sintesis limitada del mismo. En este tipo de
mutantes se observé que la sobreproduccidon de NO retrasaba la floracidn, y en cambio, la disminucidn
del contenido en NO, la adelantaba. Este efecto era consecuencia de la modulacién de la expresion
génica llevada a cabo por el NO, ya que el NO suprime la expresién de los genes CONSTANS y GIGANTEA
y mejora la expresion del FLOWERING LOCUS C, lo que indica que el NO regula el fotoperiodo (Fig. 10)
(He et al. 2004). Mas tarde, se identificd que el 4cido ascérbico, molécula encargada de la homeostasis
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redox en el proceso de floracién, desencadenaba un aumento en los niveles de NO como consecuencia
de un incremento de las actividades enzimaticas de la NR y la NiR durante la represion floral (etapa de
inhibicidn de la floracion de la planta hasta que esta alcanza la madurez). Asimismo, se observé una
reduccion significativa de las actividades enzimaticas de NR y NiR y los niveles de NO durante la etapa
de floracién. Todo ello sugiere que el NO controla la transicidon de fase y el proceso de floracion en
conjuncién con el acido ascérbico (Kumar et al. 2016).

Otro papel importante del NO es su participacién en las interacciones simbidticas. Un conjunto de
estudios muestra que el NO se produce, al menos, en cuatro etapas fisioldgicas de la simbiosis: durante
las primeras horas de la interacciéon entre la planta y las parejas bacterianas, al inicio de Ia
organogénesis de los ndédulos, cuando los nédulos alcanzan la madurez y durante el proceso de
senescencia (Fig. 10) (Nagata et al. 2008; Fukudome et al. 2016; Berger et al. 2019; Baudouin et al.
2006; Horchani et al. 2011; Shimoda et al. 2009; Calvo-Begueria et al. 2018; Fukudome et al. 2019; Del
Giudice et al. 2011). El NO observado en las interacciones simbidticas procedia tanto de las vias
oxidativa como reductora (Hichri etal. 2015; Hichri et al. 2016; Leach et al. 2010). Durante la interaccion
simbidtica, el NO actia como molécula sefal, como un metabolito, pero también como un compuesto
téxico (Mur etal. 2013b; Hichri et al. 2016). En las leguminosas existen mas de 400 genes que son
reguladospor NO durante el proceso simbidtico, incluyendo genes involucrados en el desarrollo de los
nddulos que normalmente son inducidos por el simbionte. Estos hallazgos sugieren que NO participa
también en la transduccion de sefiales durante la interaccidn planta-simbionte (Ferrarini et al. 2008;
Boscari et al. 2013). Sin embargo, los niveles elevados de NO pueden tener efectos tdxicos o inhibidores
durante el proceso de simbiosis, ya que podrian afectar alcrecimiento del rizobio a través de la
inhibicidn tanto de la expresion como de la actividad dela nitrogenasa bacteriana, ademds de
desencadenar la senescencia del nddulo (Sanchez et al.2010; Meilhoc et al. 2010; Cam et al. 2012). Por
el contrario, el NO también presenta una funcidn metabdlica beneficiosa en estos procesos al
participar en el ciclo respiratorio de la fitoglobina/NO que permite la regeneracion del ATP bajo
condiciones hipdxicas (Ilgamberdievand Hill 2009; Igamberdiev et al. 2010; Gupta and Igamberdiev
2011).

1.1. Papel de los acidos grasos nitrados durante el desarrollo de la planta

La presencia de los NO,-FAs y sus posibles eventos de sefalizacion en sistemas vegetales
es aun un drea del conocimiento poco estudiada. Un estudio pionero, logrd por primera vez la
deteccion enddgena de NO,-FAs en Arabidopsis thaliana mediante técnicas de espectrometria
de masas. Aunque en este estudid se buscaron tres NO,-FAs, el NO,-OA, el NO,-LA y el NO,-Ln,
solo se detecté la presencia del NO,-Ln. Este resultado esta asociado con una mayor presencia
del precursor del NO,-Ln, el 4cido linolénico (Ln) con respecto al contenido de los acidos oleico
y linoleico. Para conocer el papel sefializador del NO,-Ln en Arabidopsis, se analizo la
modulacion del mismo durante el desarrollo de la planta. Este trabajo mostré que los niveles
de NO,-Ln disminuyen durante el desarrollo y en la senescencia. Las concentraciones mas
elevadas se encontraron en semillas mientras que los niveles mas bajos se localizaron en hojas
de 30 y 45 dias (Tabla 6) (Mata-Pérez et al. 2016b). Este mismo comportamiento se ha
observado recientemente en el contenido en NO,-OA en Brassica napus, donde el acido oleico
es el principal precursor de NO,-FAs. En este estudio, también aparece la semilla como el
principal reservorio de NO,-OA, mientras que su concentracién disminuye en plantulas de 2 y
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6 dias (Tabla 6) (Vollar et al. 2020b). Curiosamente, el rango de concentraciones detectado en
los dos estudios difirié, ya que la concentracién del NO,-OA en semillas de Brassica resulta
aproximadamente 150 veces superior a la de NO>-Ln detectada en semillas de Arabidopsis
(Begara-Morales et al. 2021a).

Tabla 6. Niveles endégenos de NO2-FAs durante el desarrollo de diferentes especies vegetales.

Especie NOz-FA Estadio de crecimiento Concentracion Referencias
vegetal (pmoles/g PF)
Semilla 11,18 (Mata-Pérez et al.
Arabidopsis NO2-Ln Plantulas de 14 dias 3,84 2016b)
thaliana Hojas de 30 dias 0,36
Hojas de 45 dias 0,54
Semilla 1700
Plantulas de 2 dias 370 (Vollar et al. 2020b)
Brassica NO2-OA Plantulas de 7 dias 626
napus Brotes de 7 dias 347
Raices de 7 dias 426

PF: peso fresco

Ambos estudios evidencian la relevancia de los NO,-FAs durante la primera etapa del
desarrollo de las plantas, y en concreto en la semilla. Aunque, las investigaciones deben seguir
profundizando en el estudio del papel sefializador que llevan a cabo los NO,-FAs en esta etapa,
numerosas evidencias cientificas apuntan hacia su participacion como donadores de NO,
indiscutiblemente implicado en la germinacion, y como inductores de modificaciones post-
traduccionales de proteinas por nitroalquilacién (Begara-Morales et al. 2021a; Vollar et al.
2020b; Signorelli and Considine 2018). Otro trabajo reciente ha demostrado que la aplicacién
exogena del NO»-OA inhibe los procesos mitéticos de las célulasy, por ende, la divisidn celular,
reduciéndose asi el crecimiento de la raiz primaria en Arabidopsis (Di Fino et al. 2020).

En definitiva, aunque aun es preciso ahondar en el estudio de estas moléculas, los
avancesrealizados en estos ultimos afios han demostrado que la presencia de los NO,-FAs en el
reino vegetal es amplia. Ademas de la identificacion endégena de NO,-FAs en Arabidopsis y
Brasssica (Tabla 6), el NO,-Ln se ha detectado en hojas de arroz (Oryza sativa) (0,748 pmol/g PF)
y en raicesde guisante (Pisum sativum) (0,072 pmol/g PF). Ademas, en hojas de guisante se ha
detectado la presencia de NO,-Ln en diferentes organulos celulares como mitocondrias (0,084
pmol/g PF) y peroxisomas (0,282 pmol/g PF) (Mata-Pérez et al. 2017).

4. Implicacidn de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en las
situaciones de estrés

El estrés es una de las principales causas que generan pérdidas persistentes en la produccion
agraria afectando gravemente a la generacién de biomasa y a la supervivencia de la mayoria de los
cultivos, ya que ejerce numerosos efectos perjudiciales sobre el crecimiento y el desarrollo de las
plantas. El estrés puede ser promovido por factores abidticos (fisicos, quimicos o ambientales) o
bidticos (agentes bioldgicos o patdgenos). La respuesta de las plantas a las situaciones de estrés
desencadena una alteracidén de la homeostasis redox. Estas situaciones adversas se caracterizan por
una rapida explosidon de moléculas redox, pertenecientes a los grupos de las ROS y RNS, las cuales
actian como sefiales moleculares que activan los mecanismos de defensa. Dentro del grupo de las ROS
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cabe destacar el oxigeno singlete (*02), el 0,7, el H,0,y el OH". Cuando el estrés persiste en el tiempo,
la elevada concentracién de ROS y RNS puede sobrepasar la capacidad de proteccion de los sistemas
antioxidantes, perturbando asi la homeostasis redox celular. Esta situacién puede inducir un estrés
nitro-oxidativo que finalmente causa dafo celular y compromete la supervivencia de la planta
(Valderrama et al. 2019; Chaki et al. 2021).

En numerosas situaciones de estrés se han detectado interacciones entre las ROS y las RNS.
Este comportamiento ha sido evidenciado concretamente entre el H,0,y el NO. Ambas moléculas
sefializadoras, que a veces se producen de manera interdependiente, ¥ pueden influir en la sintesis de
las demads y estan presentes simultdaneamente durante diferentes procesos fisiolégicos y de estrés.
Ademas, el hecho de que puedan reaccionar entre ellas refuerza su interaccidn. Por lo tanto, la
estrecha interaccidn entre estas dos moléculas tanto en condiciones fisiolégicas como de estrés es muy
importante para modular las respuestas celulares (Valderrama et al. 2019; Molassiotis and Fotopoulos
2011). A continuacidn, se describe la accidn de las ROS y las RNS durante diferentes tipos de estreses
tanto bidticos como abiéticos.

4.1. Estrés bidtico

{} Infeccién por patégenos

El estrés bidtico consistente en la infeccién de la planta por patdgenos desencadena
una serie de respuestas en las cuales juegan un papel sumamente importante tanto el NO
como las ROS (Fig. 10). A este respecto, cabe mencionar el efecto de ambas moléculas sobre
la funcion de la proteina NPR1 proteina clave en la resistencia sistematica adquirida (SAR).
Cuando la planta es atacada por un patdgeno, se produce la translocacién del NPR1 al nucleo
donde, tras adquirir forma monomérica, desencadena la expresién de los genes de defensa.
La regulacién del estado oligomérico de la NPR1 estd controlada por el NO, a través de una
modificacién por S-nitrosilacién (Tada et al. 2008; Lindermayr et al. 2010), y por las ROS, las
cuales inhiben el proceso de translocacion (Peleg-Grossman et al. 2010). Utilizando lineas de
plantas transformadas con la 6xido nitrico sintasa neuronal de mamiferos (nNQOS) se
obtuvieron plantas con altos niveles de NO y de ROS. Los estudios realizados con las plantas
resultantes evidenciaron la importancia del NO en el desarrollo de la SAR, a través de su
participacién en las vias de sefializacion del etileno, del acido salicilico y del acido jasmdnico
(Fig. 11) (Chun et al. 2012; Shi et al. 2012; Mur et al. 2013a).
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ESTRES BIOTICO

[Infeccién por patégenos] [ Ataque de herbivoros ]

N

+—— RBOHD ——

S(l)D l

G "

|

PrxIl E }

4*[ PTM de rrroteinas

GSH

GSNO

GSNOR

GSSG + NH,

A

J [JA%ET] [S,‘?RJ

Respuesta Expresion de

hipersensible genes de defensa

Figura 11. Representacidn esquematica de las interacciones del 6xido nitrico (NO) y las especies
reactivas de oxigeno (ROS) durante el estrés biotico de las plantas. La infeccién por patégenos
y el ataque de herbivoros ocasiona la sintesis de NO y Oz". Durante la infeccién por patdgenos,
la enzima RBOHD, principal fuente de 02", puede ser inhibida por S-nitrosilacién. El NO puede
reaccionar con el GSH para formar GSNO, el cual es un depdsito natural de NO, que participa
en la sefalizacion de NO y puede degradarse ain mas a GSSG y NHs por accion de la GSNOR. El
NO participa en las vias de sefializacién dependientes del acido jasmodnico (JA) y del etileno (ET).
También es un regulador clave de la SAR a través de la regulacién del sistema NPR1. EI NO y el
02 pueden mediar directamente las PTM o reaccionar juntos para formar el ONOO", compuesto
muy reactivo responsable de la PTM por nitraciéon de tirosinas y que, posiblemente, es
degradado por la peroxiredoxina Il E (Prxll E). Se puede producir H,0 a partir del Oz por accidén
de la superdxido dismutasa (SOD), y este puede ser degradado alin mas por la APX. Ambas
enzimas son sensibles al NO. Todas estas vias de sefializacién mediadas por el NO y porlas ROS
conducen al desarrollo de mecanismos de defensa en las plantas a través de la modulacién de
la expresion de los genes de defensa y el control de la respuesta hipersensible (Imagen
modificada de (Scheler et al. 2013).

Durante el ataque de la planta por patégenos, el NO puede reaccionar con O;~
para formar ONOO", siendo esta molécula un compuesto comun de la sefializacién de
ROS y NO, que puede dafar lipidos, proteinas y ADN, y, ademds, ocasionar la
modificacion post-traduccional denominada nitracién de tirosinas (Vandelle and
Delledonne 2011; Astier and Lindermayr 2012). Entre otros mecanismos, los niveles
celulares de peroxinitrito estan regulados por las Prx. De hecho, en A. thaliana la
actividad peroxidasa y reductasa de la Prxll E se inhibe por S-nitrosilacion durante el
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estrés bidtico, potenciando los efectos nocivos del peroxinitrito en este tipo de
situaciones (Fig. 11) (Romero-Puertas et al. 2007).

Otro proceso que se desencadena durante este tipo de estrés bidtico es la
modulacién de la produccion de ROS dependiente del NO. En diversos trabajos
cientificos se ha observado que la actividad de la proteina responsable de Ia
produccién de ROS durante la infeccidon del patdégeno, RBOHD, es inhibida por S-
nitrosilacion (Yun et al. 2011; Suzuki et al. 2011). En cambio, en otros estudios, se ha
demostrado que la produccion de NO es necesaria para inducir la acumulacién de H,0,
(Rasul et al. 2012). Estos resultados aparentemente contradictorios revelan la
regulacién compleja y estricta de la sefializacion de NO y ROS durante las respuestas
de defensa de las plantas, las cuales, ademds dependen del modelo de infeccidn
considerado (Fig. 11) (Scheler et al. 2013).

Adicionalmente, la regulacién de la produccién de ROS por el NO modula el
desarrollo de la respuesta hipersensible (HR). Esta respuesta esta involucrada en la
defensa de la planta a través de la activacion de la muerte celular programada (Yun et
al. 2011). Concretamente, la repuesta hipersensible estd modulada por el estrecho
equilibrio entre el NO y las ROS producidos durante la infeccién por el patégeno, en
lugar de por estas moléculas individualmente (Fig. 11) (Delledonne et al. 2001; Monijil
et al. 2013; Chen et al. 2014).

Desde el punto de vista del patdgeno, la funcién del NO y de las ROS presenta
otra perspectiva. Durante la infeccidn, el patégeno Botrytis cinerea produce NO que
puede difundir hacia a los tejidos vegetales y participar en la induccidn de la respuesta
hipersensible, favoreciendo la muerte celular de los tejidos vegetales (Turrion-Gomez
and Benito 2011). Del mismo modo, el patégeno del arroz, Magnaporthe oryzae, y el
hongo, Blumeria graminis, producen NO que modula el desarrollo del germen,
concretamente, el NO participaria en el desarrollo de unas estructuras de infeccién
especializadas llamadas apresorios y en su patogenicidad (Samalova et al. 2013; Prats
et al. 2008). El avance en los estudios de la funcién del NO producido por patégenos
pertenecientes a los reinos Chromista y Fungi indican claramente que el NO es una
importante molécula reguladora que controla no solo los procesos de desarrollo, sino
también la virulencia de los patégenos y su supervivencia en el huésped.
Especificamente, el NO participa en diversos procesos de desarrollo como la
esporulacion, la germinacién y la formacién de cuerpos fructiferos, ademas de
participar en la produccion de toxinas y en la diferenciacion de diversas estructuras
infecciosas del patégeno (Arasimowicz-Jelonek et al. 2016).

De manera similar, las ROS también son producidas por el patdgeno durante el
proceso de infeccidn y estas involucradas en su patogenicidad (Egan et al. 2007).

L.? Ataque de herbivoros

El NO también desempeia un papel muy importante en la generacién de heridas y
lesiones en plantas como las que tienen lugar durante el ataque por organismos herbivoros y
aunque, hasta la fecha, los resultados obtenidos son complejos y contradictorios. Existen
estudios donde se ha identificado un incremento de los niveles de NO y de ROS en las plantas,
tras la agresion de los herbivoros (Fig. 10) (Bricchi et al. 2010; Lin et al. 2011). Sin embargo, la
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produccién de NO y ROS difiere seglin el método de herida utilizado; las plantas que muestran
lesiones por herbivoros presentan mayores niveles de NO y ROS que las plantas que han sido
dafiadas mecanicamente (Bricchi et al. 2010).

Las variaciones observadas en la produccién de NO y ROS dependiendo del método de
herida empleado son compartidas en estudios sobre la enzima GSNOR durante las
interacciones planta/herbivoro (Chaki et al. 2011; Wiinsche et al. 2011). La GSNOR vy su
sustrato, el GSNO, estdn intimamente implicados en la respuesta de la planta contra el ataque
de herbivoros, ya que, la actividad GSNOR esta vinculada con fitohormonas de defensa como
el acido jasmonico y el etileno (Fig. 11) (Winsche et al. 2011).

En plantas de A. thaliana dafiadas mecdanicamente se ha demostrado que los niveles
de GSNO aumentan rdpida y uniformemente en las hojas de Arabidopsis lesionadas, mientras
gue, en las hojas sistémicas, el GSNO se detectd primero en los tejidos vasculares y luego se
extendio por el parénquima, lo que sugiere que el GSNO esta involucrado en la transmisién de
la sefial movil de la herida a través del tejido vascular. Adema3s, se ha demostrado la necesidad
de la acumulacidon de GSNO para la activacién de las respuestas a las heridas dependientes del
JA asi como para la puesta en marcha de los mecanismos de resistencia sistémica adquirida
(Fig. 11) (Espunya et al. 2012).

Las heridas mecdnicas producidas en las plantas generan un incremento de los niveles
de NO y H,0,, tal y como se ha mencionado anteriormente. Este NO estimula la activacién de
enzimas antioxidantes como la SOD y la APX. Esta activacién contrarresta la produccion de
H,0, desencadenada por las heridas, protegiendo asi a las células de una muerte celular
inducida por ROS (Fig. 11) (Lin et al. 2011).

Estrés abiotico y condiciones ambientales adversas

L.} Estrés por metales pesados

Las principales amenazas para las plantas por metales pesados y metaloides estan
relacionadas con la exposicion al cadmio (Cd), arsénico (As), plomo (Pb) y cobre (Cu). En
determinadas circunstancias, pueden aparecer bajas concentraciones de metales pesados en
suelos y aguas subterraneas o pueden bioacumularse en redes alimentarias, lo que representa
una amenaza para la agricultura y para la salud humana (Gall et al. 2015; Luo et al. 2012). Una
exposicién aguda y crénica de las células vegetales a metales pesados induce la produccién
tanto de ROS como de RNS (Fig. 10), desarrollandose asi un estrés nitroxidativo, que
potencialmente conduce a una toxicidad por metales pesados, la inhibicion del crecimiento, la
aceleracién de la senescencia, la inhibicidon de la absorcidon de nutrientes o la muerte celular
(Fig. 12) (Gallego and Benavides 2019).

El 6xido nitrico es clave en la respuesta al estrés por metales pesados, especialmente
aliviando la toxicidad causada por los mismos. En los ultimos afos, los avances cientificos han
sefialado que el exceso de metales pesados y metaloides podria estar afectando a la
acumulacidn y produccion del NO enddégeno de las plantas (Fig. 12) (Wei et al. 2020).

44



Introduccion

Cadmio

El cadmio es un metal pesado con gran toxicidad que inhibe los procesos
fisioldgicos de las plantas incluso a muy bajas concentraciones. Cada vez mas estudios
demuestran que el estrés por Cd puede inducir o reducir la produccién de NO
enddgeno, pudiendo tener un resultado positivo o negativo en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, respectivamente.

En este sentido, se ha publicado que el tratamiento de las plantas con Cd
puede causar un rapido aumento en el contenido de NO, acelerando la muerte celular
programada (MCP) (De Michele et al. 2009; Arasimowicz-Jelonek et al. 2012). Los
mismos autores encontraron que tras el pre-tratamiento con un inhibidor de la sintesis
de NO, el L-NAME, se observaba una disminucion en la produccion de NO inducida por
el Cd y, ademads, se producia una bajada en la toxicidad causada por el metal. Del
mismo modo, en otro estudio se observé que las células que presentaban niveles altos
de NO resultaban mas sensibles a la toxicidad del Cd, ademas de mejorar y mostraban
una mayor induccién de la MCP (Ma et al. 2010). Por el contrario, el uso de L-NAME y
de un secuestrador especifico de NO, cPTIO, no solo inhibia la produccién de NO sino
gue también disminuia la acumulacién de Cd y evitaba la MCP inducida por dicho metal
pesado. De acuerdo con los resultados anteriores, es evidente que, el NO juegaun
papel positivo en los procesos de MCP inducidos por el Cd agravando, por tanto, la
toxicidad del mismo. El Cd ejerce sus efectos toxicos después de entrar a la planta. Por
lo tanto, el mecanismo por el cual el NO podria modular la MCP podria pasar por la
facilitacidn de la entrada del Cd y asi promover su acumulacion en las plantas (Wei et
al. 2020). Mediante técnicas de espectroscopia de resonancia paramagnética
electrénica (EPR), se ha observado que la generacidon de NO enddégeno inducido por el
Cd, causa el acortamiento de la zona de elongacién de la raiz y, en consecuencia, la
posterior reduccién del crecimiento de la raiz (Valentovicovd et al. 2010). La
acumulacién de NO inducida por Cd también participa en la inhibicion del
transportador polar de la auxina (PIN), lo que genera una disminucion en los niveles
de auxinas en las raices y la inactivacion del meristemo de la raiz (Yuan and Huang
2016). Todo ello, indica que la produccién de NO desencadenada por el Cd podria
tener un efecto negativo sobre el desarrollo y crecimiento de las raices de la planta
(Fig. 12).

Ademas de los mostrados anteriormente, se han publicado otros estudios que
reflejan el incremento en los niveles de NO tras la exposicion a una situacion de estrés
por Cd. Estos articulos muestran como el NO se encarga de disminuir la absorcion de
Cd aumentando el contenido en elementos de tolerancia como las fitoquelatinas y
aliviando el dafio oxidativo mejorando, de esta manera, la tolerancia de la planta al
Cd. En cambio, el secuestro del NO enddgeno por el cPTIO provocaba el agravamiento
de la toxicidad inducida por el Cd (Nahar et al. 2016; Hu et al. 2019). Por lo tanto, estos
resultados indican que el estrés por Cd induce la acumulacién de NO enddgeno en
plantas, y que este tiene un impacto positivo en los procesos de crecimiento y
desarrollo pues conduce a mejorar la tolerancia frente a este metal pesado (Fig. 12).

Sorprendentemente, también hay trabajos donde el estrés por Cd podria
reducir la acumulacién de NO enddgeno en las plantas (Akinyemi et al. 2017). Por
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ejemplo, la exposicion de las raices de Medicago truncatula a Cd genera una reduccién
en la produccidon enddégena de NO y en la integridad de la membrana plasmatica,
aumentando los niveles de ROS, mientras que la utilizacion de un donador de NO
aliviaba el estrés oxidativo e incrementaba el crecimiento de la raiz (Xu et al. 2010). En
otro estudio realizado en Trifolium repens, se detectdé una elevacidon en la
concentracion de etileno y en la acumulacion de Cd, pero disminuyeron los niveles de
NO, lo que condujo a la inhibicién del crecimiento de la planta. En cambio, el uso de
un donador de NO disminuyé los niveles tanto de Cd como de etileno y contribuyé a
la absorcion de minerales, mitigando asi |a toxicidad del Cd (Liu et al. 2015). Del mismo
modo, el estrés por Cd también afectaba negativamente al crecimiento de las raices
de las plantulas de Oryza sativa al disminuir el nivel endégeno de NO a través de la
inhibicidon de la actividad NOS, esta disminucién se recuperd con la utilizacién de
donadores de NO (Xiong et al. 2009). Ademas, es bien conocido que la aplicacion
exdgena de NO previene los efectos inhibitorios del estrés por Cd sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Ahmad et al. 2018). Otros investigadores descubrieron que,
utilizando el donador de NO, SNP, se mejoraba el crecimiento de la planta a través de
la estimulacidon del sistema de eliminacién de las ROS y previniendo los efectos
inhibitorios del estrés por Cd en la fotosintesis (Per et al. 2017). Recientemente,
existen datos que ilustran que el NO mejora la respuesta flungica al estrés por Cd a
nivel de expresion génica (Li et al. 2018). En general, estos resultados sugieren que el
estrés por Cd podria disminuir los niveles endégenos de NO en cierta medida para
promover la toxicidad del metal, obstaculizando asi varios procesos fisioldgicos y
bioquimicos en las plantas. Sin embargo, estos efectos negativos inducidos por un
exceso de Cd fueron revertidos tras la aplicacion exégena de NO (Fig. 12).

Curiosamente, también se ha demostrado que los niveles de NO enddgeno
inducidos por Cd son distintos en diferentes tiempos y en diferentes drganos de las
plantas. Asi, en raices de H. vulgare se hallé un aumento de la produccion de NO en
las primeras etapas que posteriormente disminuyd a lo largo de la progresién del
estrés (Alemayehu et al. 2015). En otro estudio realizado utilizando raices de Pisum
sativum sometidas a estrés por Cd, se publicé una diminucién en los niveles de NO en
las raices laterales y un incremento en las raices principales (Rodriguez-Serrano et al.
2006).

Colectivamente, los cambios en los niveles de NO inducidos por el Cd podrian
acelerar o inhibir la respuesta al estrés por Cd y, por lo tanto, regular el crecimiento y
desarrollo de la planta. En otras palabras, tanto el NO enddégeno como el exégeno
juegan un papel crucial en la respuesta al estrés por Cd. Como se menciond
anteriormente, la duracidn del tratamiento parece afectar a la produccion de NO, mas
concretamente a la produccién de NO llevada a cabo en las raices. Sin embargo, los
resultados contrapuestos sobre los niveles de NO en las situaciones de estrés por Cd
podrian ser debidos a diferencias en las especies vegetales estudiadas, en los tejidos
examinados, en las concentraciones de Cd utilizadas y la duracion del estrés aplicado
(Wei et al. 2020).

Como se ha indicado en apartados anteriores, esta bien establecido que el NO
puede llevar a cabo funciones sefalizadoras a través de PTMs como la S-nitrosilacion
de proteinas. Mediante el método de intercambio con biotina, se identificaron varias
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enzimas en los peroxisomas de Pisum sativum que en condiciones fisiolégicas
aparecian S-nitrosiladas. Tal es el caso de la glicoxilato oxidasa (GOX), enzima clave de
la fotorrespiracion que oxida el glicolato a glioxilato y H,0; y la catalasa (CAT), enzima
antioxidante encargada de reducir el H,0,. En ambos casos, la S-nitrosilacidon conducia
a la inhibicién de sus actividades enzimaticas. En cambio, bajo condiciones de estrés
por Cd, donde se observaba una disminucién en los niveles de NO, la actividad de la
catalasa disminuia. En el caso de la proteina GOX, en presencia de Cd, la proteina S-
nitrosilada casi desaparecia y se observaba un ligero incremento en el contenido de la
proteina. Todo ello, provocaba que se incrementara su actividad enzimatica en la
situacién de estrés. Todos estos resultados sugieren que el NO podria regular los
niveles de H,0; bajo el estrés por Cd a través de la S-nitrosilacion de no solo el sistema
de defensa antioxidante sino también de enzimas productoras de H,0, (Ortega-
Galisteo et al. 2012; Wang et al. 2015a; Corpas et al. 2019a; Corpas et al. 2019b).

[ ESTRES POR METALES PESADOS ]

Muerte celular programada
Inhibicién del crecimiento
Aceleracién de la senescencia
Inhibicién de la absorcién de
nutrientes

Estrés
oxidativo

Toxicidad por
metales
pesados

Figura 12. El efecto del éxido nitrico sobre el estrés por metales pesados en las plantas. Durante
el estrés por metales pesados, se inhibe la produccién de NO enddgeno se induce estrés
oxidativo, promoviendo asi la toxicidad por metales pesados. Alternativamente, el NO
endogeno puede ser inducido por este tipo de estrés abidtico favoreciendo la entrada de
metales pesados en las células de las plantas desencadenando la induccién de la muerte celular
programada, la inhibicién del crecimiento, la aceleracion de la senescencia y la inhibicidn de la
absorcidn de nutrientes. Todo ello, puede revertirse a través de la disminucion del contenido
de metales pesados dentro de la planta por accidn del NO. El NO también puede regular los
sistemas antioxidantes aumentando la expresion de genes relacionados con la defensa, para
aliviar asi el estrés oxidativo inducido por los metales pesados.

M*, iones de metales pesados.
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L.} Estrés por salinidad

El estrés por salinidad es uno de los factores ambientales que dificultan la
productividad de los cultivos al perturbar los procesos fisioldgicos de la planta (Kumar et al.
2013; Liang et al. 2018). Es un problema global que afecta alrededor de 831,4 millones de
hectdreas de tierra, de hecho, se estima que aproximadamente el 19.5% de las tierras agricolas
son salinas (Agarwal et al. 2018). Las principales causas de la salinizacién del suelo son: el
cambio climatico, el aumento del nivel del mar, las practicas de cultivo inadecuadas, el riego
excesivo y la reduccion de la sal natural por procesos de lixiviacion (Kumar and Saddhe 2018).

Bajo el estrés salino, las plantas acumulan exceso de iones Na* (sodio) y CI™ (cloro), lo
gue conduce a la limitacidn de la absorcidon de agua y nutrientes, a la alteracion de las
actividades metabdlica y fotosintética y al aumento de la peroxidacion lipidica (Liang et al.
2018; Deinlein et al. 2014).

La generacién de RNS bajo el estrés salino puede ser debida a los mecanismos
reductores y oxidativos correspondientes a las vias de sintesis de NO descritas anteriormente
(Fig. 10). Cabe destacar la via de sintesis oxidativa no enzimatica llevada a cabo por las
poliaminas en el apoplasto, la cual tiene gran importancia bajo condiciones de estrés salino, ya
gue se ha observado que las poliaminas pueden generar NO utilizando H,0; a través de un
mecanismo aun desconocido (Saha et al. 2015; Wimalasekera et al. 2011; Tanou et al. 2014).

La generacién de RNS en respuesta al estrés salino, es responsable del inicio de las
siguientes vias de sefializacién:

© Via SOS

Los principales componentes de la via SOS son: SOS1 (anti-portador de los
protones de sodio de la membrana plasmatica), SOS2 (sensor de calcio) y SOS3
(proteina quinasa). Estos intermediarios se encargan de aliviar el estrés salino por
compartimentacidn y/o extrusion de Na* (Ji et al. 2013; Kaleem et al. 2018). Estudios
realizados en plantas de maiz y cafia de azucar han revelado que las bajas
concentraciones de NO inducen la expresion de la H*-ATPasa de la membrana
plasmatica favoreciendo, por lo tanto, el mantenimiento del equilibrio redox durante
el estrés salino (Zhao et al. 2004). Sin embargo, el mecanismo por el cual se regulan
estos transportadores sigue siendo un misterio. Se han propuesto dos posibles vias
para el mantenimiento de la homeostasis idnica que implican intermediarios como la
PLD, el PAy las proteinas quinasas y fosfatasas. En una de las vias, el NO participa en
la generacién de PLD apoplastica y en el otro caso, en la generacidn de PLD citosélica.
Tanto la PLD apopldstica como la citosdlica producen PA que activan alin mas el NHX
vacuolar (anti-portador de cation/H*). En definitiva, las dos vias ayudan a mantener la
homeostasis idnica. Por lo tanto, existe la posibilidad de que PLD producida por la
sefializacion de NO pueda participar en la via SOS para mantener la homeostasis idnica
(Zzhang et al. 2006).

Una reciente investigacion, ha planteado que los receptores de sefializacion de
quitina CERK1, LYK4 y LYKS también estan involucrados en la percepcién de los daios
ocasionados por el estrés salino. Estos trabajos han demostrado una interaccidn fisica
entre CERK1 y la anexina 1 (ANN1) del canal de calcio que conduce a un aumento en
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los niveles de Ca?* citosélico durante dicho estrés. También se ha observado que la
ANN1 permite la entrada de Ca?* en el citosol a través de la interaccién con iones OH"
extracelulares (Espinoza et al. 2017). Estos hallazgos recientes han suscitado muchas
preguntas acerca de la posible interaccién de la via SOS con los canales de calcio
durante el estrés salino (Saddhe et al. 2019).

Via dependiente de MAPKs

La via dependiente de las MAPKs es una de las principales rutas por las que los
estimulos extracelulares se traducen en respuestas intracelulares en células eucariotas
(Ichimura et al. 2002).

Bajo el estrés salino, el NO induce la regulacidon positiva las MAPKs
denominadas ZmCIPK16 (proteina quinasa que interactuante con el CBL), ZmCIPK1 y
ZmSIMK (quinasa inducida por patdgenos y cloruro sddico), mejorandose asi la
tolerancia a dicho estrés. ZmCIPK16 y ZmCIPK1 son necesarias para la generacién de
NO y H,0,, y ademds la ZmCIPK16 también activa los antiportadores de Na*-H* (NHX2
y NHX5). En cambio, la ZmSIMK activa la expresion de genes que responden a la sal
como el RD29Ay el P5CS1 (Al-pirrolina-5-carboxilato sintasa 1) (Bai et al. 2011). Otros
miembros de la subfamilia de quinasas como son NtOSAK (proteina quinasa activada
por estrés osmatico) junto con la enzima glucolitica GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa) se regulan directa o indirectamente por el NO bajo el estrés salino
(Wawer et al. 2010). En otro estudio se ha propuesto la implicacién del NO en la via de
sefializacion en la que participan las quinasas serina/treonina (SnRK2) involucradasen
la respuesta de la planta al estrés abidtico, aunque aun no se ha confirmado su funcion
exacta (Kulik et al. 2011). También se ha demostrado que el NO estd implicadoen el
control complejo de la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxil quinasa (PEPCase-k),
participando asi en algunas de las respuestas de la planta a la salinidad (Monreal et al.
2013). En definitiva, existen muchas otras MAPKs involucradas en la tolerancia al
estrés por salinidad, sin embargo, su conexion con las RNS es aun poco conocida
(Saddhe et al. 2019).

Via dependiente de Ca*?

Los iones Ca?, las proteinas calmodulinas dependientes de calcio, las proteinas
similares a la calmodulina (CML) y las proteinas de unién a calmodulina (CaMBP)
participan en la regulacién de sistemas de transporte de una amplia variedad de iones,
moléculas y proteinas y colaboran en la respuesta frente a diferentes estreses
abidticos. Las CaMs, las CMLs y las CaMBPs mitigan los efectos del estrés salino porque
mantienen la homeostasis idnica, colaboran con la via del ABA en el cierre estomatico
e inducen la expresién de genes de respuesta salina (Zeng et al. 2015).

EI NO media la estimulacion de la liberacidon de Ca®* a través de los canales de
la membrana plasmatica en respuesta al estrés por salinidad por medio de procesos
de despolarizacion/hiperpolarizacién de la membrana y con la participacion de
radicales hidroxilo extracelulares y la anexina 1 (Zeng et al. 2015; Wilkins et al. 2016).
Estudios sobre interacciones entre proteinas, han revelado que la calmodulina,
AtCaM4, se une para suprimir la actividad de la enzima GSNOR, regulando asi los altos
niveles de NO que se producen en las situaciones de estrés por salinidad. Todo ello,
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desarrolla la tolerancia de la planta al estrés (Zhou et al. 2016). También existen
indicios de una posible regulacién “aguas abajo” del Ca?*y la calmodulina durante el
proceso de tolerancia al estrés osmatico inducido por el NO (Niu et al. 2017). De todos
estos avances se desprende que el NO y las vias dependientes de Ca?* presentan
interconexiones en los mecanismos de respuesta al estrés salino.

Via dependiente de las proteinas G

La sefializacién de las proteinas G comprende varios componentes como son:
los receptores acoplados a la proteina G, la proteina G heterotrimérica (compuesta
por las subunidades a, B y y) y sus correspondientes fosfolipasas, guanilato ciclasas,
fosfodiesterasas, canales idnicos y proteinas quinasas (Durner et al. 1998; Neill et al.
2003; Jones and Assmann 2004; Arasimowicz and Floryszak-Wieczorek 2007). La
sefializacion de las proteinas G en situaciones de estrés salino esta involucrada en la
acumulacién de ROS a través de la calmodulina extracelular y la actividad de la NADPH
oxidasa que estimula la produccién de NO en Arabidopsis. Este NO generado participa
en el cierre de los estomas con la participacidon de un aumento en la actividad de las
MAPKs y de la producciéon de GMPc en Arabidopsis (Li et al. 2009). En definitiva, la
sefializaciéon de las proteinas G media la produccion de NO y mejora la actividad de las
enzimas antioxidantes en condiciones de estrés abidtico por salinidad (Bai et al. 2011).

o

{? Estrés por baja temperatura

La temperatura es un factor ambiental critico que influye en la distribucién geografica
de las especies vegetales. Concretamente, el estrés por baja temperatura incluye, en funciéon
de su agresividad, el dafio por frio (chilling) (0-159C) y por congelaciéon (freezing) (<02C). Se
trata de un estrés abidtico que afecta negativamente al crecimiento y desarrollo de las plantas
y, por ende, a la productividad agricola (Ding et al. 2019).

Los principales eventos que genera el estrés por frio en las células vegetales son el
aumento de la permeabilidad de la membrana, la alteracion de la estabilidad de las proteinas
o complejos de proteinas, la reduccidn de las actividades de enzimas antioxidantes y la
alteracion en la expresidn génica y la sintesis de proteinas. Todo ello, da como resultado una
fotoinhibicién y una fotosintesis alterada, asi como un dafio considerable de la membrana
(Orvar et al. 2000; Siddiqui and Cavicchioli 2006; Ruelland et al. 2009).

Sin embargo, el estrés por congelacion es mas dafiino para las plantas que el estrés por
frio, ya que puede ocasionar la muerte de la planta. La congelacion genera la formacién de
nucleos de hielo, los cuales dan lugar a los cristales que se extienden hacia el apoplasto donde
se induce la salida de agua que lleva a la deshidratacidn celular. Estos cristales de hielo pueden
esparcirse también al interior de las células lo que conduce a un dafio irreversible (Dowgert
and Steponkus 1984; Pearce 2001).

Diferentes moléculas mensajeras como el H,0,, el NO, el PA, el sulfuro de hidrégeno
(H2S) y el Ca?* estan involucradas en la percepcidn y transduccién de sefiales relacionadas con
la aclimatacion al frio (Fig. 10) (Xiong et al. 2001; Zheng et al. 2021).

Concretamente, el estrés por frio estimula la produccién endégena de NO por accién
de la NR, la cual contribuye positivamente en la tolerancia al frio. EI NO aumenta la expresion
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del gen P5CS1, que codifica la proteina de sintesis de la prolina y disminuye la expresion del
gen ProDH, (enzima de degradacion de la prolina). EI acumulo de prolina favorece la
aclimataciodn al frio, ya que actia como un osmolito que protege a las células vegetales de la
deshidratacién, funciona como un acompainante molecular que estabiliza la estructura de las
proteinas y regula los sistemas antioxidantes y el potencial redox celular (Fig. 13) (Zhao et al.
2009; Dong et al. 2018).

PTM
S-NITROSILACION

Antiocianinas
Flavonoides

FOTOSINTESIS I

Daio de la membrana
Fotoinhibicidn
Disfuncién celular
Desbalance de metabolitos
Estrés oxidativo

Figura 13. Efecto del éxido nitrico en el estrés por frio en plantas. El estrés por frio genera un dafo
oxidativo y un desbalance de metabolitos que desembocan en la desestabilizacién de las membranas, la
disfuncion celular y la fotoinhibicion. Este tipo de estrés abidtico estimula la produccién enddgena,
dependiente de la NR, de NO que modula positivamente la transcripcién de los genes COR y ZF-OZF2.
Los primeros previenen las alteraciones de la membrana y la agregacion de proteinas mientras que, los
segundos, desencadenan la cascada de sefializacion del ABA, fitohormona clave en la aclimatacion al
frio. La activacion de proteinas antioxidantes como la CAT, la SOD y la POD por el NO disminuye el dafio
oxidativo. Los brasinoesteroides estimulan la produccion de H,0;, que a su vez estimula la sintesis de
NO. Este NO favorece la fotosintesis a través de la mejora en la capacidad de la oxidasa alternativa (AOX).
La sintesis de prolina se activa positivamente por accién del NO, moderando de esta manera la
deshidratacion celular y la disfuncion celular.

COR: genes sensibles al frio; POD: peroxidasa; BR: brasinoesteroides.

En plantas de tomate, se ha demostrado que la GSNOR estd muy relacionada con la
homeostasis del NO durante la aclimatacién al frio, evitando la acumulacion excesiva de RNS.
Ademads, el NO induce la activacion de MPK1/2 y la transcripcién de factores de unién de
repeticiéon C (CBF), los cuales estan relacionados con la tolerancia al frio (Cantrel et al. 2011; Lv
et al. 2017; Costa-Broseta et al. 2019). Especificamente, los CBF activan los genes sensibles al
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frio que codifican deshidrinas, proteinas de choque térmico, glucanasas y quitinasas, que son
importantes para prevenir las alteraciones de la membrana y la agregacion de proteinas que
se producen comunmente al modificarse las propiedades del agua (Fig. 13) (Ferreira et al.
2018).

Otros trabajos también sugieren que el NO controla el proceso de aclimatacién al frio
a través de vias reguladoras independientes de CBF. Estas vias estarian controladas por genes
de “primera ola” que codifican factores de transcripcién que participan en la corregulacion del
frio. Entre ellos destaca positivamente el ZF/OZF2 que desencadena la cascada de sefiales de
ABA, que resulta ser una fitohormona decisiva para la aclimatizaciéon al frio. Igualmente, se
inducen genes implicados en la biosintesis de antocianinas y flavonoides, los cuales protegen
los fotosistemas de la fotoinhibicidn, evitando la acumulacion de altos niveles de ROS (Fig. 13)
(Costa-Broseta et al. 2019).

El incremento del contenido en NO regula también positivamente la actividad de
proteinas antioxidantes como la SOD, la POD y la CAT, lo que conduce a una disminucién en
los niveles de malodialdehido (MDA) y a un menor del dafo oxidativo. Asimismo, la
concurrencia del NO mejora la tasa fotosintética ya que participa en la transferencia de
electrones en el fotosistema Il (PSII) (Fig. 13) (Fan et al. 2015; Dong et al. 2018).

En un estudio reciente, se ha revelado que el H,0,y el NO estdn implicados en la via
de seializacion de la defensa contra el frio mediada por una clase de hormonas esteroideas
vegetales llamadas BR. Los BR estimulan la produccién de H,0;, que a su vez induce la sintesis
de NO, que juega un papel crucial en la mejora de la capacidad de la AOX en la eliminacién de
ROS mitocondriales y mitiga el dafio del fotosistema generado en condiciones de estrés por
frio (Fig. 13) (Arfan et al. 2019; Sanchez-Vicente and Lorenzo 2021).

La S-nitrosilacidon también esta presente en el estrés por frio. Concretamente, se han
identificado proteinas nitrosiladas mayoritariamente relacionadas con el estrés, la defensa y
la homeostasis redox (67%), mientras que el resto (33%), son proteinas que participan en el
metabolismo, entre las que cabe destacar la Cu/Zn-SOD, la APX, la fructosa bisfosfato aldolasa-
2 (FBA2) y la malato deshidrogenasa-1 (MDH1). Estos hallazgos indican una regulacion
mediada por NO de las vias redox y del metabolismo durante el estrés por frio (Fig. 13)
(Sadnchez-Vicente and Lorenzo 2021; Sehrawat et al. 2019).

Estrés por alta temperatura

El aumento de la temperatura ocasionado por el cambio climatico se ha convertido en
una importante amenaza para el mantenimiento de la agricultura en todo el mundo. Cuando
las condiciones térmicas se elevan por encima de la temperatura éptima de crecimiento de la
planta, se habla de estrés por calor (Heat Stress, HS). Este tipo de estrés abidtico perjudica la
germinacion de las semillas, la turgencia celular, la eficiencia del uso del agua, la fotosintesis,
el crecimiento y el rendimiento vegetal (Ohama et al. 2017; Lecourieux et al. 2020).

Las consecuencias negativas que derivan del estrés por alta temperatura radicanen la
generacién de ROS, lo que desemboca en una situacién de estrés oxidativo, la perturbacién del
equilibrio redox y de la coordinacion de los orgdnulos y la alteracién de la estructura y dela
funcionalidad de las macromoléculas a través de la oxidacién de lipidos, el dafio del ADN, la
desestabilizacién de proteinas y la agregacion y alteracidon de las actividades enzimaticas
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(Awasthi et al. 2015; Babbar et al. 2021). Para hacer frente a estas circunstancias, las plantas
presentan varios mecanismos que controlan las vias de sefializacién implicadas en la
adquisicion de tolerancia al calor como son las defensas antioxidantes y la acumulacion de
osmoprotectores, los factores de choque térmico (HSF) y las proteinas de choque térmico
(HSP) (Igbal et al. 2021).

La relevancia de participacion del NO en la mitigacién del estrés por calor (Fig. 10) es
bastante notoria debido a suimpacto en las funciones celulares de las plantas. Se ha observado
gue las plantas mutantes deficientes en NO muestran sensibilidad a las altas temperaturas
(Xuan et al. 2010), en cambio, el tratamiento exdgeno con NO en situaciones de estrés por
calor aminora el estrés oxidativo al promover la acumulacién de osmolitos y activar
antioxidantes como la catalasa vy el ciclo ascorbato-glutation (Khan et al. 2012; Hasanuzzaman
et al. 2012; Siddiqui et al. 2017). En un estudio en realizado en plantas de haba, se correlacioné
elincremento de NO durante el estrés por calor con elaumento en la sintesis de prolina (Alamri
et al. 2019). Ademas, de atenuar el dafio oxidativo, el NO induce rdpidamente la expresion de
genes relacionados con el estrés por calor (HSR) (Manafi et al. 2021).

