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INTRODUCCION

Las proteinas de flavin-dihierro (Flv) constituyen una gran familia de enzimas solubles
presentes en bacterias y arquea, asi como en algunos protistas y organismos
fotosintéticos (Vicente et al. 2008) pero no en plantas (Zhang et al. 2009; Peltier et al.
2010). La estructura de las Flv de organismos heterotréficos esta formada por dos
modulos estructurales: un dominio N-terminal de tipo B-lactamasa que contiene los dos
atomos de hierro, y un dominio C-terminal de tipo flavodoxina que une FMN (Frazao et
al. 2000). En algas y cianobacterias se agrega un tercer dominio en el extremo C-
terminal, que une FAD y presenta homologia con flavin-reductasas (Vicente et al. 2002).
Gracias a este dominio la enzima es capaz de desplegar actividad NADPH-oxigeno
reductasa in vitro (Vicente et al. 2002), prescindiendo de la necesidad de una reductasa
independiente que actle en la donacién de electrones. El rol fisiolégico de estas
enzimas es eliminar el exceso de oxigeno y prevenir sus efectos téxicos generando un
mecanismo disipativo. Las funciones de las Flv han sido estudiadas en la B-
cianobacteria Synechocystis (Vicente et al. 2008; Zhang et al. 2009, 2012). Este
microorganismo posee en su genoma cuatro isoformas (Flvl-4) con diferentes
potenciales redox, lo cual indica que podrian interactuar con distintos componentes y
participar en diversas vias de 6xido-reduccion. Se ha sugerido que las Flv actuarian in
vivo como heterodimeros (FIvl-FIv3 y Flv2-Flv4), si bien in vitro presentan actividad
como homodimeros (Vicente et al. 2002). El par FIv1l-FIv3 actuaria eliminando oxigeno
del lado reductor del fotosistema (FS) | utilizando NADPH como dador de electrones en
una version particular de la reaccion de Mehler que reduce el oxigeno directamente a
agua, sin formacién de especies reactivas de oxigeno (Vicente et al. 2002). El dimero
Flv2-Flv4, en cambio, disiparia el exceso de presion electronica a nivel del FSII, aunque
en este caso la identidad del dador fisiolégico de electrones es desconocida (Zhang et
al. 2009, 2012).

Resulta sorprendente que estos rasgos genéticos que confieren ventajas adaptativas
hayan desaparecido del genoma vegetal. Sin embargo, este no es el Unico caso, ya que
existen otros aceptores electronicos alternativos que se encuentran ausentes en
plantas, como flavodoxina (Tognetti et al. 2006) y citocromo cs (De la Rosa et al. 2002).
En el caso de flavodoxina, su reintroduccion en plantas de tabaco generd lineas
transgénicas con tolerancia aumentada a multiples fuentes de estrés ambiental como
sequia, temperaturas extremas, radiaciones, exceso de luz y oxidantes (Tognetti et al.
2006; Zurbriggen et al. 2008). Estos resultados, obtenidos por el grupo de trabajo donde
se desarrolla el proyecto, alientan a investigar el efecto de la expresion de estas Flv en
plantas, principalmente sobre la tolerancia a distintos tipos de estrés ambiental.

OBJETIVOS

Generar plantas transgénicas con tolerancia aumentada a estrés ambiental mediante la
expresion de flavin-dihierro proteinas (Flv) de origen cianobacteriano y estudiar la
tolerancia de estas lineas frente a y distintas situaciones de estrés ambiental.

Proyecto: PIP 112 201101 01075 Tolerancia a estrés en plantas transgénicas que expresan el sistema
soluble ferredoxina NADP+ reductasa/flavodoxina de cianobacteria.
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METODOLOGIA

Con el objetivo de preparar plantas transgénicas que expresen Flvl y FIv3 de
Synechocystis PCC6803 soluble en el estroma de cloroplastos se utilizaron
construcciones previamente realizadas en el laboratorio, donde los genes de interés se
encuentran bajo el promotor consitutivo CaMV35, fusionados a la secuencia del péptido
transito de Ferredoxina NADP(H) reductasa que los direcciona a cloroplastos. Las
plantas transgénicas de tabaco, Nicotiana tabacum cv. Petit Havana (PH), se obtuvieron
por el método de transformacion de discos de hojas por co-cultivo con Agrobacterium
tumefaciens (Gallois y Marinho, 1995). En las lineas transgénicas obtenidas se
corrobor6 la presencia de ambos genes realizando una reaccion en cadena de la
polimerasa multiplex.

Estrés por alta intensidad luminica. Con el fin de determinar el efecto del estrés
luminico sobre las plantas, se crecieron semillas de las lineas transformadas con el
vector vacio y con los genes flvl y flv3 en placas de Petri con MS-0 agar 0,8 % (p/v). A
los 12 dias fueron trasplantadas a tierra en recipientes de 200 mL y crecidas a 100 ymol
guanta.m?2.s. Luego de una semana se colocaron a 300 ymol quanta.m?.s™,

Estrés salino. Discos de hojas de 12 mm de didmetro provenientes de las distintas
lineas transgénicas fueron incubados con una solucion 0,5 M NaCl y mantenidos en la
camara de cultivo. Como control, los discos fueron incubados en agua. Se determiné el
contenido de pigmentos colocando un disco de hoja en 1mL de etanol en oscuridad
durante 24hs, la concentracion de pigmentos fue determinada en este extracto
espectrofotométricamente segln Lichtenthaler (1987).

