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RESUMEN 
 
Las tiorredoxinas (Trx) son proteínas pequeñas (ca. 12 KDa) y ubicuas que en los cloroplastos de 
las plantas exhiben dos isoformas, Trx-m y Trx-f, implicadas en la regulación lumínica de las 
enzimas. Aunque la mayoría de los trabajos realizados analizaron bioquímicamente las Trxs 
cloroplásticas, las técnicas de proteómica y genómica asociaron recientemente estas proteínas con 
una variedad de procesos novedosos. Sobre estas bases, estudiamos in vivo la vinculación de las 
Trx-m y Trx-f con las funciones biológicas.  
Para ello, construímos 4 y 6 líneas transgénicas que sobre-expresaban la Trx-m y la Trx-f de colza 
(Brassica napus), respectivamente, en Arabidopsis. Aunque los niveles de proteínas recombinantes 
en estas líneas independientes y homocigotas fueron de 2 a 10 veces superiores a la variedad nativa, 
no observamos características fenotípicas distintivas, ni variaciones significativas en la biomasa y el 
tenor de clorofilas. Sin embargo, cuanto mayor el nivel de Trxs, mayor era el contenido de almidón 
y azúcares solubles.  
Por otra parte, las respuestas a las condiciones ambientales adversas variaron con los perturbantes 
utilizados. Mayores niveles de Trx-m y Trx-f incrementaron la respuesta antioxidante cuando el 
estrés oxidativo era generado por H2O2 mientras que, ante el metil viológeno, la tolerancia fue (i) 
persistente en todas las líneas sobre-expresantes de Trx-m y (ii) ambigua para las contrapartes de 
Trx-f. Las plantas transgénicas exhibieron un comportamiento similar a la variedad nativa frente a 
otros inductores del estrés oxidativo (e.g. Rosa de Bengala). 
Los resultados obtenidos muestran in vivo que el incremento de las Trxs cloroplásticas capacitó a 
las plantas para una mayor asimilación fotosintética de CO2 y tolerancia a los perturbantes 
asociados al estrés oxidativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Palabras claves: Tiorredoxina-m, Tiorredoxina-f, cloroplastos, ciclo Benson Calvin, estrés 
oxidativo, estrés salino, metales pesados,  
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SUMMARY 
 
Thioredoxins (Trx) are small (ca. 12 KDa) and ubiquitous proteins that in higher plant chloroplasts 
exhibit two isoforms, Trx-m y Trx-f, implied in the light-dependent regulation of enzymes. 
Although most of previous studies analyzed biochemically chloroplast Trxs, proteomic and 
genomic techniques associated recently these proteins with a variety of novel processes. On this 
basis, we studied in vivo the linkage of Trx-m and Trx-f with biological functions.  
To this end, we constructed 4 and 6 transgenic lines that overexpressed rapeseed (Brassica napus) 
Trx-m and Trx-f, respectively, in Arabidopsis. Although the levels of recombinant proteins in these 
independent and homozygous lines were 2 to 10 higher than the native variety, neither distinctive 
phenotypic features nor significative changes in biomass and chlorophylls were observed. However, 
the higher the levels of Trxs the higher the content of starch and soluble sugars.  
On the other hand, the responses to adverse environments changed with the perturbants. Higher 
levels of Trx-m and Trx-f enhanced the antioxidant response when the oxidative stress originated 
from H2O2 while, confronted with methyl viologen, tolerance was (i) persistent in all lines that 
overexpressed Trx-m and (ii) ambiguous for Trx-f counterparts. The response of transgenic plants 
challenged with other elicitors of oxidative stress (e.g. Rose Bengal) was similar to the native 
variety.  
Our results showed in vivo that the enhancement of chloroplast Trxs levels endowed plants for 
higher both photosynthetic CO2 assimilation and tolerance to perturbants associated to oxidative 
stress.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Thioredoxin-m, Thioredoxin-f, chloroplasts, Benson Calvin cycle, oxidative stress, 
saline stress, heavy metals.  
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I-Proteínas Disulfuro Oxido-reductasas (PDOR) 

Las proteínas presentan aminoácidos modificados covalentemente por pequeños grupos químicos, 
que generalmente afectan la estabilidad, localización intracelular, función catalítica y la habilidad 
para interaccionar con otras proteínas. Mientras la fosforilación de residuos serina, treonina o 
histidina, la oxidación de metionina, la metilación de lisina y la hidroxilación de prolina no tienen la 
flexibilidad para adoptar más de dos estados, la transformación de los grupos sulfhidrilos en las 
cisteínas es una notable excepción. 
Los grupos sulfhidrilos en las cisteínas son capaces de adquirir diferentes estados redox desde el tiol 
(-S-H) con un número de oxidación del sulfuro de -2, a formas más oxidadas como el disulfuro (-S-
SR), el ácido sulfénico (-S-OH) y el S-nitrosothiol (-S-NO) que presentan un número de oxidación 
de 0, 0 y –1, respectivamente. De esta manera diferentes modificaciones post-traduccionales en un 
único residuo cisteína llevan a la proteína a múltiples regulaciones [5]. 
 
En este contexto la reacción redox más analizada de átomos de azufre en las proteínas es la 
formación (oxidación), escisión (reducción) y reordenamiento (isomerización) de las uniones 
disulfuro vía el intercambio tiol/disulfuro catalizado por un grupo de enzimas especializado 
denominado proteínas disulfuro óxido reductasas (PDOR). Dentro de este grupo, se encuentran, 
entre otras, las Tiorredoxinas (Trx), las Glutarredoxinas (Grx) y Proteínas disulfuro isomerasas 
(PDI). Aunque estas enzimas difieren en la secuencia aminoacídica, comparten dos características 
distintivas. Primero las cisteínas implicadas en el intercambio tiol-disulfuro con las proteínas 
sustrato están separadas por dos aminoácidos, C-Xaa-Xaa-C, que definen a su vez una familia 
particular (e.g –C-G-P-C caracteriza a las Tiorredoxinas). Segundo la estructura terciaria presenta 
una disposición particular que recibe el nombre de plegamiento o motivo Tiorredoxina. [6]. 
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II-LAS TIORREDOXINAS 

Las Trxs son proteínas pequeñas (ca 12 KDa) acídicas y termoestables, universalmente distribuidas 
en los seres vivos. La proteína madura (ca 110 residuos de aminoácido) contiene una secuencia muy 
conservada en el sitio activo, Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-[7], cuyas cisteínas forman un puente disulfuro 
en el estado oxidado o permanecen como ditioles en la forma reducida [4]. Inicialmente fueron 
descriptas en E. coli como dadores de hidrógenos para la reducción de ribonucleótidos, y 
posteriormente se encontró que suministran el poder reductor para una gran variedad de reacciones 
celulares. En células fotosintéticas oxigénicas reducen, y así regulan la función de importantes 
proteínas implicadas en la asimilación del carbono. 
 
Dependiendo de la localización intracelular, las Trxs son reducidas por diferentes sistemas dadores 
de electrones. El poder reductor para la reducción de las Trxs de tejido no-fotosintético, de 
mitocondrias, o del citoplasma de las células fotosintéticas proviene del NADPH a través del 
sistema NADP/Trx. En cambio, las Trxs de cloroplastos de células vegetales, algas y procariotes 
fotosintéticos oxigénicos son reducidas a través del sistema Ferredoxina/Trx con electrones 
provenientes de la cadena transportadora de electrones fotosintéticos.  
 

II.I-La estructura de las Trxs  

II.I.I-Estructura primaria, secundaria y terciaria 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Estructura terciaria de la Trx. 
A-Molécula de Trx, B-Estructura tridimensional de la Trx. Las flechas o cintas amarillas representan láminas β, y los 
rectángulos rojos o tirabuzones α hélices. El cuadrante azul limita el plegamiento Trx. La posición de las cisteínas 
funcionales (32 y 35) está remarcada en verde. 
 
 
El plegamiento Trx presenta una disposición tridimensional, organizada en dos dominios 
estructurales conectados por una α hélice (Figura 1A): el dominio N-terminal contiene dos hojas β 
paralelas (βαβ) y el dominio C-terminal (ββα) presenta dos hojas β antiparalelas. La disposición 
espacial de las estructuras secundarias origina un núcleo hidrofóbico de cuatro láminas β rodeado 
por tres α hélices. Las α-hélices de los motivos N y C-terminal se ubican a un lado y al otro de las 
hojas β, en tanto la α-hélice que conecta los dos motivos está orientada perpendicularmente a las 

 A-                                                                                         B-  

 

  C   N 
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primeras (Figura 1B). Esta disposición característica, denominada plegamiento o motivo Trx por ser 
la Trx la primera estructura descripta, constituye la estructura terciaria de las proteínas que catalizan 
el intercambio tiol/disulfuro y conduce a su agrupamiento en la llamada familia Trx [6, 8]. Sobre el 
módulo básico del plegamiento Trx, la molécula de Trx agrega en la región N-terminal una hoja β, 
seguida de una α-hélice (Figura 1A). 
La mayoría de los residuos de las Trxs forman parte de elementos de estructura secundaria que 
integran un único dominio compacto y generan una estructura muy estable cuya temperatura de 
fusión excede los 80 ºC [8]. 
 
La longitud de la cadena polipeptídica es aproximadamente la misma para las Trxs de las distintas 
especies. Aunque el porcentaje de identidad entre las secuencias aminoacídicas y la de E. coli varía 
desde 26 % hasta 67 %, las estructuras tridimensionales conservan el plegamiento Trx [9]. Muchos 
de los residuos importantes para mantener la estructura terciaria y la función están conservados. En 
general se mantienen los mismos núcleos hidrofóbicos y las sustituciones de aminoácidos en éstos 
son conservativas. La estructura tridimensional de la Trx oxidada de E. coli [10-13], la Trx humana, 
[14-17] y las Trx de Chlamydomonas reinhardtii [18], Bacillus acidocaldarius [19], Anabaena sp. y 
plantas superiores [20] fue establecida por cristalografía de rayos X y por NMR. Las Trxs, tanto en 
su estado oxidado como reducido, exhiben gran similitud en las estructuras secundarias y terciarias, 
observándose pequeñas diferencias en la estructura cercana al sitio activo. Esta característica es 
consistente con la cinética en las reacciones de intercambio tiol-disulfuro, porque diferencias 
conformacionales significativas entre las dos formas modifican la velocidad de la reacción [13]. 
 
 
II.I.II-El sitio activo de las Trxs 

El sitio activo en la Trx de E. coli abarca la secuencia entre los residuos cisteína 32 y 35 (Cys32-
Gly-Pro-Cys35), que está localizada en el extremo amino de la hélice α-2 (Figura 1A). La Cys32 
expuesta al solvente posee un pKa menor que la Cys35, recluída en el interior de la proteína. Esta 
disposición estructural condujo a postular el siguiente mecanismo para la actividad óxido-reductasa 
de las Trxs (Figura 2): 
 
El primer evento lo constituye la interacción proteína-proteína entre la Trx-SH2 reducida y la 
proteína sustrato oxidada. En este contexto proteico ocurre el segundo paso que implica el ataque 
nucleofílico de la Cys32 sobre el disulfuro en la proteína blanco para formar un heterodisulfuro 
transitorio entre ambas moléculas. La tercera reacción es el ataque del anión tiolato en la Cys35 
sobre el disulfuro mixto generando un ditiol en la proteína sustrato y un disulfuro en la Trx. 
Finalmente la cuarta etapa comprende la separación de las proteínas transformadas. 
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Figura 2. Intercambio tiol/disulfuro entre la Trx y una proteína sustrato 
La Trx reducida (Trx-SH2) interacciona con una proteína sustrato oxidada. La cys nucleofílica de la Trx-SH2 ataca al 
disulfuro de la proteína blanco conformando un heterodisulfuro transitorio. Luego el anión tiolato de la segunda cys de la 
Trx reacciona con el disulfuro mixto generando un ditiol en la proteína sustrato y un disulfuro en la proteína, que 
finalmente se separan. 
 
 

II.II-La función fisiológica de las Trxs 

Las Trxs intervienen en diferentes eventos celulares utilizando dos posibles mecanismos: el 
intercambio tiol/disulfuro (Figura 2) y la interacción no-covalente con otras proteínas. Básicamente, 
las propiedades biológicas residen en su habilidad para transferir equivalentes de reducción a 
puentes disulfuro en las proteínas sustrato. La eficiencia de este proceso, descubierto hace 40 años, 
le ha ido atribuyendo a la Trx innumerables funciones. Sin embargo los estudios realizados fueron 
en su mayoría bioquímicos y moleculares, y poco se sabe de las funciones de esta proteína in vivo, 

principalmente en organismos pluricelulares.  
Teniendo en cuenta este defecto en la diversidad de función revisaremos la variedad de isoformas 
de Trxs presentes en los diversos organismos, el sistema de reducción que permite completar el 
ciclo redox y el tipo de funciones a las que fueron vinculadas las Trxs. Para facilitar el análisis nos 
concentraremos primero en los organismos no-fotosintéticos y luego en los organismos 
fotosintéticos, principalmente plantas superiores. 
 