Sin embargo, un andlisis a gran escala demostré que el estrés por alta temperatura
aumentaba los niveles de la PTM por el NO consistente en la nitracién de tirosinas, lo que ponia
de manifiesto el dafio nitroxidativo que ocasionaba dicho estrés (Chaki et al. 2011).

Estrés por luz continua

La luz es uno de los factores ambientales mas determinantes que se requieren para el
crecimiento y desarrollo éptimo de las plantas (Chen et al. 2004). A lo largo de su ciclo de vida,
las plantas se pueden enfrentar tanto estacionalmente como esporddicamente a desviaciones
de las condiciones dptimas de luz, tanto por exceso como por defecto. Todo ello puede
conducir a un estrés oxidativo y a la fotoinhibicidn y limitacidn del crecimiento y desarrollo de
las plantas (Krause et al. 2012; Zhang et al. 2018).

Los cloroplastos y el aparato fotosintético son particularmente sensibles al exceso de
luz visible y de radiacion UV-B (Aro et al. 1993). Durante el estrés luminico, el oxigeno, a nivel
del PSII de la fotosintesis, puede potencialmente derivar hacia la generacién de ROS, lo que
provoca alteraciones redox muy frecuentes en este tipo de estrés. Este desequilibrio redox
desemboca en la inhibicion de la fotosintesis, de la respiracion y del crecimiento vegetal (Asada
2006; Xu et al. 2013; Lopes-Oliveira et al. 2021).

En plantulas de Brassica pekinensis, el papel del NO en el estrés luminico (Fig. 10)
radica en la activacion de sistemas antioxidantes como el ciclo ascorbato-glutation para paliar
el dafio oxidativo (Lopes-Oliveira et al. 2021; Hu et al. 2019).

Sin embargo, en plantas de guisante, el estrés por luz continua genera un incremento
en el nimero de proteinas nitradas, lo que indica la afectacion de la planta por un estrés de
tipo nitrosativo (Corpas et al. 2008).

En un reciente estudio, se ha demostrado que el estrés por luz continua genera una
acumulacién de NO, a su vez, incrementa la presencia de SNO de alto y bajo peso molecular,
como el GSNO. Esta acumulacién de NO/SNO dependiente de la luz, modula la estructura de
la cromatina a través de la acetilacidn de las histonas, dado que el aumento de NO S-nitrosila
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los complejos de histona desacetilasa (HDA6). Esta modificacién conduce a la inhibicién de la
actividad de la HDA6 vy, por ende, a una mayor transcripcion de genes involucrados en la
respuesta de defensa de las plantas y en la respuesta al estrés abidtico (Mengel et al. 2017,
Ageeva-Kieferle et al. 2021).

%
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.+ Estrés por oscuridad

La ausencia de luz (por ejemplo, la noche o la oscuridad prolongada) puede alterar la
activacion de las respuestas de desarrollo y/o defensa de las plantas dependientes de la luz
(Ballaré 2014). El NO juega un papel crucial en estas respuestas fisioldgicas y de estrés de las
plantas. Sin embargo, su regulacién puede ser diferente en condiciones de luz o de oscuridad.

En varios estudios independientes, se ha observado una disminucién en la actividad
enzimatica de la NR, que iba acompafiada de una disminucidn en los niveles de NO tras la
exposicion de las plantas a un estrés por oscuridad (Corpas et al. 2008; Chaki et al. 2011; Takacs
et al. 2016; Pokora et al. 2017; Poor et al. 2019).

Paralelamente, la disminucidn de NO durante la oscuridad induce la senescencia. El
proceso de envejecimiento se caracteriza por la disminucién del contenido en clorofila y
proteina y por el aumento de la produccidon de ROS, de la peroxidacién de lipidos y de la
permeabilidad de la membrana (Luschin-Ebengreuth and Zechmann 2016). Este proceso esta
regulado por hormonas como el etileno, las citoquininas, el ABA, el acido salicilico y el JA (Lim
et al. 2007). Dado que el NO juega un papel crucial en las vias de sefializacién de varias
hormonas vegetales, su papel en la senescencia inducida por la oscuridad es incuestionable
(Corpas et al. 2008; Simontacchi et al. 2013; Ziogas et al. 2013; Poér et al. 2019).

4.3. Papel de los acidos grasos nitrados en las situaciones de estrés en plantas

Tal y como se ha mencionado anteriormente, tanto las ROS como las RNS actian como
mediadoras en los eventos de sefializacion redox que tienen lugar cuando la planta responde a una
situacidn de estrés. Andlogamente, en apartados anteriores se indicd que los NO,-FAs son también
moléculas senalizadoras debido a que su reactividad les permite modificar diferentes proteinas
por nitroalquilacién, ademds, pueden actuar como donadores de NO. Por todo ello, se ha
investigado el papel de los NO»-FAs en la respuesta de la planta a condiciones adversas.
Concretamente, plantulas y cultivos celulares de Arabidopsis sometidos a diferentes tipos de
estreses abidticos como la salinidad, las heridas mecanicas, la baja temperatura y los metales
pesados, mostraron un incremento significativo en los niveles de NO»-Ln (Tabla 7) (Mata-Pérez et
al. 2016b). Recientemente, se ha postulado una justificacidn especifica para esta induccién general
en los niveles de NO,-Ln. En las situaciones adversas, se generan tanto ROS como RNS, su
produccién descontrolada puede conducir a la liberacion de los NO,-FAs que se encontraban
aductados con proteinas. Por tanto, el proceso nitro-oxidativo generado en la situacion de estrés
puede dar lugar a la oxidacidn de los aductos de Michael con la consiguiente liberacién de los NO»-
FAs que, a su vez, pueden mediar procesos de sefializaciéon en respuesta al estrés (Padilla et al.
2017b).
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Tabla 7. Niveles de NOz-Ln en diferentes situaciones de estrés abiético en Arabidopsis (Mata-Pérez et al.
2016b; Begara-Morales et al. 2021a).

Material vegetal Concentracion basal Estrés Conco:entracién enel
(pmol/g PF) estrés (pmol/g PF)
i Daifio mecanico (3 h) 7,46
‘ PIantuI?s de14 384 150 uM CdCl, 6,62
‘ dias Baja temperatura (8°C, 48 h) 5,75
" Cultivos celulares 100 mM Nacl (5 min) 0,96
| de9dias 0,28 100 mM NaCl (30 min) 0,52

Por otra parte, en un estudio reciente, se ha observado que el tratamiento exdgeno de
cultivos celulares de tomate y de hojas de tomate y Arabidopsis con NO,-OA, induce la produccién
de ROS a través de la activacién de la NADPH oxidasa. Sin embargo, estos investigadores
responsables de este trabajo no han conseguido detectar la presencia endégena del NO,-OA ni en
tomate ni en Arabidopsis (Arruebarrena Di Palma et al. 2020).

Mata et al. en 2016 analizaron la implicacién del NO,-Ln en diferentes situaciones de estrés
mediante un analisis transcriptémico por RNA-seq (Mata-Pérez et al. 2016d). En este estudid se
puso de manifiesto que el tratamiento de cultivos celulares de A. thaliana con NO»-Ln provocaba
la expresién diferencial de 1308 genes, de los cuales, 437 se regulaban positivamente mientras que
871 reprimian su expresion. Particularmente, el NO,-Ln inducia la expresidn de genes relacionados
con el estrés abidtico (alta intensidad luminica y temperatura) y con el estrés oxidativo. Ademas,
los resultados del andlisis transcriptdmico tienen una implicacién funcional dada la presencia
enddgena de NO;-Ln en Arabidopsis y, por lo tanto, se puede considerar el papelpotencial de este
NO,-FA como regulador de la repuesta al estrés abidtico en plantas.

Un dato llamativo de este analisis transcriptomico radicaba en que que aproximadamente
el 40% de los genes inducidos por el NO,-Ln estaban implicados en la respuesta al choque térmico
(HSR). Entre ellos destacaban genes codificantes de proteinas de choque térmico como HSP40,
HSP60, HSP70 y HSP90 y de factores de transcripcion como HSFA2 y HSFA7B. Entre la familia de
genes HSR, HSP21 fue mas inducido. Este gen tiene una marcada repercusion en el desarrollo del
cloroplasto en situaciones de estrés por calor (Mata-Pérez et al. 2016b; Zhong et al. 2013). Resulta
interesante sefalar que la induccion de los genes relacionados con la HSR por el NO;-Ln, parece
ser un mecanismo conservado, ya que también se ha observado en células endoteliales humanas
tratadas tanto con NO,-OA (Kansanen et al. 2009b) como con NO,-cLA (Lu et al. 2019).

En el estudio transcriptomico, dentro del grupo de genes inducidos por NO,-Ln
relacionados con la respuesta antioxidante cobré una especial relevancia la presencia de la APX y
de la metionina sulfoxido reductasa (MSR) (Mata-Pérez et al. 2016b).

5. Mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo

Cuando los niveles de ROS son bajos, pueden actuar como mensajeros secundarios y participar
en cascadas de sefializacién dentro de las células vegetales en respuesta a las situaciones de estrés. En
contraposicién, cuando sus niveles de sintesis se incrementan y alcanzan altas concentraciones pueden
convertirse en moléculas toxicas y ser responsables de la muerte celular. Por ello, el compromiso entre
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la actividad sefalizadora o téxica de las ROS depende del equilibrio entre su produccién y sueliminacion
(Chaudhary et al. 2020; Gill and Tuteja 2010; Camejo et al. 2016).

Los sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimdticos de las plantas actian como
desintoxicantes de ROS, limitando su manteniendo sus concentraciones dentro de rangos fisioldgicos
en el interior de los compartimentos celulares (Martinez et al. 2016; Sachdev et al. 2021).

5.1. Antioxidantes no enzimaticos

Los principales antioxidantes no enzimaticos son el ascorbato (AsA), el GSH, el a-tocoferol,
los carotenoides y los flavonoides. Esta clase de antioxidantes eliminan las ROS al interrumpir las
reacciones en cadena de radicales libres (Tabla 8) (Ahmad et al. 2010).

Tabla 8. Sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos y enzimaticos frente al estrés oxidativo
(Hasanuzzaman et al. 2020).

Antioxidantes Reacciones catalizadas Lugar de la reaccidn catalitica

No enzimaticos

Acido ascérbico Neutraliza el Oz'_, el H20,, el OH'y Cloroplasto, peroxisomas, citosol,
el 10, mitocondria y apoplasto
Glutatién Neutraliza el H202, el OH'y el 02 Cloroplasto, peroxisomas, citosol,

mitocondria y apoplasto

a-tocoferol Neutraliza el OH, el 10, el ROO'y Membrana tilacoidal del
el ROOH cloroplasto
Carotenoides Neutralizan principalmente el 0, Cloroplasto
Flavonoides Neutraliza el Oz'_, el H202 vy el lOz Cloroplasto, vacuola
. . - + Cloroplasto, peroxisomas, citosol,
Superdxido dismutasa 202 +2H" > 02+ Ha02 P P

mitocondria y apoplasto

Catalasa 2H20; 2 2H.0 + 0, Peroxisomas

Peroxidasas 2PhOH + H20; = 2PhO- + 2H20 Pared celular, apoplasto y vacuola

Cloroplasto, peroxisomas, citosol,

Ascorbato peroxidasa PhOH + AsA = 2H,0 +MDHA . .
mitocondria y apoplasto

Monodeshidroascorbato MDHA + NAD(P)H + H*=> AsA + . . .
Cloroplasto, citosol y mitocondria

reductasa NAD(P)
Deshidroascorbato
2GSH + DHA-> GSSG + AsA Cloroplasto, citosol y mitocondria
reductasa
., GSSG + NADPH + H* = GSH + . . .
Glutatién reductasa Cloroplasto, citosol y mitocondria
NADP*
Glutatién peroxidasa H202+ GSH = H20 + GSSG Citosol y mitocondria
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Tiorredoxina TRX-RS2 + NADPH + H" - TRX- Cloroplasto, citosol y mitocondria
R(SH)2 + NADP* plasto, y

H20; +PRX-S" = OH" + PRX-SOH
Cloroplasto, citosol, mitocondria,

Peroxirredoxinas PRX-SOH + GSH = PRX-SSG + H20 , .
nucleo y espacio extracelular

PRX-SSG + GSH = PRX-S™ + GSSG

El GSH es un tiol no proteico que participa en la degradacién del H,0, en una reaccién
catalizada por la glutatién peroxidasa (GPX). Esta molécula se considera el metabolito
intracelular mas importante en la defensa frente al dafio oxidativo inducido por las ROS (Tabla
8) (Szalai et al. 2008).

El AsA o vitamina C es sintetizado en las mitocondrias, pero se encuentra comunmente
en el estroma de cloroplasto, el apoplasto, el citosol, las mitocondrias y los peroxisomas de la
célula vegetal. El AsA es capaz de reaccionar con una amplia gama de ROS como el H;0,, el O,~
y el 10, (Tabla 8) (Bartoli et al. 2017).

El a-tocoferol tiene propiedades antioxidantes como resultado de su capacidad de
amortiguacion, tanto de oxigeno singlete como de radicales hidroxilo. Este compuesto se
localiza principalmente en las membranas de los cloroplastos (Tabla 8) (Sachdev et al. 2021).

Los carotenoides participan en la proteccion del aparato fotosintético frente a dafio
fotoinhibitorio ejercido por el oxigeno singlete, el cual es producido por el estado excitado de
la clorofila (Tabla 8) (Mehla et al. 2017).

Los flavonoides e isoflavonoides tienen estructuras polifendlicas que les confieren la
capacidad de eliminar radicales libres y de reducir el dafio celular por peroxidacién lipidica
(Tabla 8) (Di Ferdinando et al. 2012).

5.2. Antioxidantes enzimaticos

Entre los principales antioxidantes enzimaticos encontramos la SOD que, en funcién del
cofactor metalico que utilicen se clasifican en tres tipos principales: Cu/Zn-SOD, Fe-SOD y Mn-SOD.
Este grupo enzimatico lidera la primera linea de defensa antioxidante. Su catalisis consiste en la
dismutacidon del O,” en H,0, lo que reduce las posibilidades de formacion del OH" (Fig. 14) (Tabla
8) (Gill et al. 2015).

Otra enzima antioxidante es la catalasa. Se trata de una enzima tetramérica que contiene
un grupo hemo y cataliza la dismutacion de H,0; en O,y H,O sin utilizar sustratos reductores (Fig.
14) (Tabla 8) (Mehla et al. 2017).

Por otra parte, las peroxidasas oxidan principalmente compuestos fendlicos (PhOH)
produciendo radicales fenoxilo (PhQO), mas cominmente conocidos como quinonas (Qa). En estas
reacciones, el H,0; acepta un electrdn y se convierte en H;0. En presencia de AsA, el PhO reacciona
con el AsA generando monodeshidroascorbato (MDHA) vy, posteriormente, deshidroascorbato
(DHA) (Jovanovi¢ et al. 2018). A esta enzima dependiente de ascorbato se le denomina APX y
participa en el ciclo del ascorbato-glutation. En las células vegetales existen diferentes isoformas
de la APX localizadas en el citosol (cAPX), la mitocondria (mtAPX), el cloroplasto (chlAPX) y el
peroxisoma/glioxisoma (mAPX). El MDHA generado en el ciclo del arcorbato-glutation se conviete
en AsA por accién de la monodeshidroascorbato reductasa dependiente de NADPH (MDHAR). Esta
enzima contiene un grupo tiol que regenera el AsA por reduccion de radicales fenoxilo
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(Hasanuzzaman et al. 2019). De manera espontanea, el MDHA se reduce a DHA, que luego se
recicla a AsA por la actividad de la deshidroascorbato reductasa (DHAR), enzima que utiliza el GSH
como fuente de poder reductor. En esta reaccion, el GSH se oxida a GSSG, que a su vez se vuelve
a reducir por accidn de la GR dependiente de NADPH (Couto et al. 2016). Otro miembro de la
familia de las peroxidasas, es la GPX). Esta enzima cataliza la reaccion de oxidacion de glutatién a
glutatién disulfuro utilizando para ello H,O; (Fig. 14) (Tabla 8) (Bela et al. 2015).

Las tiorredoxinas (TRX) destacan por poseer un sitio activo redox, que se encarga de reducir
los enlaces disulfuro a ditiol por H,0,. Estas enzimas se relacionan con la homeostasis redoxdel
cloroplasto al reducir las cisteinas de las PRX, las cudles quedan en esta oxidado tras realizar suciclo
catalitico. Las PRX también son enzimas antioxidantes y catalizan una actividad similar a la delas
POX neutralizando los perdxidos en el citosol, los cloroplastos, las mitocondrias y el nicleo de las
células vegetales. Las PRX son dependientes de tiol (GSH o cualquier otro tiol), y juegan un papel
vital en la regulacién de las ROS (Fig. 14) (Tabla 8) (Pedrajas et al. 2016).

Por otra parte, en las mitocondrias, la TRX participa con la PRX y la sulfiredoxina en la
activacién de la defensa antioxidante (Fig. 14) (Tabla 8) (Sevilla et al. 2015).

Finalmente, hay que mencionar el NADPH, pues es un coenzima reductor esencial en
procesos biosintéticos y de desintoxicacion en células. Ademds, es requerido por sistemas
antioxidantes como el ciclo ascorbato-glutation. También es necesario para la generacion de
radicales superoxido por las NADPH oxidasas vegetales y para la generacién de NO por la NOS
dependiente de L-arginina. Este coenzima es principalmente regenerado por un grupo de enzimas
denominadas NADP-deshidrogenasas, en el que se incluyen la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), ambas pertenecientes a la via de las
pentosas fosfato, el enzima malico dependiente de NADP (NADP-ME) y la isocitrato
deshidrogenasa (ICDH) (Corpas and Barroso 2014a).

/ Ciclo Ascorbato-Glutatién \

AsA _’@_

-SSH — H,0,

-SOH <+ H,0 —> _____ ,‘ DHA }_ _4 GSH &.__

H0,,

GSSG % H,0

Figura 14. Descripcion general de los mecanismos de actuacion de los sistemas antioxidantes de las plantas.
ROOH: hidroperdéxidos; —SOH: acido sulfénico (Hasanuzzaman et al. 2020).
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Objetivos

El objetivo principal del trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral fue el analisis de los
mecanismos de sefalizacion por lipidos nitrados durante el desarrollo y el estrés abidtico en
Arabidopsis thaliana. Para llevar a cabo este objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos
parciales:

Deteccidn e identificacion de los 4cidos grasos nitrados presentes en Arabidopsis thaliana.
Identificacion y cuantificacidn de los niveles de los acidos grasos nitrados en los diferentes
almacenes bioldgicos durante el desarrollo y en diferentes situaciones de estrés abidtico en
Arabidopsis thaliana.

Deteccidén e identificacién in vivo de las dianas celulares de nitroalquilacién mediadas por
acidos grasos nitrados durante el desarrollo y en situaciones de estrés abiético en Arabidopsis
thaliana.

Andlisis de la modulacion funcional por nitroalquilacién de las dianas celulares identificadas in
vivo.

Estudio del papel sefializador de los NO,-FAs en el estrés bidtico en células de Nicotiana
tabacum.

Identificacion y caracterizacion del efecto del NO,-OA en la respuesta antioxidante mediada
por la Tsal en Saccharomyces cerevisiae.
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6. Material de experimentacion

Para la realizacién de este trabajo de investigacion se ha utilizado principalmente la especie
vegetal de Arabidopsis thaliana, aunque también se ha trabajado con Nicotiana tabacum y con células
de levadura (Saccharomyces cerevisiae).

6.1. Arabidopsis thaliana

Con respecto a la especie vegetal A. thaliana se han utilizado tanto cultivos celulares en
suspension, como semillas y plantulas en diferentes estadios de desarrollo segin se describe a
continuacién.

6.1.1. Cultivos celulares

En este trabajo se han utilizado cultivos de células en suspension de Arabidopsis thaliana
del ecotipo Columbia (Fig. 15). Los cultivos celulares se mantuvieron en 200 ml de un medio de
crecimiento basado en una adaptacién del medio JPL a esta especie vegetal (Jouanneau 1967;
Axelos et al. 1992). Las principales condiciones de cultivo fueron: agitaciéon continua de 140 rpm,
temperatura constante de 24°C e iluminacidon continua con luz blanca fotosintética (PAR,
Photosynthetically Active Radiation) de 50 uE m™ s de intensidad. La renovacién del cultivo se
realizd cada 7 dias bajo condiciones de estricta esterilidad subcultivando un volumen de 3 ml de
células sedimentadas en 200 ml de medio JPL modificado. Los cultivos celulares utilizados para los
experimentos se recolectaron a los 9 dias tras el subcultivo.

Figura 15. Cultivos celulares de Arabidopsis thaliana.

6.1.2. Semillas

Otro tipo de material vegetal utilizado para llevar a cabo extracciones lipidicas, analisis
bioquimicos y para obtener plantulas en diferentes estadios de desarrollo fueron las semillas de
Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia (Fig. 16). Antes del proceso de siembra, las semillas se
esterilizaban durante 10 minutos en una solucion de etanol al 70% (v/v) que contenia 0,1% de
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dodecilsulfato sddico (SDS) (p/v). Después, se sumergian durante 20 min en agua estéril con 20%
de lejia (v/v) y 0,1 % de SDS (p/v). Se continuaba con varios enjuagues con agua estéril seguidos de
una incubacion de 5 minutos en una dilucién 1/200 de alguicida. Finalmente, se lavaban 4 veces
con agua estéril, siendo la duracién de cada lavado 5 minutos, y se mantenian a 42C durante dos
dias para romper la dormancia. Transcurrido ese tiempo, se utilizaban para sembrar.

Figura 16. Semillas de Arabidopsis thaliana.

6.1.3. Desarrollo de Arabidopsis thaliana

En este trabajo de Tesis se ha caracterizado la modulacién de los NO,-FAs a lo largo del
desarrollo de las plantas de Arabidopsis. Con el objeto de seleccionar las etapas a considerar, se
utilizé la escala BBCH, que es una escala genérica para la asignacién de etapas de crecimiento en
plantas de cultivo y malas hierbas (Lancashire et al. 1991) que se ha adaptado a los fenotipos de
crecimiento de Arabidopsis (Boyes et al. 2001).

De esta manera, se ha caracterizado el crecimiento temprano utilizando plantulas de 5y
14 dias crecidas en placas de Petri. Las etapas relacionadas con el desarrollo de la hoja y la flor, la
maduracién de las silicuas y la senescencia se han estudiado utilizando plantulas obtenidas
mediante cultivos hidropdnicos.

e Plantulas de 5 dias

Las semillas esterilizadas se sembraron en placas de Petri a las que previamente se
habia adicionado un medio de crecimiento basal compuesto de 4,32 g/I de medio MS
(Murashige and Skoog) con pH 5,5, conteniendo 1% de sacarosa y 0,8% de fitoagar en
condiciones estériles. Tras la siembra, dichas placas de Petri se introdujeron cdmaras de cultivo
en condiciones de 16 h de luz a 22°C, 8 h de oscuridad a 18°C, humedad del 60% e intensidad
de luz de 100 uE m™% st durante 5 dias (Fig. 17).

Desde un punto de vista fenotipico estas plantas se caracterizan por presentar los dos
cotiledones totalmente abiertos, lo que representa el estadio inicial en el desarrollo de la hoja
(Fig. 17).
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Figura 17. Plantulas de Arabidopsis thaliana de 5 dias (apertura de los cotiledones).

e Plantulas de 14 dias

Estas plantulas se sembraron siguiendo el protocolo anteriormente descrito, aunque
se mantuvieron creciendo durante 14 dias. En estas plantulas, comenzaba a apreciarse la
disposicidn circular de las hojas (roseta) que en total eran 4, ademas de los 2 cotiledones (Fig.
18).

Figura 18. Plantulas de Arabidopsis thaliana de 14 dias (inicio de la roseta).

e Plantulas de 24 dias

La siembra de Arabidopsis en cultivos hidropdnicos se realizaba utilizando tubos
eppendorf opacos de 0,5ml a los que se les habia seccionado la parte inferior. Una vez
cortados, los tubos eppendorf se rellenaron con fitoagar al 0,7% previamente disuelto con
calor y atemperado y, una vez solidificado, se situaron en los recipientes de cultivo y se
sembraron tres semillas de Arabidopsis previamente esterilizadas en cada tubo eppendorf. A
continuacién, los recipientes se rellenaron con solucién nutritiva y se protegieron las semillas
con film transparente. La solucién nutritiva se prepard a partir de las siguientes soluciones
stock de macro y micronutrientes:
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¥ Soluciones stock de macronutrientes: KNOs; 1 M; Ca(NOs);1 M; MgS041 M; KH,PO,4
1My Fe-EDTA 100 mM.

¥ Solucién stock de micronutrientes: H3BO3 0,5 M; MnSO4e 1H,0 0,1 M; ZnSO4 ® 7H,0
0,5 M; CuSOse 5H,0 0,1 M; Na;MoOse 2H,0 0,1 M y Cl,Co » 6H,0 0,1 M. A
continuacion, los micronutrientes se preparan en una disolucién 1000X compuesta por
H3BO346 mM; MnSO4e 1H,0 10 mM; ZnSO4 e 7H,0 0,77 mM; CuSO4 ¢ 5H,0 0,32 mM;
Na;MoO,4 ¢ 2H,0 0,58 mM y Cl,Co ¢ 6H,0 0,01 mM.

Posteriormente, el medio de cultivo va a contener macronutrientes KNO3 0,25 mM;
Ca(N0s3); 0,25 mM; MgS0,40,25 mM; KH,P0O,0,25 mM y Fe-EDTA 0,012 mM vy la disolucién de
micronutrientes 1000X se queda al 1X.

Una vez sembrados, los recipientes se mantuvieron en la camara de cultivo en
condiciones de 16 h de luza 22°Cy 8 h de oscuridad a 18°C, humedad del 60% e intensidad de
luz de 90 uE m~ s7, Aproximadamente, transcurridos los 7 dias, se retird el film transparente
y en el momento en que se detectaba la aparicién de la raiz por la parte inferior del tubo, se
activaba un sistema de burbujeo lento y continuo que favorecia la oxigenacién de la solucién
nutritiva. A partir de ese momento, la solucién se renovd semanalmente.

Para el estudio del desarrollo de Arabidopsis, se utilizaron plantulas de diferentes
edades y se analizaron por separado los tejidos de hoja y raiz. Asi, las plantulas de 24 dias
cultivadas en estas condiciones, constituyeron la primera etapa de crecimiento a estudiar. En
este estadio la planta presentaba una roseta constituida por su nimero maximo de hojas
(alrededor de 13 -14) (Fig. 19).

Figura 19. Plantulas de 24 dias de A. thaliana (roseta).

Plantulas de 34 dias

El siguiente punto de recogida se establecid aproximadamente a los 34 dias que es
cuando las plantulas presentaron estructuras de reproduccidon sexual, es decir, cuando
aparecieron las flores (Fig. 20).
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Figura 20. Plantulas de 34 dias de A. thaliana (floracién).

e Plantulas de 36 dias

Tras la floracién, rapidamente la planta inicia la produccidon de semillas. Este proceso
se inicia con la formacion del fruto, que en Arabidopsis es una vaina alargada que alberga las
semillas denominada silicua. Este acontecimiento tenia lugar aproximadamente tras 36 dias
de cultivo en las condiciones hidropénicas detalladas anteriormente (Fig. 21).

Silicua

Figura 21. Plantulas de 36 dias de A. thaliana (produccion de semillas).
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e Plantulas de 53 dias

La ultima etapa del desarrollo vegetal es la senescencia, que se alcanza cuando la
planta entra en un proceso de muerte celular programa. Desde un punto de vista fenotipico,
en esta esta fase, la mayoria de las silicuas de la planta estdan maduras y adquieren un color
amarillo-marrén, ademds, muchas de ellas se encuentran completamente abiertas, liberando
asi sus semillas. Estas caracteristicas se observaron a los 53 dias de crecimiento (Fig. 22).

Figura 22. Plantulas de 53 dias de A. thaliana (senescencia).

6.1.4. Situaciones de estrés abidtico en plantulas de Arabidopsis
6.1.4.1. Estrés por salinidad

Para realizar el estrés salino se sembraron dos grupos de placas de Petri. El primero de
ellos, se correspondia con la situacién control y contenia semillas de A. thaliana que se
mantuvieron durante 14 dias en las condiciones de crecimiento anteriormente descritas. El
segundo grupo de semillas crecid durante 14 dias en un medio MS suplementado con 100 mM de
NaCl en las mismas condiciones que las placas control (Fig. 23). Tras los 14 dias de crecimiento, se
recolectaron las plantulas y se procesaron convenientemente para los estudios posteriores de
espectrometria de masas.
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Control Salinidad

Figura 23. Plantulas de Arabidopsis tras 14 dias de estrés por salinidad.

6.1.4.2.  Estrés por metales pesados (Cadmio)

El metal pesado utilizado para realizar este estrés fue el cadmio. En este caso, también se
sembraron semillas en dos grupos de placas: un grupo control y otro grupo en el que las semillas
crecieron durante 14 dias en un medio de cultivo que contenia 150 uM de cloruro de cadmio
(CdCly) (Fig. 24). Transcurridos los 14 dias las plantulas completas se recolectaron para los
posteriores andlisis de espectrometria de masas.

Control Cadmio

Figura 24. Plantulas de Arabidopsis tras 14 dias de estrés por metales pesados (cadmio).

6.1.4.3. Estrés por baja temperatura

El estrés por baja temperatura se realizd empleando plantulas de 14 dias que habian
crecido en las condiciones de cultivo anteriormente expuestas para este material vegetal. Estas
plantulas se mantuvieron durante 24 horas sobre bandejas con hielo (pero sin contactar
directamente con él) dentro de una cdmara con una temperatura estable de 4°C. En cambio, el
grupo control se mantuvo durante ese tiempo en las condiciones éptimas de luz, temperatura y
humedad para Arabidopsis (Fig. 25).
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Baja
Control temperatura

Figura 25. Efecto del estrés por baja temperatura (42C) durante 24 horas.

6.1.4.4.  Estrés por luz continua

Para realizar el estrés por luz continua se utilizaron plantulas de Arabidopsis que durante
14 dias habian crecido en condiciones éptimas de iluminacion, temperatura y humedad. A
continuacién, las plantulas se expusieron a una intensidad luminica continua de 190 uE m2 s?
durante 48 horas. Transcurrido ese periodo se recolectaron para los posteriores andlisis de
espectrometria de masas (Fig. 26).

Control Luz Continua

Figura 26. Efecto del estrés por luz continua (190 uE m? s?) durante 48 horas.

6.1.4.5. Estrés por oscuridad

Este tipo de estrés abidtico se realizé utilizando plantulas de 14 dias que habian crecido en
condiciones éptimas. Seguidamente, se mantuvieron durante 48 horas en oscuridad, en cambio,
el grupo control continud con su ciclo de luz/oscuridad establecido (Fig. 27). Una vez transcurrido
el periodo de estrés, se recolectaron las plantulas con las que se realizaron los estudios posteriores
de espectrometria de masas.
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Control Oscuridad

Figura 27. Efecto del estrés por oscuridad durante 48 horas.

6.2. Nicotiana tabacum
6.2.1. Cultivos celulares

Otro tipo de material vegetal utilizado en esta Tesis Doctoral fueron los cultivos celulares
de Nicotiana tabacum (tabaco). Estos cultivos celulares se mantuvieron en 100 ml de un medio de
crecimiento basado en el descrito por (Chandler et al. 1972). Las principales condiciones de cultivo
fueron: agitacion continua (150 rpm), temperatura constante de 25°C e iluminacién continua con
luz blanca fotosintética. La renovacion del cultivo se realizé cada 7 dias bajo condiciones de estricta
esterilidad subcultivando un volumen de 10 ml de células en suspensidon en 100 ml de medio. Los
cultivos celulares utilizados para los experimentos se recolectaron a los 4 dias tras el subcultivo.

6.3. Saccharomyces cerevisiae

6.3.1. Cultivos de levaduras

Pararealizar los experimentos indicados en este trabajo se utilizé la cepa deSaccharomyces
cerevisiae de tipo salvaje (BY4741: MATa; his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0) de EUROSCAREF. Las
células de levadura se cultivaron a 30°C y en agitacion en un medio (YPGE) que contenia extracto
de levadura al 1 % (p/v). Para realizar los analisis bioquimicos y de espectrometria de masas se
utilizaron cultivos de levadura a una densidad éptica (DOeoo) de crecimiento de 0,6.

6.3.2. Estrés por choque térmico

Cuando los cultivos de levadura alcanzaron una DOgo= 0,6 en las condiciones de crecimiento
anteriormente detalladas, una fraccién del cultivo se sometié a un choque térmico de 372C durante
una hora. La otra fraccién del cultivo constituyé la muestra de control. Las células procedentes de
ambas situaciones, se recogieron por centrifugacion a 3000 xg durante 5 minutos y 4°C. El sedimento
celular se lavd con agua destilada fria y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones. Este proceso
se repitié una vez mas.
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7. Obtencion del extracto proteico vegetal por precipitacion con acetona

En primer lugar, la muestra vegetal se homogeneizd en nitrégeno liquido hasta la obtencién
de un polvo fino al que se afiadié un tampadn especifico en proporcidn 1:2 (p:v) (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6,
sacarosa 7 % (p/v); PVPP 7 % (p:v); Triton X-100 0,05 % (v/v) y EDTA 0,1 mM). A continuacién, la muestra
se centrifugd a 10.000 xg durante 15 minutos a 4°C y se recogié el sobrenadante, que se volvida
centrifugar una vez mas en las mismas condiciones anteriormente mencionadas. El sobrenadante
obtenido se precipitd con acetona fria (-20 °C) al 70% y se almacend toda una noche a -20 °C.
Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugd a 10.000 xg durante 15 minutos a 4°C. En este caso,
se desecho el sobrenadante. El precipitado se reservé y se utilizé para llevar a cabo las determinaciones
de los niveles de NO,-FAs que se encontraban aductados con proteinas y para la identificacion de las
proteinas nitroalquiladas por nano-LC/MS-MS.

8. Obtencidn del extracto libre de células (ELC) de levaduras

Las células de levadura se lisaron por sonicacion durante 1 hora a 4°C en un tampdn de
homogeneizacién [Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, DTT 0,1 mM, Triton X-100 0,1 % (p/v), EDTA 1 mM, PMSF 1
mM, céctel comercial de inhibidores de proteasas al 10 % (AEBSF, 1,10-fenantrolina, pepstatina A,
leupeptina, bestatina y E-64 de Sigma-Aldrich) y 5 mg de zimoliasa por gramo de células] afiadido en
una proporcién de 1:5 (p de células: volumen de tampdn de homogeneizacion). A continuacion, las
células sonicadas se centrifugaron a 10.000 xg durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante constituyo
el extracto libre de células (ELC).

9. Determinacion de la concentracion de proteinas totales (Bradford)

Los niveles de proteinas totales se determinaron mediante el método de Bradford (Bradford
1976) y utilizando una recta patrén con concentraciones conocidas de albimina sérica bovina (0 - 0,6
mg/ml). Se realizaron tres diluciones de cada muestra en un volumen final de 800 pl a los que se
afiadieron 200 pl de reactivo de Bradford comercial (Bio-Rad Protein Assay Reagent). Seguidamente,
se agitaron los tubos y tras una incubaciéon de 10 min a temperatura ambiente, se determiné la
absorbancia a 595 nm frente a un blanco que contenia 800 ul de agua milli Q y 200 pl de reactivo de
Bradford.

10. Deteccion de marcadores de la homeostasis redox
10.1. Deteccion y cuantificacion de los niveles de malondialdehido

Uno de los marcadores del estado redox celular es el MDA, el cual es generado por la
ruptura de los acidos grasos insaturados como consecuencia de la oxidacién por ROS de los lipidos
de membrana (peroxidacién lipidica). Por tanto, el MDA es utilizado como un marcador de estrés
oxidativo.

Las muestras control y las procedentes de los diferentes estreses estudiados en las
plantulas de Arabidopsis se homogeneizaron con nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino.
A continuacion, se afiadid el reactivo TBA-TCA-HCI (15 % (p/v) acido tricloroacético (TCA), 0,37 %
(p/v) acido 2-tiobarbiturico (TBA), 0,25 M acido clorhidrico (HCl)) en proporciéon 1/10 (p/v) y se
incubaron las muestras en tubo pyrex durante 30 minutos a 85°C. Posteriormente, las muestras se
dejaron enfriar en hielo y se centrifugaron a 11000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se recogié el
sobrenadante para volver a centrifugarlo en las mismas condiciones. Finalmente, se separd el
sobrenadante para determinar su absorbancia espectrofotométrica a 535 y 600 nm. El calculo de
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los niveles de MDA se realizé restando a la Abs a 535 nm la obtenida a 600 nm para descartar
impurezas y teniendo en cuenta el coeficiente de extincién molar del MDA: € =1,56-10° M'cm™.

10.2. Deteccidn y cuantificacion de los niveles de H,0; en Arabidopsis thaliana

Los niveles de H,0,, otro marcador de estrés oxidativo, se analizaron tanto en las muestras
control como en las procedentes de los diferentes estreses ensayados utilizando el kit comercial
Amplex Red (Sigma) (Karakuzu et al. 2019) y en un lector de microplacas. En primer lugar, el
material vegetal se homogeneizé con nitrégeno liquido hasta conseguir un polvo fino al que se
afiadié un tampon fosfato potdsico 100 mM, pH 7 en proporcion 1:4 (p:v) (para las muestras de
desarrollo) o 1:2 (para las muestras de los estreses). A continuacion, las muestras se centrifugan a
16000 xg durante 15 minutos a 4°C, se recogio el sobrenadante y se volvié a centrifugar en las
mismas condiciones.

En cada pocillo de microplaca se dispusieron 50 ul de muestra, patrén o blanco y se
anadieron 25 pl de Amplex Red 0,2 mM y 25 ul de solucidn de peroxidasa de rabano picante 0,4
U/ml en tampdn fosfato sddico 100 mM, pH 7. Tras una incubacion de 10 minutos, se determind
la absorbancia a 570 nm. Para cuantificar los niveles de H,0,, se utilizd una recta patrén con
diferentes concentraciones de H,0; (0 - 10uM).

10.3. Deteccion y cuantificacion de los niveles de H,02 en Saccharomyces cerevisiae

En el caso, de las muestras control y de estrés estudiadas en S. cerevisiae, el H,0, se midid
siguiendo el método descrito por (Bellincampi et al. 2000) con algunas modificaciones. En primer
lugar, se elimind la presencia de reductores en el ELC mediante el uso de columnas desaladoras
NAP10 (GE Healthcare). Para ello, 1ml de muestra se introdujo en una columna de desalacion
equilibrada previamente con Tris-HCl 0,1mM, pH 7,6 y, posteriormente, la muestra se eluyd con
1,5 ml de dicho tampdn.

A continuacién, se incubd un volumen de 500 pL de ELC libre de reductores con el mismo
volumen del reactivo de ensayo, que contenia 500 uM de sulfato ferroso amdnico, 50 mM de
H.S04, 200 uM de naranja de xilenol y sorbitol 200 mM durante 45 minutos en oscuridad. La
oxidacion de Fe*? a Fe*> mediada por el H,0; se determiné espectrofotométricamente midiendo el
complejo Fe**-naranja de xilenol a A= 560 nm. El trazado de una recta patrén de H,0, (0 -9,8 pM)
permitié cuantificar los niveles de H,0O; presentes en las muestras.

10.4. Deteccidn y cuantificacion de los niveles de ROS extracelulares en los cultivos
celulares de Nicotiana tabacum

En los cultivos celulares de N. tabacum de 4 dias tratados con las elicitinas y los NO,-FAs
se determinaron los niveles de ROS extracelulares por quimioluminiscencia en un lector de
microplacas. Para ello, en cada pocillo se afiadieron 140 pl del tampdn de reaccidon (50mM MES,
pH 6,5, 175 mM manitol, 0,5 mM CaCl,y 0,5 mM K,S0,) y 135ul del cultivo celular o de medio de
cultivo (blanco). A continuacion, 25 pul de luminol (25 uM) fueron dispensados automaticamente
en cada pocillo y, finalmente, se determiné la quimioluminiscencia a 450 nm (Noirot et al. 2014).
Los niveles de ROS extracelulares se expresaron en unidades relativas de ROS (unidades de
luminiscencia).
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11. Sintesis del acido nitro-oleico (NO2-OA), del acido nitro-oleico marcado con
carbono 13 (*3C1s-NO,-OA), del acido nitro-linoleico (NO2-LA) y del 4cido
nitro-linolénico (NO>-Ln)

La sintesis del NO,-OA se llevd a cabo siguiendo un método consistente en la nitroselenacion,
oxidacién y eliminacién de hidroselendxido, similar al descrito previamente en los trabajos de
(Alexander et al. 2006; Baker et al. 2004). El proceso se inicié mezclando acido oleico comercial (1 g,
3,05 mmol), cloruro de mercurio sélido (1,15 g, 4,23 mmol), bromuro de fenilselenilo (0,93 g, 3,93
mmol) y nitrito de sodio (0,49 g, 7,19 mmol) que se disolvieron en una mezcla de tetrahidrofurano -
acetonitrilo (1:1, v/v, 24 ml) en atmédsfera de Ar durante 12 h. Después de la incubacion, los sélidos se
eliminaron por filtracién y el disolvente se evapord. A continuacidn, el residuo se disolvié en
tetrahidrofurano (12 ml), se afiadié gota a gota perdxido de hidrégeno al 33% (3,63 ml) y se incubd
durante 1 hora en agitacidn y manteniendo la reaccidn en un bafio con hielo. Seguidamente, se realizé
una extraccion con hexano, se lavd con solucion saturada de cloruro de sodio, se secé con sulfato de
magnesio anhidro, se filtré y se evapord el solvente. El residuo seco se recogié en una mezcla de
hexano/éter dietilico/acido acético (5 ml, 80:20:0,5, v/v/v) y se descontamind mediante cromatografia
en columna ultrarrapida (gel de silice 60) con una mezcla de hexano/éter dietilico/acido acético
(80:20:0,5, v/v/v). Las fracciones de interés se seleccionaron mediante TLC en placas de gel de silice 60
(tamafio de particula 25 mm, 0,2 mm de espesor, laminas Fluka Alu), eluidas con una mezcla de
hexano/éter dietilico/acido acético (80:20:0,5, v/v/v). Las TLC se revelaron con luz ultravioleta (el grupo
nitro absorbe la luz ultravioleta) y con yodo (que reacciona con los dobles enlaces de la molécula). De
esta forma, se seleccionaron las fracciones enriquecidas en NO»-OA y libres de la presencia de acido
oleico que no hubiera reaccionado. Finalmente, se analizé su estructura por RMN con un
espectrometro Bruker Avance 400 (Billerica, MA) operando a 400.13 MHz para 1H. El procesamiento
y los célculos de los espectros se realizaron con el software ACD/Labs versién 12.01, 2009 (Advanced
Chemistry Development, Toronto, Ontario, Canada).

El NO,-OA marcado con carbono 13 (*C1s-NO,-OA), que se utilizé como patrén interno en el
protocolo de cuantificacion de los NO,-FAs, se sintetizd tal y como se ha descrito anteriormente.

Para la sintesis del NO,-LA y del NO,-Ln también se siguio el protocolo anterior con la diferencia
de que el periodo de incubacion del proceso de nitroselenacién se realizd durante 4 horas en atmasfera
de Ar en lugar de extenderse 12 horas.

12. Deteccion de los acidos grasos nitrados
12.1. Deteccion de los NO>-FAs de los depdsitos lipidicos
12.1.1. Extraccion lipidica

La deteccion de los niveles de NO»-FAs que se encontraban esterificados con lipidos mas
complejos se llevd a cabo en muestras de Arabidopsis thaliana y en Saccharomyces cerevisiae. En
primer lugar, las muestras fueron homogeneizadas en nitrogeno liquido para conseguir una mayor
disgregacion de las paredes celulares y del tejido en general. A continuacion, se realizd la
extraccién del material lipidico utilizando la técnica de Bligh and Dyer (Bligh and Dyer 1959). El
primer paso de la extraccion lipidica consistié en afiadirle a 1g de material vegetal o de levaduras,
13ml de una mezcla de hexano/isopropanol/ 4cido formico 1M (30:20:2, v:v:v) seguido de una
fuerte agitacién durante 2 minutos. A continuacidn, se afiadieron 13 ml de hexano, se volvié a
agitar vigorosamente durante 2 minutos y se centrifugd a 2500 xg a 4°C durante 2 minutos.
Transcurrida la centrifugacidn, se pudieron observar perfectamente dos fases: la fase organica
superior, que contenia las moléculas apolares, como los lipidos y la fase acuosa inferior, que
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contenia las moléculas polares, como proteinas y pigmentos. Se recogid la fase orgdnica superior
y se evaporé con corriente de nitrégeno liquido.

12.1.2. Extraccion en fase sdlida

El material lipidico se separé cromatograficamente en las diferentes clases de lipidos
utilizando columnas de extraccién en fase sélida (SPE) Strata-NH; con una capacidad mdxima de
500 mg /6 ml (Zou 2011; Pietsch and Lorenz 1993). En primer lugar, las columnas se activaron con
4 ml de acetona/H;0 (7:1, v:v) y se equilibraron con 4 ml de hexano. A continuacidn, se afiadio la
muestra solubilizada en 300 pl de una mezcla de hexano/metil tert-butil eter/acido acético
(100:3:0,3, v:v:v) y los ésteres de fitoesteroles (SE), los triacilglicéridos (TAG), los mono vy
diacilglicéridos (MAG-DAG), los acidos grasos libres (FFA), la fosfatidilcolina (PC), la
fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS) y el fosfatidilinositol (PI) fueron secuencialmente
eluidos con 12ml de hexano, hexano/cloroformo/etil acetato (100:5:5, v/v/v),
cloroformo/isopropanol (2:1, v/v), dietil-éter/acido acético al 2%, acetonitrilo/1-propanol (2:1,
v/v), metanol, isopropanol/HClI metandlico (4:1, v/v) y metanol/HCl metandlico (9:1, v/v),
respectivamente. Finalmente, las diferentes fracciones obtenidas se evaporaron con nitrégeno
liquido.