Tolerancia al metil viologeno (MV). Discos de hojas fueron incubados 16 horas con 1
mL de una solucion 10 uM MV en oscuridad. Como control se realiz6 el mismo
tratamiento colocando los discos en agua destilada. Posteriormente, los discos fueron
iluminados a con una intensidad de 600 umol quanta.m?.s? y se midié la conductividad
de la solucién a distintos tiempos del tratamiento.

RESULTADOS

Se obtuvieron distintas lineas de plantas transgénicas que se denominaron Flv1-3, que
expresan Flvl y FIv3 en el estroma de cloroplastos. Las plantas transgénicas se
mostraron fenotipicamente iguales a las salvajes. Las lineas fueron sometidas a
diferentes tipos de estrés para determinar si la presencia de los transgenes les conferia
alguna ventaja.

Al crecer plantas jovenes de tabaco en alta luz (300 ymol quanta. m2.s?) durante 4
semanas se evidencio una diferencia de tamafio entre las diferentes lineas, tanto en la
etapa temprana del crecimiento (Fig. 1) como en plantas adultas (no mostrado).

Fig. 1: Plantulas de tabaco crecidas en alta luz. Plantas de tabaco de 4

semanas de las lineas PHy Flv 1-3 14.1 y 14.13.
Por otro lado, se determiné el efecto de alta concentracion salina sobre discos de hojas,
debido a que este produce estrés osmotico e idnico, incluyendo toxicidad por Na* y
deficiencia de K* y ademas genera dafio oxidativo en las células, aumentando la
produccion de especies reactivas del oxigeno (Liu y col., 2009). A los 4 dias de la
incubacién de discos de hojas en una solucién 0,5 M de NaCl se observé deterioro
tisular, a la mitad de los discos tratados se les realiz6 extraccion de pigmentos (resultado
no mostrado); los 4 discos restantes se incubaron durante 3 dias mas y al igual que a



los anteriores, se les determind la concentracion de pigmentos (Fig. 2). La Figura 3
muestra el dafio sobre el tejido ocasionado, pudiéndose observar un mayor deterioro en
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El herbicida MV forma parte de un grupo de herbicidas denominados “redox ciclicos”
gue pueden provocar una situacion de estrés oxidativo en la célula vegetal. En presencia
de irradiacion moderada el MV es reducido en forma univalente (Nelson y Ben Shem,
2004). Una vez reducido, puede ceder un electrén directamente al O, para formar el
radical O, y regenerar la molécula de MV. El O, formado sufre una dismutacion
produciendo H,O: y finalmente, el H,O, puede oxidar Fe*?, generando el radical
hidroxilo. Los radicales hidroxilos son los principales agentes causantes de dafio en
plantas tratadas con el herbicida (Babbs y col., 1989). Para comprobar la tolerancia de
las lineas transgénicas a MV, se realizaron experimentos en discos de hoja a los cuales
se les evalué el deterioro de membranas a traves de medidas de liberacion de
electrolitos. La linea transgénica Flv1-3 14.13 presenta un menor dafio tisular en
comparacion con las plantas salvajes (PH), mostrando una mayor tolerancia al herbicida
MV. El resto de las lineas estudiadas no mostraron diferencias significativas (Fig. 4).

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se lograron obtener plantas transgénicas de Nicotiana tabucum
gue expresan los genes flvl y flv3. Las diferentes lineas transgénicas obtenidas no
presentaron diferencias fenotipicas en condiciones normales de crecimiento.

Sobre el analisis de los resultados obtenidos al aplicar distintos tipos de estrés a las
plantas transgénicas, se evidenci6 un aumento de tamafio de las plantas adultas
transgénicas cuando fueron expuestas a alta luz, con respecto al control. Por lo tanto,



se puede concluir que a alta intensidad de luz estarian actuando las proteinas Flvl y
FIlv3 consumiendo parte del NADPH generado y evitando la sobrerreduccion de la
cadena, aliviando de esta manera el consiguiente efecto oxidativo.

Las lineas transgénicas FIv1l-3 presentaron tolerancia aumentada al estrés por alta
concentracion salina sobre discos de hojas con respecto a los provenientes de plantas
salvajes.

Se plantea continuar realizando experimentos aplicando otros tipos de estrés (sequia,
bajas temperaturas combinada con alta luz, entre otros) y ampliar los experimentos
realizados utilizando mayores intensidades luminicas y distintas aproximaciones
experimentales en cuando a los tejidos ensayados, para corroborar que la presencia de
las proteinas flavin-dihierro confieren una ventaja adaptativa frente a distintas
condiciones adversas.
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