II.II.I-Las Trx en organismos no fotosintéticos 

II.II.I.i-Isoformas de las Trxs 

El número de isoformas de las Trxs es bajo en bacterias (2), levaduras (3), y en células animales (2) 
(Tabla 1). Los genes trxA y trxC de E. coli codifican para la Trx-1 y la Trx-2 respectivamente [21]. 
En cambio el genoma de levaduras codifica para dos Trxs citoplasmáticas (Trx-1 y Trx-2) que no 
son indispensables para su crecimiento en condiciones normales, y una Trx mitocondrial (Trx-3). 
En organismos pluricelulares como los mamíferos existe tan sólo una isoforma de Trx en 
citoplasma y una mitocondrial, las cuales han sido implicadas en varias funciones celulares, no sólo 
en el citoplasma y en las mitocondrias, sino tambien indirectamente en el núcleo y fuera de la 
célula. Como observaremos luego, ésto es contrario a lo que ocurre en plantas superiores, donde la 
diversidad de isoformas de las Trxs es enorme (19). 

Trx 
SH 

SH 

HS 

HS 
Prot 

Trx 
S 

SH 

 S 

HS 
Prot 

Prot 
S 

S 

Trx 
S 
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Tabla 1. Isoformas de las Trxs en los diversos organismos 
Localización Bacterias Levaduras Mamíferos Plantas superiores 
Citoplasma Trx-1  (1gen) [22] 

Trx-2  (1gen) [21] 
Trx-1 (1gen) 
Trx-2 (1gen) [23] 

Trx  (1gen) Trx-h    (8 genes) [24] 

Mitocondria  Trx-3 (1gen) [25]  
 

Trx  (1gen) [26] Trx-o    (2 genes) [27] 

Cloroplasto    Trx-m   (4 genes) [24] 
Trx-f     (2 genes) 
Trx-x    (1 gen)    [28] 
Trx-y    (2 genes) [29] 

 
 

II.II.I.ii-Sistema de Reducción NADPH Trx reductasa  

Las isoformas de Trxs de organismos heterotróficos descriptas previamente son reducidas, vía el 
sistema NADP-Trx reductasa, por el NADPH generado en procesos catabólicos como la 
degradación de hidratos de carbono. La NADP-Trx reductasa (NTR) es una flavoproteína 
homodimérica presente en citosol y en mitocondrias [27, 30] que está codificada en el ADN 
nuclear. Por este motivo el precursor de la enzima mitocondrial contiene un péptido tránsito que la 
direcciona a la organela, y es escindido una vez producida la incorporación a la matriz mitocondrial. 
La subunidad (35 KDa) presenta un dominio que contiene el grupo prostético FAD y otro de unión 
al NADPH. Una secuencia altamente conservada –CACV– [31] contiene el puente disulfuro de 
NTR que enfrenta al anillo de isoalloxazina del FAD. Esta particular disposición de la estructura 
terciaria facilita la cesión del poder reductor desde el NADPH hacia el FAD, y de éste a su vez 
hacia el puente disulfuro. Finalmente los tioles de la enzima reducen el puente disulfuro de la Trx 
(Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
II.II.I.iii-Funciones de las Trxs citoplasmáticas  

En bacterias, levaduras y células animales, las Trxs participan en numerosas funciones cuya 
complejidad aumenta conforme avanza el nivel evolutivo de dichos organismos. Para facilitar el 
análisis agrupamos las funciones en dos categorías: A-Mantenimiento de la homeóstasis celular y 
B-Rol en condiciones de estrés biótico y abiótico. 
 
A-Mantenimiento de la homeóstasis celular: 
Bajo condiciones normales, la Trx participa directa o indirectamente como PDOR en variados 
procesos celulares vitales: 

Figura 3.Sistema de reducción de las Trxs heterotróficas. 
En el ciclo de las pentosas fosfato (PEP) se genera NADPH que reduce el puente disulfuro de la enzima Tiorredoxina 
reductasa (TR o NTR) gracias a la presencia y localización del grupo FAD. Luego los tioles de esta enzima reducen a 
la Trx y ésta luego a la proteína sustrato (P). 
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Reducción, formación e isomerización de puentes disulfuro 
La Trx tiene una función general como óxido-reductasa de disulfuros en células procariontes y 
eucariontes [32]. Reduce eficientemente in vitro los puentes disulfuro de moléculas de bajo (e.g 
DTNB) y alto peso molecular (e.g. insulina.[33], coriogonadotropina humana [34], fibrinógeno 
[35], y factores de coagulación sanguínea [36, 37]). Cumple estas mismas funciones in vivo en 
varios procesos bioquímicos. Por ejemplo, en E. coli la Trx citoplasmática reduce a través de la 
proteína DsbD, a una proteína periplasmática DsbC, encargada de la isomerización de puentes 
disulfuro mal plegados [38]. 
La Trx juega un papel fundamental en la formación de los puentes disulfuros en las proteínas 
intracelulares y con ello constituye un paso esencial en la vía de plegamiento (e.g inhibidor de la 
Tripsina de páncreas bovino) o simplemente refuerza la estabilidad de la proteína (e.g β-lactamasa) 
[39].  
 
Síntesis de ADN  
Se ha comprobado en los microorganismos y en células animales, que las Trxs y las Grxs participan 
en la síntesis de los dNTPs, precursores necesarios en la síntesis de ADN.[22] [40]. Ambas 
proteínas proveen los hidrógenos para que la enzima ribonucleótido reductasa catalice la reducción 
de ribonucleótidos a desoxirribonucleótidos [41]. Además, su acción abarca otros eventos celulares 
por cuanto la deleción de las Trxs citoplasmáticas de levaduras (trx1/trx2) no afecta el nivel de 
dNTPs endógeno pero altera su ciclo celular generando una fase S prolongada con un acortamiento 
del intervalo G1. Estos efectos son revertidos por una Trx con su sitio activo intacto y no por una 
mutante de cisteínas [42, 43].  
 
Metabolismo del azufre 
Los microorganismos y células animales requieren la reducción del sulfato para su utilización en la 
síntesis de compuestos orgánicos azufrados, e.g. la cisteína y la metionina. En este proceso, la 
PAPS reductasa cataliza la reducción de 3´fosfoadenosina 5`fosfosulfato (PAPS) a sulfito utilizando 
la Trx reducida. Esta función es congruente con la incapacidad de las doble mutantes de levaduras 
trx1/trx2 para crecer utilizando sulfato como única fuente de azufre [44] [42]. 
 
Reducción y mantenimiento de aminoácidos esenciales 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) pueden oxidar los residuos de cisteína o metionina 
formando puentes disulfuro o metionina sulfóxido, respectivamente, que producen la pérdida de 
funciones vitales. Los microorganismos son capaces de reducir a ambos grupos directa o 
indirectamente a través del sistema Trx. La Trx-1 cede hidrógenos a la enzima Metionina sulfóxido 
reductasa para restaurar la metionina en las proteínas [42, 45, 46]. En otros procariontes (eubacteria 
acidaminofilum) la Trx es un componente del sistema de reducción de glicina y arsenato [47-51]. 
 
Formación de vacuolas en la división celular 
Las células de levadura presentan de 1-5 vacuolas durante el crecimiento exponencial. Las vesículas 
que protruyen de ellas conforman la nueva organela en las células hijas. La reducción de un residuo 
cisteína en una proteína de la superficie de la membrana vacuolar constituye una etapa esencial en 
este proceso por cuanto la deleción de ambas Trxs inhibe la herencia de vacuolas [52]. 
 
Propiedades inmunomodulatorias 
Las Trxs pueden ser liberadas de las células animales por un mecanismo desconocido [53]. La Trx 
extracelular humana exhibe efectos correspondientes a (i) factores de crecimiento autócrino [54, 
55], y (ii) actividad co-citoquina estimulando con ello el reclutamiento y proliferación de linfocitos 
y el crecimiento de células tumorales [56-59]. La Trx extracelular también tiene efectos 
proinflamatorios potenciando la liberación de citoquinas de fibroblastos y monocitos (TNF, IL-I, 
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IL-2, IL-6, e IL-8). Recientemente se encontró que la Trx actua como una proteína quimiotáctica, 
para lo cual se requiere su actividad redox [59, 60]. 

 
Señalización intercelular 
Existen evidencias que sugieren que las Trxs constituyen una señal intercelular: 
Las Trxs participan en la división celular [61] y ciclo celular [62, 63], en el control de receptores de 
interleucina, hormonas, cadena de transducción de señales [64-68] y pegado de factores de 
transcripción en la Trx humana (NF-κβ y AP-1) [69]. En la respuesta inmunológica del organismo 
su secreción al suero por los linfocitos T es muy abundante [70], participa en la activación, 
diferenciación y proliferación de linfocitos, potencia el sistema de defensa inespecífico aumentando 
la migración y citotoxicidad de eosinófilos [71, 72].  
 
 
B- Rol de la Trx en condiciones de estrés biótico y abiótico. 

Bi-La Trx en condiciones de estrés abiótico: estrés oxidativo 
La evolución de procesos metabólicos aeróbicos, como la respiración y la fotosíntesis, conlleva a la 
producción de ROS en mitocondrias, peroxisomas y cloroplastos. Una característica común de las 
ROS es su capacidad para dañar oxidativamente a las proteínas, el ADN y los lípidos. Esta 
propiedad citotóxica produjo en los organismos vivos la evolución de complejos mecanismos de 
detoxificación tanto enzimáticos como no enzimáticos. La Trx provee el poder reductor para 
restablecer los grupos sulfhidrilo en los residuos cisteína modificados oxidativamente (e.g ácido 
sulfénico, ácido sulfínico) y reduce proteínas dañadas por estrés oxidativo [73, 74]. 
 
Tolerancia al estrés oxidativo. Reducción de hidroperóxidos 
Los grupos sulfhidrilos actuan en la respuesta al estrés oxidativo manteniendo la homeóstasis redox 
de la célula. En este contexto, los sistemas NADPH/Trx y GSH/Grx juegan un rol importante. Por 
otro lado la principal propiedad antioxidante intracelular de las Trxs radica en su habilidad para 
actuar como cofactor y mantener a diversas Peroxirredoxinas (PRXs) en su forma reducida y 
consecuentemente activas para eliminar al peróxido de hidrógeno. Sumado a ésto la síntesis y 
reducción de Trxs como TRX-2 y TRR1, y de otros genes relacionados como isoenzimas de la Trx 
peroxidasa: TSA1, TSA2, YDR453c, y YBLO64c [75-77], son inducidas en respuesta a 
condiciones de estrés oxidativo [78, 79]. 
 
En bacterias se encontró la enzima AhpC, ortóloga de TSA, que tiene actividad peroxidasa para 
destruir hidroperóxidos (H2O2, alquil peróxidos). Esta peroxidasa, desprovista del grupo prostético 
hemo, reduce el ROOH generando un grupo sulfénico en una cisteína conservada evolutivamente. 
La Trx reducida participa posteriormente en la restitución del grupo sulfhidrilo a dicho residuo 
cisteína. Una isoforma de la AhpC se encuentra en el periplasma para remover el peróxido exógeno 
y la otra AhpC en el citoplasma de la célula para eliminar el peróxido endógeno [80]. 
En células animales la Trx es un dador de electrones muy eficiente para las enzimas glutation 
peroxidasa y miembros de la superfamilia Trx peroxidasa (PRXs) humanas, encargadas de remover 
el peróxido de hidrógeno de la célula. En el citoplasma de células animales la Trx per se puede 
actuar como un eliminador de radicales generados por estrés oxidativo como oxígeno singulete, 
radical hidroxilo, y peróxido de hidrógeno. La potente actividad reductora de la Trx es la 
implicación más importante de su actividad como una proteína anti apoptótica [81]. AskI, proteína 
de unión a Kinasa I de señalización de apoptosis es liberada cuando la Trx se oxida por ROS y la 
kinasa es activada para transducir la señal de apoptosis [82]. Además, en la placenta protege al 
huevo fertilizado y al trofoblasto frente a especies tóxicas de radicales oxígeno. [83]. 
 
Un mecanismo complementario a estos procesos lo constituye la regulación del nivel de proteínas 
glutationiladas formadas en respuesta al estrés oxidativo. En condiciones oxidativas se generan 
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disulfuros mixtos entre los residuos cisteína de las mismas y el glutation. Esta reacción de 
glutationalización previene la oxidación irreversible de grupos SH y subsecuente degradación de la 
proteína [84].  
 
Regulación del estado redox del GSH en la célula  
La proporción de GSH/GSSG determina en buena medida el estado redox intracelular. Las Trxs 
participarían en este proceso proveyendo el poder reductor suministrado por el NADPH. 
Congruente con esta idea la doble mutante de Trxs en levaduras no sólo acumula altos niveles de 
GSSG oxidado (10 veces mayor), sino que también aumenta el contenido de glutation total [85]. 
 