12.1.2.1. Confirmacidn de la clase de lipidos

Las columnas de cromatografia Strata-NH; separaron a los lipidos complejos en funcién de
su polaridad mediante el uso de disolventes con polaridad creciente. De esta manera, se
obtuvieron las siguientes 8 fracciones en orden creciente de polaridad: ésteres de fitoesteroles,
triacilglicéridos, mono y diacilglicéridos, acidos grasos libres, fostatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol. A continuaciéon, se ha corrobord
mediante técnicas espectrofotometria y de espectrometria de masas la presencia mayoritaria de
cada una de las clases de lipidos en su fraccidn cromatografica correspondiente.

En la fraccion de los ésteres de fitoesteroles, concretamente se identificé la presencia de
los ésteres de colesterol mediante un método enzimatico espectrofotométrico. La fraccién de SE
se solubilizé en metanol, se le afiadid una mezcla de enzimas (colesterol esterasa, colesterol
oxidasa, peroxidasa y 4-aminofenazona) y se incubd durante 5 minutos a 37 2C. Los ésteres de
colesterol presentes en la muestra se reducian por la colesterol esterasa dando lugar a colesterol
y acidos grasos. El colesterol liberado se oxidaba por la colesterol oxidasa en 4-colestenona y H,0,.
Finalmente, el H,0;, en presencia del 4-aminofenazona y peroxidasa generaba una molécula
llamada quinonimina que absorbia luz a 505 nm.

La deteccion de TAG, MAG-DAG, PC, PE, PS y Pl se realizo siguiendo el protocolo descrito
por (Gutbrod et al. 2021) mediante espectrometria de MS/MS por infusién directa. Para ello, las
fracciones de TAG, MAG-DAG, PC, PE, PS y PI se solubilizaron en 100 pl de una mezcla de
metanol/cloroformo/acetato de amonio 300 mM (665:300:35, v:v:v), con excepcidn de la PS, a la
que también se afadieron 8 pl de acido acético. El andlisis MS/MS se llevé a cabo en un
espectrometro de masas QTOF de Agilent que enviaba las muestras directamente a la fuente de
iones (que funcionaba en modo positivo). Todos los lipidos se midieron utilizando los siguientes
ajustes del equipo: flujo del gas de secado: 4 |/min de nitrégeno; voltaje del fragmentador: 100 V;
temperatura del gas: 325 C; velocidad de barrido: 1 espectro/s.

Para identificar cada clase de lipido, se utiliz6 como patrén una determinada especie
molecular representativa en las hojas de las plantas, de las cuales conociamos el ion del aducto
molecular [M + H]* o [M + NH4]* y la masa molecular correspondiente al ion del aducto (m/z). La
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fragmentacion de los TAG y DAG se caracteriza por la pérdida neutra del aducto correspondiente
al acido graso+NHj3, que se pudo detectar mediante un escaneo de la pérdida neutra para la masa
indicada. La fragmentacion de los fosfoslipidos, con excepcion de la PC, también se detectd por la
busqueda en barrido de la diferencia de la pérdida neutra correspondiente al aducto formado por
el grupo de cabeza del fosfolipido. En el caso de la PC, la deteccidn se llevd a cabo mediante el
escaneo del ion precursor correspondiente a su grupo de cabeza (Tabla 9).

Tabla 9. lones moleculares, iones generados tras la fragmentacion y parametros para el analisis de TAG,
DAG y fosfolipidos mediante Q-TOF MS/MS.

Clase Especie ; Diferencia de masa
P lon del aducto lon del aducto Método de
de molecular EC (V) .. de escaneo de la
L ) molecular molecular (m/z) deteccion .
lipido (Ejemplo) pérdida neutra

Pérdida 295,2511 (Gutbrod

TAG 54:9-TAG [M + NH4] 890,7238 20 neutra etal. 2021)
Pérdida 273,2667, 295,2511
Q. + ’ ’ ’
DAG 34:3-DAG [M + NH4] 608,5254 20 neutra (Gutbrod et al. 2021)
PC  36:6-PC [M + H]* 778,5382 35 lon 184,0739 (Brigger et
precursor al. 1997)
) . Pérdida 141,0191 (Briigger et
PE 34:3-PE [M +H] 714,5069 20 neutra al. 1997)
Pérdida 185,0089 (Brugger et
03 + ’
PS 34:3-PS [M + H] 758,4967 22 neutra al. 1997)
Pérdida 277,0563 (Taguchi et
09, + ’
Pl 34:2-Pl [M + NH4] 852,5597 20 neutra al. 2005)

EC: energia de colision; V: voltaje.
12.1.3. Hidrdlisis acida

Las fracciones cromatograficas obtenidas, con excepcién de la fraccidn de acidos grasos
libres, se sometieron a una hidrélisis acida, siguiendo el protocolo de (Fazzari et al. 2017; Aveldafio
and Horrocks 1983) pero afiadiendo ligeras modificaciones para adaptarlo al material vegetal.
Mediante este procedimiento se liberaron los acidos grasos que se encontraban esterificados en
cada uno de los lipidos complejos.

Inicialmente, las fracciones cromatograficas evaporadas se solubilizaron con 50 pl de
metanol y se afiadié una concentracidon conocida *3C15-NO»-OA (10 nM), el cual es utilizado como
patrén interno para determinar la pérdida de acidos grasos generada durante el proceso de
hidrdlisis acida y por el efecto matriz de las muestras en los analisis de MS/MS. Para limitar las
reacciones de nitracion catalizadas por acidos artificiales, se afiadieron 250 pl de sulfanilamida
metandlica (1 g /10 ml), que es un secuestrador del NO, y se incubé durante 20 minutos. A
continuacién, las muestras se evaporaron por corriente de nitrégeno liquido y se incubaron con
2,5 ml de acetonitrilo/HCI (9:1, v:v) a 90°C durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo, se llevé a cabo
la extraccién de los acidos grasos liberados afadiendo 5ml de hexano y 2,5ml de H,0 y agitando
vigorosamente la mezcla durante 1 minuto. La centrifugacion de la mezcla a 1000 xg durante 5
minutos a 4°C nos permitié diferenciar perfectamente las dos fases generadas. Se recogio la fase
organica (superior) donde se encontraban disueltos los acidos grasos libres, se evapord con
corriente de nitrégeno liquido y se resuspendié con 200 pl de metanol. Finalmente, las muestras
se filtraron a través de filtros de tefldn de 0,45 uM antes de ser analizadas por espectrometria de
masas (LC-MS/MS).
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12.2. Deteccidn de los NO-FAs de los depdsitos proteicos

La deteccién de los niveles de NO,-FAs que se encontraban aductados con proteinas se
llevé a cabo en las muestras procedentes de las diferentes etapas de crecimiento y estreses de
Arabidopsis thaliana. Los extractos proteicos obtenidos de la precipitacion con acetona de las
diferentes situaciones mencionadas anteriormente, se solubilizaron en 2ml de metanol.

A continuacién, se llevd a cabo la oxidacién de la unién del NO,-FA con las proteinas, es
decir, la oxidacion del aducto de Michael, utilizando para ello el método descrito por (Padilla et al.
2017a) pero con algunas modificaciones. En primer lugar, la muestra se dividié en dos partes
iguales:
¥ Una de las partes no se oxidd y se utilizé para cuantificar los niveles de NO,-FAs libres que se
hubieran podido arrastrar durante la precipitacidon con acetona, por tanto, estos NO,-FAs no
procedian de la unién con proteinas.

¥ La otra parte de la muestra se incubd con 50 mM de H,0,, que se aiadio por infusién cada 20
minutos durante 3 horas y 20 minutos y en agitacion. El tratamiento con el H,0; oxidara los
aductos de Michael con la consiguiente liberacién del NO,-FA.

A continuacion, tanto a la muestra no oxidada como a la oxidada se les afiadié una
concentracién conocida del patrén interno *C1s-NO,-OA (10 nM). Seguidamente, se procedid a la
extraccion de los acidos grasos libres afiadiendo 7,5ml de hexano y agitando vigorosamente
durante 2 minutos. Para separar bien las fases, se centrifugd a 1000 xg durante un minuto a 4°Cy
la fase superior apolar correspondiente al hexano, rica en acidos grasos, se recogio y se evapord
con corriente de nitrégeno liquido. Finalmente, las muestras se hicieron pasar a través de filtros
de politetrafluoroetilino (PTFE) de 0,45 uM antes de ser analizadas por espectrometria de masas
(LC-MS/MS).

12.3. Deteccion e identificacion de los NO2-FAs por LC-MS/MS

La deteccidn, identificacién y cuantificacidn de la presencia de NO,-FAs en las muestras de
levaduras y plantas se realizé utilizando un espectrdmetro de masas triple cuadrupolo con trampa
lineal (QTRAP 6500+) de Sciex acoplado a un cromatdgrafo liquido de ultra alta resolucién (UHPLC)
ExionLC AD de la misma marca. Los extractos lipidicos se separaron mediante una columna Kinetex
1,7 um C18 100 A (150 x 2,1 mm) en un sistema de solventes compuesto por agua con 0,1% de
acido férmico (A) y metanol con 0,1% de acido férmico (B) y con el siguiente programa de
gradiente: comienzo con 10% B y ascenso a 95% en 5 min, de los 5 a los 10 min el gradiente fue
isocratico a 95% B. A los 10,1 min se volvid a las condiciones iniciales y permanecio asi durante 5
min para reequilibrar la columna. El flujo se mantuvo constante a 0,3 ml /min.

El analisis MS/MS se realiz6 en modo de iones negativos, utilizando una energia de colision
oscilante y una temperatura de desolvatacion de 350 2C. La presencia de los diferentes NO,-FAs se
detecté usando el modo de escaneo de monitorizacién de reacciones multiples (MRM) con
transiciones MRM especificas correspondientes al NO,-OA (326/46 y 326/279 m/z), al *C1s-NO»-
OA (344,1/46 m/z), al NO»-LA (324/46 y 324/277 m/z) y al NO»-Ln (322/46 y 322/275 m/z) (Baker
et al. 2005; Bonacci et al. 2012).

La cuantificacion de los niveles de NO»-FAs se realizd6 mediante una curva de calibracion
elaborada con el estdndar de referencia para cada NO,-FA, con un rango de concentraciones entre
0,5nMy 18,75 nMy con la presencia del *C1s-NO,-OA como patrdn interno para corregir la pérdida
causada por el procesamiento. En todos estos casos, los datos obtenidos fueron analizadosy
procesados utilizando el software Sciex OS (Absciex). Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.
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13. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
13.1. Fosfoglicerato quinasa (PGK) de Arabidopsis thaliana

La expresidn y purificacidon de la PGK se realizé utilizando el pldasmido pHTP1 que es un
vector de expresién que forma parte del sistema de expresion y clonacién NZYEasy (NZYTech S.L.).
El gen de la PGK se incluyd en el plasmido pHTP1 y se utilizé para transformar células de E. coli
BL21. Las células transformadas se cultivaron en medio LB complementado con NZY auto-
induccion y suplementado con Kanamicina a 37°C hasta alcanzar una fase de crecimiento
estacionaria. Finalmente, la temperatura de los cultivos se redujo a 25 °C y se mantuvieron a esta
temperatura durante 16 horas.

La purificacion de la proteina recombinante se realizé mediante cromatografia de afinidad
con metales inmovilizados (IMAC). El protocolo cromatogréfico incluia un paso de lavado (repetido
dos veces) con tampdn de lavado (imidazol 10 mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, CacCl,; 5
mM), un segundo paso de lavado con imidazol 35 mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl, CaCl, 5 mM,
un tercer paso de lavado con imidazol 60 mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, CaCl, 5 mM.
Finalmente, las proteinas recombinantes se eluyeron con imidazol 300 mM, NaHepes 50 mM pH
7,5, NaCl 1 M, CaCl, 5 mM.

La PGK purificada se analizd mediante SDS-PAGE al 14 % y el resultado de la electroforesis
se tifd con colorante azul de Coomassie. El valor teérico predicho para su masa molecular era de
50,1 kDa, sin embargo, la masa molecular de la proteina recombinante fue de 53,1 kDa, ya que la
secuencia contenia una etiqueta de histidinas seguida de una secuencia de reconocimiento de la
proteasa del virus del tabaco (TEV) en el extremo N-terminal (Fig. 28).

A) MGSSHHHHHHSSGPQQGLRENLYFQGMASAAASSAFS B) kDa 1 2
LLKSTGAVASSAGTRARASLLPIPSTSVSARPLGFSATLDSR |
RFSLHVASKVESVRGKGSRGVVSMAKKSVGDLTSADLKG 96
KKVFVRADLNVPLDDNQTITDDTRIRAAIPTIKYLIENGAK 66 «— PGK
VILSTHLGRPKGVTPKFSLAPLVPRLSELLGIEVTKADDCIG 40 (53,1 kDa)
PEVESLVASLPEGGVLLLENVRFYKEEEKNDPEFAKKLASL 32 z"’
ADLYVNDAFGTAHRAHASTEGVTKFLKPSVAGFLLQKEL 26

DYLVGAVSNPKRPFAAIVGGSKVSSKIGVIESLLEKCDILLL
GGGMIFTFYKAQGLSVGSSLVEEDKLELATELLAKAKAKG
VSLLLPTDVVVADKFAPDANSKIVPASGIEDGWMGLDIG
PDSIKTFNEALDTTQTVIWNGPMGVFEMEKFAAGTEAI
ANKLAELSEKGVTTIIGGGDSVAAVEKVGVAGVMSHIST
GGGASLELLEGKVLPGVIALDEAIPVTV

Figura 28. PGK recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la PGK recombinante. El area
subrayada representa la etiqueta de histidinas seguida de una secuencia de reconocimiento de la proteasa
del TEV. B) SDS-PAGE de la PGK recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores de peso molecular
y en la linea 2, la proteina purificada con un peso molecular de 53,1 kDa.
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13.2. Triosa fosfato isomerasa (TPI) de Arabidopsis thaliana

La expresion y purificacidn de la TPI se realizé utilizando también el sistema de expresion
y clonacidon NZYEasy (NZYTech S.L.). El marcaje de la proteina con una etiqueta de 6 histidinas
permitid su purificacion mediante IMAC, siguiendo el protocolo cromatografico anteriormente
descrito.

La TPI purificada se analizé6 mediante SDS-PAGE al 14 % y el resultado de la electroforesis
se tifid con colorante azul de Coomassie. El valor tedrico predicho para su masa molecular era de
27,2 kDa, sin embargo, la masa molecular de la proteina recombinante obtenida fue de 30,1 kD3,
debido a la etiqueta de histidinas seguida de la secuencia de reconocimiento de la proteasa del
TEV en el extremo N-terminal (Fig. 29).

A) MGSSHHHHHHSSGPQQGLRENLYFQGMARKFFVGGN  B) kDa 1 2
WKCNGTAEEVKKIVNTLNEAQVPSQDVVEVVVSPPYVF

LPLVKSTLRSDFFVAAQNCWVKKGGAFTGEVSAEMLVN - £
LDIPWVILGHSERRAILNESSEFVGDKVAYALAQGLKVIAC 48 |
VGETLEEREAGSTMDVVAAQTKAIADRVTNWSNVVIAY -
EPVWAIGTGKVASPAQAQEVHDELRKWLAKNVSADVA o - TP
ATTRIIYGGSVNGGNCKELGGQADVDGFLVGGASLKPEF (30,1 kDa)
IDIIKAAEVKKSA 18 -

Figura 29. TPI recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la TPl recombinante. El area
subrayada representa la etiqueta de histidinas seguida de la secuencia de reconocimiento de la proteasa
del TEV. B) SDS-PAGE de la TPl recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores de peso
molecular y en la linea 2, la proteina purificada con un peso molecular de 30,1 kDa.

13.3. Enzima madlico dependiente de NADP de Arabidopsis thaliana

La sobreexpresion del NADP-ME se llevd a cabo utilizando el sistema de produccion
CASCADE™ (Biomedal, S.L.). Este sistema de expresidon presenta dos elementos reguladores, uno
se encuentra a nivel cromosdmico en la cepa REG-1 de Escherichia coli (nahR/Psal::xylS2) y el otro
se encuentra en el plasmido pALEXB (Pm/LacO/c-lytAG::gen de interés). El salicilato actia como
inductor, en concreto, actla sobre las proteinas activadoras de la transcripcién presentes en este
sistema, NAHR y XYLS2. El efecto sinérgico de dos reguladores de la transcripcidn en un sistema de
cascada secuencial, permite un aumento de la expresion proteica de unas 20 veces con respecto a
otros sistemas de expresion convencionales.

El gen del NADP-ME se incluyd en el plasmido pALEXB y se introdujo por transformacién
en células E. coli, BIVU0811. Las células transformadas se cultivaron en medio LB que contenia
Kanamicina y Ampicilina.

La induccidn de la proteina se logré cultivando las células transformantes, que se
encontraban en estado exponencial de crecimiento, a 30°C durante 4,5 h y a 20°C durante toda
una noche.

La purificacion de la proteina recombinante se realizd mediante cromatografia de afinidad
utilizando la resina LYTRAP (BIOMEDAL) como fase estacionaria. El protocolo cromatografico
incluia un paso de lavado con 20 volimenes de tampdn fosfato potasico 20 mM, pH 7, 300 mM de
NaCl, 5 mM de colina. La elucién de la proteina se realizé afiadiendo el mismo tampdn fosfato
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potasico, pero con 100 mM NaCl y diferentes concentraciones de colina: 20 mM (E1), 50 mM (E2),
75 mM (E3), 100 mM (E4), 150 mM (E5), 175 mM (E6), 200 mM (E7) y 500 mM (E8).

El NADP-ME purificado se analizé6 mediante SDS-PAGE al 12 % vy el gel resultante se tiiid
con colorante azul de Coomassie. El valor tedrico predicho para su masa molecular era de 64,4
kDa, sin embargo, la masa molecular de la proteina recombinante obtenida fue de 84 kDa, ya que
la secuencia recombinante contenia el Lytag, el cual es un dominio proteico de Streptococcus
pneumoniae (Fig. 30).

A) MMGISREQFKHDIENGLTIETGWQKNDTGYWYVHSDGSYPKDKFE B) kDa 1 2
KINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWFDNSGEMATGWK -

KIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQS
ADGTGWYYLKPDGTLADRPEFTVEPDGLITVKASMTGGQQMGRDL
YDDDDKDPMGTNQTQISDEYVTGNSSGVGGGISDVYGEDSATLDQL 150
VTPWVTSVASGYTLMRDPRYNKGLAFTDKERDAHYITGLLPPVVLSQ
DVQERKVMHNLRQYTVPLQRYMALMDLQERNERLFYKLLIDNVEEL
LPVVYTPTVGEACQKYGSIYRRPQGLYISLKEKGKILEVLKNWPQRGIQ 75 S <~ NADP-ME
VIVVTDGERILGLGDLGCQGMGIPVGKLSLYTALGGIRPSACLPITIDV (84 kDa)
GTNNEKLLNNEFYIGLKOKRANGEEYAEFLQEFMCAVKQNYGEKVLY
QFEDFANHHAFELLSKYCSSHLVFNDDIQGTASVVLAGLIAAQKVLGK
SLADHTFLFLGAGEAGTGIAELIALKISKETGKPIDETRKKIWLVDSKGLI
VSERKESLQHFKQPWAHDHKPVKELLAAVNAIKPTVLIGTSGVGKTFT
KEVVEAMATLNEKPLILALSNPTSQAECTAEEAYTWTKGRAIFASGSP
FDPVQYDGKKFTPGQANNCYIFPGLGLGLIMSGAIRVRDDMLLAASE
ALASQVTEENFANGLIYPPFANIRKISANIAASVGAKTYELGLASNLPR
PKDLVKMAESCMYSPVYRNFR
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Figura 30. NADP-ME recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia del NADP-ME recombinante. El
area subrayada representa la secuencia Lytag. B) SDS-PAGE del NADP-ME recombinante. En la linea 1 se
muestran los marcadores de peso molecular y en la linea 2, la proteina purificada eluida en la 62 fraccién
con un peso molecular de 84 kDa.

13.4. Isocitrato deshidrogenasa citosélica de Arabidopsis thaliana

La expresidn de la ICDH se llevé a cabo con el sistema de producciéon CASCADE™
(Biomedal, S.L.) y siguiendo el mismo protocolo que el del NADP-ME descrito anteriormente.

La purificacion de la proteina recombinante se realizé mediante cromatografia de afinidad
utilizando la resina LYTRAP (BIOMEDAL) como fase estacionaria. El protocolo cromatografico incluia un
paso de lavado con 10 volimenes de tampdn fosfato potasico 20 mM, pH 7, 300 mM NacCl, 5 mM
colina. La elucidn de la proteina se realizé afiadiendo el mismo tampdn fosfato potdsico pero con 100
mM NaCl y un gradiente continuo de colina de 20 mM a 1000 mM (10 fracciones).

La ICDH purificada se analizé mediante SDS-PAGE al 12,5 % vy el gel resultante se tifié con
colorante azul de Coomassie. El valor tedrico predicho para su masa molecular era de 45,7 kDa, sin
embargo, la masa molecular de la proteina recombinante resulté ser de 67,2 kDa, debido a la secuencia
Lytag de Streptococcus pneumoniae (Fig. 31).
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A) MMGISREQFKHDIENGLTIETGWQKNDTGYWYVHSDGSYPKDKFE B) kba 1 2
KINGTWYYFDSSGYMLADRWRKHTDGNWYWFDNSGEMATGWK 180
KIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDTWYYLDAKEGAMVSNAFIQS 130 =
ADGTGWYYLKPDGTLADRPEFTVEPDGLITVKASMTGGQQMGRD 95 [N
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LDIKYFDLGLPHRDATDDKVTIESAEATKKYNVAIKCATITPDEGRVTE 55 e (67 2 kDa)
FGLKQMWRSPNGTIRNILNGTVFREPIICKNVPKLVPGWTKPICIGR 43 ’
HAFGDQYRATDAVIKGPGKLTMTEGKDGKTETEVFTFTGEGGVAM
AMYNTDESIRAFADASMNTAYEKKWPLYLSTKNTILKKYDGRFKDIF 34

QEVYEASWKSKYDAAGIWYEHRLIDDMVAYALKSEGGYVWACKNY
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Figura 31. ICDH recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la ICDH recombinante. El area subrayada
representa la secuencia Lytag. B) SDS-PAGE de la ICDH recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores

de peso molecular y en la linea 2, la proteina purificada eluida en la 62 fraccion con un peso molecular de 67,2
kDa.

13.5. Glutatidn S-transferasa (GST) de Arabidopsis thaliana

Para la obtencién de la proteina recombinante GST se utilizé el sistema de expresion y
clonacion NZYEasy (NZYTech S.L.). La proteina se purificé mediante IMAC siguiendo el protocolo
cromatografico anteriormente descrito para la la PGK.

El valor tedrico predicho para su masa molecular era de 25,1 kDa, sin embargo, la masa
molecular de la proteina recombinante obtenida fue de 28,1 kDa como consecuencia de la etiqueta
de histidinas seguida de la secuencia de reconocimiento de la proteasa del TEV presente en el
extremo N-terminal de la proteina recombinante (Fig. 32).

A) MGSSHHHHHHSSGPQQGLRENLYFQGMA  B) kDa 1 2
QNDTVKLIGSWSSPYSLRARVALHLKSVKYEY

LDEPDVLKEKSELLLKSNPIHKKVPVLLHGDLS E 1
ISESLNVVQYVDEAWPSVPSILPSDAYDRASA -
RFWAQYIDDKCFAAVDAVVGAKDDEGKMA 3
AVGKLMECLAILEETFQKSSKGLGFFGGETIG 26 “(ZsiskTDa)
YLDIACSALLGPISVIEAFSGVKFLRQETTPGLI
KWAERFRAHEAVKPYMPTVEEVVAFAKQKF 15 -

NVQ 11 -

Figura 32. GST recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la GST recombinante. El area
subrayada representa la etiqueta de histidinas seguida de la secuencia de reconocimiento de la proteasa del
TEV. B) SDS-PAGE de la GST recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores de peso moleculary en
la linea 2, la proteina purificada con un peso molecular de 28,1 kDa.

13.6. Catalasa (Cat) de Arabidopsis thaliana

La expresion y purificacién de la Cat se realizé utilizando el plasmido pHTP10 el cual es un
vector de expresidn que forma parte del sistema de expresién y clonacidn NZYEasy (NZYTech S.L.).
El gen de la catalasa se incluyé en el plasmido pHTP10 y se utilizé para transformar células E. coli
BL21. Las células transformadas se cultivaron en medio LB suplementado con Kanamicina (50 pg
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/ml) a 37 °C hasta que alcanzaron una fase de crecimiento exponencial temprana (Asoonm= 0,4-0,6).
La producciéon de proteina recombinante se produjo después de una incubacidn adicional a 16°C
durante 16 horas.

La purificacion de la proteina recombinante se realizd mediante IMAC. El protocolo
cromatografico incluia un paso de lavado (repetido dos veces) con tampdn de lavado (imidazol 10
mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, CaCl; 5 mM), un segundo paso de lavado con imidazol 35
mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl, CaCl, 5 mM, un tercer paso de lavado con imidazol 60 mM,
NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, CaCl, 5 mM. Finalmente, las proteinas recombinantes se
eluyeron con imidazol 300 mM, NaHepes 50 mM pH 7,5, NaCl 1 M, CaCl, 5 mM.

La catalasa purificada se analizé mediante SDS-PAGE al 12 % y el gel resultante se tifié con
colorante azul de Coomassie. El valor teérico predicho para su masa molecular era de 56,9 kDa, sin
embargo, la masa molecular de la Cat recombinante sintetizada fue de 57 kDa (Fig. 33).

A) GMDPYKYRPASSYNSPFFTTNSGAPVWNNNSSMTVGPR  B) kDa 1 2
GPILLEDYHLVEKLANFDRERIPERVVHARGASAKGFFEVT
HDISNLTCADFLRAPGVQTPVIVRFSTVIHERGSPETLRDPR o6 —
GFAVKFYTREGNFDLVGNNFPVFFIRDGMKFPDMVHALK o6
PNPKSHIQENWRILDFFSHHPESLNMFTFLFDDIGIPQDYR l'._l <+ (Cat
HMDGSGVNTYMLINKAGKAHYVKFHWKPTCGVKSLLEE 48 - (57 kDa)

DAIRVGGTNHSHATQDLYDSIAAGNYPEWKLFIQIIDPADE —
DKFDFDPLDVTKTWPEDILPLQPVGRMVLNKNIDNFFAE 40
NEQLAFCPAIIVPGIHYSDDKLLQTRVFSYADTQRHRLGPN
YLQLPVNAPKCAHHNNHHEGFMNFMHRDEEVNYFPSRY
DQVRHAEKYPTPPAVCSGKRERCIIEKENNFKEPGERYRTF 26
TPERQERFIQRWIDALSDPRITHEIRSIWISYWSQADKSLG

QKLASRLNVRPSI
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Figura 33. Catalasa recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la Cat recombinante. B) SDS-
PAGE de la Cat recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores de peso molecular y en la linea 2, la
proteina purificada con un peso molecular de 57 kDa.

13.7. Ascorbato peroxidasa de Arabidopsis thaliana

La expresidn de la APX se llevd a cabo en el sistema de produccidon CASCADE™ (Biomedal,
S.L.) y la purificacion de la misma se realizd por cromatografia de afinidad utilizando la resina
LYTRAP (BIOMEDAL) siguiendo el protocolo descrito anteriormente para la ICDH.

La APX purificada se analizé mediante SDS-PAGE al 12,5 % y el gel obtenido tras la
electroforesis se tifid con colorante azul de Coomassie. El valor tedrico de su masa molecular era
de 28 kDa, sin embargo, la masa molecular obtenida fue de 49,4 kDa, debido a la presencia en la
secuencia recombinante del dominio proteico Lytag de Streptococcus pneumoniae (Fig. 34).
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A)  MMGISREQFKHDIENGLTIETGWQKNDTGYWYVHSDGS B! kba 1 2
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FDNSGEMATGWKKIADKWYYFNEEGAMKTGWVKYKDT 95 W
WYYLDAKEGAMVSNAFIQSADGTGWYYLKPDGTLADRP 7 W
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SYPEVKEEYKKAVQRCKRKLRGLIAEKHCAPIVLRLAWHSA 43 APX
GTFDVKTKTGGPFGTIRHPQELAHDANNGLDIAVRLLDPIK 34 (49,4 kDa)
ELFPILSYADFYQLAGVVAVEITGGPEIPFHPGRLDKVEPPPE
GRLPQATKGVDHLRDVFGRMGLNDKDIVALSGGHTLGRC 26

HKERSGFEGAWTPNPLIFDNSYFKEILSGEKEGLLQLPTDKA
LLDDPLFLPFVEKYAADEDAFFEDYTEAHLKLSELGFADKE
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Figura 34. APX recombinante de Arabidopsis thaliana. A) Secuencia de la APX recombinante. El area
subrayada representa la secuencia Lytag. B) SDS-PAGE de la APX recombinante. En la linea 1 se muestran los

marcadores de peso molecular y en la linea 2, la proteina purificada eluida en la 42 fraccién con un peso
molecular de 49,4 kDa.

13.8. Peroxirredoxina Tsal de Saccharomyces cerevisiae

La sobreexpresion de la Tsal se llevé a cabo empleando el plasmido pHTP1 el cual, es un
vector que forma parte del sistema de expresidon y clonacién NZYEasy (NZYTech S.L.). La

purificaciéon de la proteina recombinante se realizé por IMAC, siguiendo el mismo protocolo
descrito anteriormente para la catalasa.

La Tsal purificada se analizé6 mediante SDS-PAGE al 14 % y el resultado de la electroforesis
se tifid con colorante azul de Coomassie. El valor teérico predicho para su masa molecular era de
21,6 kDa, sin embargo, la masa molecular de la proteina recombinante resulté ser de 24,5 kDa
como consecuencia de la presencia en ella de una etiqueta de histidinas seguida de una secuencia
de reconocimiento para la proteasa del TEV en el extremo N-terminal (Fig. 35).

A) MGSSHHHHHHSSGPQQGLRENLYFQGMVAQVQKQA B)  pa 1 2
PTFKKTAVVDGVFDEVSLDKYKGKYVVLAFIPLAFTFVCP -~

6 —
TEIIAFSEAAKKFEEQGAQVLFASTDSEYSLLAWTNIPRKE I
GGLGPINIPLLADTNHSLSRDYGVLIEEEGVALRGLFIIDPK
GVIRHITINDLPVGRNVDEALRLVEAFQWTDKNGTVLPC B -
NWTPGAATIKPTVEDSKEYFEAANK w0 -
32
26w < Tsal

(24,5 kDa)

Figura 35. Tsal recombinante de Saccharomyces cerevisiae. A) Secuencia de la Tsal recombinante. El area
subrayada representa la etiqueta de histidinas seguida de una secuencia de reconocimiento de la proteasa
del TEV. B) SDS-PAGE de la Tsal recombinante. En la linea 1 se muestran los marcadores de peso molecular
y en la linea 2, la proteina purificada con un peso molecular de 24,5 kDa.

86



Material y Métodos

14.Tratamiento con los diferentes NO»-FAs

14.1. Tratamiento de las proteinas recombinantes de Arabidopsis thaliana con los
diferentes NO>-FAs

Las diferentes proteinas recombinantes de A. thaliana se incubaron con NO,-OA, NOz-LA
y NO;-Ln a un ratio de concentracién proteina: NO,-FA determinado para cada proteina
recombinante. Utilizando los mismos ratios de concentracién aplicados en los tratamientos con
NO,-FAs, se incubaron las proteinas recombinantes con las correspondientes formas no nitradas
(OA, LAy Ln). Los tratamientos con NO»-FAs y su forma no nitrada se realizaron empleando tampdn
fosfato sédico 50 mM, pH 7,4 durante 30 minutos a 37 °C y con agitacion. Tras la incubacién, se
realizé la medida espectrofotométrica de la actividad enzimadtica y detectd la presencia de
nitroalquilacién por nanoLC-MS/MS.

14.2. Tratamiento de la peroxirredoxina Tsal de Saccharomyces cerevisiae con NO»-
OA

Antes de realizar el tratamiento con el NO,-OA, la Tsa 1 recombinante se incubé con el
reductor de TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina) a una relacion de concentracién de 1:20 (proteina :
agente reductor) con el objeto de reducir los puentes de disulfuro que se hubieran podido
establecer entre los residuos de cisteina de las proteinas. El proceso de reduccién se realizd
utilizando un tampén HEPES 50 mM, pH 7 e incubando durante 30 minutos con agitacidon. A
continuacion, se eliminé la presencia del reductor en la muestra mediante el uso de columnas Spin
desalting (Thermo Scientific). En primer lugar, se elimind el liquido de conservacidon de las
columnas por centrifugaciéon a 1500 xg durante 1 minuto. Seguidamente, se adicionaron a la
columna 400 pl del tampdn HEPES anteriormente indicado y se centrifugd a 1500 xg durante 1
minuto. Este proceso se repitidé una vez mas. A continuacion, se cargé la muestray se centrifugé a
1500 xg durante 2 minutos, obteniéndose asi la muestra de Tsal libre de reductores.

El proceso continud con la incubacion de la Tsal recombinante con el NO,-OA a una
relacidon de concentracion de 1:10 (proteina: NO,-OA) durante 30 minutos a 37°C y con agitacion.
En estas mismas condiciones, la Tsal recombinante se traté con metanol (disolvente del NO»-OA)
y con acido oleico (OA, forma no nitrada del NO,-OA) en una relacion de concentracion de 1:10.

Para comprobar que el NO,-OA no liberaba NO durante el tratamiento de nitroalquilacion,
se incubo Tsal recombinante con el secuestrador de NO denominado cPTIO a una concentracion
200 pM durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se agregd el NO,-OA a un ratio de
concentracién 1:10 y se incubd durante 30 minutos con agitacion y a 37°C. Tras la incubacidn, se
realizd la medida espectrofotométrica de la actividad enzimatica y se detectd la presencia de
nitroalquilacién por nanoLC-MS/MS.

14.3. Tratamiento de los extractos proteicos de los cultivos celulares de Arabidopsis
con NOz-Ln

Los cultivos celulares de 9 dias se filtraron a través de una membrana de nylon para
eliminar el medio de cultivo y, seguidamente, se realizan dos lavados con agua ultrapura vy,
después, se eliminéd el exceso de agua de las células con papel de filtro.

A continuacidn, se homogeneizé el material vegetal con nitrégeno liquido hasta conseguir

un polvo fino y se afiadié un tampdn (Tris-HCl 100 mM, pH 7,6, sacarosa al 7%, triton X-100 0,05%,
EDTA 0,1 mM y PVPP 7%) en proporcién 1:2 (p/v). A continuacion, el homogenado se centrifugd a
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10000 xg durante 15 minutos a 4°C, se recogid el sobrenadante y se centrifugd en las mismas
condiciones una vez mas.

Seguidamente, a 2,4 mg de proteina del extracto de cultivos celulares se afiadieron 100
UM o0 10 mM de NO,-Ln y se incubd durante 30 minutos a 37°C y en agitacidn. Tras la incubacién,
se precipitaron las proteinas con acetona fria (-20 2C) al 70% quedando la mezcla durante toda una
noche a -20°C. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifugd a 10.000 xg durante 15 minutos
a 4°C. Después, el sobrenadante se desechd, el precipitado se solubilizé y se digirié siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 15.1. M3s tarde, los péptidos obtenidos tras la digestion se
enriquecieron en péptidos nitroalquilados (véase apartado 15.2.), y se llevd a cabo la deteccién e
identificacion de proteinas nitroalquiladas por nanoLC-MS/MS (véase apartado 15.4.).

14.4. Tratamiento de los cultivos celulares de Nicotiana tabacum con los diferentes
NO>-FAs

Para realizar este tratamiento se utilizaron cultivos celulares de Nicotiana tabacum de 4
dias. Para ello, utilizando material autoclavado, se retird el medio de cultivo de células mediante
una bomba de vacio, después, rapidamente se pesaron 2 g de material vegetal y se resuspendieron
en 20ml de medio de cultivo (véase apartado 6.2.1.). A continuacion, las células se mantuvieron
durante 2h y 30min a 25°Cy en agitacidn (160 rpm) para restablecerlas.

Tras este periodo de tiempo, el cultivo se traté con 100 uM de NO;-OA, NO2-LA o NO,-Ln
durante 30 minutos a 25°C con agitacién (160 rpm). En estas mismas condiciones, los cultivos
celulares se trataron con metanol (solvente de los NO,-FAs) y con 100 uM de los OA, LAy Ln, como
formas no nitradas de los NO,-FAs.

15. Deteccion e identificacion de las proteinas nitroalquiladas
15.1. Digestion proteolitica de las proteinas

Las proteinas precipitadas con acetona procedentes de las muestras de Arabidopsis
(cultivos celulares, etapas de desarrollo y estreses) asi como las muestras control y estrés de
Saccharomyces cerevisiae, se solubilizaron en un 1ml de bicarbonato amédnico 50 mM, pH 8. A
continuacién, las muestras de Arabidopsis se digirieron con tripsina en una proporcién 1:20,
(concentracion de proteasa: concentracién de proteina), mientras que la quimotripsina (1:20,
(concentraciéon de proteasa: concentracion de proteina)) fue la proteasa utilizada para digerir las
muestras de Saccharomyces. La digestion proteolitica se realizé a 37°C y en agitacion durante 12
horas (over night).

Las proteinas recombinantes tratadas con los NO,-FAs también fueron digeridas con
tripsina, en el caso de las proteinas de Arabidopsis o quimotripsina, para la proteina de
Saccharomyces.

15.2. Enriquecimiento y desalado de los péptidos nitroalquilados de las proteinas

La unidn de un NO,-FA a una proteina puede aumentar su hidrofobicidad debido a la
naturaleza apolar de los nitrolipidos, sin embargo, en el caso de la proteina completa, a efectos
practicos, apenas se modifica su hidrofobicidad. No ocurre igual en el caso de los péptidos que se
generan tras la ruptura proteolitica de las proteinas, proceso requerido antes de llevar a cabo los
analisis de espectrometria de masas. De hecho, la bibliografia cientifica recoge que la presencia de
un NO»-FA unido a un péptido proteico aumenta su hidrofobicidad con respecto al mismo peptido
no nitroalquilado (Batthyany et al. 2006; Turell et al. 2018). En base a estos antecedentes, se diseid
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una estrategia de enriquecimiento basada en la polaridad de los péptidos con la finalidad de
facilitar la deteccion de los péptidos nitroalquilados por nanoLC-MS/MS, puesto que esta PTM,
igual que las demas modificaciones postraduccionales, presenta una abundancia muy baja en el
proteoma de la planta.

Para realizar la puesta a punto del método de enriquecimiento de péptidos nitroalquilados
se utilizaron extractos proteicos de cultivos celulares de Arabidopsis de 9 dias tratados con 100 UM
y 10 mM de NO»-Ln, con la idea de aumentar la presencia de proteinas aductadas con NO»-Lny
facilitar la posterior deteccidn.

Para ello, en primer lugar, se realizé una extraccién de los péptidos nitroalquilados
afiadiendo hexano (disolvente con apolaridad elevada, indice de polaridad =0,1) en proporcion 1:1
y agitando vigorosamente durante 2 minutos. La separacién de las fases se optimizé centrifugando
la muestra a 5000 xg durante 5 minutos a 4°C. Tras ello, se recogid la fase superior que es la que
correspondia al hexano y contenia los péptidos apolares. Sin embargo, el enriqguecimiento con
hexano provocd una muy baja en la deteccidn de péptidos nitroalquilados, demostrandose asi que
la presencia del NO,-FA no incrementaba la apolaridad de los péptidos.

Por ello, se sustituyé el hexano por dietil-éter (disolvente de apolaridad intermedia, indice
de polaridad =2,8). En este caso, si se logré un aumento en la deteccion de péptidos nitroalquilados
detectados lo que evidencié el cardcter apolar intermedio que presentan los péptidos
nitroalquilados.

Este método de enriquecimiento, basado en la utilizacién de dietil-éter, fue el aplicado, tal
y como se ha descrito anteriormente, para la determinacidon de péptidos nitroalquilados en las
diferentes etapas de desarrollo y en los estreses de Arabidopsis y en el estrés por choque término
ensayado en Saccharomyces. Tras la centrifugacidn, la fase superior se evapord bajo corriente de
nitrégeno. Seguidamente, las muestras se resuspendieron en acido férmico al 0.1% (v/v) y se
cuantificd la concentracién de los péptidos por fluorimetria mediante el kit de Qubit protein
(Molecular Probes Life Technologies). Antes de la inyeccidn de las muestras en el espectrémetro
de masas, todas las muestras se normalizaron a una concentracion de 0,1 ug/ pul y se filtraron a
través de filtros de PTFE de 0,2 um.

15.3. Desalado de los péptidos de las proteinas recombinantes tratadas con NO>-Ln

En el caso de las proteinas recombinantes ensayadas (ICDH, Cat y APX de Arabidopsis y
Tsal de Saccharomyces) no se realizd ningun tipo de enriquecimiento en péptidos nitroalquilados
pues no era necesario por tratarse de proteinas purificadas, por esta razén, simplemente se realizdé
el desalado de las muestras a través de columnas C18 (Thermo Scientific).

En primer lugar, se activd la columna afiadiendo 200 pl de la solucién de activacion
(Metanol 50%) y se centrifugdé 1500 xg durante un minuto. Este proceso se repitié una vez mas. A
continuacidn, se procedid a realizar el equilibrado de la columna afadiendo 200 pl de la solucidn
de equilibrado (acido trifluoroacético (TFA) 0,5% (v/v) y acetonitrilo (ACN) 5% (v/v)) y se centrifugd
1500 xg durante un minuto. Este proceso también se repitid una vez mas. Después, se cargé la
muestra, que contenia tampon de la muestra (TFA 2% (v/v) y ACN 20% (v/v)) en proporcion 3:1, en
la columna. Mds tarde, se afiadieron 200 pl de la solucion de lavado (TFA 0,5% (v/v) y ACN 5%
(v/v)), se centrifugd a 1500 xg durante un minuto. El proceso de lavado se repitié una vez mas. La
elucion de la muestra se realizé aplicando en la columna 20 pl de tampén de eluciéon (ACN 70%
(v/v)) y se centrifugd a 1500 xg durante un minuto. Este proceso se repitié una vez mas. La muestra
eluida se evaporé bajo corriente de nitrogeno liquido, se resuspendié en acido formico 0,1% (v/v)
y se hizo pasar a través de filtros de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,2 um antes de inyectarse en
el espectrémetro de masas.
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15.4. Deteccidn de la nitroalquilacion de proteinas por nanoLC-MS/MS

La deteccion de la modificacién postraduccional por nitroalquilacién se realizé mediante
espectrometria de masas. La cromatografia nanoliquida (nano-LC) se realizd en un EASY-nLC 1000
(Thermo Scientific) con una columna EASY-SPRAY RSLC C18 2 um, 50cm X 75um (Thermo
Scientific). Previamente, la mezcla de péptidos se cargd en una precolumna PEPMAP100 C18 3 um
de 75 um x 2 cm NANOVIPER 2P (Thermo Scientific) durante 5 min a un flujo de 5 pl/min. La
separacion de péptidos se realizd a 40°C para todos los ensayos. El tampdn A de la fase mévil
estaba compuesto por agua y acido formico al 0,1% (v/v). La fase movil B consistié en acetonitrilo
y acido férmico al 0,1% (v/v).

Las muestras se separaron aplicando un flujo de 200 nL/min. La fase movil B aumenté del
8 % al 65 % durante 130 min y del 65 % al 100 % B durante 1 min. Después, se programé un lavado
de 5 min al 100 % B y un reequilibrio de 26 min al 2 % B, lo que constituyd un tiempo total de
cromatografia de 162 minutos. Tras la elucidn, los cationes peptidicos se convirtieron en iones en
fase gaseosa mediante ionizacién por nanoelectrospray (ESI) y se analizaron en un equipo Thermo
Orbitrap Q-Exactive (Thermo Scientific). El espectrémetro de masas operd en modo positivo
durante el programa de exploracion completa (Full-scan). Para el andlisis de masas MS1 se realizé
la bdsqueda de péptidos precursores en un rango de 300 a 1500 m/z, con una resolucién de 70.000,
un control automatico de ganancia (AGC) de 1e6 y un tiempo maximo de inyeccion de 50 ms. Para
el analisis de masas en tandem MS2 se establecié un rango de péptidos entre 200 y 2000 m/z, una
resolucién de 17.500, un control automatico de ganancia (AGC) de 2e5, un tiempo maximo de
inyeccion de 80 ms y una energia de colision (NCE) de 15.

Merece la pena mencionar que se hicieron pruebas utilizando diferentes energias de
colision (10, 15, 27 y 50) para fragmentar los iones en MS2. De ellas, la NCE 15 proporciond
resultados dptimos. Por el contrario, la NCE 10 era demasiado baja y no causaba la correcta
fragmentacién de los péptidos y las NCE 27 y 50 eran tan elevadas que provocaban la ruptura del
aducto de Michael.

15.5. Procesamiento de los datos de MS/MS e identificacion de proteinas
nitroalquiladas

Los datos de espectrometria de masas obtenidos fueron analizados con el objeto de
identificar la secuencia proteica, para ello se utilizé el software Proteome Discoverer 2.5. (Thermo
Scientific) con el motor de busqueda SEQUEST HT y la base de datos UniProt Saccharomyces
cerevisiae y Arabidopsis thaliana. Las modificaciones que se establecieron en la busqueda fueron
la carbamidometilacion en cisteina (+57,021 Da) como modificacidn fija y, como modificaciones
dindmicas, la oxidacidon de metionina (+15,995 Da) y la modificacion de interés para el estudio, la
nitroalquilacién mediada por el NO,-OA (+327 Da), el NO,-LA (+324 Da) y el NO,-Ln (+322 Da). La
tripsina se fijo como la enzima proteolitica cuando se analizaron muestras de Arabidopsis y la
quimotripsina para el caso de las muestras de Saccharomyces. Se permitieron hasta 4 sitios de
escision faltantes. Las tolerancias de masa para los iones originales y para los fragmentos se
establecieron en 10 ppm y 0,02 Da.

La validacién estadistica de los resultados obtenidos para las muestras de cultivos celulares
y proteinas recombinantes de Arabidopsis y para las muestras de Saccharomyces, se obtuvo
aplicando la herramienta Percolator con un FDR (tasa de falsos descubrimientos) del 1%.
Finalmente, se seleccionaron proteinas con, al menos, 3 péptidos Unicos identificados. Para la
validacidn estadistica de las muestras de desarrollo y de estreses en Arabidopsis, se aplicé la
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herramienta Percolator con un FDR del 5% y se consideraron proteinas con, al menos, 1 péptido
Unico identificado.

15.6. Cuantificacion relativa de los niveles de nitroalquilacion en las proteinas
recombinantes por nanoLC-MS/MS

En determinadas proteinas recombinantes de Arabidopsis (Cat y APX) y en la
peroxirredoxina Tsal de Saccharomyces, se llevd a cabo la cuantificacion relativa de los niveles de
nitroalquilacion mediante la busqueda dirigida de los péptidos de interés. Para desarrollar este
método dirigido, se requirid informaciéon sobre el comportamiento espectrométrico de los
péptidos de interés. Por esta razon, para cada proteina recombinante nitroalquilada se definieron
las ventanas de busqueda de los iones precursores en relacién al parametro masa/carga (m/z) y al
tiempo de retencién cromatografico (RT) (Tablas 10, 11y 12).

Tabla 10. Caracterizacion cromatografica y espectrométrica (péptidos experimentales, carga, peso
molecular y RT) de los iones precursores que contienen las dianas susceptibles de nitroalquilacion en la
catalasa recombinante tratada con NO»-Ln. En la tabla se muestra informacién tanto de los péptidos no
modificados como nitroalquilados que contienen la diana susceptible de nitroalquilacion (se destaca en
minuscula).
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Residuo diana . . ) Peso Tiempo de Ventana
Péptido Formula .,
dela i .. molecular Carga retencion de RT
. o, experimental quimica ) .
nitroalquilacion (Da) (RT) (min) (min)
GPILLEDYHLVE C71H112N160 1524,8188 +3 39 34-44
K 21
GPILLEDYhLVE C89H141N170 1848,0284 + 64,3 59-69
K 25
C44H69N1301
FSTVIHER 3 987,5138 +2 20,4 15-25
His 108 C62H98N1401
FSTVIhER 7 1310,7234 +3 49,1 44-54
FPDMVHALKP  C69H108N180
NPK 1751 1492,7861 +3 27,1 22-32
His 136 FPDMVhALKP  C87H137N190
NPK 2181 1815,9957 +4 56,1 51-61
C46H68N1601
SHIQENWR 4 1068,51 +2 17,9 12-22
C64H97N1701
Suliofd ol 8 1391,7197 +2 54,3 49-59
HMDGSGVNTY C71H114N200
MLINK 23S2 1678,7807 +3 31,8 26-36
hMDGSGVNTY C89H143N210 +3
MLINK 27S2 2001,99 63,7 58-68
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VGGTNHSHAT
QDLYDSIAAG C124|-(|)14729N35
NYPEWK
HE RO VGGTNhShAT C142H208N36
QDLYDSIAAG 046
NYPEWK

His: histidina.

Tabla 11. Caracterizacion cromatografica y espectrométrica (péptidos experimentales, carga, peso
molecular y RT) de los iones precursores que contienen las dianas susceptibles de nitroalquilacion en la
ascorbato peroxidasa recombinante tratada con NOz-Ln. En la tabla se muestra informacién tanto de los
péptidos no modificados como nitroalquilados que contienen la diana susceptible de nitroalquilacién

(se destaca en minuscula).

HCAPIVLR

hcAPIVLR

LAWHSAGTF
DVK

LAWhSAGTF
DVK

HPQELAHDA
NNGLDIAVR

hPQELAhDA
NNGLDIAVR

MGLNDKDIV
ALSGGHTLGR

DIVALSGGHT
LGR

MGLNDKDIV
ALSGGhTLGR

C40H6SN
1309S1

C58H98N
1401351

C62HI90N
16017

C80H119
N17021

C83H132
N28028

C101H16
1N29032

C82H140
N26027S
1

C55H94N
18018

C100H16

9N27031
S1

92

2830,2947

3153,5043

907,5062

12307159

1330,6669

1653,8766

1968,9766

2292,1862

1953,0102

1294,6993

2276,2198

+4

+4

+2

+2

+3

+3

+3

+3

+3

+2

+3

31,4

56,2

60

25,4

26-36

51-61

13-23

55-65

33-43

55-65

20-30

52-62

26-36

26-36

53-63
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DIVALSGGhT  C73H123
LGR N19022 1617,909 +3 63 59-69

YAADEDAFFE C97H131
DYTEAHLK N21034 2133,9167 +3 61,6 56-66

YAADEDAFFE  C115H16
DYTEAhLK ON22038 2457,1264 +3 67 62-72

Cys: cisteina.

Tabla 12. Caracterizacion cromatografica y espectrométrica (péptidos experimentales, carga, peso
molecular y RT) de los iones precursores que contienen las dianas susceptibles de nitroalquilacién en la
peroxirredoxina Tsal recombinante tratada con NO2-Ln. En la tabla se muestra informacién tanto de los
péptidos no modificados como nitroalquilados que contienen la diana susceptible de nitroalquilacion
(se destaca en minuscula).

Residuo diana . . ) Peso Tiempo de
Péptido Formula ., Ventana de
dela i . . molecular Carga retencion i
. L, experimental quimica ) RT (min)
nitroalquilacion (Da) (RT) (min)
C46H73N
E 2,512 +1 b -
VCPTEIIAF 901351 992,51208 78,5 73-83
C59H89N  1240,6303
E +2 5 -
TFVCPTEIIAF 1101651 7 79,7 75-85
C77H122
TFVCPTEIIAF N12020S 1567,8674 +2 104,57 100-110
1
AFIPLAFTFVcP C118H17
9N19027 2327,3013 +2 117,63 113-123
TEIIAF
S1
AFTFVCPTEIIA C89H136
F N14022S 1785,9745 +2 107,61 103-113
1
TDKNGTVLPC C58H90N 1347,6345 2 42,05 3747
NW 1601951 7
C76H123
TDKNG\;\—/VLPCN N17023S 1674,8759 +2 85,18 80-90
1
TDKNGTVLPcN C155H24
WTPGAATIKPT 8N36051 3462,7828 +4 65,84 60-70
VEDSKEY S1
QWTDKNGTVL C92H141
N21026S 1989,0121 +2 83,73 79-89
PcNW 1
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TNIPRKEGGLG
C116H19 2640,4447

PINIPLLADTNH o o ! +4 44,68 39-50
SL
LADTNHSLSRD  C58H90ON  1391,6555 o S 16.27
Y 18022 7
ADTNHsLsRpy C22H79N - 1278,5708 +3 18,96 13-24
17021 5
LADTNhSLSRD  C76H123
1718,892 + 1, -
v N19026 8,8925 3 61,88 56-66
C70H112
ADTNhSLSRDY 1605, + 54 i
SLS N180s 16058095 3 59,5 55-65
C54H92N
LADTNhSL 12018 11976737 +2 66,52 61-71
IDPKGVIRHITI
NDLPVGRNVD 2867,5997 +3 46,19 41-51
5N37038
EAL
[IDPKGVIRHITI
C139H23
NDLPVGRNVD 3136,7875 +5 47,04 42-52
8N42040
EALRL
D
IDPKGVIRHITI o
NDLPVGRNVD - 3583,0099 +3 57,71 52-62
EALRLVEAF
D i
:\'IDTESZLRJ\'/E Cl45Hpa  3194,8492 . 65,96 60-70
8N38042
EAL

A continuacion, se utilizd el espectrdmetro de masas para realizar la busqueda dirigida de
los péptidos que contenian las dianas de nitroalquilacidon, tanto en su forma modificada
(nitroalquilada) como sin modificar (no nitroalquilada), con el fin de detectar el nimero de
coincidencias del espectro peptidico (PSM) de cada uno de los péptidos seleccionados y realizar
una cuantificacion relativa cada uno de los residuos susceptibles a nitroalquilarse.

15.7. Deteccion de péptidos nitroalquilados enddgenos por busqueda bioinformatica

en el MS1

La deteccidon y cuantificacion relativa de los residuos nitroalquilados "in vivo" se realizd en
las muestras control y de estrés por choque térmico de Sacccharomyces cerevisiae, utilizando, para
ello, el programa Xcalibur (Thermo Fisher Scientific). Los parametros espectrométricos (m/z y RT)
de los péptidos/iones precursores que contenian las dianas de nitroalquilacion detectadas en el
tratamiento de la Tsal recombinante con NO,-OA se utilizaron como estandares de
nitroalquilacién para su busqueda in vivo. Para ello, en el MS1 de las muestras control y estrés, se
realizé la busqueda bioinformatica de la m/z del ion precursor con una tolerancia de masa de
25ppm utilizando, ademas, su tiempo de retencién (RT) con una variacién de + 0,2 min (Tabla 13).
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Tabla 13. Relacion m/z y tiempo de retencién cromatografico caracteristicos de los péptidos que contienen
las dianas de nitroalquilacion de la Tsal.

Diana de Patron de nitroalquilacion: Tsal recombinante tratada con NO2-OA

nitroalquilacion

Péptido nitroalquilado
TFVCPTEIIAF

784,9 104,57

AFIPLAFTFVCcPTEIIAF 1164,6 117,63

AFTFVCcPTEIAF 893,9 107,6

TDKNGTVLPcNW 838,4 85,18

Cys 171 TDKNGTVLPcNWTPGAATIKPTVEDSKEY 866,6 65,84
QWTDKNGTVLPcNW 995,5 83,73

LADTNhSLSRDY 573,9 61,88

His 105 ADTNhSLSRDY 536,2 59,54
LADTNhSL 599,8 66,52

IIDPKGVIRhITINDLPVGRNVDEAL 1065,9 65,96

16. Analisis bioinformatico de las proteinas nitroalquiladas

La lista de proteinas nitroalquiladas obtenidas de los cultivos celulares de Arabidopsis tratados
con NO,-Lny no tratados (FDR 1%) y de las diferentes etapas de crecimiento y estreses de Arabidopsis
(FDR 5%), se procesaron utilizando el programa Proteome Discoverer 2.5 y, posteriormente, se
clasificaron en funcion de diferentes categorias funcionales bajo los siguientes términos de “Gene
Ontology”, también conocidos como términos GO. Los términos de enriquecimiento GO son una
herramienta comiUnmente utilizada para evaluar las caracteristicas de los conjuntos de genes. En
primer lugar, mediante la base de datos Uniprot se obtuvieron los cédigos genéticos de los genes que
codificaban a las proteinas nitroalquiladas detectadas. Una vez obtenida la lista de genes, se introdujo
en la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource), especializada en genética y biologia
molecular de la planta de Arabidopsis thaliana. El TAIR utiliza un servicio web, proporcionado por
PANTHER DB, que facilita el analisis de enriquecimiento de los términos GO (Gene Ontology) para
Arabidopsis y otros genomas de plantas. En nuestro caso, las proteinas nitroalquiladas fueron
clasificadas en las categorias funcionales de: procesos biolégicos, funcidon molecular y compartimentos
celulares de localizacidn.

17.Determinacion de las actividades enzimaticas de las proteinas recombinantes

17.1. Fosfoglicerato quinasa

Fundamento

En el protocolo utilizado se determind el incremento de NAD* generado por la oxidacién
del NADH midiendo su absorbancia a 340 nm (Macioszek et al. 1990).
Reactivos

¥ Tampdn de ensayo: 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8, 10 mM KCly 1 mM EDTA.
¥ NADH 20 mM. Preparado de forma extemporanea.
Técnica
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La mezcla de reaccién contenia NADH 0,2 mM, 3-fosfoglicerato 5 mM, ATP 5 mM,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 10 U/mly 10 mM MgCl,en tampdn de ensayo. La reaccidon
se inicidé afadiendo 1 pL de la enzima fosfoglicerato quinasa (1 mg/ ml). Durante la reaccidn se
monitorizd el incremento de NAD* midiendo la absorbancia a 340 nm durante dos minutos. La
actividad enzimatica se calculd a partir del incremento de la absorbancia experimentalpor minuto y
del coeficiente de extincidon molar del NADH (6220 M cm™).

17.2. Triosa fosfato isomerasa

Fundamento
En este caso, se valoré la formacion de NADH mediante un ensayo colorimétrico utilizando
un kit comercial (Triose phosphate isomerase activity colorimetric assay kit, Sigma-Aldrich). El
NADH reaccionaba con un componente del kit y se formaba un producto coloreado que absorbia
a 450nm.
Reactivos
¥  Tampon de ensayo (B)
¥  Sustrato (S)
¥ Mezcla enzimdtica (E)
¥ Desarrollador del TPI (D)
¥ Estandar de NADH 1,25 mM (N)

Técnica

La mezcla de reaccién contenia: 2 ulde S,2 ul de E, 2 ul de D, 1 pl de TPI (0,5 pg/ ml) y 93
pl de B. Se midié el incremento de absorbancia del producto coloreado durante 5 min a 450nm.
La actividad enzimatica se calculd a partir de la siguiente ecuacién: Vo= (AA/min)*10°/6400.

17.3. Enzima madlico dependiente de NADP

Fundamento
El método de (Barroso et al. 1998) fue el utilizado para determinar la actividad de este
enzima en funcidn de la reduccion de B-NADP a 340 nm.
Reactivos
¥  Tampodn HEPES-NaOH 76,92 mM, pH 7,6 conteniendo MgCl, 3,07 mM.

¥ PB-NADP 8 mM

¥ L-malato 50 mM
Técnica

La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 1 ml a 25 °C utilizando una mezcla de
reaccién que contenia tampén HEPES-NaOH 50 mM pH 7,6 con MgCl,2 mM, NADP* 0,8 mM y hasta

150 ul de muestra. La reaccidn se inicid con la adicion del sustrato L-malato a una concentracion
final de 5 mM.

17.4. lsocitrato deshidrogenasa

Fundamento
En este caso, también se siguid el método de (Barroso et al. 1998) basado en la deteccidn
de la reduccién de B-NADP a 340 nm.
Reactivos
¥  Tampodn HEPES-NaOH 76,92 mM, pH 7,6 conteniendo MgCl, 3,07 mM.
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¥ B-NADP 8 mM

¥ DL-isocitrato 100 mM
Técnica

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 1 ml a 25 °C utilizando una mezcla de
reaccién que contenia tampén HEPES-NaOH 50 mM pH 7,6 con MgCl,2 mM, NADP* 0,8 mM y hasta
150 pl de muestra. La reaccidén se inicid con la adicion del sustrato DL-isocitrato a una
concentracién final de 10 mM.

17.5. Glutation S-transferasa

Fundamento

En el protocolo utilizado se determiné el incremento de absorbancia por minuto a 340nm
ocasionado por la formacién de un aducto GS-DNB.
Reactivos
¥  Tampodn fosfato sdédico 25 mM, pH 6,5.
Técnica

La reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 100 ul utilizando una mezcla de reaccion
que contenia 1 mM GSH, 1 mM CDNB y 50 pl de GST (1,37 mg/ ml) en tampdn fosfato sédico 25
mM, pH 6,5. La actividad enzimatica se calculd a partir del incremento de la absorbancia
experimental por minuto y del coeficiente de extincion molar del aducto GS-DNB (9600 Mt cm™).

17.6. Catalasa (Cat)

Fundamento
La actividad enzimatica de la catalasa se determind siguiendo el método de (Aebi 1984)
que se basa en la medida de la desaparicion del H,0;, a 240 nm.
Reactivos
¥ Tampodn fosfato potasico 50 mM, pH 7,8

¥ H,0,10,6 mM en el tampdn anterior
Técnica

La actividad se determind a 25 °Cen la disolucién anterior de tampdn fosfato con peréxido
de hidrégeno. La reaccion se inicié afiadiendo volumenes de muestra entre 1-100 pl. La actividad
enzimatica se calculd a partir del incremento de la absorbancia experimental por minuto y de un
coeficiente de extincién molar para el H,0, de 39,58 M cm™.

17.7. Ascorbato peroxidasa

Fundamento

En el método utilizado se determinaba la disminucién en el contenido en ascorbato por
oxidacion a una absorbancia de 290 nm.
Reactivos
¥ Tampon de ensayo: Tampdn HEPES-NaOH 76,92 mM, pH 7,6 conteniendo ascorbato 0,2 mM.
v HzOz 12 mM.
Técnica

La mezcla de reaccién contenia HEPES 50 mM pH 7,6 y ascorbato 0,13 mM. A continuacién,
se afiadia un volumen maximo de muestra mas agua de 325 pl, disparando la reaccién con 0,3 mM
de H,0,. Durante la reaccion se monitorizé la desaparicidén de ascorbato midiendo la absorbancia
a 290 nm durante dos min.
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La actividad enzimatica se calculd a partir del incremento de la absorbancia experimental
por minuto y del coeficiente de extincidon molar del ascorbato (2,8 mMcm™).

17.8. Peroxirredoxina Tsal

Fundamento

En el protocolo de actividad de la Tsal se determinaba la disminucidn del contenido en
NADPH midiendo la absorbancia a 340nm.
Reactivos
¥  Tampon HEPES 50 mM, pH 7
¥ NADPH 250 uM
w HzOz 0,1 mM
Técnica

La actividad de la peroxirredoxina se llevé a cabo en una mezcla de reaccién que contenia
tampon HEPES 50 mM, pH 7,0, NADPH 250 uM, Trr2p 0,5 uM, Trx3p 5 uM, peroxirredoxina Tsal
2,5uM y H20, 100 uM. Se monitorizd espectrofotométricamente la desaparicion de NADPH a 340
nm durante 10 min. Antes de la adicién del perdxido, la mezcla de reaccion se incubd a 25°C
durante 5 min.

Es importante sefialar que el perdxido utilizado para determinar la actividad enzimatica de
Tsal recombinante fue el H,0,. En cambio, para determinar la actividad de la Tsal en el extracto
de levaduras se utilizd el t-BuOOH, ya que este perdxido era reducido Unicamente por las
peroxirredoxinas, mientras que el H,0; podria ser sustrato de otras enzimas ademas de las
peroxirredoxinas.

18. Modelizacion molecular in silico de la ICDH, Cat y APX

Las estructuras tridimensionales de las enzimas ICDH, Cat y APX de Arabidopsis thaliana se
modelizaron utilizando el programa Raptor X (http://raptorx.uchicago.edu/) y, a través de la aplicacion
Jmol, se identificaron y destacaron los residuos cataliticos y los nitroalquilados.

19. Tratamiento de los cultivos celulares de Nicotiana tabacum con elicitinas

Utilizando material autoclavado y una bomba de vacio, se retird el medio nutritivo de cultivos
celulares de 4 dias de Nicotiana tabacum. Después, rapidamente se pesaban 2g de células y se
resuspendian en 20 ml de medio de cultivo (véase apartado 6.2.1.). A continuacion, las células se
mantuvieron durante 2h y 30min a 25°C en agitacion (160 rpm) para restablecer las células.

Tras este periodo de tiempo, el cultivo se traté con 50 nM de las elicitinas: B-criptogenina (CRY)
e infectina (INF) y se incubd en las condiciones de crecimiento anteriores.

Adicionalmente, se hicieron otros ensayos pretratando las células con 100 uM de los tres NO,-
FAs asi como con sus formas no nitradas y metanol durante 30 minutos. Seguidamente, se realizo el
tratamiento con las dos elicitinas (B-CRY y INF) a 50 nM incubdndose en las condiciones especificadas
anteriormente.

En ambos tipos de tratamientos, se monitorizaron los niveles de ROS extracelulares (apartado

10.4.) y la viabilidad celular en el tiempo 0 (corresponde en el momento justo de después de anadir las
elicitinas), a los 30 minutos, ala 1y 2 horas.
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20.Viabilidad celular de los cultivos de Nicotiana tabacum

La viabilidad de los cultivos celulares de 4 dias de Nicotiana se determiné por fluorescencia en
utilizando un lector de microplacas. En cada pocillo, se afiadieron 170 ul de medio de cultivo y 10 ul de
la solucidén de trabajo de diacetato de fluoresceina (FDA). La soluciéon de trabajo de FDA se preparaba
en fresco y contenia 20 pl del stock de FDA 12mM (FDA disuelto en acetona 0,5%, v/v) y 980 ul de agua.
Por ultimo, se afiadieron a los pocillos 20 pl de cultivo de células y se realizd la lectura de la
fluorescencia a una longitud de onda de excitacidén de 493 nm y una longitud de onda de emisién de
515 nm durante 120 segundos. Se realizaron medidas de fluorescencia cada 10 segundos y, después,
se calculd la media de todos los valores generados. Los datos de viabilidad se expresaron en porcentaje
en comparacion con el control (100% de viabilidad).

21.Inmunodeteccion de la peroxirredoxina Tsal

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

Para realizar la separacion de las proteinas procedentes del ELC de las muestras control y
del estrés por choque térmico de Saccharomyces cerevisiae, se llevé a cabo una electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Laemmli 1970) en un sistema de
minigeles verticales discontinuos (Bio-Rad Mini-Protean Il).

La electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes minimiza la agregacién
molecular y asegura la completa disociacién de las proteinas en sus subunidades polipeptidicas
individuales, para este propdsito se utiliza el SDS en combinacién con el agente reductor DTT y
calor. Al aplicar un campo eléctrico, la gran carga negativa que impone el SDS a pH basico
enmascara la carga original de las proteinas de manera que todas ellas exhiben idénticas relaciones
carga/masa. Por tanto, mediante esta técnica las proteinas se separan de acuerdo a sus masas
moleculares debido a la seleccion de tamafos impuesta por los poros del gel. Con el objeto de
determinar la masa molecular de una proteina, se somete a una misma electroforesis una mezcla
de patrones de proteinas de masas moleculares conocidas.

Reactivos

¥  Tampdn gel concentrador: Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8.

¥  Tampon gel separador: Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8.

¥  Acrilamida-bisacrilamida 30%

¥ SDS 10% (p/v).

¥ Tampdn de tratamiento de muestra 4x: Tris-HCl 0,425 M, pH 6,8; glicerol 40% (v/v); SDS 8%
(p/v); azul de bromofenol 0.4% (p/v).

¥ Tampon de electroforesis: Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3; glicina 0,192 M y SDS 0,1% (p/v).

¥  Persulfato amdnico 10% (p/v).

Preparacion de geles y electroforesis

En este caso se han utilizado geles de dimensiones 7.5 x 8.0 cm con 1 mm de grosor y un
porcentaje de acrilamida del 12% en el gel separador. Las muestras para la SDS-PAGE se
prepararon afiadiendo el tampdn de tratamiento de muestra 4x en proporcion 1/4. Para llevar a
cabo la electroforesis, se normalizé la cantidad de proteinas de cada muestra a razén de 20 pg por
pocillo. En la electroforesis se cargaron también marcadores tanto de alto como de bajo peso
molecular (Bio-Rad). La electroforesis se desarrollé, utilizando el tampdn de electroforesis
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anteriormente descrito, a 100 V durante 15 min y, posteriormente, se aumentd el voltaje a 200 V
hasta que el frente de azul de bromofenol llegé al limite del gel inferior.

21.2. Transferencia semiseca de proteinas

Tras la SDS-PAGE, se realizé la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de
PVDF con un tamanfo de poro de 0.45 um (Inmobilon-P, Millipore). Para ello, se utilizdé un sistema
de transferencia semiseco Trans-Blot SD (Bio-Rad). Debido a su naturaleza hidrofdbica, las
membranas se incubaron primero durante 15 s en metanol 100% (v/v), se lavaron después 2 min
con agua milli Q. Posteriormente, se equilibraron en tampdn de transferencia (CAPS 10 mM, pH
11 y metanol 10% (v/v)). Se prepararon papeles Whatman n2 3 cortados con las mismas
dimensiones del gel (6 para cada gel). Estos papeles juntos con los geles se equilibraron en el
tampdn de transferencia. La transferencia se realizé a una intensidad de 1.5 mA/cm? de membrana
y un voltajede 25 V durante 1h 30min.

21.3. Deteccidon inmunoldgica (Western Blot)

Tras finalizar la transferencia de las proteinas desde el gel a la membrana, ésta se lavé con
agua miliQ y se sumergid en la solucién de bloqueo (Tris-HClI 20 mM, pH 7,8, NaCl 180 mM y leche
desnatada en polvo 5%; p/v) durante 1h y 30min en agitacion a temperatura ambiente. Tras este
periodo de incubacion, la membrana se sumergio en una solucion de lavado (Tris-HCl 20mM, pH
7,8, NaCl 180mM y tween 0,1%) durante 1 hora para eliminar los restos de la solucién de bloqueo.
A continuacion, se incubd la membrana con el anticuerpo primario anti-Tsal (Santa Cruz
Biotechnology) a una dilucién 1:500 en Tris-HCl 20 mM, pH 7,8, NaCl 180 mM durante 12 horas,
en agitacién y a 4°C. Posteriormente, se volvid a lavar la membrana con solucién de lavado (Tris-
HCl 20 mM, pH 7,8, NaCl 180 mM, tween 0,1% (v/v) y leche 1% (p/v)) durante 1h y 30min. El
proceso continud con la incubacidon de la membrana durante 1h en agitacidon y a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario anti-ratén acoplado a peroxidasa de rabano. Este
anticuerpo se preparé a una dilucién 1:10000 en tampdn Tris-HClI 20 mM, pH 7,8, NaCl 180 mM.
Finalmente, se lavd la membrana con una solucién de lavado (Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, NaCl 180
mM y tween 0,1% (v/v)) durante 1h.

Para la deteccidén de las proteinas por quimioluminiscencia, la membrana se incubd de 1 a
5 min y en oscuridad en una solucion de revelado (8 mg de luminol disuelto en 20 ml de Tris-HCI
50 mM, pH 8,6, NaCl 150 mM, con 3,2 ul de H,0, al 30% (v/v) y 200 ul de 4-iodofenol). La reaccion
guimioluminiscente (Bunkelmann and Trelease 1996) ocurre cuando la energia de una reaccién
guimica se emite en forma de luz. La peroxidasa de rdbano (HRP) catalizaba la oxidacidn del luminol
en presencia de perdxido de hidrégeno, dando lugar a un compuesto intermediario activado que
emitia luz. La emisién de luz se potenciaba en presencia del 4-iodofenol e impresionaba una
pelicula de autorradiografia tipo “Hiperfilm” (Amersham) que contactaba con lamembrana en el
interior de un cassette de exposicion (Kodak).

100






Resultados






Vv

Resultados

22.Identificacion de los principales NO2>-FAs enddgenos en Arabidopsis thaliana

Hasta la fecha, en Arabidopsis solo se habia establecido la presencia endégena del NO»-Ln
tanto a lo largo del desarrollo de la planta como en diferentes situaciones de estrés (Mata-Pérez
et al. 2016d). En esta Tesis Doctoral, ademas del anterior, se ha identificado por primera vez la
presencia endégena de otros dos acidos grasos nitrados que son el NO,-OA y el NO,-LA. La
optimizacidn del método de procesamiento y la reciente adquisicién por la Universidad de Jaén de
un espectrometro de masas de ultima generacion (QTRAP 6500*, Sciex), han permitido
incrementar los niveles de deteccidn y alcanzar la sensibilidad requerida para identificar los
nitrolipidos NO,-OA y NO,-LA a pesar de su baja abundancia.

Con este objetivo, se ha llevado a cabo una extraccién lipidica en diferentes muestras de
Arabidopsis, desde cultivos celulares hasta plantulas en diferentes etapas de crecimiento
siguiendo el método descrito en el apartado de Material y Métodos. Las diferentes fracciones
lipidicas obtenidas se sometieron a hidrdlisis acida y su contenido fue analizado por LC-MS/MS en
el modo de escaneo MRM. En el andlisis de espectrometria de masas se monitorizaron diferentes
transiciones MRM: la m/z 326/46 correspondiente al NO,-OA, la 324/46 para el NO,-LA y
finalmente, la 322/46 para el NO,-Ln.

Las muestras mostraron un pico cromatografico coincidente con la transicion MRM 326/46
gue compartia el mismo tiempo de retencidén que el estandar de NO,-OA (Fig. 36: Panel A). Este
mismo comportamiento fue observado para la transicion MRM 324/46 correspondiente al NO,-LA
(Fig. 36: Panel B). Estos resultados evidencian que en Arabidopsis, ademas de la presencia
endogena del NO;-Ln, ya recogida en publicaciones previas (Mata-Pérez et al. 2016d) y
corroborada en esta tesis (Fig. 36: Panel C), también cabe sefialar la presencia endégena de los
acidos grasos nitrados NO,-OA y NO,-LA como posibles moléculas electrofilicas sefializadoras.
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Figura 36. Deteccion de los principales acidos grasos nitrados presentes en Arabidopsis thaliana. En cada uno de
los paneles se muestra el cromatograma correspondiente al patron de cada acido graso nitrado, NO2-OA (Panel
A), NO2-LA (Panel B) y NOz2-Ln (Panel C). Sus tiempos de retencidn coinciden con los picos cromatograficos
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detectados en los extractos lipidicos de Arabidopsis procedentes de cultivos celulares de 9 dias y de plantulas de
14 dias. Los picos estédn referidos a una intensidad total de iones correspondiente a 1,8 e5 para la transicién m/z
326/46 del NO2-OA, 1,6 €5 para el NO2-LA (m/z 324/46) y 4,5 e4 para el NO2-Ln (m/z 322/46). La linea vertical
punteada indica picos con el mismo tiempo de retencidn.

Tras constatar la presencia de los tres NO,-FAs en Arabidopsis, se llevo a cabo la cuantificacién
de sus niveles en A. thaliana, tanto en los cultivos celulares de 9 dias como en las plantulas de 14 dias.
Para ello, se adiciond un estandar interno isotdpico, el 3C18-NO,-OA durante el proceso de hidrdlisis
y extraccidon de los NO,-FAs, para poder asi determinar, por espectrometria de masas, la pérdida de
NO,-FAs generada por el procesamiento de las muestras. De este modo, se cuantificé el contenido en
NO,-OA, NO»-LA y NO,-Ln en las muestras de Arabidopsis por LC-MS/MS. Los niveles mas elevados se
observaron en plantulas de 14 dias, donde el NO,-FA mas abundante fue el NO,-Ln (1,945 + 0,032
pmoles/g peso fresco), seguido del NO,-LA (0,563 + 0,016 pmoles/g peso fresco) y del NO»-OA (0,476
+ 0,007 pmoles/g peso fresco). En los cultivos celulares también fue mayoritario el NO,-Ln (0,421 *
0,01 pmoles/g peso fresco), seguido por el NO»-OA (0,289 + 0,003 pmoles/g peso fresco) y el NO,-LA
(0,095 * 0,005 pmoles/g peso fresco) (Fig. 37).

2,5 -

2,0 A

1,5 -

O Cultivos Celulares 9 dias

M Plantulas 14 dias

NO,-FAs (pmoles/g PF)

0,5 A

0,0

NO,-OA NO,-LA NO,-Ln

Figura 37. Niveles enddgenos de NO2-FAs en Arabidopsis. En esta figura se muestran los niveles enddgenos de
NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln en pmoles/ g PF tanto en cultivos celulares de 9 dias como en plantulas de 14 dias. Los
valores de NO2-FAs son el resultado de la media + SEM de, al menos, diez experimentos independientes.

PF: peso fresco.

22.1. Caracterizacion de los principales almacenes de NO>-FAs en Arabidopsis

Las propiedades fisico-quimicas que presentan los NO,-FAs les permiten esterificarse con
lipidos mdas complejos y con proteinas, moléculas que, de ese modo, se convierten en almacenes
de NO,-FAs. En sistemas animales, se ha documentado la esterificacién de los NO,-FAs en lipidos
complejos, siendo los TAG el principal almacén de los mismos (Fazzari et al. 2015; Fazzari et al.
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2019). Paralelamente, también se han caracterizado en animales diferentes proteinas susceptibles
a la unién de los NO,-FAs (Tabla 5). Sin embargo, en sistemas vegetales todos estos aspectos han
sido poco explorados y constituyen el objeto de esta Tesis Doctoral en la cual se van a caracterizar
los principales almacenes de NO,-FAs y como éstos se modulan a lo largo del desarrollo y en
diferentes situaciones de estrés abidtico.

La caracterizacion de los almacenes lipidicos de los NO,-FAs se ha llevado a cabo a través
de la modificacién de un método cromatografico que previamente habia sido utilizado en sistemas
animales (Fazzari et al. 2015). Este método permite separar los lipidos complejos en funcién de su
polaridad mediante el uso de disolventes. De esta manera, se obtienen 8 fracciones que,
ordenadas en orden creciente de polaridad son: SE, TAG, MAG y DAG, FFA, PC, PE, PS y Fl.
Adicionalmente, se ha caracterizado una 92 fraccién que se corresponde con el almacén de los
NO,-FAs en componentes proteicos.

Para llevar a cabo la identificacion y caracterizacién de los almacenes de NO,-FAs se
utilizaron plantulas de Arabidopsis de 14 dias, que son plantas juveniles donde no han tenido lugar
aun procesos de floracion ni de gametogénesis. A continuacion, se muestran los niveles de cada
uno de los NO,-FAs en cada una de las fracciones.

¥ Esteres de fitoesteroles

Los SE estan formados por la unién de un acido graso al grupo B-hidroxilo del C3 de los
fitoesteroles a través de un enlace éster. Los principales fitoesteroles en plantas son el B-
sitosterol, el campesterol, el estigmasterol y el colesterol (Dyas and Goad 1993). Como
consecuencia de su gran apolaridad es la 12 fraccién obtenida en el método de extraccion
lipidica. Los 3 NO,-FAs se esterifican fitoesteroles, tal y como se muestra en la Fig. 38.
Panel A, siendo el NO,-Ln el mas abundante (0,064 + 0,007 pmoles/g peso fresco), seguido
estrechamente por el NO>-LA (0,039 + 0,007 pmoles/g peso fresco) y el NO-OA (0,029 +
0,005 pmoles/g peso fresco).

¥ Triacilglicéridos

La 22 fraccidn lipidica que se obtiene esta formada mayoritariamente por TAG. Estas
moléculas también apolares, se generan combinando un glicerol con tres moléculas de
acidos grasos. En este depdsito, los 3 NO,-FAs estdn presentes de manera muy similar
siendo sus niveles: 0,04 + 0,007 pmoles/g peso fresco para el NO,-OA, 0,035 + 0,008
pmoles/g peso fresco para el NO»-LA y 0,032 + 0,003 pmoles/g peso fresco para el NO,-Ln
(Fig. 38. Panel B).

¥ Mono y diacilglicéridos (MAG y DAG)

Los MAG y DAG fueron identificados en la 32 fraccidn a través de la deteccion MS/MS
por infusién directa en el cuadrupolo de tiempo de vuelo (QTOF). En este depésito lipidico
destaca la presencia tanto de NO,-Ln (0,099 + 0,011 pmoles/g peso fresco) como de NO»-
OA (0,067 £+ 0,012 pmoles/g peso fresco), sin embrago, el NO»-LA esta menos representado
(0,022 + 0,003 pmoles/g peso fresco) (Fig. 38. Panel C).
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Figura 38. Distribucidn y cuantificacién de los niveles enddgenos de NO»-FAs en las diferentes fracciones lipidicas.
En la figura se muestran los niveles de NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln que se encuentran esterificados en diferentes
lipidos complejos como son los ésteres de colesterol (A), los triacilglicéridos (B), los mono y diacilglicéridos (C),
la fosfatidilcolina (E), la fosfatidiletanolamina (F), la fosfatidilserina (G) y el fosfatidilinositol (H) identificados en
plantulas de Arabidopsis de 14 dias. En el panel D aparecen los niveles de NO2-FAs libres. Los valores de NO2-FAs
que se muestran son la media + SEM de al menos diez experimentos independientes. La letra a indica diferencias
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significativas (p<0,05) con respecto al NO2-OA; la letra b con respecto al NO2-LA y la letra ¢ con respecto al NO»-
Ln.

v Acidos grasos libres

En esta 42 fraccién eluyeron aquellos acidos grasos que no se encontraban esterificados
con lipidos complejos. La presencia de NO,-FAs en esta fraccién es muy baja debido a su
naturaleza electrofilica que ocasiona que reaccionen rapidamente con otras moléculas (Fig.
38. Panel D).

¥ Fosfatidilcolina

La PC es un fosfoglicerolipido estructural de las membranas y debibo a su polaridad eluye
en 52 |ugar. En este fosfolipido predomina la presencia de NO»-OA (0,057 + 0,009 pmoles/g
peso fresco), seguido del NO»-Ln (0,03 + 0,006 pmoles/g peso fresco) y del NO,-LA (0,016 *
0,002 pmoles/g peso fresco) (Fig. 38. Panel E).

¥ Fosfatidiletanolamina

Otro tipo de fosfolipido estructural de las membranas es la PE que eluye entre las Ultimas
fracciones (62) mas polares. El NO,-OA (0,045 + 0,007 pmoles/g peso fresco) y el NO,-Ln (0,05
+ 0,005 pmoles/g peso fresco) mostraron una abundancia similar en esta fraccion, mientras
qgue el NO»-LA (0,011 + 0,002 pmoles/g peso fresco) presentd una participacion minoritaria
(Fig. 38. Panel F).

¥ Fosfatidilserina

Otro componente importante de las membranas es la FS. En este depdsito se localiza
principalmente el NO»-Ln (1,453 + 0,18 pmoles/g peso fresco), mientras que los otros dos NO»-
FAs son minoritarios (NO,-LA 0,127 % 0,024 pmoles/g peso fresco y NO,-OA 0,059 + 0,009
pmoles/g peso fresco) (Fig. 38. Panel G).

¥ Fosfatinositol

El dltimo fosfolipido polar en eluir fue el Pl en la 82 fraccidn, y este fosfolipido también lo
vamos a encontrar en las membranas. El Pl esta integrado por concentraciones similares de
NO,-OA (0,062 + 0,007 pmoles/g peso fresco) y de NO»-Ln (0,053 + 0,007 pmoles/g peso fresco)
mientras que, en niveles menores (0,026 + 0,006 pmoles/g peso fresco), se identifica también
el NO,-LA (Fig. 38. Panel H).

¥ Proteinas

El caracter reactivo de los NO,-FAs los lleva a reaccionar con residuos aminoacidicos de
proteinas, dando lugar a la PTM conocida como nitroalquilacion. Estos NO»-FAs que se
encuentran nitroalquilados pueden ser liberados en ambientes nitro-oxidativos a través de la
oxidacion del aducto de Michael. Por tanto, las proteinas son otra fuente de NO,-FAs a
considerar.

Para identificar y cuantificar los niveles de NO,-FAs que se encontraban nitroalquilados
con proteinas, se realizd un tratamiento en condiciones oxidantes (con H,0,) con el objeto de
romper la PTM por nitroalquilacidn. Los NO,-FAs liberados se caracterizaron por LC-MS/MS
utilizando el método MRM. Ordenados segun su abundancia, se detectaron el NO,-LA (0,15%
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0,02 pmoles/g peso fresco), el NO,-Ln (0,13 + 0,02 pmoles/g peso fresco) y, en ultimo lugar, el
NO,-OA (0,1 + 0,01 pmoles/g peso fresco) (Fig. 39).

0,2 -

0,1 -

NO,-FAs (pmoles/g PF)

0,0 -

Figura 39. Niveles enddgenos de NO2-FAs aductados con proteinas en plantulas de 14 dias. Los valores
de NO2-FAs corresponden a la media + SEM de, al menos, diez experimentos independientes.

El analisis conjunto de los resultados mostrados previamente en las Figuras 38 y 39
evidencia la distribucién amplia y ubicua de los NO,-FAs tanto en reservorios lipidicos como
proteicos. Cuando se conjuga toda la informacién obtenida en nuestros experimentos relativa
a la biodistribucién de los NO,-FAs en ambos tipos de reservorios biolégicos (lipidicos y
proteicos) cabe subrayar a la fraccidn lipidica como el principal reservorio de NO,-OA y de NO,-
Ln, siendo los fosfolipidos la localizacidn preferencial. El caso del NO,-LA es algo distinto pues
presenta niveles similares tanto en proteinas como en fosfolipidos, de modo que no se puede
sefialar ningun reservorio principal. Ademas, los 3 NO,-FAs muestran patrones de
almacenamiento diferentes. En este sentido, los almacenes de NO,-Ln ordenados de mayor a
menor abundancia son: fosfolipidos, proteinas junto con triacilglicéridos y, finalmente, ésteres
de fitoesteroles. En el caso del NO,-LA, tanto los fosfolipidos como las proteinas son
reservorios preferenciales, seguidos de los triacilglicéridos y de los ésteres de fitoesteroles.
Finalmente, el NO,-OA tiene una mayor participacién en fosfolipidos, después en
triacilglicéridos y en proteinas, apareciendo los ésteres de fitoesteroles como el reservorio
minoritario. Los niveles de NO,-FAs en su forma libre practicamente fueron indetectables (Fig.
40).
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Figura 40. Principales almacenes de NO2-FAs en Arabidopsis. En esta figura se muestran los diferentes
almacenes lipidicos y proteicos de NO»-FAs identificados en pldntulas de Arabidopsis de 14 dias. La fraccidn
lipidica estaba formada por los ésteres de fitoesteroles, los triacilglicéridos (incluyendo los mono vy
diacilglicéridos) y los 4 tipos de fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiltenolamina, fosfatidilserina y fosfatidil
inositol). La fraccidn proteica estd representada por los NO2-FAs que estaban aductados con proteinas y,
finalmente, se muestran los niveles de NO»-FAs libres no esterificados ni aductados. Las letras a, b, c,dy e
indican diferencias significativas (p<0,05) entre los niveles de NO2-OA que encontramos en los SE (a), los TAG
(b), los PL (c), las P (d) y los FFA (e). Las letrasf, g, h, iy jindican diferencias significativas (p<0,05) entre los
niveles de NO2-LA que encontramos en los SE (f), los TAG (g), los PL (h), las P (i) y los FFA (j). Las letrask, |,
m, ny o indican diferencias significativas (p<0,05) entre los niveles de NO2-Ln que encontramos en los SE (k),
los TAG (l), los PL (m), las P (n) y los FFA (o).

PL: fosfolipidos; P: proteinas

23.Biodistribucion de los almacenes de NO>-FAs en el desarrollo de Arabidopsis
thaliana

Tras identificar y caracterizar los principales almacenes lipidicos y proteicos de NO»-FAs utilizando
plantulas de Arabidopsis de 14 dias, a continuacion, se estudio la distribucién y modulacién de los NO»-
FAs en los diferentes almacenes a lo largo del desarrollo de Arabidopsis. Para ello, se seleccionaron
diferentes etapas de crecimiento que abarcan los principales acontecimientos que tienen lugar
durante el desarrollo de la planta y que se explican a continuacion.
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¥ Semillas

El punto de partida en el desarrollo de una planta es la semilla ya que alberga el embridn
del que surgird una nueva planta en el caso de existir condiciones apropiadas. Por este motivo,
se selecciond este material vegetal para llevar a cabo la deteccién y cuantificacién de los NO,-
FAs en los diferentes almacenes por LC-MS/MS (Tabla 14).

En la figura 41 (Panel A), se puede observar cual es el NO,-FA predominante en cada uno
de los almacenes (lipidicos y proteicos) existentes en semillas. En resumen, el NO,-OA presenta
niveles bastantes homogéneos cuando se comparan los diferentes depdsitos, con excepcion
de la fosfatidilserina, donde su participacidn con respecto a los demas NO,-FAs es muy
reducida. Por otra parte, el NO,-LA también tiene una amplia distribucién, destacando, sobre
todo, en los depdsitos de triacilglicéridos y en proteinas, siendo muy escaso en los ésteres de
fitoesteroles y en la fraccion de fosfatidilserina. Finalmente, NO;-Ln estd presente
principalmente en los ésteres de colesterol y en la fosfatidilserina, aunque también podemos
encontrarlo en los demds depdsitos.

Tabla 14. Niveles endégenos de NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln en los diferentes almacenes lipidicos y en el reservorio
proteico durante las etapas de desarrollo seleccionadas de Arabidopsis thaliana.