Regulación genética en respuesta a condiciones de estrés 
En células animales, en condiciones de estrés oxidativo, la Trx es translocada al núcleo por un 
mecanismo desconocido donde regula selectivamente la actividad de pegado al ADN de varios 
factores de transcripción por modificaciones postraduccionales redox. NF-κB, AP-1, CREB, 
PEBP2/CBF, Myb, receptor de estrógenos, receptor de glucocorticoides [86], factor I inducible por 
hipoxia (HIf I) [87] y p53 son blanco de regulación redox por la Trx. La activación del pegado al 
ADN del factor NF-κB ocurre en el citosol por la degradación de la proteína inhibitoria I-κB, 
proceso inducido por oxidación y prevenido por antioxidantes como la Trx.  
 
Implicaciones clínicas 
Se observan variaciones en los niveles de Trx en plasma/suero en varios desórdenes asociados a 
estrés oxidativo como cancer, infecciones virales, enfermedades cardíacas, vejez, y heridas de 
isquemia-reperfusión [88][89][90]. La Trx parece tener un rol dual en enfermedades malignas, 
enfermedades cardíacas, y en general protege el daño de isquemia-reperfusión, la vejez y 
enfermedades neurodegenerativas [91]. Es necesario entender el balance entre los efectos positivos 
y negativos que genera la Trx antes de introducir una terapia con Trx en la práctica clínica 
convencional. El cancer parece ser un campo para el tratamiento con inhibidores de Trx, mientras 
que la administración intravenosa de Trx atenua la herida por isquemia –reperfusión en modelos 
animales resultando en una terapia beneficiosa [92][90, 93].  
 

Bii- La Trx en condiciones de estrés biótico: infección de bacteriófagos 
Los fagos sintetizan proteínas estructurales para ensamblar las nuevas partículas virales que 
colonizan las bacterias vecinas. Para tal fin deben replicarse, transcribirse y traducirse 
correctamente utilizando la maquinaria celular y proteínas virales. Durante el proceso de infección 
de fagos a bacterias, las Trxs contribuyen al proceso de infección participando en eventos que son 
característicos de los fagos.  

 
Síntesis de ADN viral 
La Trx reductasa del hospedador reduce a la Trx del fago T4 que actua como dador de hidrógenos 
para la Ribonucleótido reductasa viral, mejorando su replicación [94, 95]. 
 
Maduración de fagos 
La Trx es esencial para el ensamblado de fagos filamentosos m1 y m13 [96]. 
 
Replicación de Bacteriófagos 
La Trx-SH2 del hospedador forma un complejo 1:1 con una proteína codificada por el gen 5 del fago 
T7, constituyendo la DNA polimerasa del fago [97, 98]. Esta asociación le confiere alta 
procesividad a la enzima y utiliza a la Trx-1 para dicha función. 
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II.II.I.IV-Funciones de las Trxs mitocondriales  

En las mitocondrias ocurren procesos vitales como el metabolismo de lípidos y la respiración 
aeróbica (fosforilación oxidativa). Durante la respiración se producen ROS que promueven el estrés 
oxidativo y conllevan a la peroxidación de lípidos, inactivación de proteínas, y ruptura del ADN. 
Hace unos años se identificó el sistema de Trx (Trx-o) en mitocondrias y se las vinculó con el 
proceso de Tolerancia al estrés oxidativo. En este caso, la Tiorredoxina reductasa mitocondrial tiene 
una importante función antioxidante, ya que la cepa de levaduras que posee este gen bloqueado 
resulta más sensible al H2O2 [25]. A su vez la Trx-3 de levaduras funciona en la protección contra el 
estrés oxidativo generado durante el metabolismo respiratorio. Su función no puede ser reemplazada 
por las Trxs citoplasmáticas [99, 100]. 
En células animales la Trx podría participar en la regulación redox de la enzima oxidasa alternativa 
que reduce el oxígeno molecular sin la producción de ATP. Además, participaría en la remoción de 
ROS (H2O2) a través de la PRX [101, 102] 
 
 
II.II.II-Las Trx en organismos fotosintéticos oxigénicos 

La fotosíntesis es el único proceso con relevancia biológica que permite a los organismos 
fotosintéticos fijar la energía solar, para proveerlos de la energía necesaria para efectuar la 
biosíntesis de sus componentes estructurales; Así facilita la función y mantenimiento celular. La 
capacidad de vivir en forma fotosintética-autotrófica apareció temprano en la evolución en 
organismos actualmente muy alejados filogenéticamente pertenecientes a los tres reinos: Archaea 
(e.g las halófitas extremas), Eubacteria (e.g bacterias no sulfurosas y sulfurosas, Cyanobacteria) y 
Eukaria (e.g algas y plantas “superiores”). En las algas y plantas superiores, este proceso ocurre en 
los cloroplastos. Nos concentraremos de aquí en adelante en el reino Eukaria. 
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   II.II.II.i-Isoformas de las Trxs 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
El alineamiento y análisis de la estructura primaria de las Tiorredoxinas encontradas en Arabidopsis 

thaliana lleva a clasificar a las isoformas vegetales en los siguientes grupos: Trx-f, Trx-h, Trx-m, 
Trx-o, Trx-x y Trx-y (Tabla 1, Figura 4). 
Luego del análisis de ESTs (Expressed Sequence Tags) presente en la base de datos se encontró que 
las diferentes isoformas de Trxs están distribuidas en todas las plantas superiores estudiadas 
(Alamo, Pino, Tomate, Soja y demás) sugiriendo que la diversidad de Tiorredoxinas encontradas en 
Arabidopsis es representativa de todas las plantas superiores.  

 
 

Figura 4. Comparación de secuencia de aminoácidos de las Trxs de A. thaliana. 
El alineamiento fue realizado con ClustalW [4] ath1: At3g51030 ; ath2: At5g39950; ath3: At5g42980; ath4: 
At1g19730 ; ath5: At1g45145; ath7: At1g59730; ath8:At1g69880; ath9: At3g08710; ato1: At2g35010; ato2: 
At1g31020; Atm1: At1g03680; Atm2: At4g03520; Atm3: At2g15570; Atm4: At3g15360; Atf1: At3g02730; Atf2: 
At5g16400; Atx: At1g50320; Aty1: At1g76760; Aty2: At1g43560; AtCXXS1: At1g11530. En amarillo se resalta el 
sitio activo, en verde los aminoácidos estrictamente conservados y en lila el aminoácido 101 importante en la 
clasificación de la Trx-h 
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II.II.II.ii-Evolución de las Trxs  

En base a la estructura primaria de la secuencia de aminoácidos de las Trxs se puede construir un 
árbol filogenético utilizando el programa ClustalW [4]. La comparación de las mismas con las 
secuencias de Trx procariotas y eucariotas sugiere que la Trx-m, Trx-x y Trx-y presentarían un 
origen procarionte [24, 29], mientras que las Trx-f, Trx-h y Trx-o tendrían un origen eucarionte [24, 
27, 103] (Figura 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
La Trx-m forma un grupo homogéneo semejante al grupo de las Trxs bacterianas. Esto sugiere que 
este gen tendría un origen procarionte, descendiente de un simbionte fotosintético que dió origen a 
los cloroplastos [104]. Durante la evolución el gen traslocó al núcleo, adaptándose a codificar una 
proteína precursora para ser llevada al cloroplasto.  
La secuenciación del genoma de Synechocystis, una cianobacteria ancestro del cloroplasto, mostró 
la presencia de cuatro secuencias para Trx [105]. Todas las Trx-m de algas y plantas superiores 
están relacionadas a una de las Trx de Synechocystis (orf s1r0072), ambas presentan diferentes 
características bioquímicas y estructurales. En anabaena (cianobacteria) dos Trx fueron 
identificadas previamente. La primera similar a la Trx-m y la segunda similar al marco de lectura 
abierto de Synechocystis s1r1139. Es interesante destacar que en algas rojas, la Trx-m está 

Figura 5. Arbol filogenético de las isoformas de Trx de A. Thaliana.  
El árbol filogenético fue construido utilizando Clustal W [4] utilizando las secuencias descriptas en la Figura 4. 
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codificada en el plastoma (genoma cloroplástico) [106, 107]. Desde un punto de vista evolutivo el 
hecho de encontrarse justo antes de que el gen para la Trx-m se movilice hacia el núcleo, apoya la 
teoría de su origen procarionte. 
 
La secuenciación de Arabidopsis y análisis de ESTs de Chlamydomonas permitió identificar en los 
2000s dos nuevas isoformas de Trxs cloroplásticas: la Trx-x y Trx-y que compartirían junto a la 
Trx-m un origen procarionte y están presentes en todos los organismos fotosintéticos, incluyendo 
cianobacterias [29] [108]. 
  
La Trx-f y la Trx-h de plantas se originarían a partir de un ancestro eucariota común a plantas y 
animales. La Trx-h es un poco más variable y presenta un alto número de copias en un único 
organismo. La divergencia de las secuencias de esta proteína en Arabidopsis parece ser antigua, 
precediendo la divergencia entre plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas. 
 
La Trx-o fue encontrada en levaduras, mamíferos y recientemente en plantas. La variante de hongos 
parece pertenecer al grupo eucariótico mientras que las dos restantes parecerían formar un grupo 
independiente  
 
II.II.II.iii-Localización subcelular de las Trxs 

El análisis de la localización subcelular de las diversas Trxs muestra que el cloroplasto contiene a la 
Trx-f (inicialmente descripta como activador selectivo de la FBPasa), Trx-m (activador de la 
cMDH) Trx-x y Trx-y recientemente encontradas en A. thaliana [28] y Chlamydomonas reinhardtii 
respectivamente[29]. Las secuencias de aminoácidos correspondientes poseen una extensión amino 
terminal que corresponde a un péptido tránsito de translocación al cloroplasto. La localización 
cloroplastídica de la Trx f, Trx-m y Trx-x fueron confirmadas en experimentos de fusión con la 
proteína verde fluorescente utilizando las isoformas de A. thaliana [109]. 
 
Recientemente se demostró que la Trx-o1, está presente en las mitocondrias. Esto no sólo se basa en 
la presencia de un péptido tránsito que le permite translocar a dicha organela, sino que también fue 
confirmado en experimentos de importación in vitro a mitocodrias [27] y en experimentos de fusión 
con la proteína verde fluorescente [109].. 
 
En A. thaliana, las Trxs-h (inicialmente descriptas en tejido heterotrófico) constituyen un grupo 
muy grande y heterogéneo. Aunque algunas de sus isoformas contienen un péptido señal, la 
predicción de localización subcelular las presenta como citosólicas. Sin embargo esta característica 
no coincide con estudios que purifican variantes de este grupo a partir de mitocondrias [110, 111], 
retículo edoplásmico [110], o sugieren una localización nuclear [112].. 
 
 
II.II.II.iv-Sistema de Reducción de las Trxs  

A- Sistema NADPH Trx Reductasa 
Dependiendo de la localización subcelular las Trxs son reducidas por diferentes sistemas dadores de 
electrones. Las Trx de mitocondria o del citoplasma de las células fotosintéticas son reducidas con 
electrones que provienen del NADPH a través del sistema NADP/Tiorredoxina reductasa (descripto 
previamente para organismos heterotróficos) (Figura 3). Estudios in vitro muestran que la NTR 
vegetal tiene una reactividad notablemente mayor con Trx-h su blanco específico) que con Trx-m y 
Trx-f [30]. 
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B-Sistema Ferredoxina Tiorredoxina reductasa (FTR) 
Las Trxs de cloroplastos de células vegetales y algas y las Trx de procariotes fotosintéticos 
oxigénicos, son reducidos a través del sistema Ferredoxina-Tiorredoxina Reductasa (FTR) con 
electrones provenientes de la cadena transportadora de electrones fotosintéticos. Esta enzima 
transfiere electrones provenientes de la ferredoxina fotorreducida a la Trx cloroplastídica, y está 
presente exclusivamente en organismos fotosintéticos oxigénicos, desde cianobacterias a plantas 
superiores [113-115] (Figura 11). Es un heterodímero conformado por a) una subunidad β catalítica 
conservada (ca 13 KDa), que contiene un centro de hierro azufre 4Fe-4S y un puente disulfuro 
reactivo y b) una subunidad α de tamaño variable (ca 7-11 KDa). La subunidad catalítica además 
posee en el polipéptido maduro siete cisteínas conservadas, seis de las cuales están ordenadas en 
dos motivos CPC y un motivo CHC. Estas cisteínas forman el puente disulfuro activo y unen el 
centro hierro azufre. Ambas subunidades están codificadas en el núcleo en dos genes y son 
traducidas y traslocadas al cloroplasto [116].. 
 