Etapa Material Fraccién NO2-OA NO:-LA NO2-Ln

vegetal (pmoles/g PF) (pmoles/g PF) (pmoles/g PF)

SE 0,366+ 0,038 0,352+ 0,072 5,137+ 1,002

TAG 0,101+ 0,019 0,194+ 0,032 0,165+ 0,028

MAG+DAG 0,029+ 0,004 0,087+ 0,007 0,142+ 0,028

PC 0,029+ 0,004 0,089+ 0,012 0,103+ 0,013

Semillas PE 0,033+ 0,004 0,090+ 0,023 0,137+ 0,032

PS 0,027+ 0,003 0,079+ 0,010 2,367+ 0,329

PI 0,032+ 0,003 0,033+ 0,006 0,091+ 0,011

Proteinas 0,030+ 0,011 0,040+ 0,014 0,030+ 0,013

FFA 0,033+0,005 0,018+0,002 0,07740,012

SE 0,008+ 0,001 0,026+ 0,002 0,086+ 0,009

Apertura de los TAG 0,009+ 0,001 0,013+ 0,002 0,031+ 0,001
cotiledones (5 dias) MAG+DAG 0,012+ 0,001 0,007+ 0,002 0,039+ 0,006
PC 0,012+ 0,001 0,012+ 0,001 0,028+ 0,005

g @ Plantula PE 0,013+ 0,002 ND 0,036+ 0,007
- completa PS 0,016:0,002 | 0,016£0,004 | 0,479£0,092

PI 0,015+ 0,002 0,009+ 0,001 0,023+ 0,001

Proteinas 0,100+ 0,016 0,200+ 0,014 0,140+ 0,025

FFA 0,015+0,001 ND 0,013+0,001

SE 0,029+ 0,005 0,039+ 0,007 0,064+ 0,022

Inicio de la roseta (14 TAG 0,040+ 0,007 0,035+ 0,008 0,032+ 0,004
dias) MAG+DAG 0,067+ 0,012 0,022+ 0,003 0,099+ 0,043

, ) FC 0,057+ 0,009 0,016+ 0,002 0,030+ 0,010

4 Plantula FE 0,045+ 0,007 0,011+ 0,002 0,050+ 0,014

’ completa FS 0,059+ 0,010 0,127+ 0,024 1,453+ 0,165

’ K FI 0,062+ 0,007 0,026+ 0,006 0,053+ 0,002

' v Proteinas 0,100+ 0,006 0,150+ 0,024 0,130+ 0,018
FFA 0,028+0,002 0,007+0,001 0,005+0,001
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Etapa Material Fraccién NO-OA NO-LA NO>-Ln

vegetal (pmoles/g PF) (pmoles/g PF) (pmoles/g PF)

H 0,009 0,001 0,02+ 0,004 0,077+ 0,007

SE R | 0,008+0,001 ND 0,020+ 0,004

TAG H 0,008+ 0,001 0,007+ 0,001 0,045+ 0,008

R 0,007+ 0,001 0,002+ 0,001 0,036+ 0,007

Roseta (24 dias) MAG+DAG H 0,010z 0,001 0,004+ 0,002 0,035+ 0,006
R 0,009 0,001 0,024+ 0,002 0,038+ 0,007

PC H 0,016 0,002 0,003+ 0,001 0,005z 0,002

Hojas y R 0,009 0,001 0,008+ 0,001 0,011+ 0,002

raices de PE H 0,019z 0,002 0,002+ 0,001 0,005z 0,001

hidropénicos R 0,009+ 0,001 0,004+ 0,001 0,011+ 0,001

PS H 0,014+ 0,004 0,010+ 0,001 0,329+ 0,034

‘ « R 0,010z 0,001 0,005+ 0,001 0,203+ 0,017
PI H 0,025% 0,003 0,003+ 0,001 0,017+ 0,003

R 0,017+ 0,002 0,007+ 0,001 0,006 0,001

Proteinas H 0,030z 0,003 0,200+ 0,030 0,070t 0,023

R ND 0,020+ 0,008 0,080+ 0,029

FFA H 0,014+0,003 ND 0,027+0,002

R 0,011+0,001 0,007+0,001 0,018+0,001

SE H 0,009z 0,002 0,036+ 0,006 0,077+ 0,016

R 0,007+ 0,001 ND 0,034 0,003

TAG H 0,019+ 0,003 0,011+ 0,002 0,070 0,008

Floracidn (34 dias) R 0,006+ 0,001 ND 0,025+ 0,002
MAG+DAG H 0,013 0,002 0,004+ 0,002 0,137+ 0,025

R 0,007+ 0,001 0,006+ 0,001 0,007+ 0,003

~ PC H 0,015z 0,002 0,036+ 0,008 0,028+ 0,005

) R 0,009 0,001 0,003+ 0,001 0,011+ 0,001

r';'l,‘:f:(]’e PE H | 0,023t0,004 | 0,005:0,002 | 0,038%0,007

. S R 0,007+ 0,001 0,006+ 0,001 0,008+ 0,004

hidropdnicos

PS H 0,020t 0,004 0,046+ 0,002 0,928+ 0,094

~ R 0,007+ 0,001 0,021+ 0,002 0,880+ 0,211
PI H 0,035+ 0,007 0,021+ 0,007 0,090+ 0,014

R 0,009 0,001 0,010+ 0,001 0,006 0,001

Proteinas H 0,130+ 0,036 0,140+ 0,066 0,160 0,059

R ND ND 0,050+ 0,017

FFA H 0,013 0,002 0,006+ 0,001 0,012+ 0,001

R 0,007+ 0,001 0,001+ 0,000 0,030t 0,003

SE H 0,011t 0,002 0,024+ 0,003 0,024+ 0,006

R 0,007+ 0,001 0,001+ 0,000 0,030z 0,005

Produccién de TAG H 0,016 0,001 0,006+ 0,001 0,013+ 0,001
semillas (36 dias) R 0,010+ 0,001 0,003+ 0,001 0,021+ 0,003
MAG+DAG H 0,019+ 0,001 ND 0,021+ 0,004

R 0,039+ 0,020 0,035+ 0,009 0,027+ 0,004

PC H 0,012+ 0,002 0,001+ 0,000 0,005z 0,003

) R 0,012+ 0,003 0,003+ 0,001 0,011+ 0,002

Hojasy PE H | 0,030+0,005 ND ND
raices de

| . hidropdnicos R 0,014+ 0,004 0,008+ 0,003 0,005z 0,002

N PS H 0,016 0,002 0,044+ 0,004 0,947+ 0,097

| R 0,021+ 0,002 0,031+ 0,005 0,718+ 0,059

PI H 0,024+ 0,004 0,060+ 0,011 0,113+ 0,023

R 0,008+ 0,001 0,003+ 0,001 0,009+ 0,002

Proteinas H 0,040z 0,005 0,090+ 0,029 0,060z 0,025

R 0,040z 0,005 0,080+ 0,023 0,080 0,048

FFA H 0,009 0,001 0,001+ 0,001 0,005z 0,003

R 0,014+ 0,001 0,005+ 0,002 0,026 0,003
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Etapa Material Fraccién NO2-OA NO2-LA NO2-Ln

vegetal (pmoles/g PF) | (pmoles/g PF) | (pmoles/g PF)

SE H 0,005+ 0,001 0,021+ 0,003 0,016+ 0,002

Senescencia (53 dias) R 0,006+ 0,001 ND 0,035+ 0,003
TAG H 0,005+ 0,001 0,011+ 0,001 0,015+ 0,002

R 0,007+ 0,001 ND 0,003+ 0,002

MAG+DAG H 0,011+ 0,002 0,006+ 0,003 0,038+ 0,006

R 0,008+ 0,001 0,013+ 0,002 0,02+ 0,003

PC H 0,010+ 0,001 0,011+ 0,002 0,022+ 0,003

. R 0,008+ 0,001 0,006+ 0,001 0,01+ 0,0004

r:,‘zjea:(;/e PE H | 0,0080,001 ND 0,01 0,002

. L R 0,007+ 0,001 0,001+ 0,001 ND
hidropdnicos

PS H 0,006+ 0,001 0,014+ 0,002 0,280+ 0,035

R 0,009£ 0,001 0,020+ 0,002 0,154+ 0,028

Pl H 0,001+ 0,002 0,001+ 0,001 0,011+ 0,002

<l R 0,002+ 0,001 0,002+ 0,001 0,002+ 0,001
4 Proteinas H 0,040+ 0,009 0,060+ 0,008 0,030+ 0,002
R 0,020% 0,009 0,060+ 0,036 0,010+ 0,006

FFA H 0,006% 0,001 ND 0,004+ 0,002

R 0,008+ 0,001 ND 0,018+ 0,002

ND: no detectado; H: hojas; R: raiz.

¥ Plantulas de 5 dias

Tras conocer la distribucidon de los NO,-FAs en la semilla, para la siguiente etapa de
crecimiento se seleccionaron plantulas de 5 dias que habian desarrollado la radicula y el
hipocétilo y presentaban los cotiledones completamente abiertos. Debido a su reducido
tamafio, la distribucidn y los niveles enddgenos de los NO,-FAs se analizaron utilizando la
plantula completa (Tabla 14). La cuantificacion de los espectros de MS/MS mostré que el NO»-
Ln, era el NO,-FA predominante en la mayoria de los almacenes lipidicos analizados, resaltado
su gran esterificacidon en fosfatidilserina. En cambio, el NO,-LA desaparecia de los almacenes
de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina y presentaba una gran contribucién en la fraccion
proteica. El NO,-OA mostrd una participacion homogénea en los diferentes depdsitos, con
excepcion de la fosfatisilserina, donde su participacién era minima (Fig. 41, Panel B).

¥ Plantulas de 14 dias

Las plantulas de 14 dias se encuentran en un estadio juvenil representado por el
crecimiento y desarrollo de las hojas, que comienzan a disponerse en roseta. En esta etapa,
los NO»-FAs estdn presentes en todos los almacenes, pero con predominancia distinta. En este
sentido, el NO»-OA resalta en la fosfatidilcolina, el NO,-LA en las proteinas y la fosfatidilserina
sigue siendo el principal depdsito del NO,-Ln. Estos analisis también se realizaron utilizando la
planta completa (Tabla 14) (Fig. 41, Panel C).
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Figura 41. Distribucién relativa de NO2-FAs en los diferentes almacenes lipidicos y en el reservorio proteico
durante las etapas de crecimiento de Arabidopsis seleccionadas. En esta figura se muestra la concentracion
relativa (expresada en porcentaje) que presenta cada uno de los NO2-FAs en los diferentes almacenes presentes
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en semillas (A); en plantulas completas de 5 (B) y 14 dias (C); y en hojas de hidropdnicos de 24 (D), 34 (E), 36 (F)
y 53 dias (G).
Prot: proteinas.

A) Roseta (Raices de 24 dias) C) Produccién de semillas (Raices de 36 dias)
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Figura 42. Composicion relativa de NO2-FAs en los diferentes almacenes lipidicos y proteicos de raices de plantas
de Arabidopsis en diferentes etapas de crecimiento. En esta figura se muestra la concentracidn relativa
(expresada en porcentaje) que presenta cada uno de los NO2-FAs en los diferentes almacenes presentes en raices
de hidropodnicos de 24 (A), 34 (B), 36 (C) y 53 dias (D).

¥ Hidropdnicos de 24 dias

En esta etapa se utilizaron plantas cultivadas mediante un sistema hidropdnico. El material
vegetal empleado aun se encontraba en crecimiento vegetativo y mostraba una roseta
completamente formada constituida por 13-14 hojas. En este caso, se determind la
distribucidn de los NO,-FAs en los diferentes almacenes mediante LC-MS/MS pero separando
hojas y raices. Cabe concluir que todos los NO,-FAs estaban presentes en todas las
localizaciones objeto de estudio de los dos tejidos analizados, con excepcion del NO»-LA, el
cual no aparecio en los ésteres de fitoesteroles de las raices. En hojas, los fosfolipidos estaban
formados principalmente por NO,-OA, exceptuando la fosfatidilserina, mayoritariamente
esterificada con NO»-Ln. En los almacenes proteicos predominaba el NO,-LA, mientras que, en
los demas reservorios analizados, el NO,-Ln tenia una mayor participacion (Tabla 14) (Fig. 41,
Panel D). En raices, este patron de dominancia descrito en hojas se mantenia para el NO>-Ln
en la fosfatidilserina, los triacilglicéridos, los ésteres de fitoesteroles y las proteinas. En cambio,
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el NO»-OA solo era mayoritario en el fosfatidilinositol y el NO»-LA no tenia un papel
predominante en ninguno de los almacenes (Tabla 14) (Fig. 42, Panel A).

¥ Hidropdnicos de 34 dias

Las plantulas de 34 dias, también obtenidas mediante cultivo hidropdnico, se caracterizan
por la presencia de estructuras de reproduccion sexual, las flores, pues se encontraban en la
etapa de floracidn. Estas caracteristicas modulan la distribucién de los NO,-FAs en los
almacenes presentes tanto en las hojas como en las raices. De manera general, en hojas, el
papel predominante lo tiene el NO,-Ln, sobre todo, en la fosfatidilserina y en los mono y
diacilglicéridos. Aunque también es destacable la gran participacion del NO,-LA en
fosfatidilcolina. EI NO,-OA esta presente en todos los almacenes, pero sin tener un papel
predominante en ninguno (Tabla 14) (Fig. 41, Panel E). En cambio, si observamos lo que ocurre
en raices podemos ver que en los almacenes de ésteres de fitoesteroles, triglicéridos y
proteinas no esta presente el NO,-LA. El NO,-Ln tiene una amplia y gran participacion en la
mayoria de las localizaciones, destacando la fosfatidilserina, los ésteres de fitoesteroles, los
triacilglicéridos y las proteinas. Curiosamente, en este Ultimo almacén, el NO,-Ln era el Unico
NO,-FA presente. Finalmente, el NO,-OA presenta una distribucion homogénea, que se vio
disminuida en la fosfatidilserina (Tabla 14) (Fig. 42, Panel B).

¥ Hidropdnicos de 36 dias

Tras la floracidn, la planta inicia la formacion del fruto que en Arabidopsis se denomina
silicua y que contiene las semillas. En este caso, también se utilizaron cultivos hidropdnicos y
se estudio por separado la presencia de los NO,-FAs en los depédsitos lipidicos y proteicos. En
hojas hay que destacar el papel preeminente del NO,-OA en la mayoria de los almacenes, sobre
todo en la fosfatidiletanolamina. Mientras que, en lo que respecta a los otros NO,-FAs, cabe
destacar la dominancia del NO,-Ln en la fosfatidilserina y la ausencia del NO,-LA en los mono
y diacilglicéridos (Tabla 14) (Fig. 41, Panel F). En cambio, en raices, la fosfatidiletanolamina se
reveld como el principal almacén de NO,-OA aunque no de forma tan contundente como
ocurria en hojas. El NO,-LA predominaba en proteinas y el NO,-Ln estaba presente de una
forma notoria en los almacenes de ésteres de fitoesteroles, triacilglicéridos y fosfatidilserina
(Tabla 14) (Fig. 42, Panel C).

¥ Hidropdnicos de 53 dias

La ultima etapa del desarrollo vegetal es la senescencia, donde la planta entra en un
proceso de muerte celular programada. Los cultivos hidropdnicos de Arabidopsis de 53 dias
muestran estas caracteristicas fenotipicas. El analisis por LC-MS/MS de hojas y raices de este
tipo de plantas mostré una distribucidén ubicua de los NO»-FAs en los diferentes depdsitos. En
la mayoria de los almacenes de las hojas, los NO,-FAs presentaron un patrén de abundancia
homogéneo, salvo en el caso de la fosfatidiletanolamina, en la cual solo estaban presentes el
NO,-OA y el NO,-Ln; la fosfatidilserina donde seguia predominando de manera casi absoluta
el NO,-Ln y el fosfatisilinositol donde el NO,-OA destacaba levemente (Tabla 14) (Fig. 41, Panel
G). En raices, no todos los almacenes contienen los 3 NO»-FAs, asi, el NO,-LA fue indetectable
en los ésteres de fitoesteroles y en los triglicéridos, igual que el NOz-Ln en la
fosfatidiletanolamina (Tabla 14) (Fig. 42, Panel D).

Hasta el momento, se ha destacado el NO»-FA preferencial esterificado en cada uno de los
almacenes presentes cada etapa desarrollo. En la figura 43, se muestra la abundancia relativa de cada
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nitrolipido en la totalidad de reservorios y etapas de desarrollo consideradas. De este modo, se expone
cual es el almacén proteico o lipidico mas rico en NO,-OA (Panel A), en NO-LA (Panel B) o en NO,-Ln
(Panel C) en cada una de las etapas de desarrollo y como esta disposicién mayoritaria en un
determinado almacén va cambiando conforme la planta va creciendo y desarrollandose.

El punto de partida en el desarrollo de una planta es la semilla, en este material vegetal los
tres NO,-FAs se esterifican principalmente con ésteres de fitoesteroles. Los NO,-OA y NO,-LA se
encuentran almacenados considerablemente en triacilglicéridos, en cambio, la fosfatidilserina es el 22
almacén de NO,-Ln. El proceso de germinacion de las semillas (plantulas de 5 dias) convierte a las
proteinas en el principal almacén del NO,-OA, NOz-LA y en una menor relevancia el NO,-Ln, dado que
para este NO,-FA el principal almacén en esta etapa de crecimiento es la fosfatidilserina. Las etapas
siguientes de crecimiento como el desarrollo de la roseta (plantulas de 14 dias e hidropdnicos de 24
dias), la floracién (hidropdnicos de 34 dias), la produccidon de semillas (hidropdnicos de 36 dias) y la
senescencia (hidropdnicos de 53 dias) muestran, en el caso del NO>-Ln, a la fosfatidilserina como el
depdsito principal siendo las proteinas el reservorio primordial tanto del NO,-LA como del NO,-OA. Sin
embargo, en el caso del NO,-OA, hay que aclarar que presenta un reparto homogéneo en los diferentes
depdsitos al inicio del crecimiento vegetativo (plantulas de 14 dias). También es importante resaltar
gue, en general, existe un patrén similar en la disposicion preferencial de los NO,-FAs entre los tejidos
de hoja y raiz, aunque existen algunas diferencias en etapas concretas. Ejemplo de ello, son las raices
de los hidropdnicos en floracion (34 dias), donde los fosfolipidos son los principales depdsitos del NO»-
LA (Fig. 43).
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Figura 43. Modulacién de la composicién nitro-lipidica presente en los depdsitos de la planta durante el
desarrollo de Arabidopsis. En cada una de las graficas de barras se muestra cual es el almacén preferencial de
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cada uno de los NO2-FAs (NO2-OA en el panel A; NO2-LA en el panel B y NO2-Ln en el panel C) y cémo esta
composicién preferencial se modula durante las diferentes etapas de desarrollo. Para caracterizar el desarrollo,
se han utilizado semillas, plantulas completas de 5 y 14 dias y hojas y raices de hidropdnicos de 24, 34,36y 53
dias.

Tras identificar los principales depositos de cada uno de los NO,-FAs y como se distribuyen a
lo largo del desarrollo de la planta de Arabidopsis, en la figura 44 se muestran los niveles endégenos
de los NO,-FAs que se encuentran esterificados con los almacenes lipidicos (panel A), los niveles de
NO,-FAs aductados con proteinas (panel B) y los niveles enddgenos totales (panel C) que presenta la
planta en cada una de las etapas de desarrollo.

En los almacenes lipidicos el NO,-Ln es el mas abundante, seguido del NO,-OA y NO,-LA, los
cuales presentan una abundancia similar entre ellos. En general, se observa que los niveles de NO,-FAs
descienden durante el desarrollo, aunque existen fluctuaciones en determinados puntos como ocurre
en las plantulas de 5 dias y en los hidropdnicos de 24 dias, donde se observa una disminucién acusada
en los niveles de los tres NO,-FAs (Fig. 44. Panel A).

En cambio, en los almacenes proteicos encontramos unos niveles similares entres los tres NO»-
FAs en cada una de las etapas de desarrollo. Si se analiza el comportamiento en su conjunto, se
detectan unos niveles minoritarios en semillas, los cuales se incrementan para los 3 NO,-FAS en las
plantulas de 5 dias. Estos niveles elevados se mantienen similares en las plantulas de 14, 24 y 34 dias
(estos dos ultimos estan referidos a las muestras de hojas). Cuando la planta tiene 36 dias se genera
un descenso en los niveles de NO,-FAs presentes en las proteinas, y estos niveles se mantienen
similares en las hojas de hidropdnicos de 53 dias. En el caso de las raices, se han detectado unos
valores equivalentes entre las diferentes etapas de desarrollo (Fig. 44. Panel B).

Finalmente, si analizamos los niveles enddgenos totales de los 3 NO,-FAs durante el desarrollo,
se observa un comportamiento similar al descrito anteriormente por los NO,-FAs que estan
esterificados con lipidos mas complejos (Fig. 44. Panel C).
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Figura 44. Niveles enddgenos de NO2-FAs durante el desarrollo de Arabidopsis. En esta figura, se muestra la
distribucion de los niveles de los 3 NO2-FAs, NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln, durante las diferentes etapas de desarrollo

7 Niveles de NO,-FAs en la fraccién lipidica

Semilla 5 14 24 34 36 53 24 34 36 53

Plantula completa Hojas Raices

Desarrollo (dias)

Niveles de NO,-FAs en la fraccion proteica

Semilla 5 14 24 34 36 53 24 34 36 53

Pléntula completa Hojas Raices

Desarrollo (dias)

Niveles de NO,-FAs totales

Semilla 5 14 24 34 36 53 24 34 36 53

Plantula completa Hojas Raices

Desarrollo (dias)

[l voon  [] noyta [ NOytn

121

Resultados

v



Vv

Resultados

de la planta que abarcan desde la semilla, la germinacién de las semillas (plantulas de 5 dias), el desarrollo inicial
y completo de la roseta (plantulas de 14 dias e hidropdnicos de 24 dias, respectivamente), la floracion
(hidroponicos de 34 dias), la produccion de semillas (hidropdnicos de 36 dias) y, finalmente, la senescencia
(hidroponicos de 53 dias). En el panel A encontramos los niveles endégenos de los NO2-FAs que se encuentran
esterificados con los almacenes lipidicos; en el panel B) los niveles de NO2-FAs aductados con proteinas y
finalmente, en el panel C) se muestran los niveles enddgenos totales que presenta |la planta en cada una de las
etapas de desarrollo. Los valores de NO2-FAs se corresponden con la media £ SEM de al menos diez experimentos
independientes.

24.ldentificacion y caracterizacion de las proteinas nitroalquiladas en
Arabidopsis thaliana

Hasta ahora, se han cuantificado los niveles de NO,-FAs que se encuentran aductados con
proteinas y se ha demostrado cémo la presencia de los NO,-FAs en el depdsito proteico se modula
durante del desarrollo. En el este apartado se van a identificar las proteinas que se encuentran
nitroalquiladas, es decir, aductadas con NO,-FAs.

Para ello, durante esta Tesis doctoral se ha desarrollado un método de identificacién de las
proteinas nitroalquiladas por espectrometria de masas (nanoLC-MS/MS). La aduccién del nitrolipido a
una proteina genera una serie de cambios estructurales y funcionales, entre los que destaca un
incremento de la masa molecular en 322 Da si se une el NO,-OA, 324 Da si se une el NO,-LA 0 327 Da
si se une el NOz-Ln. Ademas, la unién de un NO,-FA puede aumentar la hidrofobicidad de la molécula
a la que se ha unido, ya que el NO»-FA es una molecula apolar, aunque en el caso de las proteinas esta
propiedad apenas se modifica. No ocurre asi con los péptidos proteicos que se generan tras la digestidon
proteolitica. En estos casos se ha observado que la presencia del NO»-FA en el peptido proteico
aumenta su hidrofobicidad con respecto al mismo peptido no nitroalquilado. Basandonos en estas
evidencias, se ha disefiado un método de enriquecimiento de peptidos nitroalquilados para mejorar
su deteccion por espectrometria de masas mediante una extraccién con dietil-éter, un disolvente con
un grado de apolaridad intermedio. Los péptidos proteicos mds hidrofébicos se disolveran en la fase
del dietil-éter, mientras que aquellos polares se mantendran en la disolucion acuosa. Para corroborar
este comportamiento y poner a punto el método de enriquecimiento se han utilizado como material
vegetal los cultivos celulares de 9 dias, ya que estos presentan una matriz menos compleja (una menor
presencia de pigmentos vegetales u otros interferentes). Ademads, se aumenté el nimero de dianas
proteicas nitroalquiladas tratando los extractos proteicos de los cultivos celulares con 100 uM y 10
mM de NO»-Ln lo que facilitd la deteccidn de proteinas nitroalquiladas por espetrometria de masas y
propicid el conocimiento del perfil global de proteinas que eran susceptibles de nitroalquilarse por
NOz-Ln.

Tras el andlisis de los espectros de MS/MS generados en las muestras de cultivos celulares tratados
con NO:-Ln, se identificaron un total de 677 proteinas con un FDR del 1% (Tabla 1, Anexo Ill). A
continuacion, se realizo el andlisis bioinformatico de enriquecimiento de ontologia génica para buscar
aquellas funciones o caracteristicas preferenciales de las proteinas nitroalquiladas. El andlisis de rutas
y procesos bioldgicos revelé que las proteinas nitroalquiladas estaban presentes en procesos como:
respuesta al estrés, biosintesis, desarrollo del organismo y procesos metabdlicos, de transporte y
reproductivos, entre otros (Fig. 45. Panel A). Entre las funciones moleculares, las actividades catalitica,
transferasa, e hidrolasa y la unién a proteinas, a ADN y a ARN fueron las mayoritarias (Fig. 45. Panel
B). Compartimentos celulares como el citoplasma, el nucleo y el cloroplasto se enriquecieron
significativamente en proteinas nitroalquiladas (Fig. 45. Panel C).
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Figura 45. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en los cultivos celulares de
Arabidopsis de 9 dias tratados con NO2z-Ln (100 uM y 10 mM). Andlisis bioinformatico GO de los procesos
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bioldgicos (A), de la funcién molecular (B) y de los compartimentos celulares (C) de las proteinas nitroalquiladas
detectas con un FDR del 1%.

24.1. Deteccidn e identificacion de las proteinas nitroalquiladas endégenas en los
cultivos celulares de Arabidopsis

La optimizacién de un método de enriquecimiento para detectar las proteinas
nitroalquiladas, permitié la identificacidon y caracterizacién del perfil endégeno de proteinas
aductadas con NO,-OA, NO,-LA y NO»-Ln en los cultivos celulares de Arabidopsis de 9 dias. Tras el
analisis de los resultados de nanoLC-MS/MS se identificaron 157 proteinas aductadas con NO»-OA,
233 con NO,-LA y 98 con NOz-Ln, con un FDR del 1% (Tablas 2-4, Anexo lll). Los andlisis de GO
enriquecimiento mostraron un patrén similar para los tres NO,-FAs, con algunas excepciones que
se detallan a continuacién. El andlisis bioinformatico de los procesos biolégicos en los que
participan las proteinas nitroalquiladas mostré una distribucién amplia y homogénea entre los tres
NO,-FAs, resaltando su participacion en procesos biosintéticos, de respuesta al estrés y
metabdlicos, similar a lo descrito anteriormente en el caso de los cultivos celulares tratados con
NO,-Ln (Fig. 46: Panel A). Las proteinas nitroalquiladas implicadas en procesos de unién a
proteinasy en actividades catalitica, transferasa e hidrolasa resultaron mayoritarias (Fig. 46: Panel
B). Finalmente, aunque la distribucion subcelular de las proteinas nitroalquiladas resulté bastante
ubicua, ya que estaban presentes en la mayoria de los orgadnulos celulares, el nucleo se revelé
como el principal organulo celular donde se acumulaban proteinas nitroalquiladas por los 3 NO,-
FAs, seguido del cloroplasto y del citoplasma (Fig. 46: Panel C).
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Figura 46. Clasificacion funcional de las proteinas enddégenas nitroalquiladas por NO2-OA, NO2-LA y NO»-
Ln identificadas en cultivos celulares de Arabidopsis de 9 dias. En la figura se muestra la clasificacion de
las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales segln los siguientes términos GO:
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procesos biolégicos (A), funcidn molecular (B) y compartimentos celulares (C) con un FDR del 1%.
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24.2. Caracterizacion funcional de las proteinas nitroalquiladas

El andlisis por nanoLC-MS/MS para detectar la nitroalquilacion enddgena de los cultivos
celulares de Arabidopsis de 9 dias y la nitroalquilacién generada por el tratamiento de los cultivos
celulares con el NO,-Ln permitié identificar un amplio grupo de proteinas susceptibles a la modificarse
mediante esta PTM. Entre las dianas de nitroalquilacién identificadas caben destacar enzimas que
participan en procesos biosinténticos en la célula, como la triosa fosfato isomerasa, la fosfoglicerato
quinasa, isocitrato deshidrogenasa y el enzima malico. Ademas se identificaron proteinas relacionadas
con la respuesta al estrés como la glutatidén S-transferasa, la catalasa y la ascorbato peroxidasa. En este
apartado, se va a abordar, mediante el uso de proteinas recombinantes, la caracterizacidon de la
modulacién funcional de estas proteinas nitroalquiladas que participan en los procesos bioldgicos en
los que la nitroalquilacidn estd presente.

e Procesos biosintéticos

Dentro del término GO denominado procesos biosintéticos se incluyen proteinas del
metabolismo que requieren energia para transformar sustancias mas simples en otras mas
complejas.

¥ Fosfoglicerato quinasa

La PGK es una enzima cloroplastidica involucrada en el ciclo de Calvin, la cual
participa en la biosintensis de carbohidratos (Rosa-Téllez et al. 2018). El tratamiento
de la proteina recombinante con los diferentes NO,-FAs provocd una disminucién
significativa en sus niveles de actividad enzimatica. En concreto, el NO,-OA genero una
disminucién del 60% de la actividad enzimatica, el NO,-LA un 40% y el NO2-Ln un 30%.
Este efecto negativo en la actividad, no se observd tras el tratamiento con las formas
no nitradas (acido oleico, acido linoleico y acido linolenico) (Fig. 47).
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Figura 47. Actividad enzimatica de la fosfoglicerato quinasa recombinante tras el tratamiento
con los diferentes NO2-FAs. En la figura se muestra el tratamiento de la proteina recombinante
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con los tres NO2-FAs y sus respectivas formas no nitradas a un ratio de concentracién de
proteina: NO2-FA o FA de 1:10. El asterisco (*) y doble asterisco (**) indican diferencias
significativas de p<0,05 y p<0,001, respectivamente, con respecto al control. Los valores de
actividad enzimdtica son la media £ SEM de al menos tres experimentos independientes.

FA: acido graso.

Triosa fosfato isomerasa

Esta proteina esta involucrada en la gluconeogénesis, por lo que forma parte
de la biosintesis de carbohidratos (Shih 1994). El tratamiento de la proteina
recombinante con NO,-OA y NO,-LA causé una disminucién significativa en la actividad
de dicha proteina (aproximadamente un 70%) observable a un ratio de concentracion
relativamente bajo (1:2). Este comportamiento también se observd tras el tratamiento
con NO-Ln (90% de reduccidn ), pero a un ratio de concentraciéon mas elevado (1:10).
En cambio, el tratamiento de la proteina recombinante con las diferentes formas no
nitradas de los NO,-FAs no supuso cambios significativos en los niveles de actividad
(Fig. 48).
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Figura 48. Actividad enzimatica de la triosa fosfato isomerasa recombinante tras el tratamiento
con los diferentes NO2-FAs. En la figura se muestra el tratamiento de la proteina recombinante
con los tres NO2-FAs y sus respectivas formas no nitradas a un ratio de concentracion proteina:
NO2-FA 6 FA, 1:2, con excepcion del Ln y el NO2-Ln que se incubaron a un ratio 1:10. El asterisco
(*) y doble asterisco (**) indican diferencias significativas de p<0,05 y p<0,001,
respectivamente, con respecto al control. Los valores de actividad enzimatica son la media *
SEM de al menos tres experimentos independientes.

Enzima malico dependiente de NADP
La NADP-ME es una enzima que cataliza la descarboxilaciéon oxidativa del L-

malato, para producir piruvato, CO, y NADPH. Esta enzima esta implicada en los
procesos metabdlicos del malato y es una fuente de NADPH y piruvato en la planta
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(Drincovich et al. 2001). El tratamiento de la NADP-ME con los diferentes NO,-FAs a
un ratio de concentracion 1:15 (proteina: NO,-FA) generd un comportamiento similar
al determinado en enzimas anteriores originando una disminucion significativa en los
niveles de actividad enzimdtica con respecto al control. En concreteo, el NO,-OA
origind una disminucién del 25%, el NO,-LA del 40% y el NO,-Ln del 70%. Sin embargo,
cabe destacar genera una reduccién mas acentuada como consecuencia del
tratamiento con NO-Ln (Fig. 49).

110 1

100 A

90 -
8 g0 * %
Q.
=)
<
Z 70 A
g **
S
£ 60
©
E
e 50 4
[
]
T
o 40 A
s * %
2
S 30 A
<

20 A

10 A

0
Control OA NO, 0A LA NO, LA Ln NO, Ln
30uM (1:15)

Figura 49. Actividad del enzima malico dependiente de NADP recombinante tras el tratamiento
con los diferentes NO2-FAs. En la figura se muestra la incubacidn de la proteina recombinante
con los tres NO2-FAs y sus respectivas formas no nitradas a un ratio de concentracidn proteina:
NO2-FA o FA, 1:15. El asterisco (**) indica diferencias significativas (p<0,001) con respecto al
control. Los valores de actividad enzimatica son la media £ SEM de al menos tres experimentos
independientes.

Isocitrato deshidrogenasa (ICDH)

La isocitrato deshidrogenasa es una enzima que participa en el ciclo de krebs
catalizando la descarboxilacidn oxidativa del isocitrato para formar 2-oxoglutarato y
NADPH. En términos generales, la ICDH esta involucrada en el metabolismo de los
carbohidratos y es una enzima generadora de poder reductor (NADPH) (Chen 1998).En
este caso, el tratamiento con el NO;-Ln a un ratio de concentracion 1:5 disminuyd
bruscamente la actividad enzimatica de la proteina (90% de disminucién), siendo una
de las enzimas mas sensible de entre las estudiadas al tratamiento con este acido graso
nitrado, ya que se consiguié una inactivacién casi completa de la proteina con un ratio
de NO,-Ln relativamente bajo (Fig 50: Panel A). El analisis de MS/MS reveld que la
niroalquilacién de la ICDH afectaba a un amplio nimero de residuos como cisteinas,
histidinas y lisinas (Fig 50: Panel B). Aunque ninguna de estas dianas de
nitroalquilacién tenia actividad catalitica (Fig 50: Panel C), la modelizacion “in silico”
de la ICDH mostré que las cisteina 131 y la histidina 135 se situaban muy préximas a
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los residuos de arginina 111 y 134, las cuales si intervienen en la catalisis de la enzima
ya que son sitios de unidn del sustrato (Fig 50: Panel D).
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Figura 50. Anadlisis de la modulacidon por nitroalquilaciéon de la isocitrato deshidrogenasa
citosdlica recombinante de Arabidopsis. A) Actividad enzimatica de la ICDH tras el tratamiento
con Ln y NO2-Ln a un ratio de concentracién 1:5. El doble asterisco (**) indica diferencias
significativas (p<0,001) con respecto al control. Los valores de actividad enzimatica son la media
+ SEM de al menos tres experimentos independientes. B) Deteccion de los péptidos
modificados por la nitroalquilacidn e identificacién de aquellos residuos de aminoacidos diana
de esta modificacion post-traduccional. C) Localizacion de los residuos nitroalquilados y
cataliticos en la modelizacion “in silico” de la ICDH recombinante. D) Identificacion de los
residuos nitroalquilados con una posible implicacion en la catélisis de la enzima.

Arg: arginina; Lys: lisina.

Respuesta al estrés

El término GO de respuesta al estrés esta relacionado con cualquier proceso que suponga
un cambio en el estado o actividad de una célula como resultado de un estimulo que exponga
al organismo a una situacion de estrés.
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Glutation S-transferasa

La glutatidon S-transferasa es una enzima citoplasmatica involucrada en Ila
eliminacion de sustancias toxicas debido a su conjugacién con el glutation. También
participa en la atenuacidn del estrés oxidativo y en el transporte hormonal (Gullner et
al. 2018). La incubacién de la GST con NO»-OA y NO»-LA a un ratio de concentracion
1:5 (proteina: NO,-FA) generd una disminucion significativa de alrededor del 70% en
su actividad enzimatica. Sin embargo, el tratamiento con NO,-Ln a ese mismo ratio, no
generé cambios significativos con respecto al control (Fig. 51).
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Figura 51. Actividad enzimatica de la glutation S-transferasa recombinante tras el tratamiento
con los diferentes NO2-FAs. En la figura se muestra la incubacién de la proteina recombinante
con los tres NO2-FAs y sus respectivas formas no nitradas empleando un ratio de concentracién
proteina: NO2-FA o FA de 1:5. El asterisco (**) indica diferencias significativas (p<0,001) con
respecto al control. Los valores de actividad enzimatica son la media + SEM de al menos tres
experimentos independientes.

Catalasa

La catalasa es una enzima detoxificante de H,0, por lo que juega un papel muy
importante en la respuesta antioxidante de la planta (Mhamdi et al. 2010). El
tratamiento de los cultivos celulares con NO,-Ln permitié detectar la presencia de la
catalasa 3 (CAT3) nitroalquilada. Concretamente se identifico la nitroalquilacion en los
residuos de histidina 46 y 156, cuya su implicacién en la actividad catalitica de la
enzima se desconoce. Con el fin de evaluar y profundizar en el conocimiento del efecto
de la nitroalquilacidn sobre esta proteina se ha utilizd la proteina recombinante
catalasa 2 (CAT2). La secuencia de la CAT2 presenta un 78% de similitud con la
secuencia de la CAT3 y entre los residuos compartidos se encuentran las dos dianas de
nitroalquilacidon anteriormente mencionadas. Otra diferencia entre las dos isoformas
estriba en su localizacion subcelular. La CAT2 estd presente en peroxisomas,
citoplasma y gliosisomas, mientras que la CAT3 solo se encuentra en peroxisomas. A
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pesar de estas diferencias, se selecciond la CAT2 por su mayor distribucidn y teniendo
en cuenta el alto grado de similitud existente entre ambas.

La proteina recombinante CAT2 se traté con 34 uM de NO:-Ln, lo que se
corresponde con un ratio de concetracién de proteina: NO,-Ln de 1:100. Tal y como se
puede observar en la Figura 52: Panel A, el tramiento afecté significativamente a la
actividad enzimatica de la catalasa provocando una disminucién de aproximadamente
el 30% con respecto a la situacién control. A continuacion, se detectaron por nanoLC-
MS/MS los péptidos de la CAT2 que se habian nitroalquilado y se identificaron los
residuos de aminoacidos modificados que, a su vez, podrian ser los responsables de la
bajada de actividad indicada anteriormente. En total, se identificaron 9 residuos
nitroalquilados correspondientes a histidinas situadas a lo largo de la secuencia de la
CAT2, aunque también se detectd una lisina en la posicion 150 (Fig. 52: Panel B). Para
seleccionar las principales dianas de nitroalquilacidn, se realizé un analisis dirigido de
busqueda de péptidos que contuvieran las dianas de nitroalquilacién en su forma
nitroalquilada y no modificada. Todo ello, nos permitid realizar una cuantificacion
relativa de la abundancia de la diana nitroalquilada con respecto a su forma no
modificada. De esta manera, la histidina 108 resultd ser la principal diana de
nitroalquilacion de la CAT2, seguida de la His 156 (Fig 52: Panel C). Finalmente, se
analizd la localizacidn de los residuos nitroalquilados mediante una modelizacidn “in
silico” de la proteina recombinante con la idea de determinar si se encontraban
proximos a los residuos implicados en la actividad enzimatica, ya que las dianas
nitroalquiladas identificadas no participaban directamente en el proceso catalitico. Sin
embargo, los residuos nitroalquilados no se encuentraron préximos a los residuos
cataliticos sino que se situaban en la periferia de la proteina (Fig. 52: Panel D).
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Figura 52. Efecto de la nitroalquilacién sobre la catalasa 2 recombinante de Arabidopsis. A)
Actividad enzimatica de la CAT2 tratada con Ln y el NO2-Ln a un ratio de concentracion proteina:
Ln 6 NO2-Ln 1:100. El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,05) con respecto al
control. Los valores de actividad enzimatica son la media £ SEM de al menos tres experimentos
independientes. B) Deteccién por nanoLC-MS/MS de los péptidos nitroalquilados de la CAT2
tratada con NO2-Ln e identificacién de los residuos diana de la aducciéon con NOz-Ln. C)
Cuantificacidn relativa de los residuos nitroalquilados identificados tras el tratamiento de la
proteina recombinante con NOz-Ln. En cada una de las barras del grafico, se muestra el nimero
de PSM identificado para cada residuo en su forma nitroalquilada y no modificada. D)
Localizacidn de los residuos nitroalquilados y cataliticos en la modelizacion “in silico” de la CAT2
recombinante.

Ascorbato peroxidasa

La ascorbato peroxidasa es una enzima que participa en el ciclo del ascorbato-
glutatién. Esta proteina antioxidante se detectd nitroalquilada en los cultivos celulares
tratados con NO,-Ln lo que la convirtié en una importante candidata para estudiar su
modulaciéon por nitroalquilacion. Para tal fin se utilizd la proteina recombinante
ascorbato peroxidasa 2 (APX2). Desde un punto de vista enzimatico, la union del NO,-
Ln a la APX2 afectd negativamente a su actividad, ya que disminuyd significativamente
(50%) (Fig. 53: Panel A). Esta regulacidn negativa puede asociarse a la nitroalquilacién
de diferentes residuos de histidina y de una cisteina (Fig. 53: Panel B). Sin embargo,
la cuantificacidn relativa de estos residuos mostrd que las histidinas 43 y 163 eran las
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dianas mas susceptibles a nitroalquilarse (Fig. 53: Panel C) y podrian ser las
responsables directas de la reduccion de la actividad enzimatica de la APX2, ya que la
histidina 43 esta situada en el sito activo de la proteina y la His 163 también participa
en la catdlisis actuando como sitio de unién al metal (Fig. 53: Panel D).
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Figura 53. Modulaciéon por nitroalquilacion de la ascorbato peroxidasa recombinante de
Arabidopsis. A) Efecto del tratamiento con Ln y NO2-Ln (ratio 1:20) sobre la actividad enzimdtica

133

Vv



Vv

Resultados

de la APX2. El doble asterisco (**) indica diferencias significativas (p<0,001) con respecto al
control. Los valores de actividad enzimatica son la media £ SEM de al menos tres experimentos
independientes B) Identificacion de los péptidos y residuos nitroalquilados con el NO2-Ln tras
el andlisis de los espectros de MS/MS. En cada una de las barras del grafico, se muestra el
numero de PSM identificado para cada residuo en su forma nitroalquilada y no modificada.
PSM: nimero de coincidencias del espectro de péptidos. C) Cuantificacion relativa de los
residuos nitroalquilados identificados tras el tratamiento de |la proteina recombinante con NO2-
Ln. D) Localizacién de los residuos nitroalquilados y cataliticos en la modelizacién “in silico” de
la APX2 recombinante.

25. Caracterizacion del perfil de proteinas nitroalquiladas durante el desarrollo
de Arabidopsis thaliana

En apartado anterior (vedse apartado 23) se han descrito en detalle los niveles de NO,-FAs
presentes en los depdsitos proteicos y lipidicos y, ademds se han identificado dichos almacenes
lipidicos. En el siguiente apartado, se muestran y caracterizan las proteinas que se encuentran unidas
a los diferentes NO,-FAs y cdmo estos reservorios proteicos cambian a lo largo del desarrollo,
utilizando para ello, el método de enriquecimiento de peptidos nitroalquilados que se indicé en el
apartado anterior.

¥  Semillas

El punto de partida del desarrollo de cualquier planta es la semilla. En este tejido, el
nimero de proteinas nitroalquiladas por los tres NO,-FAs detectado por nanoLC-MS/MS
fue minoritario (Tabla 5, Anexo lll), esto se aplica especialmente a las proteinas aductadas
con NO»-Ln (Fig. 54). A pesar de la escasez de proteinas nitroalquiladas en semillas, las que
se identificaron participaban en procesos biosintéticos y en procesos relacionados con el
desarrollo del organismo (Fig. 55: Panel A). La funcion molecular de estas proteinas
nitroalquiladas estaba relacionada con la unién al ADN y a proteinas (Fig. 55: Panel B) y su
localizacion celular preferencial fue el nicleo (Fig. 55: Panel C).

¥ Plantulas de 5 dias

En la etapa de crecimiento correspondiente a los 5 dias, las plantulas habian
desarrollado por completo sus cotiledones y se produjo un marcado incremento en el
numero de proteinas nitroalquiladas con los 3 NO,-FAs con respecto a las semillas (Fig. 54)
(Tabla 6, Anexo lll). En general, este amplio grupo de proteinas nitroalquiladas participaba
en procesos biolégicos variados, destacando la respuesta al estrés y los procesos
biosintéticos. Ademas, las proteinas aductadas con NO,-OA y el NO,-Ln también jugaban
un papel importante en procesos relacionados con el desarrollo del organismo (Fig. 56:
Panel A). Las principales funciones moleculares de estas proteinas modificadas son las
actividades catalitica, transferasa e hidrolasa y la unién a proteinas, entre otras (Fig. 56:
Panel B). Con respecto a la localizacidon celular, estas proteinas nitroalquiladas se
localizaron mayoritariamente en nucleo, citoplasma, cloroplasto y aparato de Golgi (Fig.
56: Panel C).
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Figura 54. Cuantificacion del numero de proteinas nitroalquiladas por los diferentes NO2-FAs durante el
desarrollo de Arabidopsis mediante espectrometria de masas.

w

Plantulas de 14 dias

El nimero de proteinas nitroalquiladas por los 3 NO,-FAs en plantulas de 14 dias fue
similar al detectado en la etapa de crecimiento anterior (Fig. 54) (Tabla 7, Anexo lll). En
esta fase, las plantulas desarrollaron sus primeras hojas en forma de roseta. Los procesos
bioldgicos en los cuales hubo una mayor identificacién de proteinas nitroalquiladas fueron
la respuesta al estrés y las rutas de biosintesis y de desarrollo del organismo. El perfil de
procesos bioldgicos en los que participa este conjunto de proteinas nitroalquiladas fue
similar a lo descrito en las plantulas de 5 dias. No obstante, en las plantulas de 14 dias, las
proteinas implicadas en los procesos de desarrollo del organismo no solo estaban
modificadas por NO,-OA y NO,-Ln, sino también por NO»-LA (Fig. 57: Panel A). Las
funciones moleculares mas representativas de estas proteinas nitroalquiladas fueron la
actividad catalitica y la unidn a proteinas. En este caso, es importante destacar que una
gran parte de las proteinas nitroalquiladas con NO,-Ln presenté actividad hidrolasa (Fig.
57: Panel B). Con respecto a la localizacidon de estas proteinas modificadas, vuelven a
destacar el nucleo, citoplasma y cloroplasto aunque también aparecen en la regién
extracelular (Fig. 57: Panel C).
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Semillas
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Figura 55. Clasificacidn funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO»-Ln en semillas. En

la figura se muestra, la clasificacion de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales bajo los
siguientes términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares (C).
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Figura 56. Clasificacidn funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NOz-Ln en plantulas que
presentan los cotiledones totalmente abiertos, las cuales se corresponden con plantulas de 5 dias. En la figura se
muestra, la clasificacion de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales bajo los siguientes
términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares (C).

137



\%

Resultados

Inicio de la roseta (14 dias)
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Figura 57. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln en pldntulas que
han desarrollado sus primeras hojas en la disposicion de roseta, las cuales se corresponden con plantulas de 14
dias. En la figura se muestra, la clasificacion de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales
bajo los siguientes términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares

(C).
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Hidropodnicos de 24 dias (Hojas)

La deteccion por nanoLC-MS/MS de proteinas nitroalquiladas en hojas de plantas de
24 dias cutivadas en condiciones hidropdnicas, mostré un leve descenso con respecto a
las plantulas de 14 dias, siendo minoritaria la nitroalquilacién mediada por NO,-OA (Fig.
54) (Tabla 8, Anexo lll). A pesar de este descenso en el nimero de proteinas, los procesos
bioldgicos como la respuesta al estrés y los procesos de desarrollo y biosinténticos seguian
siendo las principales funciones de las proteinas nitroalquiladas. Sin embargo, es
importante destacar la ausencia de proteinas aductadas con NO,-OA implicadas en
procesos biosinténticos, a pesar de que en la etapa anterior tenian una gran contribucién
(Fig. 58: Panel A). La actividad catalitica continué siendo la principal funcion molecular de
las proteinas nitroalquiladas identificadas seguida de la unidn a acidos nucleicos (Fig. 58:
Panel B). En la localizacidn celular de las proteinas nitroalquiladas identificadas en esta
etapa siguid destacando el nucleo, el citoplasma y el cloroplasto, aunque en estos dos
ultimos compartimentos celulares no se detectaron proteinas aductadas con NO,-OA (Fig.
58: Panel C).

Hidropdnicos de 34 dias (Hojas)

Cuando los hidropénicos de Arabidopsis alcanzan los 34 dias de edad, la planta
desarrolla la flores entrando asi en la etapa de reproducidén. Los analisis de MS/MS de las
hojas de estas plantas mostraron un incremento en el nimero de proteinas nitroalquiladas
por NO,-OA y NO,-Ln con respecto a los datos obtenidos en las hojas de plantas de 24 dias.
Sin embargo, el nimero de proteinas modificadas por el NO-LA fue similar en ambas
etapas (Fig. 54) (Tabla 9, Anexo lll). En esta fase se produjo un cambio importante con
respecto a los principales procesos bioldgicos en los que participaban las proteinas
nitroalquiladas, destacando los procesos de desarrollo del organismo y reproduccién para
los 3 NO,-FAs. Ademas, es importante sefialar, que los procesos biosintéticos y de
respuesta al estrés, que en todas las etapas previas habian sido prioritarios, ahora dejan
de serlo (Fig. 59: Panel A). La actividad catalitica continud siendo la funcién molecular
principal de la proteinas nitroalquiladas aunque también tuvo una gran relevancia la
actividad transferasa y la unién a proteinas (Fig. 59: Panel B). La localizacién celular
principal de las proteinas nitroalquiladas en esta etapa de crecimiento volvid a ser el
nucleo (Fig. 59: Panel C).

Hidropdnicos de 36 dias (Hojas)

Tras la floracidn, las plantas desarrollan el fruto que contiene las semillas. En las
hojas de estas plantas se detectd una abrupta disminucion en el nimero de proteinas
nitroalquiladas por los tres NO,-FAs con respecto a la etapa de crecimiento anterior siendo
la abundancia detectada comparable a la observada en semillas (Fig. 54) (Tabla 10, Anexo
lll). Este pequeio grupo de proteinas nitroalquiladas identificadas en las hojas de
hidropdnicos de 36 dias participaba en procesos bioldgicos caracteristicos para cada NO,-
FA. En concreto, las proteinas aductadas con NO»-LA participaban fundamentalmente en
procesos biosintéticos, las nitroalquiladas por NO,-OA, en transduccidon de seiales v,
finalmente, las proteinas modificadas por NO,-Ln llevaban a cabo procesos metabdlicos
de carbohidratos y transporte (Fig. 60: Panel A). En este caso, las principales funciones
moleculares fueron la actividad catalitica y la de union a proteinas (Fig. 60: Panel B) y las

139

Vv



V | Resultados

localizaciones preferenciales fueron el nucleo, el citoplasma, la regién extracelular y el
cloroplasto (Fig. 60: Panel C).
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Figura 58. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln en las hojas de
los hidropdnicos que presentan una roseta totalmente desarrollada, y estos acontecimientos tienen lugar cuando
los hidropdnicos tienen 24 dias. En la figura se muestra, la clasificaciéon de las proteinas nitroalquiladas en
diferentes categorias funcionales bajo los siguientes términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares
(B) y compartimentos celulares (C).
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Floracion (Hojas de 34 dias)
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Figura 59. Clasificacidn funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln en las hojas de
los hidropdnicos que se encuentran en floracidn, en concreto, cuando la planta tiene 34 dias. En la figura se
muestra, la clasificacion de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales bajo los siguientes
términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares (C).
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Produccidn de semillas (Hojas de 36 dias)

A) Procesos biolégicos
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Figura 60. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO»-Ln en las hojas de
los hidropdnicos que se encuentran produciendo semillas, etapa que se corresponde con hidropdnicos de 36
dias. En la figura se muestra, la clasificacion de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales
bajo los siguientes términos GO: procesos bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares
(C).

142



Resultados

¥ Hidroponicos de 53 dias (Hojas)

En la etapa senescente (hidropdnicos de 53 dias) se encontré un nimero muy reducido
de proteinas nitroalquiladas, similar al identificado en la etapa anterior y en semillas (Fig.
54) (Tabla 11, Anexo lll). Estas proteinas nitroalquiladas participaban fundamentalmente
en procesos de desarrollo y de respuesta al estrés (Fig. 61: Panel A), su funcién molecular
principal fue la unién a proteinas (Fig 40: Panel B) y se localizaban mayoritariamente en
las mitocondrias (Fig. 40: Panel C).
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Figura 61. Clasificacidn funcional de las proteinas nitroalquiladas con NO2-OA, NO2-LA y NO»-Ln en las hojas de
los hidropdnicos senescentes, que se corresponde con plantas de 53 dias. En la figura se muestra, la clasificacidon
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de las proteinas nitroalquiladas en diferentes categorias funcionales bajo los siguientes términos GO: procesos
bioldgicos (A), funciones moleculares (B) y compartimentos celulares (C).

¥ Raices

En general, el nUmero de proteinas nitroalquiladas identificadas en las raices de
hidropdnicos de difentes edades de crecimiento (24, 34, 36 y 53 dias) fue relativamente
escaso. En la tabla 15 se encuentra la informacidon del andlisis de enriquecimiento
determinado de estas muestras, identificAndose asi los procesos biolégicos, la funcién
molecular y los compartimentos celulares en los que participaban las proteinas
nitroalquiladas. Es importante resaltar que en las raices de los hidropdnicos de 34 dias no
se detectd ninguna proteina nitroalquilada.

Tabla 15. Analisis de enriquecimiento de ontologia génica (GO) de las proteinas nitroalquiladas
identificadas en raices de hidropdnicos de 24, 34, 36 y 53 dias.

Proteina

nitroalquilada

Proceso Funcion

bioldgico

Compartimento

celular

NO,-OA

NO,-LA

NOs-Ln

NO,-OA
NO,-LA
NOz-Ln

ND

Protein MIZU-
KUSSEI 1

Pentatricopeptide
repeat-containing
protein,
chloroplastic
Pentatricopeptide
repeat-containing
protein,
mitochondrial
Polyamine
transporter RMV1
Serine/threonine-
protein kinase-like
protein CCR2

molecular

Roseta (Raices de 24 dias)

Organizacion

de los
componentes No definido
celulares,
tropismo
Modificacion .
del ARN Unidén al ARN
Transporte Actividad
P transportadora
Actividad
No definido quinasa

Floracion (Raices de 34 dias)

ND
ND
ND
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Produccion de semillas (Raices de 36 dias)

RING/FYVE/PHD

zinc finger No definido Union .al 'on de Otras
. . zinc membranas
superfamily protein
Aspartyl protease o Actividad Regidén
NO,-OA Pol
00 UND olinizacion endopentidasa extracelular
Non-specific
serine/threonine No definido No definido
protein kinase Actividad
Putati teine- i
'uta Ve cys elrle Respuesta al quinasa Membrana
rich receptor-like estrés lasmatica
protein kinase 31 P
NOw-LA At4g22400 No definido No definido No definido
,-
Probable S-
adenosylmethlonlne No definido Actividad Cloroplasto
carrier 2, transportadora
chloroplastic
RNA-binding
RRM/RBD/RNP . ., .-
NO-Ln ( / . / No definido Unidn al ARN No definido
motifs)
Senescencia (Raices de 53 dias)
NO»-OA 3-ketoacyl-CoA Procesos Actividad Otras
2 synthase 21 biosintéticos sintasa membranas
NO,-LA ND
NOs-Ln ND

26.Modulacion de los almacenes de NO,-FAs en el estrés abiotico

Para estudiar cdmo se modulaban los almacenes de NO,-FAs durante el estrés abidtico, se
analizaron diferentes tipos de estrés en plantulas de Arabidopsis de 14 dias como la salinidad, los
metales pesados (cadmio), la baja temperatura, la luz continua y la oscuridad. En cada una de estas
situaciones se caracterizo el estado redox y la modulacidn de los almacenes proteicos y lipidicos para
los 3 NO,-FAs.

En primer lugar, se caracterizo el estado oxidativo de las plantas en cada una de las situaciones de
estrés a través de la deteccién de marcadores de la homeostasis redox como son el H,0; y el MDA,
siendo este ultimo un indicador de la peroxidacidn lipidica. En las situaciones de estrés abidtico se ha
observado, bien un incremento del contenido en H,0, o MDA, como es el caso de los estreses por
cadmio y baja temperatura o bien un aumento en los niveles de ambos marcadores (Fig. 62).
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Figura 62. Deteccion de marcadores de la homeostasis redox en las diferentes situaciones de estrés abidtico. Se
utilizaron dos marcadores del estado redox, el peréxido de hidrogeno (H202) (A) y el malondialdehido (MDA) (B).
El doble asterisco (**) indica que los niveles de H202 o MDA detectados eran significativos (p < 0,001) con
respecto a la situacion control.

Tras valorar el estado oxidativo de las diferentes situaciones de estrés abidtico, se analizaron por
LC-MS/MS los niveles totales de NO,-FAs procedentes tanto de los depdsitos proteicos como lipidicos.
En general, la mayoria de situaciones de estrés abidtico generd un incremento en los niveles de NO,-
OA, NO2-LAy, sobre todo, de NO,-Ln. No obstante, existen algunas variaciones importantes a destacar.
Por ejemplo, en los estreses por salinidad y baja temperatura, los niveles de NO,-OA fueron similares
a los detectados en la situacién control, lo mismo ocurrié en el estrés por oscuridad con los niveles de
NO,-Ln. Ademas, en el estrés por luz continua encontramos un comportamiento diferencial para cada
NO,-FA. Las diferencias consistieron en: una disminucién en los niveles de NO,-OA, un incremento en
el contenido de NO»-Ln y ninglin cambio en el caso del NO,-LA (Fig. 63).
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Figura 63. Niveles totales de NO2-FAs en las diferentes situaciones de estrés abidtico. En esta figura se muestra
los niveles de NO2-FAs totales procedentes de los depdsitos proteicos vy lipidicos cuantificados por LC-MS/MS en

las diferentes situaciones de estrés abidtico. El asterisco doble (**) indica que los niveles de NO2-FAs detectados
fueron significativos (p < 0,001) con respecto a la situacion control.
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Tras evidenciar los cambios en los niveles totales de NO,-FAs como consecuencia de las
situaciones de estrés abidtico, se estudid en detalle lo que ocurria de manera aislada en cada uno de
los reservorios para asi poder determinar el depdsito o los depdsitos responsables del cambio en los
niveles de NO,-FAs. En primer lugar, se muestran los niveles de NO,-FAs procedentes de los depdsitos
proteicos. En general, en la mayoria de estreses, se observé una disminucién en los niveles de NO,-FAs
aductados con proteinas con respecto a la situacién control. El estrés por salinidad no generé cambios
en los niveles de nitroalquilacidén para el NO,-OA y el NO-Ln y sélo se observé una disminucion en la
abundancia de proteinas aductadas con NO,-LA. Adicionalmente, en el estrés por baja temperatura no
se detectaron cambios en los niveles de proteinas aductadas con NOz-Ln (Fig. 64).
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Figura 64. Modulacidn de los niveles endégenos de NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln aductados con proteinas en las
diferentes situaciones de estrés abidtico. Los valores de NO2-FAs cuantificados son la media + SEM de, al menos,
tres experimentos independientes. Los niveles de NO:-FAs detectados son significativos con respecto a la
situacion control cuando aparece un asterisco (*; p < 0,05) o un doble asterisco (**; p < 0,001).

A continuacién, se presenta el comportamiento de los NO,-FAs que se encontraban
almacenados en lipidos mas complejos en las diferentes situaciones de estrés abidtico. En este caso,
se observé que las situaciones de estrés provocaron un incremento en los niveles de NO-FAs libres
(Fig. 65). Este comportamiento coincidié con el observado en los niveles totales de NO»-FAs (Fig. 63)
ya que la aduccién de NO,-FAs en la fraccidn lipidica era superior a la proteica. Sin embargo, es
importante sefalar algunas variaciones detectadas. Por ejemplo, en el estrés por salinidad se
observaron niveles de NO,-OA similares a los detectados en el control, en el estrés por oscuridad se
produjo la misma respuesta, aunque en el caso del NO,-Ln. Finalmente, el estrés por luz continua
mostré unos niveles de NO»-OA inferiores a los detectados en la situacion control (Fig. 65).
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Figura 65. Modulacién de los niveles endégenos de NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln esterificados en los almacenes
lipidicos en las diferentes situaciones de estrés abidtico. Los valores de NO»-FAs mostrados son la media + SEM
de al menos 10 experimentos independientes. Los niveles de NO2-FAs detectados son significativos con respecto
a la situacién control cuando aparece un asterisco (*; p < 0,05) o un doble asterisco (**; p < 0,001).

El conjunto de resultados previos demuestra que las situaciones de estrés generaban una
disminucion en los niveles de nitroalquilacidon y un incremento en la esterificacidon de los NO,-FAs con
lipidos mas complejos. A continuacidn, se van a mostrar los resultados que permitieron determinar los
depdsitos lipidicos responsables de los cambios observados como consecuencia de cada situacion de
estrés. Dado que este comportamiento difirié entre los diferentes estreses y también dependia del
NO,-FA que se considerara, los resultados se analizaron por separado.

En el estrés por salinidad, se observaron variaciones en los niveles de los tres NO,-FAs. El NO,-
OA aumento su esterificacion en la fosfatidilcolina y disminuyé en la fosfatidilserina. En cambio, los
niveles de NO»-LA se incrementaron en la fosfatidilcolina, en el fosfatidilinositol y, sobre todo, en los
ésteres de fitoesteroles. En los mono y diacilglicéridos y en la fosfatidilserina disminuyd el contenido
en NO,-LA con respecto a la situacidn control. Finalmente, del comportamiento del NO,-Ln en el estrés
por salinidad cabe destacar un incremento de su esterificacion con la fosfatidilcolina y una disminucién
en los mono y diacilglicéridos y en los ésteres de fitoesteroles (Fig. 66; Panel A).

El estrés por cadmio ocasioné cambios en los niveles de los 3 NO,-FAs esterificados con
fosfatidilinositol. En concreto, se observd un aumento en el contenido en NO,-LA en esta fraccion
lipidica y lo contrario en los casos del NO;-OA y el NO,-Ln. En el resto de fosfolipidos, la tendencia
generalizada consistio en el incremento de los niveles de NO,-LA. Este incremento también se observé
en la fosfatidilserina con el NO>-Ln y en la fosfatidilcolina con el NO,-OA. Otros almacenes lipidicos,
como los triacilglicéridos y los mono y diacilglicéridos, solo mostraron cambios en el contenido en NO»-
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Ln, el cual aumentd como consecuencia del estrés. Por Ultimo, destacar el incremento de NO,-OA libre
como consecuencia del crecimiento de las plantulas en presencia del metal pesado (Fig. 66; Panel B).

Los depdsitos de mono vy diacilglicéridos aumentaron su contenido en los tres NO>-FAs en
respuesta al estrés por baja temperatura. Andlogamente, en otros almacenes también se incrementé
la presencia de NO,-FAs, como el NO,-LA en la fosfatidilcolina, el NO,-Ln en la fosfadilserina y ambos
en los tiacilglicéridos y ésteres de fitoesteroles. Por el contrario, la presencia de NO,-OA disminuyd en
la fosfatidiletanolamina y el fosfatidilinositol (Fig. 66; Panel C).

El estrés por luz continua provocd una disminucidn en los niveles de NO,-OA en todas las
fracciones excepto en la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, donde no se detectaron cambios
significativos. El NO,-Ln presenta un patrén de comportamiento similar, aunque afecté a un menor
numero de almacenes. En concreto, los mono y diacilglicéridos y todos los fosfolipidos, con excepcién
de la fosfatidilserina, redujeron su contenido en NO,-Ln. El caso de la fosfatidilserina fue llamativo pues
incrementd de forma notoria sus niveles de NO,-Ln. Por ultimo, el NO,-LA disminuyd ligeramente en
la fosfatidilcolina y el fosfatidilinositol y también aumentd notablemente en la fosfatidilserina (Fig. 66;
Panel D).

En la distribucidon que presentan los NO,-FAs en el estrés por oscuridad cabe resefiar el notable
incremento de los tres NO,-FAs en la fraccion de fosfatidilinositol. En los demas fosfolipidos existieron
comportamientos heterogéneos dependiendo del NO,-FA analizado. En este sentido, en la
fosfatidilcolina aumentd el contenido de NO:-LA, en la fosfatidiletanolamina, por el contrario,
disminuyd la presencia de NO,-OA y NO,-Ln y en la fosfatidilserina incrementé el NO,-OA vy se redujo
el NO2-LA. En los demads almacenes lipidicos, el NO,-OA aumentd su abundancia en los ésteres de
fitoesteroles y en los mono y diacilglicéridos. El NO,-LA y el NO,-Ln también ampliaron sus niveles en
triacilglicéridos (Fig. 66; Panel E).
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Figura 66. Biodistribucion de los NO»-FAs esterificados con lipidos complejos en las diferentes situaciones de
estrés abidtico. En esta figura se muestra, como se modulan los niveles de cada uno de los NO2-FAs en cada uno
de los almacenes lipidicos en diferentes situaciones estrés como salinidad (A), cadmio (B), baja temperatura (C),
luz continua (D) y oscuridad (E). Los valores de NO2-FAs mostrados se corresponden con la media + SEM de al
menos 10 experimentos independientes. Los niveles de NO2-FAs detectados son significativos con respecto a la
situacion control, cuando aparece un asterisco (*; p < 0,05) o un doble asterisco (**; p < 0,001).
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27.Caracterizacion del perfil de proteinas nitroalquiladas durante las situaciones
de estrés abidtico

Tras analizar cdmo se modulaban los niveles de NO,-FAs procedentes de los distintos depdsitos
(lipidicos y proteicos) en respuesta cada una de las situaciones de estrés, se abordé la identificacion
de las proteinas aductadas. En la siguiente figura (Fig. 67) se muestra el numero total de proteinas
identificadas en los analisis de nanoLC-MS/MS tanto en el control como en las diferentes situaciones
de estrés. En términos generales, el nimero total de proteinas identificadas en los estreses fue inferior
a la situacion control.
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Figura 67. Cuantificacion de proteinas nitroalquiladas por los diferentes NO2-FAs en el control y en las diferentes
situaciones de estrés tras el analisis por nanoLC-MS/MS.

27.1. Salinidad

En el estrés por salinidad el nimero de proteinas nitroalquiladas disminuyé con respecto al
control. La reduccidn fue algo mas marcada en el caso de la nitroalquilacién con NO,-LA (Fig. 67) (Tabla
7 y 12, Anexo lll). El andlisis bioinformatico para realizar la clasificacién funcional de las proteinas
nitroalquiladas en el estrés por salinidad y su comparacién con las detectadas en el control, mostré un
importante descenso en el nimero de proteinas modificadas que participaban en procesos bioldgicos
en general, y en la respuesta al estrés en particular. Sin embargo, en procesos como el transporte y la
modificacion de proteinas celulares, las proteinas nitroalquiladas se incrementaron tras la situacién de
estrés (Fig. 68). Atendiendo a la funcién molecular, en el estrés por salinidad las proteinas
nitroalquiladas tuvieron una menor participacién en la actividad catalitica y en la unidn a proteinas con
repecto al control (Fig. 1 y 2, Anexo 1). Las principales localizaciones celulares de las proteinas
nitroalquiladas fueron el nucleo, el citoplasma y el cloroplasto, aungue en una menor proporcién con
respecto al control (Fig. 3y 4, Anexo l).
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Figura 68. Clasificacidn funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en el estrés por salinidad. En la
figura se muestran los procesos bioldgicos mas representativos en los que participan las proteinas nitroalquiladas
detectadas en el control y en el estrés por salinidad.
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27.2. Cadmio

El nimero de proteinas nitroalquiladas detectadas por nanoLC-MS/MS en el estrés por cadmio
fue menor con repecto al nimero de proteinas identificadas en el control (Fig. 67) (Tabla 7 y 13, Anexo
lll). En este tipo de estrés abidtico, observamos un comportamiento similar al descrito anteriormente,
el proceso bioldgico de respuesta al estrés contenia el menor nimero de proteinas nitroalquiladas en
comparacién con el control, ademdas en la situacion de estrés no se detectaron proteinas
nitroalquiladas implicadas en procesos catabdlicos (Fig. 69). La actividad catalitica y la unién a
proteinas fueron las funciones moleculares que mas se redujeron en el estrés por cadmio (Fig. 5y 6,
Anexo I). El nucleo, el citoplasma y el cloroplasto continuaron siendo los compartimentos celulares
preferentes de las proteinas nitroalquiladas tanto en la situacidon control como de estrés (Fig. 7y 8,
Anexo I).

27.3. Baja temperatura

El estrés por baja temperatura también generd una disminucidon en el nimero de proteinas
nitroalquiladas, especialmente en el caso del NO,-OA (Fig. 67) (Tabla 7 y 14, Anexo lll). Esta
disminucién se manifestd principalmente en las proteinas nitroalquiladas implicadas en la respuesta
al estrés, ya que en los demas procesos bioldgicos no se observaron cambios significativos con respecto
al control. Sin embargo, en procesos de modificacién de proteinas celulares y en desarrollo post-
embrionario, la cantidad de proteinas nitroalquiladas identificadas se incrementd con respecto a la
situacién control (Fig. 70). En cuanto a la funcién molecular (Fig. 10 y 9, Anexo I) y a los
compartimentos celulares (Fig. 11 y 12, Anexo I) no existen cambios resefiables entre las situaciones
control y de estrés.

27.4. Luz Continua

La deteccion e identificacién por nanolLC-MS/MS mostré un nimero de proteinas
nitroalquiladas por los tres NO,-FAs minoritario en el estrés por luz continua con respecto a las
plantulas control (Fig. 67) (Tabla 7 y 15, Anexo lll). La mayoria de las proteinas nitroalquiladas en este
tipo de estrés abidtico se relacionaron con procesos de respuesta al estrés, biosintéticos, metabdlicos
y de modificacion de proteinas celulares, pero sus niveles siempre fueron menores a los detectados en
las plantulas control. Es importante destacar la ausencia de proteinas nitroalquiladas en los procesos
relacionados con el desarrollo del organismo en la situacién de estrés a pesar de que se detectaron
muchas proteinas nitroalquiladas en la situacion control (Fig. 71). Entre las funciones moleculares de
las proteinas nitroalquiladas en el estrés por luz continua destacaron las actividades catalitica y
transferasa. No se detectaron proteinas nitroalquiladas destinadas a la union a otras proteinas (Fig. 13
y 14, Anexo l). El nlcleo, el citoplasma y el cloroplasto continuaron siendo los principales
compartimentos celulares que albergaron las proteinas nitroalquiladas en esta situacidon de estrés,
aungue siempre en una proporcion menor que el control (Fig. 15 y 16, Anexo |).
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Figura 69. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en el estrés por cadmio. En la
figura se muestran los procesos bioldgicos mds representativos en los que participan las proteinas nitroalquiladas
detectadas en el control y en el estrés por cadmio.
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Figura 70. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en el estrés por baja temperatura.
En la figura se muestran los procesos bioldgicos mas representativos en los que participan las proteinas
nitroalquiladas detectadas en el control y en el estrés por baja temperatura.
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Figura 71. Clasificacion funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en el estrés por luz continua. En

la figura se muestran los procesos bioldgicos mas representativos en los que participan las proteinas
nitroalquiladas detectadas en el control y en el estrés por luz continua.
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27.5. Oscuridad

En el estrés por oscuridad se encontré una presencia muy reducida de proteinas
nitroalquiladas (Fig. 67) (Tabla 7 y 16, Anexo Ill), las cuales participaban mayoritariamente en procesos
de modificacién de proteinas celulares y en organizacidon de los componentes celulares. Resulta
llamativo que los procesos bioldgicos en los que participan preferencialmente las proteinas
nitroalquiladas detectadas en la situacién control, como son los procesos de respuesta al estrés,
biosintéticos y de desarrollo, resultaran minoritarios en la situacién de estrés (Fig. 72). Las actividades
catalitica, transferasa y de unidén a proteinas fueron las funciones moleculares principales de las
proteinas nitroalquiladas en este tipo de estrés abidtico (Fig. 17 y 18, Anexo I). La localizacién
preferencial de las proteinas nitroalquiladas en el estrés por oscuridad volvié a ser el nucleo vy el
citoplasma aunque cabe destacar su ausencia en el cloroplasto (Fig. 19 y 20, Anexo I).
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Figura 72. Clasificacién funcional de las proteinas nitroalquiladas identificadas en el estrés por oscuridad. En la

figura se muestran los procesos bioldgicos mas representativos en los que participan las proteinas nitroalquiladas
detectadas en el control y en el estrés por oscuridad.
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28.Papel de los NO2-FAs durante el estrés biético

Los resultados mostrados hasta el momento reflejan el papel de los NO,-FAs durante el desarrollo
de las plantas de Arabidopsis y en la respuesta a diferentes tipos de estrés abidtico. A continuacién, se
presentan los resultados que evidencian la implicacidon de estas moléculas sefializadoras en un estrés
de tipo bidtico. Estos experimentos derivan de mi estancia en el laboratorio de la Dra. Lenka Luhova
de la Universidad de Olomouc (Republica Checa) y consistieron en la utilizacién de un modelo de estrés
bidtico por patdégenos que estribaba en el tratamiento de cultivos celulares de tabaco con elicitinas.
Las elicitinas son unas proteinas secretadas por los patégenos que inducen la produccidon de ROS a
través de la activacion de la NADPH oxidasa. La sobreproduciéon de ROS puede conducir a la muerte
celular. Para realizar el estrés biédtico se utilizaron dos tipos de elicitinas: una beta-elicitina basica, la
criptogenina (CRY) y una alfa-elicitina acida, la infectina (INF). La principal diferencia entre ellas hace
referencia a su toxicidad, siendo la basica mucho mas téxica. Por tanto, en primer lugar, se trataron
los cultivos celulares de tabaco con una concentraciéon 50 nM cada una de las elicitinas y se monitorizé
durante 2 horas la respuesta del cultivo a nivel de produccion de ROS y de viabilidad celular.

El tratamiento con criptogenina disminuyd la viabilidad celular aproximadamente al 40% tras los
primeros 30 minutos de incubacién, descenso que se mantuvo durante las siguientes horas de
tratamiento. En cambio, la infectina no afectd a la viabilidad celular del cultivo (Fig. 73).
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Figura 73. Viabilidad de los cultivos celulares de tabaco tras el tratamiento con 50 nM de CRY e INF durante 2
horas. La muestra a tiempo 0 se recogié inmediatamente después de afiadir cada elicitina. Las diferencias con
respecto a los valores control fueron significativas a un p<0,05 (*) y un p<0,001 (**).

En cambio, en lo que a los niveles de ROS se refiere, ambas elicitinas provocaron la elevacion de
sus niveles de forma casi inmediata, aunque con pequefias diferencias. La CRY desencadené un efecto
mas acusado, a los 30 minutos de incubacién se obtuvo la mayor produccién de ROS y a partir de ahi
descendid paulatinamente. En el caso de la INF, se detectaron los mayores niveles de ROS a los pocos
segundos tras el tratamiento y, a partir de ahi, se produjo un descenso muy rapido hasta llegar a
concentraciones indetectables tras una hora de incubacién (Fig. 74).
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Figura 74. Niveles de especies reactivas de oxigeno tras la incubacién de las células de tabaco con 50 nM CRY y
INF durante 2 horas. La muestra a tiempo O se recogioé inmediatamente después de afiadir cada elicitina. Las
diferencias con respecto a los valores de control fueron significativas a un p<0,001 (**). UL: unidades de
luminiscencia.
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A continuacién, se analizé el efecto de los NO,-FAs en esta situacidon de estrés bidtico. Para
ello, se adiciond al medio de cultivo de las células de tabaco una concentracion de 100 uM de NO,-OA,
NO2-LA o NOz-Ln y se incubd durante 30 minutos en agitacion. Los experimentos se normalizaron
utilizando 1 gramo de células en cada caso. Los resultados obtenidos demostraron que la presencia de
los NO-FA en el medio celular activaba la sintesis de ROS extracelular, destacando la produccién de
ROS en el caso del NO,-LA (Fig. 75: Panel B). Sin embargo, este aumento en la ROS no fue suficiente
para ocasionar la muerte celular (Fig. 75: Panel A). Se disefiaron varios controles negativos, que
consistieron en la incubacion de las células con metanol (disolvente de los NO>-FAs) y con las formas
no nitradas de cada uno de los NO,-FAs [4cido oleico (OA), acido linoleico (LA) y acido linolénico (Ln)].
El analisis de estos controles permitid corroborar que la respuesta observada era consecuencia del
tratamiento con los nitrolipidos pues no se detectaron efectos significativos ni en la produccion de ROS
ni en la viabilidad celular con respecto a lo observado en la situacidn control (Fig. 75: Paneles A y B).
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Figura 75. Caracterizacion de la respuesta de los cultivos celulares de tabaco al tratamiento con NO2-FAs. 2 g de
células de tabaco se traté con 100 uM de NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln durante 30 minutos y agitacion. Como
controles negativos se utilizaron metanol (disolvente de los NO2-FAs) y las formas no nitradas de los 3 nitrolipidos
(acido oleico, acido linoleico y acido linolénico). Para cada uno de estos tratamientos se determinaron la
viabilidad celular (A) y los niveles de ROS extracelulares (B). Las diferencias con respecto a los valores control
fueron significativas a un p<0,05 (*).

Tras verificar que el tratamiento con los NO,-FAs no afectaba a la viabilidad celular, las células
se trataron de manera combinada con 50 nM de elicitinas y 100 uM de cada NO-FA y se monitorizaron
los niveles de ROS extracelulares y la viabilidad del cultivo durante 2 horas. El tratamiento con infectina
no perjudicd, en lineas generales, la viabilidad celular (Fig. 76) con la salvedad del tratamiento con
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NO»-LA y su forma no nitrada (LA), los cuales, tras dos horas de incubacion, si redujeron de manera
significativa la supervivencia de las células.
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Figura 76. Viabilidad de los cultivos celulares de tabaco pretratados con 100 uM de NO2-FAs e incubados
posteriormente con infectina. En la figura se muestra la viabilidad de las células de tabaco que habian sido
incubadas previamente durante 30 minutos con metanol (disolvente de los NO2-FAs), con las formas no nitradas
de los NO2-FAs (acido oleico, acido linoleico y acido linolenico) o con los tres NO2-FAs (NO2-OA, NO2-LA y NO2-
Ln). A continuacion, se afiadio infectina (50 nM) y se monitorizé la viabilidad celular durante 2 horas. Las
diferencias con respecto a los valores control fueron significativas a un p<0,05 (*) o un p<0,001 (**).

Por el contrario, los niveles de ROS extracelulares si mostraron comportamientos diferenciales
dependiendo del tratamiento. A continuacién, se explica el andlisis detallado de lo ocurrido en cada
intervalo de tiempo. A tiempo 0, es decir, inmediatamente después de afadir la INF, todos los
tratamientos provocaron una disminucidn en los niveles de ROS extracelulares si se comparan con los
niveles tan elevados que generaba la INF. En el caso de las células pretratadas con los diferentes NO»-
FAs, se cuantificd un incremento significativo en la produccién de ROS con respecto al control, sin
embargo, estos niveles fueron unas 15.000 veces inferiores a los provocados por la INF. Tras 30
minutos de incubacidn con infectina, los niveles de ROS en las células pretratadas con los NO,-FAs
continuaron siendo menores que los de la muestra tratada con infectina. Sin embargo, en tiempos mas
prolongados de incubacién, la muestra tratada con infectina alcanzd niveles de ROS similares a los del
control, mientras que las células pretratadas con los NO,-FAs presentaron niveles levemente
superiores (Fig. 77).
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Figura 77. Niveles de especies reactivas de oxigeno de los cultivos celulares de tabaco pretratados con 100 uM
de NO2-FAs e incubados posteriormente con infectina. En la figura se muestra la produccién de ROS en células
de tabaco que habian sido incubadas previamente durante 30 minutos con metanol (disolvente de los NO>-FAs),
con las formas no nitradas de los NO2-FAs (acido oleico, acido linoleico y acido linolenico) o con los tres NO2-FAs
(NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln). A continuacion, se afiadié infectina (50 nM) y se monitorizaron los niveles de ROS
extracelulares. Las letras a, c, e, y g indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto al control de cada
tiempo de incubacién; las letras b, d, f y h indican diferencias significativas (p<0,05) con respecto al tratamiento
con INF de las células de cada tiempo de incubacion.

En la figura 78, se representa la viabilidad de las células de tabaco pretratadas con los
diferentes NO,-FAs e incubadas posteriormente con la otra elicitina ensayada, la criptogenina (50 nM).
En este caso, se realizaron los mismos controles negativos que en el ensayo de la INF, es decir, antes
de afiadir la CRY, las células se pretrataron con metanol o con las formas no nitradas de los NO,-FAs
durante 30 minutos. La CRY tuvo efectos nefastos sobre la viabilidad celular, ocasionando una muerte
celular de aproximadamente el 50% a los 30 minutos de incubacion. La misma respuesta se observé
en las células que habian sido pretratadas con los controles negativos. En cambio, la preincubacién de
las células con 100 uM de los 3 NO,-FAs resultd en la ausencia de muerte celular, con la excepcién del
pretratamiento con NO,-LA, que supuso una disminucién de la viabilidad tras una hora de incubacidn
con CRY (Fig. 78).
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Figura 78. Viabilidad de los cultivos celulares de tabaco pretratados con 100 uM de NO2-FAs e incubados
posteriormente con criptogenina. En la figura se muestra la viabilidad de las células de tabaco que habian sido
incubadas previamente durante 30 minutos con metanol (disolvente de los NO2-FAs), con las formas no nitradas
de los NO2-FAs (acido oleico, acido linoleico y acido linolenico) o con los tres NO2-FAs (NO2-OA, NO2-LA y NO2-
Ln). A continuacién, se afiadié criptogenina (50 nM) y se monitorizé la viabilidad celular durante 2 horas. Las
diferencias con respecto a los valores control fueron significativas a un p<0,05 (*) o un p<0,001 (**).

Otro efecto negativo de la CRY en las células de tabaco fue la elevada sintesis de ROS que
desencadend durante los primeros 30 minutos de incubacidn, aunque después, esos niveles fueron
disminuyendo. Este comportamiento se replico en las células pretratadas con metanol y con las formas
no nitradas. En cambio, las células que habian sido preincubadas con NO,-FAs, mostraron unos niveles
de ROS mayores que los de las células control, pero 23000 veces menores que los de las células
tratadas con CRY durante 30 minutos. En los siguientes tiempos de tratamiento, la preincubacién con
los NO2-FAs no proporciond ningun efecto protector frente a la CRY (Fig. 79).
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Figura 79. Niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) de los cultivos celulares de tabaco pretratados con 100
MM de NO2-FAs e incubados posteriormente con criptogenina. En la figura se muestra la produccidn de ROS en
células de tabaco que habian sido incubadas previamente durante 30 minutos con metanol (disolvente de los
NO2-FAs), con las formas no nitradas de los NO2-FAs [acido oleico (OA), acido linoleico (LA) y acido linolenico (Ln)]
o con los tres NO2-FAs (NO2-OA, NO2-LA y NO2-Ln). A continuacién, se afiadié criptogenina (50 nM) y se
monitorizaron los niveles de ROS extracelulares. Las letras a, c, e, y g indican diferencias significativas (p<0,05)
con respecto al control de cada tiempo de incubacion; las letras b, d, f y h indican diferencias significativas
(p<0,05) con respecto al tratamiento con CRY de las células de cada tiempo de incubacidn.

29.Papel seinalizador de la nitroalquilacion por NO>-OA de la proteina
antioxidante Tsal en Saccharomyces cerevisiae

Hasta la fecha, sélo se habia establecido la presencia de los NO,-FAs en animales y en plantas. En
esta Tesis Doctoral se ha identificado por primera vez la presencia de NO,-OA en células de
Saccharomyces cerevisiae. Ademas, se ha hecho un andlisis profundo del papel que desempefia el NO,-
OA en la respuesta antioxidante de estos organismos a través de la nitroalquilacién de la Tsal. Para
llevar a cabo estos trabajos, se han abordado estudios in vitro mediante el uso de una proteina
recombinante y se han realizado estudios in vivo sometiendo las levaduras a un estrés por choque
térmico.
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29.1. Caracterizacion de la actividad enzimatica de Tsal en el estrés por choque
térmico

Para abordar este objetivo, en primer lugar, se estudio si la situacién de estrés modificaba
el estado oxidativo de las células, por este motivo se analizaron los niveles de un marcador tipico
de estrés oxidativo, el peréxido de hidrégeno. Estos resultados mostraron un aumento en los
niveles de H,0, de hasta 10 veces en la situacidn de estrés con respecto al control (Fig. 80: Panel
A). Por otra parte, se ensayé la actividad enzimatica de la peroxirredoxina Tsal a nivel
espectrofotométrico. Nuestros resultados mostraron un aumento en la actividad de la Tsal de
aproximadamente un 30% en la situacion de estrés. No obstante, mediante pruebas de
inmunoblot, se descartdé que ese aumento fuera consecuencia de la estimulacion de la
transcripcién proteica, pues no afectaba al contenido en proteina (Fig. 80: Panel B). Por tanto, el
estrés por choque térmico generaba un aumento de la actividad de la Tsal que no estaba asociado
a un incremento en la expresién de la proteina, por lo que podria ser debido a una modificacion
post-traduccional.

A) B)
&= Tsal
(21,6 kDa)
12 4 *k 12 - * %
8 25
3 ] E 101
g 7] $§3,.
& £E
(7]
3 °1 2 E 6
o v >
N 23
= ® £ 4
© 3 A s =
£ 2% 2
c o £
<
0 ]
Control Estrés por Control Estrés por
choque térmico choque térmico

Figura 80. Caracterizacion del estrés por choque térmico a 372C durante 1 hora en cultivos de levadura
en fase exponencial de crecimiento (DO=0,6). A) Contenido en H20:. B) Actividad especifica de la Tsa 1
e inmunoblot de la Tsal. Se sometieron 20 pg de proteina a SDS-PAGE, posteriormente, las proteinas se
transfirieron a membranas de PVDF que se incubaron con un anticuerpo frente a la Tsa 1 (1:500). Las
diferencias fueron significativas cuando p <0,001 (**).

29.2. Deteccion y cuantificacion de los niveles de NO2-OA enddégeno y en la situacidn
de estrés

Los NO,-FAs estan estrechamente relacionados con el estrés por choque térmico, ya que
tanto en animales como en plantas se han identificado como inductores de genes relacionados
con la respuesta al choque térmico (Kansanen et al. 2009a; Mata-Pérez et al. 2016d). Por esta
razon, en esta Tesis Doctoral, se abordé la identificacidon de la presencia endégena de NO,-OA en
levaduras. Para ello, se realizd una extraccion de lipidos en las muestras (control y estrés) que se
analizaron mediante LC-MS/MS monitorizando la transicion MRM 326/46 (m/z) correspondiente
al NO,-OA. En este sentido, cabe sefialar que las muestras de levadura presentaron un pico
cromatografico con la transicion MRM anteriormente indicada que, ademds, compartia tiempo de
retencion con el patron de NO,-OA utilizado (Fig. 81).
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Figura 81. Picos cromatograficos correspondientes al patron de NO2-OA y su deteccién enddgena en las
muestras control y de estrés por choque térmico de levadura. La linea vertical punteada indica picos con

el mismo tiempo de retencion.

Tras demostrar la presencia del NO,-OA, se cuantificaron sus niveles en las muestras
control y de estrés mediante LC-MS/MS. La situacidn de estrés por choque térmico provocé un
aumento significativo (aproximadamente un 35%) en los niveles de NO»-OA, con respecto a la

situacién control (Fig. 82).
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Figura 82. Niveles enddgenos de NO2-OA detectados por LC-MS/MS en muestras control y de estrés por
choque térmico de levaduras. Los valores de NO2-OA son la media = SEM de, al menos, tres experimentos
independientes. Las diferencias fueron significativas cuando p <0,05 (*).

29.3. Efecto del NO2-OA sobre la actividad enzimatica de la Tsal

Los NO,-FAs pueden modular la actividad de las enzimas mediante una modificacion
postraduccional denominada nitroalquilacién que consiste en la aduccién de la molécula lipidica
nitrada con residuos de cisteina, lisina o histidina. Adicionalmente, los NO,-FAs pueden actuar
como donadores de NO, el cual, a su vez, puede S-nitrosilar las proteinas (Geisler and Rudolph
2012b; Mata-Pérez et al. 2016b). Con el objeto de dilucidar el efecto que tenia el NO,-OA sobre la
actividad enzimatica de la Tsal, se incubd su proteina recombinante con NO,-OA a un ratio de
concentracion proteina:NO,-OA de 1:10. Los controles negativos consistieron en el tratamiento de
la proteina con metanol, como disolvente del NO,-OA, y con acido oleico, como forma no nitrada.

El tratamiento de la Tsal recombinante con NO,-OA generd una disminucién de
aproximadamente un 70% en la actividad enzimatica de la proteina. En cambio, en los tratamientos
con metanol y OA no originaron cambios significativos con respecto al control. Para discriminar si
esta disminucidn en la actividad enzimatica era consecuencia de la S-nitrosilacién de la proteina
por el NO liberado por el NO,-OA, la Tsal recombinante se tratd con un secuestrador de NO (cPTIO)
y NO,-OA. La ausencia de cambios significativos con respecto al tratamiento exclusivo con NO,-
OA, confirmd que la Tsal recombinante no estaba sufriendo S-nitrosilacion (Fig. 83).
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Figura 83. Efecto del tratamiento con NO2-OA sobre la actividad enzimdtica de la peroxirredoxina Tsa 1. En
el grafico se muestra la actividad enzimatica de la Tsal tras el tratamiento con metanol (MeOH, solvente del
NO2-OA); con acido oleico (OA, forma no nitrada del NO2-OA) y con NO2-OA. Los dos ultimos tratamientos
se realizaron a una relacién de concentracién (proteina: NO2-OA u OA) de 1:10. También se muestra el efecto
de la incubacién de la proteina con cPTIO (secuestrador de NO) antes de adicionar el NO2-OA (proporcidn
1:10). El doble asterisco (**) indica diferencias significativas (p<0,001) con respecto al control.

29.4. Caracterizacion de la nitroalquilacion de la Tsa 1 recombinante de levadura

Después de demostrar que la modulacién negativa de la actividad de la Tsal no se debia a
una modificacidn por S-nitrosilacién, se explord si la PTM por nitroalquilacion podia ser la
causante. Casualmente, en base a su estructura primaria, la Tsal podria ser una diana de
nitroalquilacion, dada la presencia en su secuencia de aminodacidos como cisteina, histidina y lisina,
que son residuos nucleofilicos susceptibles de aductarse con NO,-OA. El andlisis por nanolLC-
MS/MS de los péptidos generados tras la tripsinacidon de la Tsal recombinante tratada con NO,-
OA permitié detectar la Tsal con una cobertura del 100 %. En el caso especifico del péptido
TFVCPTEIIAF los espectros de MS/MS de la secuencia no modificada (MH*: 1240,6293) coincidieron
estrechamente con el patron de fragmentacién de MS/MS del péptido nitroalquilado (MH™:
1567,8674). Sin embargo, el péptido nitroalquilado presenté un incremento de masa en el ién
fragmentado b4 (778.4395 Da), que no aparecié en el mismo ién (451.2006 Da) del péptido no
modificado. El incremento se correspondia con el peso molecular del NO,-OA (327 Da) vy
confirmaba la unién del acido graso nitrado al residuo de cisteina. La aduccién del NO,-OA al
péptido nitroalquilado incrementé su apolaridad, por lo que su tiempo de retencion (RT) aumento
a 104,57 min mientras que el tiempo cromatografico del péptido no modificado fue de 66,49 min
(Fig: 1, Anexo ll).

El comportamiento descrito anteriormente también se detectd para otros péptidos que
aparecen en la Tabla 16. De esta forma, las cisteinas 48 y 171 y las histidinas 105 y 136 se
identificaron como dianas susceptibles a la nitroalquilacién por NO,-OA.
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Tabla 16. Deteccidn por nanoLC-MS/MS de los péptidos nitroalquilados de la Tsal recombinante tratada
con NO2-OA e identificacidn de los residuos diana de la aduccidn con NO2-OA. La posicidn de la diana de
nitroalquilacidn se destaca en rojo y mindscula.

Péptidos nitroalquilados de la Tsal

Diana de nitroalquilacion

TFVCcPTEIIAF

AFIPLAFTFVCcPTEIAF Cys 48

AFTFVCcPTEIIAF

TDKNGTVLPcNW

TDKNGTVLPcNWTPGAATIKPTVEDSKEY Cys 171

QWTDKNGTVLPcNW

LADTNhSLSRDY

ADTNhSLSRDY His 105

LADTNhSL

IIDPKGVIRhITINDLPVGRNVDEAL His 136

29.5. Cuantificacion relativa de las dianas de nitroalquilacion de la Tsal
recombinante

Después de identificar las dianas de nitroalquilacion tras el tratamiento de la Tsal
recombinante con NO,-OA, se llevd a cabo la cuantificacidon relativa de los residuos nitroalquilados
en funcién del PSM detectadas después de realizar una busqueda dirigida en el espectrometro de
masas de los péptidos nitroalquilados y no modificados que contenian las dianas de interés. La
cisteina 171 y la histidina 105 fueron las dianas preferenciales, seguidas de la cisteina 48 y, por
ultimo, de la histidina 136, cuya nitroalquilacién fue minoritaria (Fig. 84).
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Figura 84. Cuantificacion relativa de los residuos nitroalquilados de la Tsal tras el tratamiento con NO»-
OA. Esta figura muestra el porcentaje de PSM identificados para los residuos de Cys 48 y 171 y de His
105 y 136 en sus formas nitroalquilada y no modificada después de realizar una busqueda dirigida por
LC-MS/MS de los péptidos que contenian estos residuos.
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29.6. Deteccion de la nitroalquilacion in vivo de la Tsal

La deteccidn del efecto negativo de la nitroalquilacion por NO,-OA sobre la actividad
enzimatica de la Tsal recombinante junto con la deteccidn, por primera vez en levaduras, de la
presencia endégena de NO,-OA, nos llevd a explorar la existencia de una modulacién post-
traduccional in vivo de la Tsal por nitroalquilacion y el papel de dicha PTM durante el estrés por
choque térmico.