La FTR es una enzima peculiar ya que convierte una señal monoelectrónica proveniente de la 
ferredoxina (que sólo transfiere un electrón), en una señal dielectrónica necesaria para la reducción 
del puente disulfuro de la Trx. Se postula que la enzima primero captura un electrón proveniente de 
la ferredoxina y luego utiliza otra molécula para completar la reducción total del puente disulfuro 
[117]. El potencial redox para el centro hierro azufre es alto (+340 mV) [118] y sólo contribuye a 
estabilizar la forma semireducida, mientras que el potencial redox del puente disulfuro (-230 mV) 
hace posible la reducción de la Trx (-210 mV). Estudios in vitro muestran que la enzima es muy 
eficiente en reducir a la Trx de E. coli, Trx-m, Trx-f y Trx-h sin discriminar [30].. 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
II.II.II.v-Sistema extra cloroplástico 

II.II.II.v.1-Funciones de Trxs citoplasmáticas 
El genoma de Arabidopsis contiene ocho isoformas de Trx-h. La Trx-h1 h3, h4 y h5 presentan la 
secuencia WCPPC en el sitio activo y son las Trxs más estudiadas hasta el momento, mientras que 
las Trx-h2, h7, h8 y h9 presentan la clásica secuencia WCGPC y una extensión en el amino 
Terminal (Figura 4). La importación de una proteína de fusión entre la PtTrx-h2 (relacionada a la 
Trx-h7 y Trx-h8 de Arabidopsis) y la GFP mostró que esta isoforma está asociada con las 
mitocondrias [119]. Congruente con esta amplia diversidad de localización, la Trx-h no parece estar 
únicamente en especies monocotiledóneas y dicotiledóneas [120] sino tambien en diferentes 

Figura 6. Sistema de reducción de las tiorredoxinas cloroplásticas y de procariontes fotosintéticos. 
La Federroxina (Fd) se reduce y activa por la luz a través de la cadena de electrones fotosintéticos y transfiere los 
mismos a la Ferredoxina Tiorredoxina reductasa (FTR). Luego reduce a la Tiorredoxina (Trx) que transfiere el 
potencial reductor a la enzima blanco (Enz), Ox: oxidada, Red: reducida. Figura tomada de [2]. 
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compartimientos celulares[110] (e.g parénquima de maíz [121], el núcleo de semillas en desarrollo 
de trigo [112], y la savia del floema del arroz [122]). En general se vinculó a las Trx-h con diversos 
procesos biológicos, detallados a continuación:  
 
Maduración y germinación de la semilla  
En cereales la proteína Trx-h está ampliamente distribuida en la mayoría de los órganos y estadíos 
de desarrollo. El patrón de localización de Trx-h sugiere su participación en dos procesos 
importantes para el desarrollo de la semilla (i) la transferencia de compuestos de la planta a la 
semilla durante la ontogenia y (ii) la tolerancia al estrés oxidativo durante la desecación y 
germinación de la semilla [112]. 
En las semillas, las proteínas de reserva contienen generalmente puentes disulfuro. Ello implica que 
las mismas se sintetizan en la forma reducida (SH) y luego son oxidadas (S-S) aumentando su 
estabilidad durante la maduración y deshidratación. Durante la germinación, las proteínas son 
convertidas nuevamente a la forma reducida (SH) para facilitar la movilización. Esto provoca un 
aumento en la solubilidad, la susceptibilidad a las proteasas, la sensibilidad al calor y cambios en la 
actividad enzimática. Esta transformación reductiva opera sobre la proteína específica (acción 
directa) o inactivación de inhibidores de proteínas específicos (acción indirecta) (Figura 7).  
 
La Trx facilitaría la movilización de nitrógeno y carbono en el endosperma mediante: 

a) la reducción de las proteínas de reserva gliadinas y glutenina (98), aumentando 
la susceptibilidad y solubilidad de las mismas. 

b) la inactivación de inhibidores proteicos de enzimas de la degradación del 
almidón [123]  

c) la activación directa por reducción de diversas enzimas hidrolíticas (e.g proteasa 
Tiocalasina muy temprano luego de la imbibición promoviendo la degradación 
de gliadinas y glutenina [124]. Complementando esta actividad, estudios con 
semillas transgénicas de cebada que sobre-expresan la Trx-h de trigo en el 
endosperma, exhiben un aumento de la actividad de la enzima Pullulanasa (cliva 
uniones α-1,6 en el almidón) y acelera la aparición de amilasa y la tasa de 
germinación. 

 

 
 
 
 
 

Figura 7. Funciones de la Trx-h en semillas. 
La Trx-h actua directamente reduciendo proteínas hidrolíticas o de reserva e indirectamente reduciendo y así 
inactivando inhibidores de la actividad de las proteínas de reserva. 
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En conjunto estos estudios indican que la Trx-h participaría en la comunicación entre el embrión, el 
endosperma y la aleurona. Recientes investigaciones con proteómica, han permitido identificar por 
distintas aproximaciones 70 blancos potenciales de Trx-h en semillas. 
 
Asimilación del sulfato 
Al igual que en microorganismos y células animales, se postula una posible participación de la Trx-
h en la asimilación del azufre, dado que la Trx-h2 vegetal complementa la doble mutante trx1/trx2 
de levaduras auxótrofas para metionina transformándolas en fotótrofas [125]. Sin embargo este 
resultado no asegura que dicho proceso ocurra en la planta in vivo. 
 
Transducción de señales 
Una serie de evidencias experimentales sugieren que al igual que en células animales, las Trxs-h 
actuarían en tejidos vegetales como moléculas señalizadoras aprovechando su capacidad de 
regulación redox para interactuar con receptores específicos.  

a) La Trx-h constituye el componente mayoritario en la savia de monocotiledóneas (arroz y 
trigo) [122] y en dicotiledóneas (Ricinus y cucurbita) [120]. 

b) Es transferida al floema a través de los plasmodesmos [126], e interacciona con dominio 
Kinasa del locus S del receptor Kinasa [127], luego de ser sintetizadas en las células 
acompañantes. De esta manera regularía receptores vegetales tipo kinasas asociados a 
membrana, y/o modularía el equilibrio redox en el sistema vascular. 
 

Auto-incompatibilidad 
La auto-incompatibilidad, un mecanismo ampliamente extendido en los vegetales, previene la auto-
fertilización en plantas con flor. Un receptor quinasa en el estigma del pistilo se auto-fosforila al 
contactar una proteína de superficie de polen incompatible, iniciando una cascada de señalización 
que produce el rechazo del polen. En este proceso, la Trx-h unida al pistilo, actúa como un 
regulador negativo de la quinasa y bloquea la auto-fosforilación en ausencia de polen incompatible 
[128] 

 
Ciclo celular y desarrollo 
La Trx-h se asoció al desarrollo y ciclo celular en base a evidencias indirectas obtenidas a nivel 
molecular. El gen de la Trx-h presenta una secuencia Tef1 box, implicada en la activación 
transcripcional de genes relacionados con la división celular. Estudios de regulación génica 
mostraron que la expresión de la AtTRXh1 y AtTRXh2 presenta un máximo en la fase G2 del ciclo 
celular, mientras que la AtTRXh4 lo hace en la fase M. Estas evidencias sugieren que estas 
proteínas podrían estar involucradas en el control redox de la proliferación celular [129].. 
 
Defensa antioxidante  
Reacciones metabólicas como la respiración producen ROS. Para reducir estas especies reactivas la 
planta posee un sistema de defensa antioxidante que funciona particularmente durante la 
deshidratación y germinación de la semilla. Diversas evidencias demuestran la participación de la 
Trx-h en la defensa antioxidante: 
 

a) La Trx-h se encuentra principalmente en el núcleo de células de la capa de Aleurona y del 
esculentum [112]. 

b) Es un dador de electrones para las enzimas PRX, metionina sulfóxido reductasa y glutation 
reductasa involucradas en la respuesta antioxidante [130-132]. Esta idea se fundamenta en 
estudios que muestran la interacción de mutantes de monocisteína para la Trx-h3 con la 
PRX [133]. Además, la activación de la PRX de cianobacterias está acoplada al sistema 
transportador de electrones fotosintéticos [134]. 
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c) La Trx-h3 vegetal complementa una doble mutante trx1/trx2 de levaduras previamente 
sensible a hidroperóxido. [125].  

d) La Trx-h5 aumenta su expresión durante procesos de herida, absición, senescencia, 
interacciones incompatibles con un patógeno bacteriano, Menadiona (droga generadora de 
anión superóxido), hierro, cobre, UV-C, ABA y ácido salicílico, procesos que llevan directa 
o indirectamente a la formación de ROS. 

e) En Chlamydomonas reinhardtii (alga unicelular), la transcripción de una Trx-h citosólica es 
activada en presencia de metales pesados (Hg y Cd2+) [135]. 

 
Modulación de diversas actividades enzimáticas  
Las enolasas de Arabidopsis y plantas escarchadas (“ice-plants”) poseen un puente disulfuro 
sensible a regulación redox, el cual confiere a la enzima una mayor actividad que su forma 
reducida. Aunque esta cistina es accesible a las Trxs citoplasmáticas, puede tener un rol regulatorio 
y trabajar junto a la oxidasa alternativa para proteger a las plantas de la producción de productos 
indeseables del metabolismo anaeróbico, o por el contrario un rol estructural y que el disulfuro 
estabilice a la proteína. Otras enzimas citosólicas sensibles a redox son la fructosa 1,6-bisfosfatasa, 
NAD-gliceraldehido-3-P dehidrogenasa, Lactato dehidrogenasa de cebada, etc [136]  
 
II.II.II.v.2-Funciones de Trxs  mitocondriales 
En mitocondrias se han identificado recientemente dos variantes para la Trx-o. Por analogía con las 
mitocondrias de levaduras y animales, las mismas participarían en los siguientes procesos 
biológicos [25]: 
 
Regulación de la respiración resistente a cianuro 
Podría participar en la regulación redox de la enzima oxidasa alternativa que reduce el oxígeno 
molecular sin la producción de ATP [137]. 
 
Defensa antioxidante 
Participaría en la detoxificación de ROS a través de la PRX [101, 102, 138]. 
 
Otras funciones 
En un trabajo reciente en el que utilizan columnas de afinidad unidas a la Trx-m (C40S) y 
proteómica, aislan distintos supuestos blancos solubles de mitocondrias que participarían en 
distintos procesos como fotorespiración, ciclo de ácido cítrico, metabolismo de lípidos, nitrógeno y 
azufre, transporte de electrones y de membrana, síntesis y transformación de ATP, ensamblado y 
plegamiento de proteínas, síntesis de hormonas, reacciones relacionadas al estrés y directa o 
indirectamente la comunicación interorganelar [139]. Sin embargo estas funciones no están 
corroboradas bioquímicamente. 
 
 
II.II.II.vi-Sistema cloroplástico 

El sistema de Trxs cloroplastídicas es más complejo que el sistema citosólico mencionado 
anteriormente. Incluye dos tipos mayoritarios, Trx-m y Trx-f, y dos tipos identificados 
recientemente, Trx-x y Trx-y [29]. En particular el genoma de Arabidopsis contiene dos Trx-f, 
cuatro Trx-m, una Trx-x y dos Trx-y (Tabla 1). Esta amplia diversificación conduce a preguntar 
sobre la especificidad y función fisiológica de las distintas isoformas. 
 
El sistema cloroplástico, dependiente de Ferredoxina, regula in vitro la función de varias proteínas 
involucradas en diferentes procesos: 
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Asimilación Fotosintética de CO2 y Regulación del ciclo de las pentosas fosfato oxidativo  
Todos los eucariotas fotosintéticos desde las algas hasta las angiospermas más avanzadas reducen el 
CO2 atmosférico a carbohidrato con un mecanismo básico: el ciclo de Benson-Calvin (ciclo 
reductivo de las pentosa fosfato). Este camino metabólico puede dividirse en tres fases: a)-
carboxilación de la ribulosa-1,5-bisfosfato, b)-reducción del 3-fosfoglicerato y c)-regeneración de la 
molécula aceptora de CO2. El ciclo es autocatalítico (i.e un incremento en el nivel de intermediarios 
aumenta la velocidad del ciclo) y está regulado para evitar ciclos fútiles (la operación simultánea de 
un proceso sintético y otro degradativo). 
Las Trxs controlan la actividad de diversas enzimas del estroma de cloroplastos actuando como un 
interruptor cambiando el metabolismo oxidativo en la oscuridad a reductivo en la luz. Esta 
característica confiere al sistema Ferredoxina-Trx, la capacidad de unir los procesos lumínicos en 
las membranas tilacoides con el metabolismo general en el estroma cloroplástico. En esta función la 
Trx reducida modula selectivamente la actividad catalítica de enzimas de vías biosintéticas: 
Fructosa-1,6-bisfostatasa (cFBPasa) [140], Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBPasa) [141, 142]. 
Fosforibulokinasa (PRK), Gliceraldehido-3-fosfato Dehidrogenasa (G3PDH) (Trx-f) [143, 144], y 
degradativas: Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH) (ciclo de las pentosas fosfato) [145] 
(Figura 5). 
 
Activación de Rubisco 

La enzima Rubisco activasa media en la activación lumínica de la enzima Rubisco, catalizadora de 
la etapa carboxilativa de la fotosíntesis [146]. La carbamilación de un residuo lisina de la rubisco 
permite la unión de Mg2+catalíticamente esencial, que estabiliza la forma activa de la misma. Pero 
in vivo, azúcares fosfato inhibitorios (RuBP) y en algunas plantas 2-carboxiarabinitol-1-fosfato 
(CA1P), se unen fuertemente a la enzima nativa impidiendo este proceso. La Rubisco activasa 
permite liberar de la rubisco estos azúcares y facilita el acceso del CO2 y el Mg2+ para la 
carbamilación. Alternativamente la rubisco activasa está regulada por la tasa de ADP/ATP y la 
reducción de dos cisteínas regulatorias vía Trx-f [147]. Por otra parte, la Trx reducida o el glutation, 
pueden activar a la CA1P fosfatasa, una enzima implicada en la hidrólisis de CA1P, un inhibidor 
natural de Rubisco en la oscuridad [148]. 
 