Para ello, se buscaron en la situaciéon in vivo las dianas de nitroalquilaciéon que se han
identificado y caracterizado previamente en el tratamiento in vitro de la Tsal recombinante con
NO,-OA. Desde un punto de vista espectrométrico, los péptidos que contenian las dianas de
nitroalquilacién mostraron pardmetros especificos como el tiempo de retencién cromatografico
(RT) y la m/z de su idn precursor. Utilizando esta informacidn caracteristica de los péptidos
nitroalquilados, se realizd una busqueda bioinformatica dirigida de los espectros de los iones
precursores (MS1) que aparecian a lo largo de la cromatografia de las situaciones control y de
estrés (Tabla 13). De esta forma se determind la presencia o ausencia de los péptidos
nitroalquilados en las diferentes situaciones experimentales.

Tras realizar la busqueda bioinformatica de los péptidos nitroalquilados que se recogen en
la tabla 13, Unicamente se registré un péptido nitroalquilado en la muestra control y ninguno en
la muestra de estrés. El péptido localizado fue el siguiente: AFIPLAFTFVcPTEIIAF, el cual contenia
la cisteina 48 nitroalquilada. Ninguno de los demas péptidos nitroalquilados que se habian
identificado en el tratamiento in vitro de la Tsal con NO,-OA se encontraron en las situaciones in
vivo. Ademas, el péptido tenia una intensidad (1,58E4) superior a la sefial ruido (1,0E3) que
presentaba la muestra (Tabla 17).

Tabla 17. Identificacién in vivo de las dianas de nitroalquilacién de la Tsal. Se muestran los parametros m/z y
tiempo de retencion del péptido que contiene a la Cys 48 nitroalquilada tanto en la muestra in vitro (Tsal
recombinante tratada con NO2-OA) como en las muestras de control y estrés por choque térmico.

Nitroalquilacion

Patron de nitroalquilacion: Tsal Nitroalquilacién endégena en endézena en el estrés
Diana de recombinante tratada con el NO>-OA el control . P
. L por choque térmico
nitroalquilacion
Péptid
. ept .O m/z RT m/z RT Intensidad | m/z | RT | Intensidad
nitroalquilado

Cys 48 AFIPLAFTFVCPTEIIAF | 1164,65 | 117,63 | 1164,62 | 117,7 1,58E4 ND
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30. Caracterizacion e identificacion de los NO>-FAs endogenos en Arabidopsis
thaliana

Las moléculas de sefializacién generadas por la interaccion entre especies reactivas de nitrégeno
y acidos grasos insaturados, conocidas como dcidos grasos nitrados, se han convertido en los ultimos
5 afios en una importante y emergente drea de conocimiento. En sistemas animales, se ha identificado
la presencia enddgena de NO,-OA, NO»-LA, NO»-Cla y NO,-AA (Balazy and Poff 2004; Baker et al. 2004;
Tsikas et al. 2011). En sistemas vegetales, los primeros indicios de la existencia de estas moléculas se
obtuvieron en el fruto del olivo y en el aceite de oliva virgen extra, donde concretamente se identificd
la presencia de NO,-OA y NO»-cLA aductados con cisteinas (Fazzari et al. 2014). Actualmente, se conoce
que los NO»-FAs en el reino vegetal tienen una distribucidon amplia y ubicua, ya que se ha identificado
la presencia enddgena del NO»-Ln en diferentes especies vegetales como Arabidopsis thaliana (Mata-
Pérez et al. 2016d), Pisum sativum, Oryza sativa (Mata-Pérez et al. 2017) y de NO»-OA en Solanum
lycopersicum (Di Palma et al. 2020) y Brassica napus (Vollar et al. 2020a).

La deteccidon de estas moléculas ha constituido y sigue siendo un desafio muy importante en
ciencia ya que, debido a su baja abundancia, se requieren tecnologias de muy alta sensibilidad. En este
sentido y, gracias al avance de la tecnologia de espectrometria de masas, se ha podido detectar en
esta Tesis Doctoral, por primera vez, la presencia enddgena de NO,-OA y NO,-LA en Arabidopsis
thaliana. Ademas, se ha corroborado la presencia de NO,-Ln ya descrita anteriormente por este grupo
de investigacidn (Fig. 36).

La cuantificaciéon de los niveles de los tres NO,-FAs identificados en Arabidopsis permitié destacar
al NO,-Ln como el mas abundante, mientras que los NO2-LA y NO,-OA estaban en menor concentracién
y se encontraban en niveles similares (Fig. 37). Estos resultados coinciden con la disponibilidad de los
correspondientes acidos grasos insaturados precursores presentes en Arabidopsis, los cuales pueden
ser susceptibles de nitrarse y formar los NO»-FAs. Asi, en el perfil lipidico de esta especie vegetal, el
acido linolénico es el mayoritario en las hojas y representa casi un 50 % del total de acidos grasos
presentes. El segundo en abundancia es el Lny, finalmente, el OA (Bonaventure et al. 2003; Tjellstrom
et al. 2012).

31.Principales depositos celulares de los NO2-FAs

La adicion del grupo nitro a los acidos grasos insaturados, convierte a los NO,-FAs en potentes
moléculas electrofilicas que pueden aductarse con proteinas. Ademas, los NO,-FAs, al igual que sus
formas no nitradas, también se encuentran esterificados con lipidos mas complejos. Por tanto, las
proteinas y los lipidos complejos pueden considerarse depdsitos de NO,-FAs (Schopfer et al. 2011;
Grippo et al. 2021).

En sistemas animales, se ha identificado un conjunto de proteinas susceptibles de unirse a los NO»-
FAs (Tabla 5) y, ademas, se ha sefialado a los triacilglicéridos como su principal almacén lipidico (Fazzari
et al. 2017).

Sin embargo, en sistemas vegetales la identificacion de los almacenes de los NO,-FAs es un area
de conocimiento completamente desconocida. En esta tesis Doctoral, los andlisis de MS/MS llevados
a cabo en plantulas de Arabidopsis de 14 dias, nos han permitido identificar los depdsitos celulares de
NO,-FAs en esta especie vegetal. De esta manera, se ha identificado la presencia de NO»-OA, NO,-LA y
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NO:-Ln unidos a proteinas y a lipidos complejos como los ésteres de fitoesteroles, triacilglicéridos y
fosfolipidos (Fig. 40).

Entre la variedad de depdsitos que presentan los NO,-FAs, los fosfolipidos destacan como
reservorio principal de los tres NO,-FAs, en especial de NO,-Ln (Fig. 40). Los fosfolipidos estan
compuestos por una molécula de alcohol a la que unen dos dcidos grasos y un grupo fosfato, lo que
los convierte en moléculas anfipaticas capaces de generar bicapas lipidicas. Por este motivo, son
componentes esenciales de las membranas bioldgicas y predominan concretamente en las membranas
extraplastidicas como son las membranas plasmaticas y mitocondriales. En cambio, la presencia de
fosfolipidos es mas escasa en las membranas fotosintéticas (Nakamura 2017; Joyard et al. 1998).

Atendiendo a la molécula que se una al grupo fosfato, es posible establecer familias de fosfolipidos
como: la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE), la fosfatidilserina (PS) y el fosfatidilinositol
(PI). En base a nuestros resultados, los NO,-FAs estaban presentes en todas las clases de fosfolipidos
anteriormente mencionadas, aunque mostraron diferentes abundancias. Generalmente, Ia
fosfatidilserina despunté como el principal almacén de los 3 NO,-FAs, esta afirmacion es especialmente
aplicable al NO,-Ln, cuyos niveles de esterificacién detectados en PS fueron muy elevados. En el caso
de los demas fosfolipidos, se encontraron niveles mas bajos que los detectados en la fosfatidilserina y
similares para los tres NO,-FAs (Fig. 38). La abundancia de los NO,-FAs en cada clase de fosfolipido no
se corresponde con la representacién de cada uno de ellos en las membranas celulares. En este
sentido, la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina son los principales fosfolipidos de las membranas
vegetales, mientras que la fosfatidilserina representa entre un 10 y un 20% de total de fosfolipidos y
el fosfatidilinositol, menos del 10% (Platre et al. 2019; Reszczyriska and Hanaka 2020).

Otros depdsitos menos representativos de los NO,-FAs en las plantulas de 14 dias fueron los
triacilglicéridos (TAG) y los mono y diacilglicéridos (DAG) (Fig. 38). Los TAGs son el resultado de la unién
de tres acidos grasos con una molécula de glicerol y actuan principalmente como reserva energética
de apoyo para el crecimiento de las plantulas jévenes, en especial durante las primeras etapas de la
germinacion (Xu and Shanklin 2016). Ademas, los mono y los diacilglicéridos mas concretamente, son
los precursores comunes de los triacilglicéridos y de los lipidos de membrana (fosfolipidos). En las
hojas, la mayoria de los DAG participan en la sintesis de lipidos de membrana que se utilizaran para el
crecimiento y la proliferacion celular y para mantenimiento de las membranas (Bates and Browse
2011).

Los ésteres de fitoesteroles (SE) constituyeron el almacén lipidico mas residual de NO,-FAs en las
plantulas de 14 dias (Fig. 38). Los SE se forman por unién de un acido graso a un fitoesterol a través de
un enlace éster. Entre los fitoesteroles mayoritarios de Arabidopsis se encuentran el B-sitosterol, el
estigmasterol y el campesterol (Moreau et al. 2018). Estas moléculas se localizan en las membranas
plasmaticas y cuya funciéon es mantener la homeostasis de fitoesteroles en la membrana, ya que estas
moléculas, junto a los fosfolipidos y los esfingolipidos, son los componentes esenciales de la membrana
plasmatica vegetal (Hartmann 2004).

Ademas de almacenarse en lipidos, los NO,-FAs también se aductan con proteinas, siendo éstas
una fuente importante de NO,-FAs, ya que en ellas se han detectado niveles similares a los
cuantificados en los TAG de las plantulas de Arabidopsis de 14 dias (Fig. 38).

En definitiva, los NO,-FAs se localizan principalmente en las biomembranas, donde se encuentran
esterificados en fosfolipidos y en ésteres de fitoesteroles. La presencia de los NO,-FAs en las
biomembranas puede modular las propiedades fisicas de las mismas e incluso influir indirectamente
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en las proteinas transmembrana. En un estudio reciente se evalud el efecto de la presencia de NO»-
FAs en las biomembranas y para ello se traté una membrana modelo con NO,-OA. Los investigadores
comprobaron que los NO,-FAs alteraban la organizaciéon de los lipidos de la membrana como
consecuencia de la formacidn de agrupaciones en la interfase membrana-agua. Esta reorganizacion de
la bicapa lipidica también modulaba la estructura y funcidon de las proteinas que se encontraban
asociadas a la membrana (Franz et al. 2017).

32.Biodistribucion de los almacenes lipidicos y proteicos de los NO2-FAs durante
el desarrollo de Arabidopsis thaliana

Tras analizar y cuantificar los niveles de NO,-FAs en los diferentes reservorios lipidicos y en los
depdsitos proteicos, se estudié cdmo se modulaban dichos almacenes durante el desarrollo de las
plantulas de Arabidopsis. Para ello, se utilizé material vegetal en diferentes estadios de desarrollo que
abarcaron desde semillas hasta plantulas de 5 y 14 dias, para caracterizar el crecimiento temprano,
hojas y raices de plantulas obtenidas en condiciones de cultivo hidropénico, para estudiar los eventos
de desarrollo de la hoja y la flor y, finalmente, plantulas en fase de maduracién de las silicuas y en
senescencia.

El desarrollo de las plantas comienza en la semilla. Este material vegetal contiene mas de un 60%
de contenido lipidico, aunque ademas contiene hidratos de carbono y proteinas (Bewley and Black
2013). Los lipidos mas abundantes en semilla son los triacilglicéridos y los ésteres de fitoesteroles.
Ambos almacenes se movilizan durante la germinacion para facilitar el crecimiento de las plantulas en
sus primeras etapas (Harker et al. 2003). Nuestros resultados demostraron que la participacién de los
NO,-FAs en las semillas es amplia y ubicua, ya que estan presentes en todos los tipos de almacenes
tanto lipidicos como proteicos descritos en el anterior apartado. El NO,-Ln es mayoritario en casi todos
los almacenes, en especial en los ésteres de fitoesteroles y en la fosfatidilcolina, donde representan
mas del 90% del total de los NO»-FAs. Sin embargo, en otros almacenes, como la fosfatidilcolina y las
proteinas, tanto el NO,-LA como el NO,-Ln tuvieron una misma representacion y en los triacilglicéridos,
el NO2-LA fue ligeramente mayoritario. Por el contrario, el NO,-OA no presentd una preponderancia
clara en ninguno de los depésitos (Fig. 41) (Tabla 14). Anteriormente, se ha descrito la participacion
de cada NO-FA en los almacenes de las semillas, pero si se analiza cudl o cuales son los almacenes
donde se localiza una mayor concentracion de NO»-FAs, cabe mencionar que en las semillas los
almacenes de TAG, SE y PS son los que contenian la mayoria de NO,-FA. Concretamente, el 50% del
NO,-OA, el 35% del NO,-LA y el 60% del NO,-Ln se encontraban esterificados con los SE, siendo este el
principal almacén de NO,-FAs en las semillas. También es destacable el contenido de NO»-OA y NO,-
LA en los TAG y del NO>-Ln en la fosfatidilserina (Fig. 43) (Tabla 14).

La siguiente etapa de crecimiento a estudiar comprende plantulas de 5 dias constituidas por una
radicula, un hipocdtilo y dos cotiledones completamente abiertos. Durante la germinacién de la
semilla, la planta obtiene la energia necesaria para desarrollar sus estructuras fotosintéticas mediante
la degradacién de los TAG, a través de los cuales se sintetizan carbohidratos por el ciclo del glioxilato
y la gluconeogénesis (Graham 2008). También, se ha descrito una movilizacidon de los SE que van a
participar en el desarrollo de las membranas (Harker et al. 2003). En esta etapa de crecimiento se
detectd la ausencia del NO»-LA en fosfatidilcolina y en fosfatidiletanolamina, en cambio, en los demas
almacenes se encontré el mismo patron de dominancia descrito en semillas (Fig. 41) (Tabla 14). Sin
embargo, si que se pueden sefialar cambios si se analiza el contenido en NO,-FAs de los diferentes
almacenes. En el caso del NO,-OA y el NO,-LA, las proteinas emergieron como el almacén preferencial,
mientras que la fosfatidilserina lo fue para el NO»-Ln (Fig. 43) (Tabla 14).
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Las plantulas de 14 dias se caracterizan por la aparicion de las primeras hojas, que se disponen en
forma de roseta. Los diacilglicéridos (DAG) son moléculas precursoras tanto de los TAG como de los
fosfolipidos. Durante esta etapa de crecimiento vegetativo, la mayor parte de los DAG son utilizados
para el ensamblaje de lipidos de membrana en aras de la biogénesis celular, la expansion y el
mantenimiento de la membrana (Bates and Browse 2012). En consecuencia, los TAG no se acumulan
en cantidades significativas (Xu and Shanklin 2016). La distribucion de los NO,-FAs en las plantulas de
14 dias fue muy similar a la observada en las de 5 dias, aunque con algunas diferencias como es la
presencia de NO,-LA en la fosfatidilcolina y la fosfatidiletenolamina. Es importante resaltar que, por
primera vez, el NO,-OA tuvo una presencia mayoritaria en la fosfatidilcolina y el fosfatidilinositol (Fig.
41) (Tabla 14). La fosfatidilserina continud siendo el almacén donde se encontraba la mayor cantidad
de NO,-Ln, pero, ademas, este almacén junto con las proteinas fueron los principales reservorios del
NO,-LA. Sin embargo, el NO,-OA presentd una distribucion homogénea entre los diferentes depdsitos
(Fig. 43) (Tabla 14).

En la siguiente etapa de crecimiento, las plantulas presentaron un crecimiento vegetativo mas
avanzado con una roseta completa constituida por su nimero maximo de hojas. El material vegetal
utilizado para estos estudios fueron las hojas de plantulas de 24 dias crecidas en cultivos hidropdnicos.
El NO,-OA fue predominante en todos los fosfolipidos con excepcién de la fosfatidilserina. Este
almacén, junto con los SE, los TAG y los MAG-DAG presentaron una mayor participacion del NO,-Ln.
En cambio, en la fraccidn proteica, el NO,-LA fue predominante (Fig. 41) (Tabla 14). Si analizamos cual
de los almacenes presentd una mayor concentracion de NO,-FAs, encontramos que en el caso del NO»-
OA continuaba existiendo una distribucion homogénea, la fosfatidilserina concentraba la mayoria del
NO>-Ln mientras que el NO,-LA se encontraba esterificado abundantemente en proteinas (Fig. 43)
(Tabla 14).

La etapa de floracidon (34 dias) en Arabidopsis implica el desarrollo de las estructuras de
reproduccion sexual. Estos procesos modulan principalmente el almacén proteico, donde existe un
reparto igualitario entre los 3 NO,-FAs, también suponen un cambio brusco en la fosfatidilcolina donde
el NO,-OA pasa a ser el minoritario con respecto a los demds NO,-FAs (Fig. 41) (Tabla 14). Las proteinas
son los reservorios donde encontramos una mayor concentracién de NO,-OA y NO,-LA, en cambio, el
NO»-Ln continda almacenandose en la fosfatidilserina (Fig. 43) (Tabla 14).

Tras la etapa de floracién, la planta rapidamente inicia la formacion del fruto que en Arabidopsis
se llama silicua. Este fruto es una vaina alargada que alberga las semillas. El material vegetal utilizado
para estos estudios fueron las hojas de plantulas de 36 dias crecidas en cultivos hidropdnicos. Estas
muestras presentaron un dominio casi completo del NO,-OA en la fosfatidiletanolamina, también se
detectd en otros almacenes, como los TAG, los MAG-DAG y la PC, aunque no de forma tan prominente.
En cambio, el NO,-LA tuvo una representacioén principal en los SE y en las proteinas y el NO»-Ln en la
PS (Fig. 41) (Tabla 14). Por otra parte, cuando se analizaron los almacenes con mayor contenido en
cada NO,-FA, se comprobd que el NO,-OA se repartia entre los diferentes almacenes lipidicos y
proteicos, el NO,-LA se acumulaba en proteinas, PS y Pl y el NO,-Ln estaba casi completamente
esterificado con la PS (Fig. 43) (Tabla 14).

La ultima etapa de estudio y del desarrollo vegetal fue la senescencia, que supone la entrada de la
planta en un estado de muerte celular programada. El material vegetal utilizado en este caso fueron
las hojas de plantulas de 53 dias crecidas en cultivos hidropdnicos Estas hojas presentaron un patrén
de dominancia de los NO»-FAs en los diferentes almacenes similar al descrito en la etapa anterior (Fig.
41) (Tabla 14). La mayor concentracion de NO,-Ln volvié a aparecer en la PS, mientras que para el NO,-
OA y el NO»-LA, las proteinas fueron el reservorio mayoritario (Fig. 43) (Tabla 14). Es importante
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resaltar que en las plantas senescentes los SE estan altamente representados, sin embargo, no se
observo un incremento significativo de los NO,-FAs en este depdsito (Harker et al. 2003).

En las raices de las plantas de 24, 34, 36 y 53 dias, el NO,-Ln es el NO,-FA mayoritario que vamos
a encontrar. Este NO2-Ln se almacena principalmente en la PS, mientras que los demds NO,-FAs en las
proteinas (Fig. 42 y 43) (Tabla 14).

En general, la distribucidon de los NO,-FAs en los diferentes almacenes lipidicos y proteicos es
amplia y ubicua, ya que estd presente en la mayoria de los depdsitos lipidicos y proteicos existentes
en las células. Es importante destacar la fuerte preferencia del NO,-Ln por esterificarse con laPSen la
mayoria de las etapas de crecimiento con excepciéon de la semilla. La fosfatidilserina y el
fosfatidilinositol son fosfolipidos anidnicos que, aunque son poco abundantes en las membranas,
actuan como moléculas clave en rutas de sefializacion de gran variedad de procesos bioldgicos. Entre
sus funciones bioldgicas, cabe mencionar su participacion en el desarrollo post-embrionario a través
del desarrollo de érganos y del meristemo de la inflorescencia de Arabidopsis. De hecho, se ha
comprobado que en plantas mutantes en las que se interrumpia la expresion de un gen relacionado
con la sintesis de PS, en concreto, el gen codificante de la fosfatidilserina sintasa 1 (PSS1), presentaban
enanismo severo, érganos laterales mas pequefios y un tamano reducido del meristemo de la
inflorescencia (Liu et al. 2013).

Ademas, la presencia de PS en la membrana controla de forma eficaz la localizacién y la actividad
de las Rab GTPasas (Kulakowski et al. 2018) que son una clase de proteinas conservadas responsables
del trafico de vesiculas en eucariotas a través de la generacién de endomembranas, gemacién de
vesiculas, transporte, anclaje y fusion de membranas (Bhuin and Roy 2014). Varios miembros de las
Rab GTPasas vegetales participan en el crecimiento y el desarrollo, asi como en las respuestas al estrés
bidtico y abidtico a través de vias de trafico de endomembranas mediadas por vesiculas (Yin et al.
2017; Uemura and Ueda 2014).

En Arabidopsis, PS esta relativamente presente en raices, donde se requiere para la citocinesis de
la raiz, posiblemente porque ayuda a mediar el trafico vesicular de carga requerido para la formacion
de la placa celular (Yamaoka et al. 2021).

En definitiva, los fosfolipidos anidnicos son capaces de modular las propiedades fisicas de las
membranas, como las cargas superficiales, la curvatura o la agrupacion de proteinas. Ademas, al
mediar las interacciones con numerosas proteinas asociadas a la membrana, son componentes clave
en el establecimiento de la identidad y la dinamica de los organulos. Finalmente, los lipidos aniénicos
también actian como moléculas sefializadoras, ya que son los principales reguladores de muchos
procesos celulares fundamentales, como la sefializacién y la divisién celular, el trafico de membranas,
el crecimiento celular y la expresion génica (Noack and Jaillais 2020).

Por tanto, la presencia del NO,-Ln principalmente en la PS puede tener relacién con su implicacién
en procesos de sefializacion de proteinas y de modulacion de la estructura de la membrana. En cambio,
los otros NO,-FAs, el NO,-OA y el NO,-LA, se encontraron principalmente aductados con proteinas
pudiendo modificar su estructura y afectar a su funcionalidad como en el caso de la actividad catalitica
de los enzimas.

Anteriormente se ha definido el almacén preferencial para cada NO,-FA en cada etapa de
desarrollo, pero si se analizan los niveles totales de todos los NO,-FAs en los depésitos lipidicos, cabe
destacar una mayor abundancia de NO,-Ln, mientras que los niveles de NO,-OA y NO-LA fueron
minoritarios y similares entre ambos. En términos generales, durante el desarrollo, los niveles de NO»-
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FAs esterificados con lipidos van disminuyendo, aunque existen algunas fluctuaciones que coinciden
con etapas de desarrollo vegetativo, en concreto, en plantulas de 5 y 24 dias. Este comportamiento
que sucedia en hojas, se repitié en raiz (Fig. 44).

Por contra, los niveles totales de NO»-FAs detectados en la fraccién proteica fueron levemente mas
bajos, pero del mismo rango que los que presentaron el NO,-OA y el NO,-LA en los almacenes lipidicos.
En las fases iniciales del desarrollo (semilla), se observaron niveles bajos, pero estos se incrementaron
en la etapa de plantulas de 5 dias y se mantuvieron hasta la floracidon. Después, los niveles
disminuyeron, hasta alcanzar en plantas senescentes, abundancias similares a las descritos en semillas.
En cambio, en raices se detectaron niveles minoritarios y similares en las diferentes etapas de
crecimiento (24, 34, 36 y 53 dias) (Fig. 44).

Finalmente, si se consideran conjuntamente los niveles totales de NO,-FAs procedentes de los
almacenes proteicos y lipidicos, se observa el mismo comportamiento comentado anteriormente para
los almacenes lipidicos (Fig: 23). En semillas, se encontraron niveles elevados de NO»-FAs esterificados
con lipidos mas complejos, pero apenas hubo aduccidn con proteinas, lo cual podria resultar esperable,
ya que la semilla es un material vegetal muy rico en lipidos y carbohidratos necesarios para sustentar
la germinacién y el desarrollo del embridn. Esto justifica que encontrdramos los NO,-FAs esterificados
principalmente en lipidos de almacenamiento como los TAG y los SE. Durante el crecimiento vegetativo
de la planta, que abarcaria el desarrollo y apertura de los cotiledones (plantas de 5 dias), el desarrollo
de las primeras hojas de la roseta (plantulas de 14 dias), la formacidon completa de la roseta (hojas de
24 dias) y la floracion de la planta (hojas de 34 dias), las proteinas y los fosfolipidos, en especial, la
fosfatidilserina, pasaron a ser los principales almacenes de los NO,-FAs. En estos casos, los NO,-FAs
pasaron a almacenarse en depdsitos con una implicacidn funcional y de sefializacidn, ya que su unién
a proteinas puede modular la funcién de las mismas. Esta justificacion también es aplicable a la unién
de los NO,-FAs a la fosfatidilserina, por tratarse de un fosfolipido sefializador que participa en la
modulacién de la membrana y que tiene capacidad de interaccionar con proteinas. Tras la floracion,
los niveles de NO,-FAs, tanto en los depdsitos proteicos como lipidicos, disminuyeron como
consecuencia del inicio de la senescencia. En esta etapa se reduce la capacidad fotosintética dado que
las membranas tilacoidales del cloroplasto se degradan. Estas membranas pasan a estar formadas por
glicolipidos y los acidos grasos liberados por su degradacién van a ocasionar una acumulacién de TAG
en las hojas senescentes (Kaup et al. 2002; Lin and Oliver 2008). Los fosfolipidos y los esteroles que
vamos a encontrarlos en las membranas extraplastidiales como la membrana plasmatica, el tonoplasto
y el reticulo endopldsmico también disminuyen durante la senescencia. En el caso, de los fosfolipidos
se produce un aumento de la actividad de las fosfolipasas que conducen a la degradacién de las
membranas, y en el caso de los esteroles la senescencia genera una acumulacién de los ésteres de
fitoesteroles (Wewer et al. 2011; Li et al. 2016). En sintesis, en la senescencia se produce una pérdida
de la capacidad fotosintética de la planta, dado que se degradan las membranas tilacoidales del
cloroplasto y disminuyen los niveles de clorofila. También se degradan las membranas
extraplastidiales, lo que reduce la fluidez de la membrana. Todo ello, conduce a una removilizacion de
los nutrientes de la hoja a través de la acumulacién de lipidos de almacenamiento como TAG y SE en
las semillas (Li et al. 2016; Troncoso-Ponce et al. 2013). Estos procesos de removilizacion de lipidos
desde la hoja hasta las semillas explicaria los niveles tan elevados de NO,-FAs identificados en las
semillas.

En resumen, los niveles de NO,-FAs de los depdsitos proteicos y lipidicos de Arabidopsis se vieron
fuertemente influenciados por los acontecimientos que tenian lugar durante las diferentes etapas de
desarrollo.
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33.Identificacion y caracterizacion de proteinas nitroalquiladas en Arabidospsis
thaliana

La aduccién de los NO,-FAs con proteinas da lugar a una modificacidn post-traduccional conocida
como nitroalquilacién. Esta PTM representa el mecanismo primario por el cual los NO,-FAs ejercen sus
funciones bioldgicas. La presencia del grupo nitro en estas moléculas les confiere un marcado caracter
electrofilico que les permite reaccionar con aminoacidos nucleofilicos, como Ila cisteina
preferencialmente y, en ocasiones, con histidinas y lisinas proteicas, estableciendo aductos de Michael
(Baker et al. 2007a). La unidn del NO»-FA a la proteina puede generar cambios en su estabilidad, en su
estructura o en su funciéon (Melo et al. 2019; Turell et al. 2018). Es importante resaltar que la
reversibilidad de esta PTM le permite actuar como una via de sefializacién selectiva, ya que las
condiciones nitrooxidativas pueden afectar a la estabilidad de la nitroalquilacidn, provocando la
oxidacion del aducto de Michael. Este proceso resulta en la liberacién del NO,-FA y permite que la
proteina recupere su estado inicial (Batthyany et al. 2006; Rudolph and Freeman 2009; Padilla et al.
2017a).

En sistemas animales, se ha caracterizado el efecto de la nitroalquilacidon sobre proteinas
individualizadas, pero ha sido recientemente cuando se ha realizado un estudio de quimioprotedmica
en el que se trataron células vivas con NO,-OA con la finalidad de caracterizar el proteoma susceptible
a nitroalquilarse y asi, poder conocer los modos de accidn y las funciones celulares de los NO,-FAs.
Proteinas transmembrana, fundamentalmente localizadas en el reticulo endoplasmico y en
membranas nucleares, aparecieron nitroalquiladas junto con proteinas con gran implicacién en el
metabolismo de los lipidos y proteinas de transporte (Fang et al. 2021).

Sin embargo, en sistemas vegetales la deteccién de proteinas nitroalquiladas es un area de
conocimiento no explorada y, hasta la fecha, no se ha descrito ninguna proteina nitroalquilada de
origen vegetal ni en sistemas in vitro ni en condiciones in vivo.

La presencia de una PTM en un proteoma es bastante baja (menos del 1%) al tener una funcién
sefializadora. Todo esto afadido a la ausencia de un método que permitiera la deteccion de la
nitroalquilacion in vivo ha dificultado el estudio del perfil de proteinas susceptibles a nitroalquilase en
plantas. Por este motivo, durante la realizacidon de esta Tesis Doctoral se desarrollé un método de
identificacién de proteinas nitroalquiladas por espectrometria de masas (nanoLC-MS/MS). La aduccion
de un nitrolipido a una proteina genera una serie de cambios estructurales y funcionales, entre los que
destaca un incremento en la masa molecular de 322 Da si se une el NO,-OA, de 324 Da si se une el
NO,-LAy de 327 Da si se une el NO,-Ln. Ademas, la unién de un NO,-FA, dado su cardacter apolar, puede
incrementar la hidrofobicidad de la molécula a la que se une, si bien es cierto que, en el caso de una
proteina completa, apenas se modifica su hidrofobicidad debido a su mayor tamafio molecular con
respecto al acido graso nitrado. No obstante, esta bien establecido que el andlisis de las proteinas por
espectrometria requiere la digestién proteolitica con el objeto de fragmentarla en sus péptidos
constituyentes. En esta situacién, se ha observado que la presencia del NO,-FA unido al péptido
proteico si aumenta su hidrofobicidad con respecto al mismo peptido no nitroalquilado (Batthyany et
al. 2006; Padilla et al. 2017a). Para corroborar este comportamiento y poner a punto un método de
enriquecimiento que facilitara la deteccidn de proteinas nitroalquiladas, se utilizaron extractos
proteicos de cultivos celulares de Arabidopsis de 9 dias tratados con 100 UMy 10 mM de NO,-Ln. Como
resultados de estos tratamientos, se identificaron en los extractos proteicos un total de 677 proteinas
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susceptibles a nitroalquilarse con NO,-Ln. La mayoria de las proteinas nitroalquiladas se localizaron en
el citoplasma, el nucleo y el cloroplasto, donde participaban principalmente en procesos de respuesta
al estrés, procesos biosintéticos, metabolismo de los acidos nucleicos y desarrollo del organismo (Fig.
45).

A continuacion, se identifico el perfil endégeno de proteinas nitroalquiladas por los tres NO»-
FAs en los cultivos celulares de Arabidosis de 9 dias, donde se evidencié que los tres NO,-FAs
presentaban el mismo perfil de nitroalquilacién, ya que principalmente se modificaban proteinas
relacionadas con procesos biosintéticos, de respuesta al estrés y procesos metabdlicos relacionados
con los acidos nucleicos. Estas proteinas se localizaban mayoritariamente en el nucleo, el citoplasma'y
el cloroplasto (Fig. 46).

Dada la gran representacion de proteinas nitroalquiladas en los procesos bioldgicos de
respuesta al estrés y en los procesos biosintéticos, se analizd la modulacién por nitroalquilacién de
algunas de ellas por medio de la utilizacién de sus correspondientes proteinas recombinantes. La
fosfoglicerato quinasa (PGK), la triosa fosfato isomerasa (TPI), el enzima malico dependiente de NADP
(EM-NADP) vy la isocitrato deshidrogensa (ICDH) fueron seleccionadas como representativas de los
procesos biosintéticos. El tratamiento con los diferentes NO,-FAs afectd negativamente la actividad
enzimatica de todas ellas (Fig. 47-50).

Por tanto, se puede afirmar que la nitroalquilacidn participa en la modulacién de importantes
procesos biosintéticos relacionados con la glucolisis o gluconeogénesis y con el ciclo de Calvin a través
de la modificacion de la PGK (Rosa-Téllez et al. 2018) y la TPI (Shih 1994). Esta PTM también influye en
la fotosintensis y en el contenido en poder reductor (NADPH) como consecuencia de la aduccién con
el EM-NADP (Drincovich et al. 2001) y la NADP-ICDH (Chen 1998). En el caso de la ICDH, se realizé un
analisis mds profundo con el objeto de esclarecer los mecanismos moleculares responsables del efecto
negativo del tratamiento con NO,-Ln sobre su actividad enzimatica. Los andlisis de MS/MS mostraron
una serie de dianas susceptibles a nitroalquilarse que podrian ser las responsables de la pérdida de
funcién de la enzima. El modelo in silico de la estructura cuartenaria de la ICDH, mostré que la unidn
del NO,-FA a los residuos de cisteina 131 y a la histidina 135, podria ocasionar impedimentos estéricos
perjudicando la unién del sustrato a los residuos de arginina 111y 134 (residuos cataliticos) (Fig: 29).

En los procesos de respuesta al estrés juegan un papel muy importante las proteinas
antioxidantes como responsables del control de los niveles de ROS, manteniendo asi el equilibrio
redox. El tratamiento con los NO,-FAs modulé negativamente la actividad de las enzimas antioxidantes
glutatién S-transferasa (GST), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) (Fig. 51-53).

La glutation S-transferasa es una enzima citoplasmatica involucrada en la desintoxicacién de
sustancias por su conjugacién con el glutation, atenuando asi el estrés oxidativo. Por tanto, es una
enzima que se induce en respuesta a una amplia gama de condiciones de estrés, incluido el estrés
bidtico, ya que la induccién de la GST se correlaciona con la activacidn de la respuesta de resistencia
sistémica en las infecciones por patogenos (Gullner et al. 2018). La aduccion de esta proteina con NO,-
OA y con NO,-LA disminuyd significativamente su actividad enzimatica, mientras que el NO,-Ln no
generé cambios en su actividad (Fig. 51).

Otra importante enzima antioxidante detoxificante de H,0; (Li et al. 2015) es la catalasa. Esta
proteina también disminuyd su actividad al nitroalquilarse. Los analisis de MS/MS de la catalasa
recombinante tratada con NO,-Ln desvelaron la modificacion de un conjunto de histidinas que podrian
ser la causa principal de la disminucién en la actividad enzimdtica, siendo la histidina 108 la mas
susceptible a nitroalquilarse. Sin embargo, el modelo in silico de esta proteina mostrd que ninguno de
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los residuos diana de nitroalquilacién tenia implicacion en la catdlisis enzimatica y tampoco estaban
proximos a residuos cataliticos. La mayoria de los residuos nitroalquilados se localizaban en la periferia
de la proteina pudiendo afectar a su conformacion tridimensional (Fig. 52).

En la detoxificacidon del H,0; celular, ademds de la catalasa, también participa la ascorbato
peroxidasa. En concreto, la afinidad (Km) de la APX por el H,0; esta en el rango de 100 uM, mientras
gue en las catalasas la Km esta en torno a 600 mM, lo que sugiere que la APX constituye la primera
linea de defensa en la célula vegetal, no obstante, cuando los niveles de H,0; se elevan, es la catalasa
la que adquiere la funcién detoxificadora las ROS (Chelikani et al. 2004; Asada 1992). Nuevamente, la
nitroalquilacion mediada por el NO2-Ln ocasioné la reduccion de la actividad enzimatica de la APX. Los
residuos de histidina 43 y 163 fueron las principales dianas de nitroalquilacién y su implicacidn directa
en la catdlisis justifica la afectacion de la actividad enzimatica ya que la histidina 43 se sitla en el centro
activo y la histidina 163 constituye un sitio de union al metal requerido en la catalisis (Fig. 53).

En definitiva, la nitroalquilacién mediada por los NO,-FAs es una modificacién post-traducional
muy extendida que afecta mayoritariamente a proteinas presentes en el nucleo, el citoplasma y el
cloroplasto y que jercen funciones cataliticas y de chaperonay que participan en procesos biosintéticos
y de respuesta al estrés. En concreto, la unién de los NO,-FAs afecta negativamente a la actividad
enzimatica de importantes proteinas enmarcadas en procesos biosintéticos y antioxidantes.

34. Perfil de proteinas nitroalquiladas durante el desarrollo de Arabidopsis

thaliana
En el apartado 32 se determind la modulacién de los depdsitos proteicos y lipidicos de los NO,-FAs
durante el desarrollo de Arabidopsis. A continuacidén, se van a establecer las implicaciones bioldgicas
de las proteinas que se detectaron aductadas con los NO,-FAs en cada una de las etapas de desarrollo.

En la semilla se identificd un nimero reducido de proteinas nitroalquiladas que se localizaban en
el nucleo y participaban en procesos biosinténticos y de desarrollo (Fig. 54 y 55). Tal y como se ha
mencionado anteriormente, la semilla es un material rico en lipidos y carbohidratos principalmente,
es por ello que los niveles de NO»-FAs aductados con proteinas han sido minoritarios en ellas. este
hecho se corrobora con una menor identificacidon de proteinas nitroalquiladas en estas muestras (Fig.
43).

En las etapas de crecimiento vegetativo de la planta, proceso que engloba la apertura de los
cotiledones, el inicio de la roseta y la roseta completa se detecté un incremento en el nimero de
proteinas nitroalquiladas con respecto a las semillas, incremento que también se observd en los niveles
de NO,-FAs procedentes de proteinas (Fig. 43). Estos niveles mas elevados se mantuvieron en las
diferentes etapas de desarrollo de la hoja (Fig. 54). Las proteinas nitroalquiladas identificadas durante
estas etapas que engloban el desarrollo de las hojas estan relacionadas fundamentalmente con
procesos de respuesta al estrés, biosintéticos y de desarrollo, desempeiian funciones cataliticas y de
chaperona y se localizan en el nucleo, el citoplasma y los cloroplastos, mayoritariamente (Fig. 56-58).

Tras el desarrollo de las hojas, la planta entra el estado reproductivo a través de la formacién de
las flores. En esta etapa, las hojas de las plantulas de 34 dias presentaron niveles elevados de NO,-FAs
procedentes de proteinas similares a los descritos en las etapas anteriores del desarrollo de las hojas
(Fig. 43). Este incremento se tradujo en un nimero elevado de proteinas nitroalquiladas (Fig. 54) que
se destinaban mayoritariamente a procesos relacionados con el desarrollo del organismo vy la
reproduccion, mientras que los procesos de respuesta al estrés y biosintéticos, altamente
representados en las etapas anteriores, pasaban a ser minoritarios. Sin embargo, aunque existié un

183

Vi



Vi

Discusion

cambio en la funcidn bioldgica de las proteinas, las funciones moleculares principales continuaron
siendo las actividades cataliticas y de chaperona y el nucleo la localizacién subcelular mayoritaria de
las proteinas nitroalquiladas (Fig. 59).

Finalmente, en las plantulas de 36 dias y 53 dias, que representan el estado de senescencia, se
detectd un nimero minoritario de proteinas nitroalquiladas que estaba en consonancia con los niveles
de NO,-FAs detectados en proteinas (Fig. 43 y 54). Estas proteinas minoritarias estaban implicadas en
procesos biosintéticos y en el desarrollo de la estructura celular y se localizaban mayoritariamente en
el nucleo (Fig. 60y 61).

El nimero de proteinas nitroalquiladas en raices fue muy minoritario y similar al descrito en
semillas. En lo referente a los niveles de NO,-FAs aductados con proteinas, el comportamiento fue
equivalente (Fig. 43) (Tabla 15).

En resumen, las proteinas nitroalquiladas detectadas estaban siempre relacionadas con los
acontecimientos especificos de cada etapa de crecimiento de la planta. Asi, en semillas, el nimero de
proteinas nitroalquiladas fue minoritario debido a la escasez de proteinas y a la mayor abundancia en
este material de lipidos y carbohidratos como fuente de energia para el desarrollo del embrién. En las
etapas de crecimiento vegetativo, existid una mayor participacion de las proteinas nitroalquiladas, que
estaban implicadas sobre todo en procesos de biosintesis y de respuesta al estrés. La nitroalquilacion
de proteinas relacionadas con la respuesta al estrés, como son las proteinas antioxidantes, provocaba
la inhibicion de su actividad, tal y como han evidenciado los tratamientos con NO»-FAs de las proteinas
recombinantes realizados en este trabajo. Este efecto inhibitorio de la actividad enzimatica por efecto
de los NO,-FAs también se observo en las proteinas biosintéticas. Por tanto, en estas etapas en las que
se producia principalmente el desarrollo de las hojas, existia un conjunto de proteinas antioxidantes y
biosintéticas inhibidas por la nitroalquilacidn. Cuando la planta entraba en la etapa de floracidn, las
proteinas nitroalquiladas estaban destinadas fundamentalmente a procesos de reproduccion y de
desarrollo del organismo, en cambio, las proteinas nitroalquiladas relacionadas con procesos
biosintéticos y de respuesta al estrés pasaron a estar menos representadas. En el momento en que la
planta florecia, se iniciaba el proceso de senescencia, que conllevaba una serie de cambios entre los
que destacd el aumento en la produccidn de ROS, y por ende, la activacidon de las proteinas
antioxidantes encargadas de neutralizarlas (Li et al. 2016). Tal y como se ha mencionado
anteriormente, la nitroalquilacion es una modificacion postraduccional reversible, ya que las
condiciones de estrés nitrosativo generan la oxidacién del aducto de Michael, lo que se traduce en la
liberacion de los NO,-FAs y la restauracion de la funcién de la proteina (Padilla et al. 2017a). Esto
justifica que, en la floracidn y en las etapas siguientes, los niveles de proteinas nitroalquiladas fueran
menores y que no estuvieran implicadas en los procesos de respuesta al estrés, ya que el incremento
del estado oxidativo podia provocar la oxidacién de los aductos de las proteinas antioxidantes,
permitiéndose asi que estas recuperasen su actividad detoxificante. Ademas, durante la senescencia
de la planta, se induce la ruta de la B-oxidacion de los lipidos, aumenta la degracion de proteinas
celulares y se produce una removilizacién de los lipidos desde la hoja hacia las semillas recién
generadas. Por ello, la liberacidon de los NO>-FAs aductados en las proteinas no se tradujo en un
aumento de los NO,-FAs libres ni de los presentes en los depdsitos lipidicos de las hojas (Li et al. 2016;
Troncoso-Ponce et al. 2013).
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35.Modulacidn de los depdsitos de NO»-FAs en el estrés abiotico

Las situaciones de estrés desencadenan una alteracidn de la homeostasis redox debido a la rapida
explosién de ROS y de RNS, las cuales actuan como sefiales moleculares que activan los mecanismos
de defensa de la planta (Valderrama et al. 2019; Chaki et al. 2021). Dado que los NO,-FAs son
donadores de NO y son capaces de modular la actividad enzimatica de las proteinas por
nitroalquilacidn, estas moléculas deben considerarse como potentes sefializadoras en respuesta al
estrés (Geisler and Rudolph 2012a; Begara-Morales et al. 2021b). Ademas, en diferentes situaciones
de estrés abidtico analizadas en esta Memoria de Tesis, como la salinidad, el cadmio, la baja
temperatura y el daio mecanico, se generd un incremento significativo en los niveles de NO,-Ln. Este
resultado estd en consonancia con un analisis transcriptémico previo por tecnologia RNA-seq donde
se establecid un claro papel sefializador para el NO2-Ln puesto que demostraba su implicacién en la
respuesta de defensa de las plantas frente a diferentes condiciones de estrés abidtico como
consecuencia de su capacidad de induccion de proteinas de choque térmico. Ademds, el mismo trabajo
apuntaba hacia la existencia de un mecanismo de accion conservado en los procesos de defensa tanto
animal como vegetal (Mata-Pérez et al. 2016d).

Todos estos antecedentes han llevado a estudiar la modulacion de los almacenes de los NO»-FAs
durante el estrés abidtico, concretamente se ha analizado el estrés por salinidad, metales pesados
(cadmio), baja temperatura, luz continua y oscuridad en plantulas de Arabidopsis de 14 dias.

En primer lugar, se analizé el estado oxidativo en cada una de las situaciones de estrés abidtico a
traves de la deteccion de marcadores de la homeostasis redox como son el peréxido de hidrégeno
(H203) y el malondialdehido (MDA), siendo este ultimo un indicador de la peroxidacion lipidica. En la
mayoria de los estreses analizados se generé un incremento de H,0, 0 de MDA, con excepcion de los
estreses por cadmio y baja temperatura donde incrementaron ambos marcadores (Fig. 62). Tras
evidenciar la existencia de estrés oxidativo, se analizé la modulacién de los niveles de NO,-FAs en cada
uno de los estreses abidticos.

En este sentido, los estreses por salinidad y baja temperatura generaron un incremento en los
niveles totales de NO,-LA y NO,-Ln procedentes de los depdsitos proteicos y lipidicos con respecto a
las plantas control. En cambio, los niveles totales de NO,-OA no cambiaron. El estrés por cadmio dio
lugar a un incremento generalizado en los niveles totales de NO,-OA, NO,-LA y NO,-Ln. En cambio, en
el estrés por luz continua se observé un comportamiento diferente para cada uno de los NO,-FAs. Asi,
el contenido en NO,-OA disminuyd, los niveles de NO»-LA fueron similares a los del control y, en el caso
del NO-Ln, se produjo un incremento significativo. En el estrés por oscuridad solo se produjo un
incremento en los niveles de NO,-OA y NO,-LA, mientras que los niveles de NO,-Ln permanecieron
invariables (Fig. 63).