CP12 

Otra proteína que puede ser regulada por óxido-reducción es CP12, una proteína pequeña codificada 
en núcleo capaz de unirse a PRK y a NADP-GPDH a través de sus cisteínas conservadas para 
formar un complejo supramolecular [149].  
 
Válvula de malato 
En la válvula de malato, la MDH funciona en cloroplastos sintetizando malato a partir de 
oxalacetato, mediante la utilización del NADPH fotosintético: 
 
Oxalacetato + NADPH + H+    →  Malato  + NADP+ 
 
La salida del malato al citosol y su posterior oxidación a oxalacetato permiten la exportación de 
equivalentes de reducción del cloroplasto al citosol. La activación de la MDH está mediada por el 
sistema cloroplástico FTR. Esta enzima funciona como catalizador esencial del mecanismo para 
transporte y acumulación de CO2 en células del mesófilo de ciertas plantas C4, y como tal inactiva 
en ellas la vía C4 en la oscuridad [143, 144, 150].  
 
Síntesis de ATP  
La transferencia de electrones a través de la cadena fotosintética de la membrana tilacoide, está 
acoplada con la traslocación de protones a través de la misma, responsable de la formación de un 
gradiente protón utilizado por la enzima ATP Sintetasa para sintetizar ATP. La Trx reduce la 
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subunidad γ de la porción CF1 de la H+ ATPasa, provocando un cambio conformacional y 
subsecuente activación de la enzima [143, 144]. 
 
Regulación de la biosíntesis de almidón  
Estudios in vitro han mostrado que la Trx-f es dos veces más eficiente que la Trx-m en la 
estimulación de la ADP-Glucosa pirofosforilasa (AGPasa), enzima que cataliza el primer paso de la 
biosíntesis de almidón, en presencia de su principal activador el 3-fosfoglicerato [151]. Este estudio 
sugiere que el sistema FTR estaría involucrado en la regulación fina de la síntesis de almidón en 
cloroplastos. 
  
Biosíntesis de ácidos grasos/ Acetyl CoA carboxilasa  
Existen dos formas de la enzima acetil-CoA carboxilasa, una de origen eucariótico en el citoplasma 
y otra procariótico en plástidos. En los cloroplastos la síntesis de ácidos grasos se realiza 
principalmente en presencia de luz. Ensayos in vitro muestran que la enzima aumenta su actividad 
10 veces en presencia de Trx-f y un poco menos con Trx-m. Además al igual que otras enzimas 
cloroplásticas, la actividad aumenta 90 veces con el pH y la concentración de Mg2+ [152]. Es 
interesante destacar que las moléculas de ácidos grasos dan origen a los isoprenoides (e.g 
carotenoides, clorofila y plastoquinona), estableciendo con ello una nueva conexión entre las etapas 
biosintética y lumínica de la fotosíntesis. 
 
6-Metabolismo del nitrógeno 
Las enzimas cloroplásticas que participan en la asimilación de nitrato son la Nitrito reductasa (NR), 
Glutamina sintetasa (GS) y Ferredoxina-Glutamato sintetasa (Fd-GOGAT). Los iones nitrito son 
reducidos a iones amonio que son fijados por la acción concertada de la GS y Fd-GOGAT. Esta 
última muestra una activación dependiente de Trx-m, en cloroplastos de espinaca y soja [153, 154].  
 
Partición del flujo de energía entre ambos fotosistemas 
Ambos fotosistemas (PSI y PSII) con diferentes propiedades en la absorción de luz deben estar 
regulados de manera de que el flujo de energía sea similar en ambos. Al parecer existe una proteína 
quinasa en la membrana tilacoidal del cloroplasto que fosforila un residuo treonina en el complejo 
proteína-pigmento del LHCII y de esta forma, migra hacia regiones donde la membrana no 
constituye sacos. Esta migración lateral modifica el balance energético a favor del PSI, que se ubica 
en la lamela del estroma [155-159]. Un modelo propuesto establece que la reducción del complejo 
plastoquinona y citocromo b6f por baja-media irradiancia (i.e cuando el PSII ha sido activado más 
frecuentemente que el PSI) provoca un cambio conformacional en la quinasa tilacoidal que fosforila 
LHCII, ocultando el puente disulfuro presente en la misma y activándola para fosforilar proteínas de 
LHCII. En alta irradiancia se expone el puente disulfuro de la enzima por un mecanismo 
desconocido que es reducido por el sistema FTR u otros tioles estromáticos (i.e exceso de 
equivalentes de reducción) inactivando a la quinasa y anulando la fosforilación de proteínas en 
LHCII [160]. 
 
Señalización redox 
Los cloroplastos utilizan la luz y el estado redox para iniciar procesos a nivel transcripcional o 
traduccional. 
  Transcripción: 
En cianobacterias cuando el pool de plastoquinonas está reducido, activa a una proteína histidina-
quinasa específica RppB [161-163], que fosforila a una proteína reguladora RppA que estimula la 
expresión de genes del PSI, y disminuye la expresión de genes del PSII (e.g psbA y Lhcb) (Figura 
8) . 
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  Traducción:  
La luz también tiene una importante participación en la traducción de varios ARNms codificados en 
el plastoma (e.g psbA y psbD, que codifican para las proteínas D1 y D2 del PSII, rbcL, para la 
subunidad grande de rubisco). En este caso actua a través de dos señales: una señal” priming”del 
PSII generada por el pool de plastoquinona, y una señal “ditiol” del PSI proveniente de la Trx 
[164]. Parecería ser que el balance entre la plastoquinona oxidada y la Trx reducida controla el 
estado redox de la proteína RB60, que forma un complejo proteico que se une al ARNm psbA, 
regulando la traducción de la proteína D1. En plantas la fosforilación de ciertas proteínas del PSII 
(D1, D2, LHCII) depende del estado redox de la plastoquinona, y de la presencia de tioles que 
estimulan la fosforilación en D1 y D2 cuando están reducidos y en LHCII cuando están oxidados 
[165] . Se propuso que esta regulación está bajo el control del sistema FTR. 
 
Síntesis de bacterioclorofila 
En Rhodopseudomonas spheroides, bacterias purpuras que pueden crecer en condiciones 
anoxigénicas u oxigénicas, la Trx participaría en la síntesis de bacterioclorofila, pigmento esencial 
para la realización de la fotosíntesis, a través de la activación de la enzima ácido 5 aminolevulinico 
(ALA), primer enzima de la ruta biosintética [166]. 
 
Organización del aparato fotosintético 
Participa en la organización del aparato fotosintético en Rhodobacter sphaeroides [167]. Parecería 
tener un rol dual:activando a la sintetasa del ácido aminolevulínico y regulando la transcripción de 
puf (un operón que codifica para proteínas que unen pigmentos del LHC y el complejo del centro de 
reacción)  
 
Estrés oxidativo 
Las Trx-m1, -m2, -m4 y –x de Arabidopsis, pero no las Trx-f1 y Trx-f2 confirieron tolerancia a 
H2O2 y alquil hidroperóxidos generada en la levadura doble mutante para las Trxs citoplasmáticas 
[168] y por lo tanto, podrían ser dadores de hidrógenos eficientes para la Trx peroxidasa in vivo. 
Estas diferencias encontradas entre las Trxs pudieron ser producto de la ineficiencia de este tipo 

Figura 8. Regulación reductiva de genes de la cadena transportadora de electrones 
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particular de Trx en interaccionar con los diferentes blancos de levaduras. Pero no se puede excluir 
la posibilidad de que la NTR citosólica de levaduras sea ineficientete para reducir a estas Trxs. 
 
La peroxiredoxina Q, estaría localizada en cloroplastos, principalmente en células de la guarda, y su 
expresión se vería incrementada luego de una infección en la respuesta hipersensible de la planta 
(para mantener la concentración de peróxido baja fuera de los sitios de infección). Varias Trx 
citosólicas, cloroplásticas y mitocondriales sirven como dadores de hidrógeno para esta enzima. El 
potencial redox medio para esta enzima es –320 mV. Esto explica porque puede ser reducida por las 
Trxs pero no por las Grxs [169].   
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III Arabidopsis thaliana. 
Características que la definen como un buen modelo de estudio en plantas 

A. thaliana es una pequeña hierba dicotiledónea miembro de la familia de las mostazas o 
Brassicaceae junto al brócoli, repollo, colza y nabo. Aunque carece de la importancia agronómica 
de las últimas, es considerada un modelo de estudio vegetal muy utilizado ya que presenta varias 
ventajas desde el punto de vista de la genética y biología molecular:  
 

1-Contiene un genoma diploide pequeño (114.5-125 Mb total), completamente secuenciado 
[170] (http://www.arabidopsis.org./info/agi/jsp). 
2-Existen numerosos mapas físicos y genéticos de sus cinco cromosomas 
(http://www.arabidopsis.org/tools/MapViewer). 
3-Posee un ciclo de vida rápido, que comprende seis semanas desde la germinación hasta la 
producción de semillas maduras. 
4-Su pequeño tamaño permite cultivarlas en un espacio restringido. 
5-Fructifica con una prolífica producción de semillas. 
6-Existen numerosos métodos de transformación eficientes que utilizan Agrobacterium 

tumefaciens (http://www.arabidopsis.org.protocols.jsp). 
7-Están disponibles una gran cantidad de líneas mutantes (Arabidopsis Biological 
Resourece Center Stocks http://www.arabidopsis.org/abrc). 
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El sistema cloroplástico de Trxs descubierto hace 30 años era relativamente simple. Estas organelas 
contenían dos Trxs (Trx-m y Trx-f), implicadas en la regulación dependiente de la luz de varias 
enzimas relacionadas principalmente al metabolismo del carbono y procesos asociados. Sin 
embargo las técnicas de proteómica y genómica (i.e Arabidopsis) permitieron expandir 
recientemente el campo de la regulación por óxido-reducción permitiendo:  
 

a) asociar la proteína con una amplia variedad de funciones inimaginables en los años 80. 
b) Identificar dos secuencias para la Trx-f y cuatro secuencias para la Trx-m. 
c) Secuenciar nuevos tipos de Trxs cloroplásticas: una Trx-x y dos Trx-y 

 
Esta enorme diversificación de formas, con diferentes orígenes evolutivos y el incremento de las 
funciones vinculadas a las Trx conduce a indagar sobre la especificidad y la función fisiológica de 
las distintas isoformas. Aunque las características multifuncionales de las Trx sugieren su 
participación en numerosos eventos biológicos, paradójicamente son escasos los estudios 
fisiológicos realizados con plantas salvajes y con plantas transgénicas que contengan una 
proporción variable de las diferentes Trxs. En base a ello nos propusimos estudiar la contribución 
de las Trx-f y Trx-m en la planta in vivo y su vinculación con las funciones biológicas.  
 
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
Para profundizar este estudio, decidimos desarrollar plantas con los niveles alterados en la 
expresión de Trxs (Trx-f o Trx-m), de modo de establecer su contribución a diferentes procesos 
biológicos. Con estos fines procedimos a: 
 
1-Diseñar y preparar las construcciones genéticas para la transformación posterior de las plantas. 
Para ello prepararamos las formas precursora de Trx-m o Trx-f para obtener plantas con mayor 
expresión de dichas proteínas, y por otro lado las formas precursora o madura de las Trx-m o Trx-f 
para disminuir su expresión por ARN antisentido.Para ello empleamos los precursores de la Trx-m, 
Trx-f clonados a partir de una biblioteca de ADNc de hojas de colza (Brassica napus) previemente 
realizado en nuestro laboratorio. 
 
Elegimos Arabidopsis thaliana como planta huésped para construir plantas transgénicas porque 
(1) al igual que B.napus, pertenece a la familia de las Brassicaceas 

(2) la comparación de las respectivas secuencias aminoacídicas de Trx-m y Trx-f mostró un elevado 
porcentaje de identidad y 
(3) la incorporación de genes heterólogos no presenta inconvenientes técnicos. 

 

2-Transformar plantas de Arabidopsis con las construcciones genéticas para obtener varias líneas 
transgénicas homocigotas e independientes para cada construcción. Analizamos las líneas 
minuciosamente para determinar la integración adecuada y homocigosis del transgén en el genoma 
vegetal y la expresión de la Trx respectiva. 
 
3-Estudiar las plantas transgénicas con los niveles de expresión modificados en procesos 
relacionados al metabolismo del carbono como fotosíntesis, crecimiento y desarrollo de la planta. 
 
4-Analizar la contribución de las Trxs a la respuesta antioxidante al estrés oxidativo generado por 
diferentes agentes (Metil viológeno, Hidroperóxido de cumeno, rosa de bengala, Dietilmaleato, 
Diamida, metales pesados y NaCl).  
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1-DISEŇO DE LAS CONSTRUCCIONES 

En nuestro laboratorio fueron clonadas las Trx-m y Trx-f a partir de una biblioteca de ADNc de 
hojas verdes de colza (Brassica napus) [171][172]. La comparación de las mismas con las Trxs de 
Arabidopsis reveló que la estructura primaria de las respectivas proteínas presentaba un alto 
porcentaje de identidad con las Trx-m1 (81.4 %) y Trx-m2 (68.9 %) y con las Trx f1 (87.1 %) y 
Trx-f2 (72 %) (Figura 1-A y B). Esta alta homología de ambas secuencias con las Trx de 
Arabidopsis fue ligeramente superior cuando se compararon las secuencias nucleotídicas; la Trx-m 
y la Trx-f mostraron una elevada identidad de bases con la Trx-m1 (81 %) y Trx-m2 (72 %) y con la 
Trx-f1 (85%) y Trx-f2 (79 %), respectivamente. Este estrecho parentesco entre Arabidopsis y B. 

napus -ambas Brassicaceae-, permitió utilizar los ADNc de colza para transformar las plantas de 
Arabidopsis, y en consecuencia, aprovechar ventajosamente las técnicas genéticas y de biología 
molecular disponibles para esta última (Ver Introducción, pg 22). 
 
La gran mayoría de las proteínas cloroplásticas son codificadas por el genoma nuclear. En 
consecuencia, estos genes expresan precursores de proteínas cuyo péptido señal es procesado luego 
del reconocimiento por el sistema de traslocación de proteínas al cloroplasto. Un claro ejemplo son 
las Trxs cloroplásticas, que se traducen en el citoplasma y luego son transportadas al estroma de la 
organela. En base a ello utilizamos la secuencia de la proteína precursora (incluyendo el péptido 
señal) en la construcción de las líneas que sobre-expresan la respectiva Trx con el objetivo de 
facilitar la biosíntesis en el citosol, luego el procesamiento en la cubierta cloroplástica y finalmente 
la traslocación al estroma.  
 

Es ampliamente conocido que la región N terminal del polipéptido precursor de las proteínas 
estromáticas contiene generalmente las estructuras primarias más variables mientras que la región C 
terminal es más conservada. Congruente con esta idea, el alineamiento de las Trxs de B. napus y 

Arabidopsis confirmó la escasa identidad en las secuencias del péptido tránsito; 7.4% y 14.7% para 
la Trx-f y Trx-m, respectivamente (Figura 1). Por este motivo, las secuencias del precursor o de la 
proteína madura (más conservada) fueron utilizadas alternativamente para producir el ARN 
antisentido de las Trxs que redujera posteriormente la traducción de la proteína correspondiente. 
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Figura 1. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las Trx-m y Trx-f de B. napus y 
Arabidopsis.  

La alineación fue realizada con el programa MegAlign (DNA STAR Inc Madison USA). Los aminoácidos 
idénticos fueron remarcados en negro. A-Trx-m: B. napus (BNU76831), Trx-m1 (AF095749), Trx-m2 
(AF095750), Trx-m3 (AF095751) y Trx-m4 (AF095752). B-Trx-f: B. napus (AF018174), Trx-f1 (AF144385) y 
Trx-f2 (AF144386),  : Comienzo de proteína madura según ChloP. 

B- 

M A A F - - T C T S S P P I S L R S E M M I A S S K - - T V S L S T R Q M F S V1 Trx-m B. napus

M A A Y - - T C T S R P P I S I R S E M R I A S S P - - T G S F S T R Q M F S V1 Trx m1 A. thaliana

M A A F - - T C T S R P P I S L R S E T R I V S S S P S A S S L S S R R M F A V1 Trx-m2 A. thaliana

M A - - - - I S S S S S S I C F N P T R F H T A R H I S S P S - - - - R L F P V1 Trx-m3 A. thaliana

M A S L L D S V T V T R V F S L P I A A S V S S S S A A P S V S R R R I S P A R1 Trx-m4 A. thaliana

- - - - G G L R T R V S L S S V S - - - - K N S R A S R L R R G G - I I C E A Q37 Trx-m B. napus

L P E S S G L R T R V S L S S L S - - - - K N S R V S R L R R G - - V I C E A Q37 Trx m1 A. thaliana

L P E S S G L R I R L S L S P A S L T S I H Q P R V S R L R R A - - V V C E A Q39 Trx-m2 A. thaliana

- - - - T S F S P R - S L R F S D R R S L L S S S A S R L R L S P - - L C V R D33 Trx-m3 A. thaliana

F L E F R G L K S S R S L V T Q S - A S L G A N R R T R I A R G G R I A C E A Q41 Trx-m4 A. thaliana

D T A T G - - - I P M V N D S T W E S L V L K A D E P V V V D F W A P W C G P C68 Trx-m B. napus

D T A T G - - - I P V V N D S T W D S L V L K A D E P V F V D F W A P W C G P C71 Trx m1 A. thaliana

E T T T D - - - I Q V V N D S T W D F L V L K A T G P V V V D F W A P W C G P C77 Trx-m2 A. thaliana

S R A A E - - - - - - V T Q R S W E D S V L K S E T P V L V E F Y T S W C G P C66 Trx-m3 A. thaliana

D T T A A A V E V P N L S D S E W Q T K V L E S D V P V L V E F W A P W C G P C80 Trx-m4 A. thaliana

K M I D P I V N E L A Q Q Y T G K I K F F K L N T D D S P A T P G K Y G V R S I105 Trx-m B. napus

K M I D P I V N E L A Q K Y A G Q F K F Y K L N T D E S P A T P G Q Y G V R S I108 Trx m1 A. thaliana

K M I D P L V N D L A Q H Y T G K I K F Y K L N T D E S P N T P G Q Y G V R S I114 Trx-m2 A. thaliana

R M V H R I I D E I A G D Y A G K L N C Y L L N E D N D L P V A E E Y E I K A V100 Trx-m3 A. thaliana

R M I H P I V D Q L A K D F A G K F K F Y K I N T D E S P N T P N R Y G I R S V120 Trx-m4 A. thaliana

P T I M I F V K G E K K D T I I G A V P K T T L A T S I D K F L - Q       145 Trx-m B. napus

P T I M I F V N G E K K D T I I G A V S K D T L A T S I N K F L         148 Trx m1 A. thaliana

P T I M I F V G G E K K D T I I G A V P K T T L T S S L D K F L - P       154 Trx-m2 A. thaliana

P V V L L F K N G E K R E S I M G T M P K E F Y I S A I E R V L N S       140 Trx-m3 A. thaliana

P T V I I F K G G E K K D S I I G A V P R E T L E K T I E R F L V E       160 Trx-m4 A. thaliana

M P L S L R L A P S P T A L - - - - - - S P T T G G F S P A K K Q C R I P S Y S1 Trx-f B.napus

M P L S L R L S P S P T A L - - - - - - S P T T G G F G P S R K Q C R I P - Y S1 Trx-f1 A.thaliana

M P L S L R L A P S P T S F R Y S P I T S T G A G G F S P V K Q H C R I P N - S1 Trx-f2 A. thaliana

G V A T T T R R I G L C S - - - - - L D Y V K R G D S S V V R C S L Q T V N V S35 Trx-f B.napus

G V P T T - - K I G F C S - - - - - L D S R K R G D S S V V R C S L E T V N V S34 Trx-f1 A.thaliana

G V A T - - - K I G F C S G G G G V L D S G R R I G S C V V R C S L E T V N V T40 Trx-f2 A. thaliana

V G Q V T E V D K D T F W P I V K A A G E K I V V L D M Y T Q W C G P C K V I A70 Trx-f B.napus

V G Q V T E V D K D T F W P I V K A A G E K L V V L D M Y T Q W C G P C K V I A67 Trx-f1 A.thaliana

V G Q V T E V D K D T F W P I V K A A G D K I V V L D M Y T Q W C G P C K V I A77 Trx-f2 A. thaliana

P K Y K A L S E K Y E D V V F L K L D C N P E N R P L A K E L G I R V V P T F K110 Trx-f B.napus

P K Y K A L S E K Y D D V V F L K L D C N P D N R P L P K E L G I R V V P T F K107 Trx-f1 A.thaliana

P K Y K E L S E K Y Q D M V F L K L D C N Q D N K P L A K E L G I R V V P T F K117 Trx-f2 A. thaliana

I L K D N Q V V K E V T G A K Y D D L V A A I E T A R S A S S S G        150 Trx-f B.napus

I L K D N K V V K E V T G A K Y D D L V A A I E T A R S A A S - G        147 Trx-f1 A.thaliana

I L K D N K V V K E V T G A K Y E D L L A A I E A A R S - - - - G        157 Trx-f2 A. thaliana

Decoration 'Decoration #1': Shade (with solid black) residues that match the Consensus 

exactly. 

     A-             
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Es destacable en este contexto que, aunque todas las Trxs presentan un motivo de plegamiento 
común denominado “Trx-fold”, las secuencias aminoacídicas de las diferentes isoformas de Trxs 
(Trx-m, Trx-f, Trx-o, Trx-h) difieren ampliamente (identidad cercana al 20 %) (Tabla 1). Esta 
característica posibilita obtener plantas con contenidos variables de una de las Trxs cloroplásticas 
sin afectar sensiblemente la expresión de las demás isoformas, y de esta manera estudiar la 
contribución de cada una en los distintos procesos fisiológicos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

2-PREPARACIŎN DE LAS CONSTRUCCIONES 
GENETICAS 

De acuerdo a las consideraciones planteadas en el punto 1 (Diseño de las construcciones, pg 27), 
fueron preparados seis plásmidos para la transformación de las plantas (Tabla 2):  
 
Tabla 2. Construcciones genéticas para la transformación de las plantas 
Denominación Descripción 

OE 1 pTrx-f Precursor de la Trx-f sentido 
OE 6 pTrx-m Precursor de la Trx-m sentido 
AS 2 pTrx-f Precursor de la Trx-f antisentido 
AS 3 Trx-f Trx-f madura antisentido 
AS 4 pTrx-m Precursor de la Trx-m antisentido 
AS 5 Trx-m Trx-m madura antisentido 
OE: over express (sobre expresión del precursor sentido), AS: antisense  
(orientación antisentido). 

Tabla 1: Porcentaje de similitud de aminoácidos entre las Trxs de B. napus y Arabidopsis 

La tabla fue realizada con el programa MegAlign (DNA STAR Inc Madison USA) y compara la similitud (extremo derecho) 
o divergencia (extremo izquierdo) de la secuencia de aminoácidos de cada Trx respecto a las demás: 1-Trx-m B.napus , 2-Trx-
m1 A.thaliana, 3-Trx-m2 A.thaliana, 4-Trx-m3 A.thaliana, 5-Trx-m4 A.thaliana, 6-Trx-f B.napus, 7-Trx-f1 A.thalina, 8-Trx-
f2 A.thaliana, 9-Trx-x A.thaliana, 10-Trx-h1 A.thaliana, 11-Trx-h2 A.thaliana, 12-Trx-h3 A.thaliana, 13-Trx-h4 A.thaliana, 
14-Trx-h5 A.thaliana, 15 Trx-o A.thaliana. Los óvalos rojos señalan la similitud con las Atm1 y Atm2, mientras que los 
óvalos azules señalan la similitud con la Atf1 y Atf de Arabidopsis. 
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Las construcciones fueron realizadas sobre el vector binario pBI121 por su capacidad para replicar 
en Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens (Ver Materiales y Métodos, Apéndice III pg 106). 
Los fragmentos del ADNc del precursor de la Trx-f o Trx-m de colza, fueron subclonados en 
orientación sentido para obtener posteriormente la sobre-expresión de la proteína respectiva. En 
cambio, los fragmentos del ADNc de la forma precursora o madura de la Trx-f o Trx-m fueron 
subclonados en orientación antisentido para disminuir el tenor del ARNm codificante. En todos los 
casos los fragmentos fueron ubicados en fase con el promotor del gen 35S del virus del mosaico del 
Coliflor (CaMV) porque su característica de promotor fuerte y constitutivo permitiría obtener un 
alto nivel de transcripción para los ADNc (Figura 2).  
 