Si se analiza separadamente la modulacidn de los depdsitos proteicos y los lipidicos, se pueden
destacar algunas diferencias.

En términos generales, los niveles de NO,-FAs aductados con proteinas en las situaciones de estrés
abidtico fueron menores que los detectados en el control, salvo algunas excepciones, como es el caso
del NO,-OA y el NO,-Ln en el estrés por salinidad donde sus niveles fueron invariables con respecto al
control (Fig. 64).

Sin embargo, si se analizan los niveles de NO,-FAs procedentes de los almacenes lipidicos, se
observa que, en la mayoria de los estreses abidticos, se producia un aumento significativo con respecto
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a la situacién control. No obstante, en los estreses por salinidad y oscuridad no se produjeron cambios
en los niveles de NO,-OA y NO,-Ln, respectivamente. Ademas, el estrés por luz continua generé una
disminucién en los niveles de NO»-OA con respecto al control (Fig. 65).

La disminucion observada en los niveles de NO,-FAs aductados con proteinas puede justificarse
por la oxidacidon de los aductos de Michael como consecuencia del estrés nitrooxidativo que se
generaba en las diferentes situaciones de estrés abidtico. Esta oxidacion del aducto provocaba la
liberacion del NO,-FA y la restauracion de la estructura y funcidn de la proteina a la que estaba unido
(Padilla et al. 2017a). Los NO»-FAs liberados podian: 1) inducir la expresidén de genes realcionados con
chaperonas y sistemas antioxidantes (Mata-Pérez et al. 2016d); 2) actuar como donadores de NO vy,
por tanto, participar en procesos de sefializacién mediados por el NO (Mata-Pérez et al. 2016c; Mata-
Pérez et al. 2020) o, 3) esterificarse en lipidos mas complejos (Grippo et al. 2021). En cambio, el
incremento observado en los niveles de NO,-FAs esterificados con lipidos mas complejos, podian
provenir del conjunto de NO,-FAs liberado del almacén proteico o podrian ser de nueva sintesis, dado
qgue la generacidon de especies reactivas de nitrégeno (RNS) en las situaciones de estrés puede
reaccionar con los acidos grasos insaturados de los lipidos complejos formando nuevos NO,-FAs
(Schopfer et al. 2011; Buchan et al. 2018a; Schopfer and Khoo 2019b; Franz et al. 2017).

En definitiva, las situaciones de estrés generan una disminucién en los niveles de nitroalquilacién
pero provocan un incremento en los niveles de NO,-FAs que se encuentran almacenados en lipidos
mas complejos. A continuacién, se van a establecer cual o cudles son los depdsitos lipidicos
responsables de los cambios observados en el estrés con respecto a la situacion control. Dado que
este comportamiento no es igual en los diferentes estreses, estos resultados se discutirdn por
separado.

e Estrés por salinidad

El estrés por salinidad genera una acumulacién excesiva de iones Na* y CI™ en la planta, lo que
conduce a la limitacién de la absorcion de agua y nutrientes, a la alteraciéon de las actividades
metabdlica y fotosintética y al aumento de la peroxidacion lipidica (Liang et al. 2018; Deinlein et al.
2014). En respuesta a este tipo de estrés también se remodela el metabolismo de los lipidos, en
concreto de los lipidos de membrana (Yu et al. 2018). Esta remodelacién va a afectar a la integridad,
permeabilidad, fluidez y actividad H*-ATPasa de la membrana (Mansour et al. 2015). Uno de los
principales cambios que se producen en el metabolismo de los lipidos es el incremento de la presencia
de acidos grasos insaturados debido a su papel esencial en la mediacion al estrés salino. En varios
estudios se ha demostrado que el acido linoleico estimula la actividad H*-ATPasa de la membrana
plasmatica y mantiene la homeostasis de K*/Na* en las raices de cebada (Bing et al. 1999). En
Arabidopsis, la produccion del acido oleico, el acido linoleico y el acido linolénico desencadenada por
estrés salino, contribuye también a la activacion de la actividad H*-ATPasa de la membrana plasmatica
(Han et al. 2017).

En términos generales, nuestros resultados mostraron que se producia un aumento de los niveles
de NO,-FAs como consecuencia de este tipo de estrés. Estos acidos grasos nitrados, junto con sus
formas no nitradas, podrian estar participando en la estimulacién de la actividad de la H*-ATPasa de la
membrana plasmatica. Ademas, la mayoria de los incrementos de NO,-FAs se asociaron con lipidos
complejos que forman parte de la membrana plasmatica como la PCy el Pl (Fig. 66). El aumento de los
NO,-FAs esterificados con lipidos de membrana podria alterar la organizacién de los lipidos por la
formacidn de grupos en la interfase membrana-agua. Estas interacciones podrian alterar a su vez a las
proteinas integrales de membrana (Franz et al. 2017).
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e Estrés por cadmio

En nuestro caso, el crecimiento de las plantulas de Arabidopsis en presencia de cadmio ocasiond
una inhibicién significativa del crecimiento de la raiz y una clorosis en las hojas. Estudios previos han
asociado el acortamiento de la raiz con el trastorno de nutrientes minerales inducido por el Cd. La
clorosis de las hojas se ha relacionado con un deterioro del PSIl y el dafio oxidativo al aparato
fotoquimico generado por el Cd (Lux et al. 2011; Perfus-Barbeoch et al. 2002; Faller et al. 2005; Dias et
al. 2019). En general, una amplia gama de actividades celulares de las plantas, como la fotosintesis, la
respiracion, la nutricién mineral, la estructura y propiedades de la membrana y la expresidn génica, se
ven afectadas en el estrés por cadmio (Perreault et al. 2014; Devi and Prasad 1999; Peixoto et al. 2001).
Muchos de estos efectos se pueden relacionar con la alteracidn en las proporciones relativas de las
diferentes clases de lipidos. Asi, en el estrés por cadmio, se produce una reduccién en los lipidos de
membrana y un aumento en los lipidos neutros (TAG) en raices, los cuales son la fuente de energia
mds comun en condiciones estresantes con lo que mejora la absorcidn de nutrientes, la desintoxicacion
de ROS y la homeostasis de la planta (Choudhury et al. 2017; Osanai et al. 2017; Chaffai and Cherif
2020). En hojas, también se produce un deterioro de los lipidos de membrana, en especial se afectan
las membranas de los cloroplastos, ocasionado por la peroxidacion lipidica de las mismas debido a la
produccién descontrolada de ROS y al incremento en la actividad de la lipooxigensa (Guo et al. 2007;
Djebali et al. 2005). Este deterioro esta relacionado con cambios en los niveles de OA, LA y Ln debido
a alteraciones en la actividad de las enzimas desaturasas. De hecho, se ha descrito en la bibliografia
gue el estrés por cadmio inhibe a la linoleil A-15-desaturasa, que cataliza la conversion del LAa Lny,
en cambio, mejora la actividad de la oleil desaturasa, que transforma el OA a LA (Nouairi et al. 2006;
Verdoni et al. 2001).

En el andlisis de la distribucidn de los NO,-FAs entre las diferentes clases de lipidos, es importante
resaltar que los niveles de NO,-LA en el estrés por cadmio fueron los que experimentaron un mayor
incremento (aproximadamente 3 veces mas que el control) (Fig. 65), ademas, dicho incremento se
produjo en los almacenes de lipidos de membrana, es decir, en la PC, PE, PS y Pl (Fig. 66). Esto podia
ser consecuencia de la modulacién de las desaturasas mencionado anteriormente que conduciria a un
incremento en los niveles de LA que podria ser nitrado debido al estrés nitrooxidativo generado por el
estrés por Cd. En cambio, los niveles de NO,-OA y NO,-Ln no disminuyeron como consecuencia de una
menor disponibilidad de las formas no nitradas, lo que implica que la presencia de estos en los
almacenes lipidicos de la membrana puede tener algin papel seializador o modulador de la estructura
de la membrana que ayude a paliar el dafio generado por este tipo de estrés (Franz et al. 2017).

e Estrés por baja temperatura

Los principales eventos que genera el estrés por frio en las células vegetales son el aumento de la
permeabilidad de la membrana, la alteracién de la estabilidad de las proteinas o complejos de
proteinas, la reduccion de las actividades de enzimas antioxidantes y la alteracién en la expresion
génica y la sintesis de proteinas. Todo ello, da como resultado una fotoinhibicion y una fotosintesis
alterada asi como un dafio considerable en la membrana (Orvar et al. 2000; Siddiqui and Cavicchioli
2006; Ruelland et al. 2009). Uno de los principales dafios causados al sistema de biomembranas es la
peroxidacidn lipidica mediada por las ROS que genera la oxidacion de los 4cidos grasos insaturados de
la membrana (Grant et al. 2014). La composicion de las membranas juega un papel muy importante
en el estrés por frio, ya que un aumento en el contenido de fosfolipidos se correlaciona positivamente
con la tolerancia al frio, mientras que, el bloqueo de la ruta de sintesis de los fosfolipidos disminuye la
tolerancia al frio (Saita et al. 2016). Ademas, las plantas modulan la estabilidad y fluidez de la
membrana aumentando la actividad de las desaturasas, lo que se traduce en un aumento de la
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presencia de acidos grasos insaturados en las membranas y una disminucidn, por tanto, de la presencia
de los acidos grasos saturados, lo que permite a las plantas tolerar el frio (Karabudak et al. 2014;
Nejadsadeghi et al. 2015; lanutsevich et al. 2016; Tang 2011).

Los analisis de MS/MS en las plantulas sometidas a estrés por frio revelaron un incremento en los
niveles de NO,-FAs, siendo estos el resultado de la interaccién de las RNS con los acidos grasos
insaturados. Este incremento se acentud en lipidos de membrana como PC y PS (Fig. 66),
demostrandose asi su participacién en el aumento de la fluidez de la membrana con el objeto de paliar
el dafio causado por el frio (Franz et al. 2017). También es relevante, el incremento detectado en los
ésteres de fitoesteroles sobre todo de NO,-LA y el NO,-Ln, los cuales podrian participar en el refuerzo
de las interacciones de van der Waals con las cadenas alquilicas de los esfingolipidos y fosfolipidos de
las membranas, lo que conduce a una mayor cohesidn de la membrana y una menor sensibilidad a Ia
temperatura (Dufourc 2008; Rogowska and Szakiel 2020).

e Estrés por luz continua

El estrés por luz continua provoca la saturacidon en la asimilacién del CO, y una produccién excesiva
de energia de excitacion que desemboca en la acumulacion de ROS y en la induccién de un estrés
fotooxidativo en células fotosintéticas (Velez-Ramirez et al. 2011; Haghjou et al. 2009).

Este tipo de estrés no afecta de manera demasiado pronunciada la composicion lipidica de las
membranas, tampoco provoca diferencias con el control en lo referente a la proporcion de acidos
grasos saturados/insaturados (Schumann et al. 2017). Sin embargo, la deteccién de NO,-FAs
esterificados en las diferentes clases de lipidos mostré que las plantas que habian sido sometidas al
estrés por luz continua presentaban, en general, una disminucién de los niveles de NO,-FAs, con
excepcion del incremento observado en los niveles de NO,-LA y NO,-Ln de la PS (Fig. 66). El papel
sefializador de la PS podria implicar a los NO,-FAs en la mediacién de la sefializaciéon que permitiria a
la planta paliar el daiio ocasionado por este tipo de estrés.

e  Estrés por oscuridad

Durante el dia, la energia de la luz se utiliza para impulsar la asimilacidn del carbono fotosintético
y asi producir compuestos organicos (fundamentalmente azlcares y almiddn) necesarios para el
desarrollo de la planta. Por la noche, cuando la fotosintesis no es posible, el almidén acumulado
durante el dia, se hidroliza para asegurar el suministro de energia (Smith and Stitt 2007; Stitt and
Zeeman 2012). Sin embargo, cuando la planta se somete a un estrés por oscuridad, las reservas de
energia procedentes del almiddn se agotan, quedando las células carentes de una fuente de carbono
gue les aporte energia. Estos acontecimientos desencadenan una situacion de estrés oxidativo y la
induccion de genes relacionados con la B-oxidacidn, como consecuencia de la busqueda de sustratos
energéticos alternativos (Usadel et al. 2008; Araujo et al. 2010; Noctor et al. 2014). El metabolismo de
los TAG es un aspecto clave en la homeostasis intracelular y en el equilibrio energético y juega un papel
vital en la supervivencia celular bajo condiciones de oscuridad. Esto se debe a que el estrés por
oscuridad produce la inhibicion de la triacilglicerol lipasa (SDP1), lo que bloquea la hidrdlisis de los TAG
pero incrementa la degradacidn de los lipidos de membrana. Los acidos grasos liberados se utilizan
para el ensamblaje de nuevos TAG. La acumulacién de TAG durante el estrés por oscuridad protege a
las células de la muerte celular, ya que secuestran intermediarios lipidicos téxicos como los acidos
grasos libres y el acido fosfatidico. Los TAG también protegen frente al estrés oxidativo generado por
las ROS (Fan et al. 2017).
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Los analisis de MS/MS mostraron un incremento en los niveles de NO>-FAs que se encontraban
esterificados en los TAG de plantulas sometidas a estrés, pudiendo ser el resultado de la existencia de
una mayor cantidad de TAG en el estrés por oscuridad y de una mayor disponibilidad de acidos grasos
insaturados susceptibles a nitrarse como consecuencia del estado nitrooxidativo en el que se
encontraban las células. Sin embargo, en la situacién de estrés también se encontraron mayores
niveles de NO,-FAs en los lipidos de membrana en comparacidon con las plantulas control (Fig. 66).

36. Perfil de proteinas nitroalquiladas durante las situaciones de estrés abiotico

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las diferentes situaciones de estrés abidtico
generaron una disminucién en los niveles de NO,-FAs que se encuentran esterificados con proteinas.
Estos niveles coincidieron con una identificacion minoritaria de proteinas nitroalquiladas en las
diferentes situaciones de estrés abiodtico con respecto al control (Fig. 67).

En las plantulas control, las proteinas nitroalquiladas se enmarcaban en procesos de respuesta al
estrés, biosintéticos y de desarrollo del organismo. La caracterizacion del efecto de la nitroalquilacién
en proteinas recombinantes implicadas en procesos de respuesta al estrés o en procesos biosintéticos
mostré una regulacién negativa de las mismas, ya que el tratamiento con los diferentes NO,-FAs
generaba una disminucidon en sus niveles de actividad enzimdtica. En cambio, en las diferentes
situaciones de estrés, apenas se han identificado proteinas nitroalquiladas relacionadas con la
respuesta al estrés (Fig. 68-72).

En sintesis, en la situacién control existe un conjunto de moléculas proteicas relacionadas con la
respuesta al estrés que se encuentran nitroalquiladas. La unidn de los NO,-FAs a estas moléculas
provoca la inhibicidn de su actividad, es decir, las inactiva. Cuando la planta se somete a condiciones
adversas, se genera una rapida explosion de moléculas redox, especialmente especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) (Valderrama et al. 2019; Chaki et al. 2021). Estas ROS y RNS
provocarian la oxidacién del aducto de Michael de las proteinas nitroalquiladas relacionadas con la
respuesta al estrés que se identificaron en el control. Esta oxidacién conduciria a la liberacién del NO»-
FA y a la restauracion de la actividad enzimatica. De esta manera, se conseguiria una respuesta mas
rapida que si tuviera que activarse la sintesis proteica por induccion de la transcripcién de genes. Estas
proteinas antioxidantes neutralizarian los niveles elevados de ROS y RNS, evitdndose asi dafios o
incluso la muerte celular (Padilla et al. 2017a). Ademas, los NO,-FAs liberados podrian inducir la
expresion de genes relacionados con el estrés abidtico. Un experimento relativamente reciente de
RNA-seq reveld la capacidad de sefializacidn del NO,-Ln tras su adicidon a cultivos celulares de
Arabidopsis. En ese trabajo, el NO,-Ln inducia la expresion de genes relacionados principalmente con
la respuesta al estrés abidtico por alta intensidad luminica, temperatura y estrés oxidativo, con una
ontologia génica mayoritaria en el H,0,, las ROS y las respuestas de compuestos que contienen oxigeno
(Mata-Pérez et al. 2016d).

37.Efecto protector de los NO2-FAs en el estrés biotico

Una enorme variedad de patdgenos microbianos desafian continuamente a las plantas, sin
embargo, éstas han desarrollado resistencia a la mayoria de ellos debido a complejos y eficientes
sistemas de inmunidad vegetal desarrollados durante las interacciones evolutivas de los mundos
vegetal y microbiano (Hacquard et al. 2017; Yu et al. 2017). El primer nivel de inmunidad de las plantas
esta representado por la inmunidad desencadenada por patrones moleculares asociados a microbios
(MTI), que se activan mediante la unidn de patrones moleculares asociados a microbios (MAMP) a
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receptores de reconocimiento de patrones localizados en la superficie de las células vegetales (Jones
and Dangl 2006). Las elicitinas, son activadores proteicos secretados principalmente por oomicetos de
Phytophthora spp. que actian como moléculas sefializadoras cuando existe peligro, es decir, estas
moléculas se unen a proteinas receptoras ubicadas en las membranas celulares de las plantas
generando una respuesta de defensa frente a diferentes patdgenos (Meng et al. 2014). Existen dos
tipos de elicitinas, a (acidas) y B (basicas), las cuales difieren en su actividad bioldgica (Derevnina et al.
2016; JankUl et al. 2019).

El tratamiento de los cultivos celulares de tabaco con una B-elicitina, la criptogenina desencadend
una produccidon muy elevada de ROS tras pocos segundos de infeccidon, alcanzdndose una produccion
maxima tras 30 minutos de incubaciéon. Esta produccién descontrolada de ROS derivd en muerte
celular (aproximadamente del 60%). En cambio, el tratamiento con una a-elicitina, la infectina, aunque
también desencadend unos niveles elevados de ROS a los pocos segundos de ser afiadida, éstos fueron
menores que los inducidos por la criptogenina. Ademas, la infectina no provocé muerte celular (Fig.
73y 74).

En general, las B-elicitinas basicas (criptogenina) muestran caracteristicas necréticas mucho mas
potentes que las a-elicitinas acidas (infectina). Ademas, las primeras brindan una mayor proteccion a
las plantas contra cualquier ataque posterior de patdgenos (Jank( et al. 2019).

Los eventos de sefializacion que desencadenan las elicitinas tras su reconocimiento por la célula
incluyen una respuesta inmunitaria tipica caracterizada por cambios en los flujos de iones que
conducen a la despolarizaciéon de la membrana (Lecourieux-Ouaked et al. 2000; Wendehenne et al.
2002), la acidificacion del citoplasma y la alcalinizacion del espacio extracelular (Pugin et al. 1997), una
elevada produccion de ROS vy la activacion de una via de sefalizacidn para la inmunidad de la planta
relacionada con la respuesta hipersensible (HR) acompafia por muerte celular (MEK2-SIPK/WIPK) (Xu
et al. 2014; Stary et al. 2019). En tabaco, la NADPH oxidasa (RBOH) de la membrana plasmatica tiene
un papel fundamental en la produccién de ROS inducida por la elicitina, desempefiando asi un
importante papel en la regulacién de la HR (Noirot et al. 2014).

En un estudio reciente, el tratamiento de cultivos celulares de tomate con NO,-OA provocaba la
induccion de la produccién de especies reactivas de oxigeno de una manera dosis dependiente a través
de la activacidon de NADPH oxidasas (Di Palma et al. 2020). En esta Tesis, el tratamiento de los cultivos
celulares de tabaco con los tres NO;,-FAs, desencadend un comportamiento similar al observado en
células de tomate, es decir, se observd una sobreproducciéon de ROS seguramente derivada de la
activacién de la NADPH oxidasa, sin embargo, no se afecté la viabilidad celular (Fig. 75).

Dado que, aunque el tratamiento con los NO,-FAs generaba una produccién de ROS en las células
de tabaco, no se ponia en peligro su supervivencia, las células pretratadas con NO,-FAs se incubaron
separadamente con las dos elicitinas y se analizaron los niveles de ROS y la viabilidad celular.

El tratamiento con infectina que, tal y como se ha comentado anteriormente, no perjudicaba la
viabilidad celular cuando se adicionaba a los cultivos de tabaco de manera aislada, tampoco afectaba
a las células cuando se preincubaban con NO,-FAs (Fig. 76). En cambio, en los niveles de ROS
extracelulares se observaron diferencias significativas entre los tratamientos, especialmente al inicio
de la infeccidn con la elicitina. En el caso de las células que habian sido tratadas previamente con los
diferentes NO»-FAs, se cuantificd un incremento significativo en la produccién de ROS con respecto al
control, sin embargo, esos niveles fueron unas 15.000 veces menores que los generados por las células
tratadas Unicamente con INF (Fig. 77).
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Por otra parte, en las células pretratadas con NO,-FAs, el tratamiento con criptogenina no produjo
muerte celular como ocurrié en las células tratadas Gnicamente con criptogenina, que provocd un 60%
de muerte celular (Fig. 78). Ademas, la CRY ocasiond una elevada produccién de ROS en las células de
tabaco con respecto a las células no tratadas. Este efecto también se observé en las células incubadas
previamente con NO-FAs, si bien, los niveles detectados en este caso fueron unas 23000 veces
menores a los que provocaba la CRY de manera aislada (Fig. 79).

Estos resultados sugieren un efecto protector de los NO,-FAs ante la infeccidn por patdgenos que
podria estar mediada por una menor produccién de ROS procedentes de la activacién de la NADPH
oxidasa de la membrana plasmatica, inhibiendo o modulando la sefializacion mediada por la HR de la
planta que conduce a una muerte celular. También cabe mencionar que, dado que el NO,-FA es un
donador de NO, el residuo de Cys 890 de la NADPH oxidasa es susceptible de S-nitrosilarse, provocando
dicha modificacién post-traduccional una disminucion de su actividad enzimatica (Mata-Pérez et al.
2016c; Yun et al. 2011).

38.Papel seializador del NO>-OA por nitroalquilacidon de la proteina
antioxidante Tsal en Sacharomyces cerevisiae

Uno de los estreses mds comunes que pueden experimentar las células de levadura es un cambio
en la temperatura de crecimiento. Especificamente, las levaduras presentan un crecimiento éptimo a
302C, sin embargo, si la temperatura ascendiera a 372C generaria una situacién de estrés (Trott and
Morano 2003). En esta Memoria de Tesis se ha evidenciado que una de las consecuencias del estrés
por choque térmico en levaduras es la alta produccién de ROS, fundamentalmente de H,0; (Fig. 80),
lo que conduce a una situacidén de estrés oxidativo (Morano et al. 2012; Duina et al. 1996; Davidson
and Schiestl 2001).

En respuesta a la elevacién de los niveles de H,0,, se detectd un incremento en la actividad de la
peroxirredoxina Tsal citosélica (Fig. 80). La Tsa 1 es una proteina antioxidante responsable de la
detoxificacion de ROS con el fin de restaurar el estado redox intracelular (Jang et al. 2004; Rand and
Grant 2006). El aumento significativo observado en la actividad de Tsal no se correspondia con una
elevacién en los niveles de expresion de la proteina, ya que el contenido en proteina no varié en
respuesta al estrés por choque térmico (Fig. 80). Estos resultados nos llevaron a pensar que la Tsal
podria estar modificAndose post-traduccionalmente.

Un mecanismo adicional de defensa de las células frente a los efectos negativos causados por
este tipo de estrés es la activacidon de la respuesta de choque térmico (HSR). Especificamente, HSR
induce la expresién de proteinas de choque térmico (HSP), la mayoria de las cuales son chaperonas
moleculares que ayudan a prevenir o revertir el plegamiento incorrecto de las proteinas (Weibezahn
et al. 2005; Polier et al. 2008).

Recientemente, la respuesta de choque térmico (HSR) se ha relacionado con los NO,-FAs.
Concretamente, el NO,-OA actia como un potente inductor de HSR en células endoteliales, este mismo
efecto se ha descrito para el NO,-Ln en Arabidopsis (Mata-Pérez et al. 2016d). Los NO,-FAs son
moléculas sefializadoras pleiotrépicas con poderosas propiedades antioxidantes que se generan por la
interaccion de RNS como el NO y el ONOO;, entre otros, con acidos grasos insaturados (Freeman et al.
2008; Khoo and Schopfer 2019). Hasta la fecha, se ha detectado la presencia enddgena en plantas de
NO»-OA, el NO,-LA y el NO>-Ln (Mata-Pérez et al. 2016d; Vollar et al. 2020a) y de NO,-OA, el NO»-LA,
el NO,-cLA y NO,-AA en organismos animales (Balazy and Poff 2004; Baker et al. 2004; Tsikas et al.
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2011). Sin embargo, en Saccharomyces cerevisiae alin no se habia detectado la existencia de estas
moléculas. En esta Tesis Doctoral, se ha identificado por primera vez la presencia del NO,-OA (Fig. 81).
En las levaduras, solo estan presentes los acidos grasos monoinsaturados OA (18:1) y plamitoleico (PA,
16:1), ya que solo existe la enzima A9 desaturasa. Esta enzima cataliza la insercién de un doble enlace
en la posicién 9-cis de los acidos grasos saturados para formar su derivado monoinsaturado (Martin et
al. 2007). Por lo tanto, en la levadura solo estaria disponible el acido oleico o palmitoleico para
reaccionar con las RNS y generar NO,-FAs. Aunque el acido palmitoleico estd presente en mayor
abundancia que el oleico, se llevd a cabo la busqueda del acido oleico nitrado, ya que esta molécula
habia sido detectada en otras especies y ya se habian descrito sus implicaciones en los procesos de
sefializacion celular (Tehlivets et al. 2007; Zhao et al. 2021; Pereckova et al. 2021; Manni et al. 2021;
Braumann et al. 2021).

Los niveles de NO,-OA detectados en S. cerevisiae en la situacion control tuvieron un valor de
0,038 pmoles/g FW (Fig. 82). Este valor, en el rango de pmoles, es similar al que presentan otras
moléculas sefializadoras.

Como ya se ha indicado en apartado anteriores, los NO,-FAs ejercen principalmente su funcién
de sefializacién a través de la modificacién postraduccional de proteinas por nitroalquilacidn, ya que
son capaces de aductarse con residuos de cisteina, histidina y lisina. Dado que el estrés por choque
térmico generaba un aumento en la actividad enzimdatica de la Tsal que no era consecuencia de un
aumento en los niveles de expresion de la proteina y, ademds, se habia identificado la presencia del
NO,-OA en levaduras, se caracterizo el efecto del NO,-OA sobre la actividad de la Tsal utilizando una
proteina recombinante. El tratamiento de la Tsal con NO,-OA afectd negativamente a la actividad
enzimatica (Fig. 83). La disminucién de la actividad de la Tsal recombinante podia ser consecuencia
de la nitroalquilacion, aunque también podia deberse a su S-sitrosilacién, dada la capacidad de los NO»-
FA de actuar como donadores de NO (Grippo et al. 2021; Mata-Pérez et al. 2016b). Sin embargo, el
tratamiento de la Tsal recombinante con un secuestrador de NO, no causo la recuperacion de la
actividad enzimatica después del tratamiento con el NO,-OA, por lo tanto, la proteina no estaba siendo
S-nitrosilada (Fig. 83). Ademas, en el analisis por nanoLC-MS/MS de la Tsal recombinante tratada con
NO,-OA, se identificaron una serie de péptidos cuya masa molecular se incrementaba en 327 Da, masa
que correspondia al NO,-OA. Especificamente, se identificaron nitroalquilados los residuos de cisteina
48 y 171 vy las histidinas 105 y 136 (Tabla 16). Entre ellos, debido a su implicacién catalitica, cabia
destacar la nitroalquilacidn de las cisteinas 48 y 171. En concreto, el residuo 48 actuaba como cisteina
peroxidaticay el residuo 171 era la cisteina resolutiva (Biteau et al. 2003). Adicionalmente, los residuos
de cisteina, junto con la His 105, fueron los residuos mas susceptibles a nitroalquilarse (Fig: 63). La
unién del NO»-OA a la cisteina peroxidatica impedia la unién del perdéxido, mientras que su union a la
cisteina resolutiva, evitaba su interaccidn con la cisteina peroxidatica de otra proteina Tsal. Por tanto,
la nitroalquilacidn de la Tsal a nivel de los dos residuos de cisteina, peroxidatica y resolutiva, no
afectaria a una Unica molécula de Tsal, sino a dos, ya que la cisteina resolutiva ejerce su accién sobre
la cisteina peroxidatica de otra proteina Tsal. Es importante sefialar que la cisteina peroxidatica es un
residuo que se conserva dentro de la familia de las peroxirredoxinas, por lo tanto, es posible establecer
que la familia de las peroxirredoxinas puede ser susceptible a la nitroalquilacion (Wood et al. 2003).

Tras caracterizar que el tratamiento con el NO»-OA de la Tsal recombinante generaba un
efecto negativo sobre su actividad enzimatica como consecuencia de la nitroalquilacion de las cisteinas
peroxiddtica y resolutiva, se inicid una busqueda dirigida de la nitroalquilacién in vivo de la Tsal por
nano-LC-MS /MS tanto en muestras control como en muestras procedentes de células de levadura que
habian sido expuestas a estrés por choque térmico. En la situacién control se detectd la
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nitroalquilacion de la cisteina 48, que correspondia a la cisteina peroxidatica, mientras que la busqueda
dirigida de péptidos nitroalquilados en el estrés no permitid identificar ningln péptido nitroalquilado
(Tabla 17). Ademas, es importante mencionar que en la situacién de estrés por choque térmico se
habia observado un aumento de los niveles de NO»-OA con respecto al control (Fig. 82). Por otra parte,
esta bien establecido que la nitroalquilacién es una modificacién postraduccional reversible, por lo que
puede actuar como una via de sefalizacién selectiva en entornos estresantes. Por lo tanto, en
situaciones que cursan con un aumento en los niveles de ROS y RNS se puede afectar la estabilidad de
la nitroalquilacion, ya que podria ocurrir la oxidacién y, por tanto, la escisiéon del enlace entre los
residuos de azufre de la Cys y el carbono de los NO,-FAs (aducto de Michael). Este proceso da como
resultado la liberacidon del nitroalqueno y permite que la proteina recupere su estado inicial (Khoo and
Schopfer 2019; Padilla et al. 2017a; Fang et al. 2021).

En resumen, en la situacidn control existiria un conjunto de proteinas Tsal que estarian
inactivadas por la nitroalquilacién, mediada por el NO,-OA, de la cisteina peroxidatica. Por el contrario,
en las muestras sometidas a estrés por choque térmico se generaba un estrés oxidativo, provocado
por un aumento en los niveles de ROS. Para contrarrestar los efectos negativos, en esas células se
activaban genes de respuesta de choque térmico (HSR), pero también se aumentaba la actividad de
proteinas antioxidantes como la Tsal con el fin de detoxificar el entorno celular. Sin embargo, el
aumento de la actividad de Tsal no provenia de un aumento en sus niveles de expresion, sino de la
activacion del conjunto de proteinas que previamente se encontraban nitroalquiladas y, por tanto,
inactivas en la situacién control. La justificacion a estos acontecimientos radica en que los niveles
elevados de ROS causaban la escision del aducto de Michael que enlazaba el grupo sulfuro de cisteina
con el NO,-OA, lo que provoca la liberacién del NO,-OA vy la restauracidn de la actividad de la Tsal.
Este mecanismo de respuesta es mas rapido que lainduccién de genes y la sintesis de nuevas proteinas.
En la situacion de estrés por choque térmico también se detectd un aumento de los niveles de NO,-
OA con respecto al control. Este nitroalqueno libre, procedente principalmente de la ruptura de la
aduccion con la proteina Tsal, participara a su vez como un inductor de genes de respuesta al choque
térmico.
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Conclusiones

Identificacion de la presencia del NO,-OA y el NO»-LA en Arabidopsis thaliana, ademas de
corroborar la presencia del NO,-Ln, siendo este ultimo NO-FA el mayoritario en Arabidopsis.

Los NO,-FAs presentan una ubicua y amplia biodistribucién en los diferentes almacenes
lipidicos y proteicos, resaltando mayoritariamente, el NO,-Ln en la fosfatidilserina y el NO,-OA
y el NO-LA en las proteinas.

En el desarrollo de la planta de Arabidopsis, la modulacién de la distribucidn de los almacenes
de los NO,-FAs estd fuertemente influenciada por los acontecimientos que se estdn
desarrollando en la etapa de crecimiento.

Las proteinas nitroalquiladas estan presentes mayoritariamente en procesos de respuesta al
estrés, biosintéticos y de desarrollo del organismo durante las etapas de crecimiento
vegetativo de la planta, mientras que en la etapa de floracién resalta la presencia de proteinas
nitroalquiladas relacionadas con la reproduccidn.

Los niveles de NO»-FAs en los almacenes lipidicos incrementan en respuesta al estrés abidtico,
sobre todo en los lipidos de membrana, participando asi en la modulacidn de la estructura de
la membrana plasmatica para paliar el dafio provocado por el estrés.

Los niveles elevados de ROS y RNS en las situaciones de estrés abidtico, generan la liberacién
del NO,-FA que se encontraba aductado con la proteina, y por ende, la restauracion de la
actividad de proteinas relacionadas con la respuesta al estrés. Por ello, los niveles de NO,-FAs
detectados en las proteinas es menor en los estreses.

Efecto sefializador-protector de los NO,-FAs en el estrés bidtico inducido por elicitinas por la
activacion temprana de la NADPH oxidasa por los NO2-FAs, que reduce la explosion de ROS
generada por las elicitinas.

Identificacion de la presencia del NO,-OA en Saccharomyces cerevisiae, el cual modula la
actividad enzimatica de la proteina antioxidante Tsal en respuesta al estrés por choque
térmico, ya que, la nitroalquilacion del residuo catalitico de la Tsal tiene un efecto negativo
sobre la actividad de la misma. Bajo condiciones oxidantes generadas bajo un estrés, se
produce la oxidacidn del aducto de Michael, permitiéndose asi la restauracion detoxificante
de la Tsal.
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Conclusions

Identification of the presence of NO,-OA and NO»-LA in Arabidopsis thaliana, in addition to
corroborating the presence of NO,-Ln, the latter being NO,-FA the majority in Arabidopsis.
The NO,-FAs present a ubiquitous and wide biodistribution in the different lipid and protein
storages, mainly highlighting NO>-Ln in phosphatidylserine and the NO,-OA and NO,-LA in
proteins.

In the development of the Arabidopsis plant, the modulation of the distribution of the storages
of NO»-FAs is strongly influenced by the events that are taking place in the growth stage.
Nitroalkylated proteins are overrepresented in processes of response to stress, biosynthetics
and development of the organism during the vegetative growth stages of the plant, while in
the flowering stage the presence of nitroalkylated proteins related to reproduction stands out.

The levels of NO,-FAs in lipid storages increase in response to abiotic stress, especially in

membrane lipids, thus participating in the modulation of the structure of the plasma
membrane to alleviate the damage caused by stress.
The high levels of ROS and RNS in situations of abiotic stress, generate the release of NO,-FA
that was adducted with the protein, and therefore, the restoration of the activity of proteins
related to the response to stress. Therefore, the levels of NO,-FAs detected in proteins are
lower in stress.

Signaling-protective effect of NO,-FAs on biotic stress induced by elicitins due to early

activation of NADPH oxidase by NO,-FAs, which reduces the ROS explosion generated by
elicitins.
Identification of the presence of NO,-OA in Saccharomyces cerevisiae, which modulates the
enzymatic activity of the antioxidant protein Tsal in response to heat shock stress, since the
nitroalkylation of the catalytic residue of Tsal has a negative effect on the activity of the same.
Under oxidative conditions generated by stress, the oxidation of the Michael adduct occurs,
thus allowing the detoxifying restoration of Tsal.
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Figura 1. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
NO2-OA (A) y el NO2-LA (B) identificadas en el control y en el estrés por salinidad.
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A) NO,-OA: Compartimentos celulares
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Figura 3. Identificacion de los componentes celulares mds enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO-
OA (A) y el NO2-LA (B) en las situaciones de control y estrés por salinidad.
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Figura 4. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO»-
Ln en las situaciones de control y estrés por salinidad.
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Figura 7. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO-
OA (A) y el NO2-LA (B) en las situaciones de control y estrés por cadmio.
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Figura 8. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO-
Ln en las situaciones de control y estrés por cadmio.
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Figura 9. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
NO»-OA (A) y el NO2-LA (B) identificadas en el control y en el estrés por baja temperatura.
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Figura 11. Identificacidon de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquiladas con el NO»-
OA (A) y el NO2-LA (B) en las situaciones de control y estrés por baja temperatura.
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Figura 12. |dentificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO2-
Ln en las situaciones de control y estrés por baja temperatura.
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Actividad quinasa 1

Unidn al ARN :l

Union al ADN :l

Actividad del factor de transcripcion
de unién al ADN

Actividad transferasa

Union a proteinas

1

Actividad catalitica |

0 0102 03 04 05 0,6 0,7 08 09
Proteinas nitroalquiladas (Escala log10)

B) NO,-LA: Funcion molecular

Unién al ARN |——]

Unidn a la cromatina :l

Unidn a nucleotidos

Actividad transportadora

Unidn a proteinas

Actividad catalitica |

0o 01 02 03 04 05 06 07 08
Proteinas nitroalquiladas (Escala log10)

[] control [] LuzContinua

Figura 13. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
NO2-OA (A) y el NO2-LA (B) identificadas en el control y en el estrés por luz continua.
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Figura 14. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
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NO:-Ln identificadas en el control y en el estrés por luz continua.
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Figura 15. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO2-
OA (A) y el NO2-LA (B) en las situaciones de control y estrés por luz continua.
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Figura 16. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO2-
Ln en las situaciones de control y estrés por luz continua.
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A) NO,-OA: Funcion molecular
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Figura 17. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
NO2-OA (A) y el NO2-LA (B) identificadas en el control y en oscuridad.
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Figura 18. Funciones moleculares mas caracteristicas en las que participan las proteinas nitroalquiladas por el
NO:-Ln identificadas en el control y en oscuridad.
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Figura 19. Identificacion de los componentes celulares mds enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO2-
OA (A) y el NO2-LA (B) en las situaciones de control y estrés por oscuridad.
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Figura 20. Identificacion de los componentes celulares mas enriquecidos en proteinas nitroalquildas con el NO2-
Ln en las situaciones de control y estrés por oscuridad.
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A) Peptido nitroalquilado
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Figura 1. Comparacion de los espectros MS/MS no modificado (A) y nitroalquilado (B) de uno de los
péptidos identificados después de tratar la Tsal recombinante con el NO,-OA. La fragmentacién del
ion precursor del péptido, TFVCPTEIIAF, genera una serie de fragmentos peptidicos que se denominan
"b" si la carga se retiene en el extremo N o "y" si la carga permanece en el extremo C. El subindice
indica la carga del ion.
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Post-Translational Modification of Proteins Mediated
by Nitro-Fatty Acids in Plants: Nitroalkylation
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Abstract: Nitrate fatty acids (NO,-FAs) are considered reactive lipid species derived from the
non-enzymatic oxidation of polyunsaturated fatty acids by nitric oxide (NO) and related species.
Nitrate fatty acids are powerful biological electrophiles which can react with biological nucleophiles
such as glutathione and certain protein—amino acid residues. The adduction of NO;-FAs to protein
targets generates a reversible post-translational modification called nitroalkylation. In different animal
and human systems, NO;-FAs, such as nitro-oleic acid (NO,-OA) and conjugated nitro-linoleic acid
(NO;-cLA), have cytoprotective and anti-inflammatory influences in a broad spectrum of pathologies
by modulating various intracellular pathways. However, little knowledge on these molecules in the
plant kingdom exists. The presence of NO,-OA and NO,-cLA in olives and extra-virgin olive oil and
nitro-linolenic acid (NO,-Ln) in Arabidopsis thaliana has recently been detected. Specifically, NO,-Ln
acts as a signaling molecule during seed and plant progression and beneath abiotic stress events.
It can also release NO and modulate the expression of genes associated with antioxidant responses.
Nevertheless, the repercussions of nitroalkylation on plant proteins are still poorly known. In this
review, we demonstrate the existence of endogenous nitroalkylation and its effect on the in vitro
activity of the antioxidant protein ascorbate peroxidase.

Keywords: nitro-fatty acids; nitroalkenes; nitroalkylation; electrophile; nucleophile; signaling
mechanism; post-translational modification; reactive lipid species; nitro-lipid-protein adducts

1. Introduction

Reactive lipid species (RLS), or so-called lipid-derived electrophiles (LDEs), are caused by
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) peroxidation [1-4]. Reactive lipid species have been identified in
sanguine fluid, plasma, urine, human tissues, and animal models using array techniques. Recently, they
have also been detected in plant systems with the aid of mass spectrometry. A rise in RLS abundance
under pathological and stress circumstances has been broadly reported [4-10].

Polyunsaturated fatty acids are targets of peroxidation due to their unsaturated double bonds [4,11].
The main mechanisms of PUFA peroxidation are non-enzymatic autocatalytic oxidation reactions [1,12],
while enzymatic oxidation reactions involving three heme-containing metallo-enzyme families
(lipoxygenases (LOXs), cyclooxigenases (COXs) [1,13], and cytochromes P450 (CYPs) [1]), as well
as NADP*-dependent dehydrogenases [1,14] which can also occur. Non-enzymatic mechanisms
include PUFA nitration triggered by reactive nitrogen species (RNS) such as nitric oxide (NO) and its
derived molecules [1,15,16]. A preferential target for lipid peroxidation is arachidonic acid, whose
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Endogenous Biosynthesis of
S-Nitrosoglutathione From
Nitro-Fatty Acids in Plants

Capilla Mata-Pérez, Maria N. Padilla’, Beatriz Sdnchez-Calvo’,
Juan C. Begara-Morales ', Raquel Valderrama, Mounira Chaki’, Lorena Aranda-Cario’,
David Moreno-Gonzélez?, Antonio Molina-Diaz? and Juan B. Barroso™*

" Group of Biochemistry and Cell Signalling in Nitric Oxide, Department of Experimental Biology, Center for Advanced Studies
in Olive Grove and Olive Oils, Faculty of Experimental Sciences, University of Jaén, Jaén, Spain, 2 Analytical Chemistry
Research Group, Department of Physical and Analytical Chemistry, University of Jaén, Jaén, Spain

Nitro-fatty acids (NO,-FAs) are novel molecules resulting from the interaction of
unsaturated fatty acids and nitric oxide (NO) or NO-related molecules. In plants, it has
recently been described that NO,-FAs trigger an antioxidant and a defence response
against stressful situations. Among the properties of NO,-FAs highlight the ability to
release NO therefore modulating specific protein targets through post-translational
modifications (NO-PTMs). Thus, based on the capacity of NO,-FAs to act as
physiological NO donors and using high-accuracy mass-spectrometric approaches,
herein, we show that endogenous nitro-linolenic acid (NO,-Ln) can modulate S-
nitrosoglutathione (GSNO) biosynthesis in Arabidopsis. The incubation of NO5-Ln with
GSH was analyzed by LC-MS/MS and the in vitro synthesis of GSNO was noted. The in
vivo confirmation of this behavior was carried out by incubating Arabidopsis plants with
"®N-labeled NO,-Ln throughout the roots, and '°N-labeled GSNO (GS'°NO) was
detected in the leaves. With the aim to go in depth in the relation of NO,-FA and GSNO
in plants, Arabidopsis alkenal reductase mutants (aer mutants) which modulate NO,-FAs
levels were used. Our results constitute the first evidence of the modulation of a key NO
biological reservoir in plants (GSNO) by these novel NO»-FAs, increasing knowledge
about S-nitrosothiols and GSNO-signaling pathways in plants.

Keywords: nitro-fatty acids, nitric oxide, S-nitrosoglutathione, S-nitrosothiols, NO-signaling, nitric oxide donor,
Arabidopsis, alkenal reductase

INTRODUCTION

Nitric oxide (NO), a small, gaseous, and highly reactive molecule able to cross cell membranes, has
been described as an important biological messenger both in animal and plant systems (Stamler
et al,, 1992; Yu et al,, 2014). In the last few years, diverse studies have described NO as a regulator
involved in disease resistance, the response to different abiotic stresses, and as a key molecule in
plant physiological processes such as stomatal closure, seed germination, iron homeostasis or
several developmental processes (Delledonne et al., 1998; Garcia-Mata et al., 2003; Valderrama
et al., 2007; Chaki et al., 2009; Begara-Morales et al., 2013).
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Abstract

Nitro-fatty acids are generated from the interaction of unsaturated fatty acids and nitric oxide (NO)-derived mol-
ecules. The endogenous occurrence and modulation throughout plant development of nitro-linolenic acid (NO,-Ln)
and nitro-oleic acid (NO,-OA) suggest a key role for these molecules in initial development stages. In addition, NO,-Ln
content increases significantly in stress situations and induces the expression of genes mainly related to abiotic
stress, such as genes encoding members of the heat shock response family and antioxidant enzymes. The promoter
regions of NO,-Ln-induced genes are also involved mainly in stress responses. These findings confirm that NO,-Ln
is involved in plant defense processes against abiotic stress conditions via induction of the chaperone network and
antioxidant systems. NO,-Ln signaling capacity lies mainly in its electrophilic nature and allows it to mediate a revers-
ible post-translational modification called nitroalkylation, which is capable of modulating protein function. NO,-Ln is
a NO donor that may be involved in NO signaling events and is able to generate S-nitrosoglutathione, the major reser-
voir of NO in cells and a key player in NO-mediated abiotic stress responses. This review describes the current state
of the art regarding the essential role of nitro-fatty acids as signaling mediators in development and abiotic stress
processes.

Keywords: Abiotic stress, gene expression, nitroalkylation, nitro-fatty acids, post-translational modifications, signaling,
S-nitrosoglutathione.

Introduction

Fatty acids and lipids are fundamental cellular components that  of polyunsaturated fatty acids generates oxidized lipid prod-
perform essential functions, such as serving as energy reserves  ucts called reactive lipid species that exhibit electrophilic cap-
or providing structural integrity, and can also act as intracel- acity and can therefore react with nucleophiles and mediate
lular and extracellular signal transduction mediators (Hou cell signaling processes (Schopfer et al., 2011; Higdon et al.,
et al., 2016; Lim et al., 2017). In this regard, the peroxidation 2012; Beavers ef al., 2017). One particular kind of reactive
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