 
 

Figura 2.  Construcciones genéticas en el plásmido pBI121. 
Los fragmentos del ADNc de la forma madura o precursora de la Trx-f o Trx-m de colza, fueron subclonados en fase 
con el promotor del gen 35S del virus CaMV en el plásmido binario pBI121, en orientación sentido o antisentido. (1) 
OE-1 pTrx-f, (2) AS-2 pTrx-f, (3) AS-3 Trx-f, (4) AS-4 pTrx-m, (5) AS-5 Trx-m y (6) OE-6 pTrx-m.  N: NcoI; D: DraI; 
X: XbaI; B: BamHI; S: SstI; PNOS: promotor nopalina sintetasa; NPTII: neomicina fosfotransferasa II; TNOS: 

terminador nopalina sintetasa; BD: borde derecho y BI: borde izquierdo del ADN-T;       : Péptido señal de 
Trx-f y Trx-m respectivamente. 
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Una vez obtenidas las construcciones, se transformaron bacterias y se seleccionaron por resistencia 
a Kanamicina. El ADN plasmídico de las colonias obtenidas fue purificado y analizado por PCR y 
digestión enzimática para verificar la orientación e integridad del ADNc. Los plásmidos 
correspondientes a las construcciones OE-1 pTrx-f, AS-2 pTrx-f, AS-3 Trx-f, AS-4 pTrx-m y AS-5 
Trx-m fueron digeridos con las enzimas BamHI/SstI. El plásmido de la construcción OE-6 pTrx-m 
fué analizado por digestión con las enzimas XbaI/SstI. Fueron seleccionadas las colonias que 
liberaron fragmentos de ca. 550 pb para los precursores sentido y antisentido de la Trx y ca. 350 pb 
para la forma madura de la Trx antisentido (resultados no mostrados). En particular para el caso de 
las colonias transformadas con las construcciones AS-3 Trx-f y AS-4 pTrx-m fueron seleccionadas 
aquellas colonias cuyos plásmidos liberaron luego de la digestión enzimática fragmentos de ca. 350 
pb y 530 pb (Figura 3-A). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para profundizar en el análisis, se realizó una segunda digestión que incluyó una enzima de 
restricción cuyo sitio de corte era interno al ADNc; i.e. DraI y NcoI para las construcciones que 
contienen Trx-f y Trx-m respectivamente. En el primer caso la digestión permitió discriminar la 
orientación del ADNc en el pBI121, liberando un fragmento de 488 pb sólo cuando la orientación 
era sentido (resultados no mostrados). En el segundo caso permitió ratificar el patrón de digestión 
adecuado para la Trx-m (Figura 3-B). Esto se pudo observar en las colonias transformadas con la 
construcción AS-4 pTrx-m, la presencia del ADNc en la construcción permitió la aparición de 
nuevos fragmentos de ca. 300 pb (calle 4-9, Figura 3-B) que no se obtendrían al digerir el plásmido 
pBI121 con las mismas enzimas (calle 3, 10 y 11, Figura 3-B). 
 
Mediante estos procedimientos confirmamos la correcta orientación de los fragmentos subclonados, 
obteniéndose así seis plásmidos que codifican para el precursor de Trx-f (OE-1 pTrx-f), el precursor 
de Trx-m (OE-6 pTrx-m), y el ARN antisentido de la Trx-f (AS-2 pTrx-f, AS-3 Trx-f) y la Trx-m 
(AS-4 pTrx-m, AS-5 Trx-m) (Tabla 2). Luego de verificar la integridad de los fragmentos de ADN 
por secuenciación automática (resultados no mostrados), las construcciones fueron utilizadas para 
transformar via electroporación a cepas competentes de A. tumefaciens. Las colonias resistentes a la 
Kanamicina fueron aisladas, identificadas adecuadamente y utilizadas posteriormente en la 
transformación vegetal. 

Figura 3. Análisis por restricción de las construcciones genéticas. 
Los plásmidos de colonias transformadas con las construcciones AS-3 Trx-f y AS-4 pTrx-m fueron purificados mediante 
una minipreparación de ADN y digeridos con A-BamHI-SstI o B-XbaI-NcoI. El producto de la digestión fue analizado en 
geles de agarosa 1 y 2 % (p/v) respectivamente. A: 1-λ/HindIII, 2-5 colonias de construcción AS-3 Trx-f, 6-9 colonias 
construcción AS-4 pTrx-m, 10: φ X174/ HaeIII. B-1-λ/HindIII, 2-pBI121, 3-pBI121 XbaI-NcoI, 4-9: Colonias de la 
construcción AS-4 pTrx-m, 10: pBI121 XbaI, 11: pBI121 NcoI, 12: φ X174/ HaeIII. 

A B 

  1     2     3    4     5      6    7    8    9   10   1       2     3     4     5     6     7     8     9    10   11   12 

1.353 

0.872 
0.603 

1.078 

0,55 
0,35 0.3 
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3-Transformación de las plantas 

La transferencia de los genes a las plantas fue realizada mediante infección con cepas de A. 

tumefaciens, un patógeno natural de algunas plantas dicotiledóneas, transformadas con los seis 
plásmidos generados en el vector binario pBI121 (Ver Apéndice III, pg 106). Implementamos dos 
métodos alternativos con el objetivo de alcanzar una transformación eficiente de Arabidopsis: 

A-Transformación de explantos de raíz y regeneración somática  
B-Transformación por inmersión floral. 

 

3A-Transformación de explantos de raíz y regeneración 
somática 

La estrategia de transformación inicialmente elegida fue la infección de explantos axénicos de 
raíces de A. thaliana, ecotipo Landsberg erecta con las cepas de A. tumefaciens LBA4404, y 
posterior regeneración de la planta por organogénesis somática indirecta [173]. Luego del cocultivo 
del material vegetal con A. tumefaciens, fueron seleccionados los callos resistentes a Kanamicina e 
inducidos para la formación de distintos órganos secuencialmente mediante el uso de 
concentraciones variables de factores de crecimiento vegetal.  
 
Inicialmentre la formación de callos fue llevada a cabo cultivando los explantos 5 días en medio 
CIM (callus inducing medium), con alta relación auxinas: citocininas (0.5/0.05). La posterior 
exposición a la luz de los mismos en un medio con una relación alta de citocininas: auxinas (5/0.15) 
produjo brotes luego de 45-60 días (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Inducción  de brotes transgénicos en callos resistentes a Kanamicina. 
Los callos infectados con las cepas de A. tumefaciens electroporadas con las seis construcciones fueron 
cultivados en medio SIM (shoot inducing medium) (suplementado con Kanamicina y Vancomicina) para 
permitir el desarrollo de brotes. Fotografía de callos transformados con A-AS-2 pTrx-f y B-OE-6 pTrx-m. C 
Detalle de un brote proveniente de la transformación con OE-6 pTrx-m. Las flechas señalizan los brotes. 
 

B 

 

 

A 

 

C 
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Los brotes resistentes a Kanamicina que exhibìan un aspecto saludable fueron cultivados en el 
medio RIM (root inducing medium) conteniendo ácido naftalenacético para inducir la generación 
del sistema radicular (Figura 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Al aparecer las primeras raíces entre la primera y segunda semana, el tejido vegetal fue transferido a 
medio de germinación (MG) para continuar con su desarrollo (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque el crecimiento en cajas magenta permite el intercambio de gases a través de las tapas 
(diámetro filtro: 2 cm), las plantas no concluyeron su desarrollo por cuanto carecían de silícuas o las 
mismas eran abortivas (Figura 6). Asumiendo que la acumulación de etileno y/o la elevada 
humedad en el recipiente interrumpían el desarrollo, implementamos las siguientes variantes:  
 
  i-Las plántulas fueron transferidas a macetas (rusticación) y cubiertas inicialmente 
con “film”. Este intento no resultó ya que el cambio brusco en la humedad relativa generado por el 
pasaje del crecimiento in vitro a macetas, provocaba el marchitamiento prematuro de las plantas sin 
completar su desarrollo.  
  ii-Las plántulas fueron transferidas a Erlenmeyers de 500 ml con tapones que 
permitían un mayor intercambio gaseoso. Aunque el crecimiento mejoró, las plantas presentaron 

Figura 5. Inducción del sistema radicular en brotes transgénicos. 
Brotes resistentes a Kanamicina infectados previamente con las cepas de A. tumefaciens electroporadas con 
los diferentes plásmidos fueron cultivados en medio RIM para permitir el desarrollo de raíces. Fotografía de 
brotes A-OE-6 pTrx-m, y B-OE-1 pTrx-f. La flecha señala la aparición de raíces. 
 

Figura 6. Desarrollo de líneas transgénicas en medio de 
cultivo suplementado con Kanamicina. 
 Los brotes enraizados fueron cultivados en medio MG 
suplementado con Kanamicina y Vancomicina a 22º C y 
fotoperíodo prolongado (16 hs luz/ 8 hs oscuridad). Fotografía de 
una línea que sobre-expresa el precursor de la Trx-f (OE-1 
pTrx-f). 
 

A B 

 

1 cm 
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silícuas sin semillas (Figura 7). Por este motivo, procedimos a la tercera variante para disminuir la 
concentración de etileno en el recipiente.  
 
 

 
 
 iii-El procedimiento escogido para disminuir el contenido de etileno fue mantener las 
condiciones experimentales descriptas en (ii) incorporando al medio de cultivo nitrato de plata, 
reconocido inhibidor de la síntesis del etileno [174]. Aunque estas modificaciones mejoraron el 
desarrollo de las plantas adultas, sólo algunas pocas produjeron semillas (Figura 8). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
A pesar de todas las modificaciones ensayadas, el método de infección de explantos de raíces y 
organogénesis somática, no permitió cosechar cantidades suficientes de semillas de todas las 
construcciones para los experimentos posteriores. Por este motivo, optamos por un procedimiento 
alternativo para la transformación de las plantas. 
 

3B-Transformación por inmersión Floral 

Para este procedimiento fueron utilizadas plantas de A. thaliana, ecotipo Columbia 0, cultivadas en 
cámara de cultivo a 21-22º C durante 30-40 días aproximadamente bajo fotoperíodo largo (16 hs 
luz, 8 hs de oscuridad). Las inflorescencias con primordios florales en distintos estadíos de 
desarrollo, fueron infiltradas con la cepa de A. tumefaciens GV3101 portando las distintas 
construcciones. Luego de 15-30 días las flores fructificaron produciendo silícuas con semillas 

Figura 7. Desarrollo de líneas transgénicas resistentes a 
Kanamicina con mejor intercambio gaseoso. 
Las plantas fueron cultivadas en medio MG, en amplios 
erlenmeyers con tapones que permitían un mejor intercambio 
gaseoso. Fotografía de una línea transgénica AS-2 pTrx-f.  

Figura 8. Desarrollo de líneas transgénicas resistentes a 
Kanamicina en presencia de Nitrato de plata. 
Las plantas fueron cultivadas en medio MG suplementado 
con AgNO3 0.1 mM, Kanamicina, Vancomicina, en 
amplios erlenmeyers con tapones que permitían un mejor 
intercambio gaseoso. Fotografía de una línea transgénica 
AS-2 pTrx-f. 
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maduras (F0) (Figura 9, paso 1-2) [175]. Estas semillas fueron desinfectadas y sembradas en medio 
MG selectivo (Figura 9, paso 3) para permitir su germinación y desarrollo posterior. Las plántulas 
F0 dotadas de resistencia a la Kanamicina (transformadas) completaron el ciclo de vida hasta 
producir semillas maduras (F1) (Figura 9, paso 4-5) mientras que las sensibles (sin transformar) 
detuvieron el crecimiento a las 2-3 semanas. La mayoría de las plántulas transgénicas originadas por 
la técnica de inmersión floral provienen de eventos de transformación independiente [176]. 
 

 
 

Figura 9. Transformación vegetal por inmersión floral y establecimiento de las líneas transgénicas 
Plantas con flores en distintos estadíos fueron sumergidas en medio de infiltración con A. tumefaciens portando las 
distintas construcciones (paso 1). Las semillas maduras (F0) (Paso 1-2) fueron desinfectadas y sembradas en medio MG 
selectivo (paso 3). Sólo las plántulas F0 resistentes a Kanamicina (transformadas) pudieron completar el ciclo de vida 
hasta producir semillas F1 (paso 4-5), mientras que las sensibles (sin transformar) detuvieron el crecimiento a las 2-3 
semanas. Estas semillas F1 fueron desinfectadas y sembradas en medio MG selectivo para permitir el desarrollo de las 
plantas resistentes. Sólo fueron seleccionadas las semillas F1 cuyo desarrollo exhibiera un 75% de plantas resistentes a 
Kanamicina (transformadas). Es decir que el transgén se incorporó en una sola copia del genoma nuclear de las plantas F0 
(heterocigotas) y por lo tanto la segregación del mismo en la siguiente generación F1 fue del 75% (relación 3:1) (paso 6). 
De estas progenies F1 fueron seleccionadas al azar 10 plantas resistentes a Kanamicina (paso 7) que se desarrollaron hasta 
producir semillas maduras F2 (paso 8). Para identificar las plantas homocigotas en su resistencia a Kanamicina, las 
semillas F2 fueron desinfectadas, sembradas en medio MG selectivo y cultivadas hasta  permitir el desarrollo de las 
plantas resistentes al antibiótico. Finalmente fueron seleccionadas las plantas F1 cuya progenie F2 exhibía un 100 % de 
resistencia al antibiótico (homocigotas) (paso 9 y 10). 
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4-Análisis y caracterización de las plantas 

4A-Identificación del ADNc de la Trx mediante PCR 

Para confirmar la presencia del gen que codifica para las Trxs en las plantas resistentes a 
Kanamicina, el ADN genómico fue extraído y el fragmento de interés amplificado mediante PCR 
utilizando oligonucleótidos que hibridizan con (i) el terminador de la nopalina sintetasa y (ii) el 
promotor del 35S del CaMV, ambos presentes en el ADN-T a cada lado del gen correspondiente 
(Figura 2). Adoptamos esta estrategia porque la integración del borde izquierdo del ADN-T 
(cercano al gen de interés) en el genoma vegetal es mucho menos eficiente que la integración del 
borde derecho (cercano al gen nptII). Congruente con una transformación eficiente, la amplificación 
por PCR de las las plantas portando las construcciones OE-1 pTrx-f, OE-6 pTrx-m, AS-2 pTrx-f y 
AS-4 pTrx-m produjo un fragmento de 1,6 kb en la electroforesis en gel de agarosa mientras que las 
líneas transformadas con las construcciones AS-3 Trx-f y AS-5 Trx-m exhibieron un fragmento de 
1.4 kb (Figura 10). 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
Cuando las líneas vegetales OE 6 pTrx-m1, -m2,-m3, -m4 (transformadas con el precursor de la 
Trx-m) suministraron el ADN molde, la PCR produjo un fragmento 1,6 Kb (calle 1-4, Figura 10), 
idéntico al obtenido con el vector binario utilizado en la transformación (OE-6 pTrx-m) como 
molde (calle 7, Figura 10). En lìnea con nuestras expectativas, el fragmento de 1,6 kb no fue 
observado cuando utilizamos como molde el ADN genómico de plantas salvajes (calle 6, Figura 
10). En cambio, la línea OE-6 pTrx-m7 fue descartada porque el tamaño del fragmento resultó 
menor al esperado (calle 5, Figura 10). Estudios similares fueron llevados a cabo con todas las 
líneas preparadas (resultados no mostrados). 

  

    1         2        3        4        5       6         7         8        9 
  

1.353 

0.872 

0.603 

1.078 

Figura 10. Amplificación de un fragmento de ADN-T que contiene los ADNc del precursor de Trx-m 
La reacción de PCR fue realizada con los oligos (1201/ 1224) y ADN genómico de las líneas transgénicas. 1-OE 6 
pTrx-m1, 2-OE 6 pTrx-m2, 3-OE 6 pTrx-m3, 4-OE 6 pTrx-m4, 5-OE 6 pTrx-m7, 6-Columbia salvaje, 7-ADNc 
precursor de Trx-m, 8-Control negativo y los oligos 1201 y 1224 que amplifican un fragmento del ADN-T que 
contiene al ADNc de la Trx de interés. 9-ØX174/HaeIII. La electroforesis de los productos obtenidos fue realizada en 
gel de agarosa 1% (p/v).  
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4B-Determinación de la abundancia de proteína Trx 
mediante Western blot 

La correcta transcripción conjuntamente con una adecuada traducción es necesaria para la 
expresión de las Trx. La inserción del ADNc en el cromosoma vegetal no asegura que ambos 
eventos ocurran sucesivamente porque las metilaciones del ADN y/o los posicionamientos en 
diferentes entornos genéticos o mutaciones puntuales de los genes pueden alterar la coordinación 
necesaria. Por ello, para establecer la correcta expresión y la abundancia de las Trx, realizamos los 
ensayos de “Western-blot” con las líneas transgénicas que sobre-expresan el precursor de la Trx-m 
(OE-6 pTrx-m), el precursor de la Trx-f (OE 1 pTrx-f) y las líneas antisentido (AS-2pTrx-f, AS-3 
Trx-f, AS-4pTrx-m y AS-5 Trx-m). 
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Plantas que sobre-expresan Trx-m (OE-6 pTrx-m) 

En consonancia con el estrecho parentesco de colza con Arabidopsis, los primeros ensayos de 
“Western-blot” utilizando extracto de ambas plantas mostraron que el antisuero policlonal 
producido en conejo contra la Trx-m recombinante de la primera reconoció a su contraparte de la 
segunda; aunque la intensidad de las bandas era menor, ambas exhibían la misma movilidad 
electroforética (datos no mostrados).  
 
Este antisuero identificó una banda en las plantas de Arabidopsis salvajes (calle 2, Figura 11-A) y 
plantas transgénicas OE-6 pTrx-m (calle 1, 3, 5 y 6, Figura 11 A) de igual peso molecular que la 
Trx-m de colza recombinante (calle 4, Figura 11-A). La banda obtenida en las plantas salvajes de 
Arabidopsis seguramente es la Trx-m1 de Arabidopsis (81,4 % identidad de aminoácidos), sin 
descartar que otras isoformas comigren y reaccionen con el antisuero también. La presencia de una 
banda de igual peso molecular y mayor intensidad en las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m indicaría 
que el transgén de colza se transcribe y traduce adecuadamente en un sistema heterólogo. 
Asimismo, la banda con una migración electroforética correspondiente a la Trx madura de colza (ca 
12 KDa), revelaría que el producto del gen de la Trx de colza es correctamente importado y 
procesado en los cloroplastos de las líneas transgénicas de Arabidopsis. 
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←Det 3 (43 KDa) 
 
←Trx-m (12KDa) 

   1         2           3         4               5           6          7        

Figura 11. Expresión de la Trx-m en líneas transgénicas OE-6 pTrx-m 
A-Proteínas totales (50 µg) provenientes de hojas adultas (30 días); 1:OE-6 pTrx-m1, 2:Columbia, 3:OE-6 pTrx-m2, 
4:Trx-m madura recombinante de colza, 5:OE-6 pTrx-m3, 6:OE-6 pTrx-m 4, 7:Columbia, fueron separadas en un gel 
de poliacrilamida 10 %, electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas en una solución que contenía 
dos antisueros: i) una dilución 1/300 del AS específico αTrx-m recombinante de colza y ii) una dilución 1/3000 de un 
AS αDet 3 VATPasa de Arabidopsis (control de carga). Las bandas fueron reveladas por quimioluminiscencia, y 
expuestas en placas de rayos X.  
B- Las bandas correspondientes a la Trx-m y a Det3 fueron cuantificadas por densitometría óptica relativa y 
establecida la relación de Trx-m/Det 3. Luego cada valor obtenido fue normalizado en relación al observado para la 
planta salvaje en dos experimentos independientes. El gáfico expresa la media ±  SEM para cada línea transgénica. 

A 

B 
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Para estimar la abundancia de proteína Trx en las diferentes líneas vegetales las imágenes de los 
“Western blot” fueron cuantificadas por densitometría óptica relativa (software Optic 
Densitometry). Los valores asignados a la banda correspondiente de la Trx (12 KDa) en cada línea 
OE-6 pTrx-m fueron relativizados a los valores asignados a Det 3, la subunidad C de la V-ATPasa 
de Arabidopsis (control de carga) (43 KDa) [177] y comparados con los obtenidos para las plantas 
salvajes de Arabidopsis. Estos valores demuestran que la abundancia de Trx-m en las líneas OE-6 
pTrx-m1 (3,4 ± 0,7), OE-6 pTrx-m2 (3,2 ± 0,5), OE-6 pTrx-m3 (13,6 ± 9,9) y un poco menos en 
OE-6 pTrx-m4 (1,4) fue superior a la observada en su contraparte salvaje (Figura 11-B). La 
variación del nivel de Trx-m entre las diversas líneas transgénicas que surge de la cuantificación es 
frecuente y se origina por la recombinación al azar del trangén en diferentes entornos genéticos del 
genoma. Por ello, para establecer si la localización del transgén en las plantas OE-6 pTrx-m 
condicionaba el contenido de Trx-m, consideramos la expresión de Trx-m (relativizada a Det 3) de 
todas las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m como un único grupo y lo comparamos con las líneas 
salvajes. El estudio estadístico de prueba de t demostró que, independiente de la línea considerada, 
el nivel de Trx-m en las plantas transformadas (0,31 ± 0,05) era superior a la contraparte salvaje 
(0,01 ± 0,003).  
 
Dado que el anticuerpo utilizado no era muy eficiente para detectar la banda de la Trx-m salvaje de 
Arabidopsis, fue necesario emplear niveles elevados de proteína total y además permitir la 
saturación en la auto-radiografía para obtener esta cuantificación. (Figura 11-B). Dos nuevas 
preparaciones en conejos utilizando la Trx-m recombinante de colza suministraron anticuerpos 
policlonales con títulos cercanos a 1/300. La oscilación de 1,5 a 10 veces en los numerosos 
“Western-blot” realizados, probablemente debido a la saturación de la placa radiográfica, indicó que 
el ensayo subestimaba el aumento en el contenido de la Trx-m en las líneas transgénicas y 
dificultaba la correcta cuantificación de la proteína. No obstante podemos remarcar que obtuvimos 
varias líneas transgénicas independientes que sobre expresan Trx-m que contienen mayor 
abundancia de Trx-m madura (12KDa) y representan una herramienta importante para continuar 
con los estudios posteriores. 
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Plantas que sobre-expresan Trx-f (OE-1 pTrx-f) 

El antisuero producido en conejos contra la Trx-f recombinante de colza reconoció (ca. 12 KDa) en 
los extractos de hojas de Arabidopsis y de colza una proteína cuya migración electroforética era más 
lenta que la contraparte recombinante (datos no mostrados). Esta misma banda fue observada en las 
líneas transgénicas de Arabidopsis, indicando no sólo que estas plantas transcribieron y tradujeron 
adecuadamente el transgén de la Trx-f sino también procesaron e importaron a los cloroplastos la 
proteína respectiva (Figura 12 A). 
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Llamativamente los ensayos de “Western-blot” presentaron una banda ancha difusa. Este 
comportamiento electroforético (1)- representaría una doble banda poco definida correspondiente a 

          1          2           3               4           5                 6              7            8               9         
10          11  

 
←Det 3 (43 KDa) 
 
 
←Trx-f (12KDa) 

Figura 12. Expresión de la Trx-f en líneas transgénicas OE 1 pTrx-f. 

A- Proteínas totales (50 µg) proveniente de hojas adultas (30 días) fueron analizadas en un SDS PAGE 10%. Las proteínas 
fueron electro-transferidas a una membrana de nitrocelulosa e incubadas en una solución que contenía dos antisueros: i) 
una dilución 1/500 del AS específico αTrx-f recombinante de colza, ii) una dilución 1/3000 de un AS αDet 3 VATPasa de 
Arabidopsis (control de carga). Las bandas fueron reveladas por quimioluminiscencia, y expuestas en placas de rayos X. 
1:-OE 1 Trx-f 1, 2-OE 1Trx-f 2, 3-OE 1 Trx-f 3, 4-Columbia, 5: OE 1Trx-f 4, 6-OE 1 Trx-f 5, 7: Columbia, 8: OE-1 Trx-f 
6, 9: Trx-f madura recombinante de colza. 
B- Las bandas correspondientes a la Trx-f y a Det3 fueron cuantificadas por densitometría óptica relativa y establecida la 
relación de Trx-f/Det 3. Luego cada valor obtenido fue normalizado en relación al observado para la planta salvaje en dos-
cuatro experimentos independientes. El gáfico expresa la media ±  SEM para cada línea transgénica.  
 

B 

A 
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las Trx-f1 y Trx-f2 de Arabidopsis, o (2) resultaría de modificaciones post-traduccionales en una o 
ambas isoformas de la Trx-f de Arabidopsis. 
(1)-La identificación de ambas isoformas en la doble banda, fué descartada luego de analizar la 
expresión del ARNm de la Trx-f1 (At3g02730) y la Trx-f2 (At5g16400) de Arabidopsis mediante 
GENEVESTIGATOR [1]. En condiciones normales de cultivo, la expresión de la Trx-f1 es 3 veces 
mayor a la Trx-f2. (resultados no mostrados). De esta manera la doble banda podría ser producto de 
(2) una modificación post-traduccional. Congruente con ello, estudios in vitro demostraron que de 
todas las Trx-s cloroplásticas, la única sujeta a glutationilación (formación de disulfuros mixtos 
entre los tioles de la proteína y el GSH) es la Trx-f debido a la presencia de una cisteína extra muy 
conservada [178]. Sin embargo esta modificación post traduccional (0,3 Kb) fué vinculada al estrés 
oxidativo y no sabemos si pudiera ocurrir bajo condiciones normales. 
 
Para cuantificar la abundancia de la proteína correspondiente en las diferentes líneas OE-1 pTrx-f, 
la proporción de Trx-f/Det3 fue estimada por densitometría óptica de los “Western-blot”, en forma 
similar a las Trx-m. Los datos obtenidos (media ± SEM) revelaron que la intensidad de las bandas 
analizadas (ca 12 KDa) en las líneas transgénicas fue claramente superior a la observada en la 
contraparte salvaje (Figura 12). En 2-4 experimentos independientes, la Trx-f aumentó en las líneas 
OE-1 pTrx-f1, -f2, -f3, -f4, -f5 y -f6: (4,0 ± 0,62), (4,9 ± 0,04), (10,30 ± 3,97), (2,57 ± 0,85), (2,24 ± 
0,59) y (4,62 ± 0,69) respectivamente, al contenido observado en la planta salvaje. Aunque algunas 
líneas presentaron una gran variabilidad en la medición, todas al menos duplicaron el nivel de Trx-f 
respecto al control. Para establecer si la localización del transgén en las plantas OE-1 pTrx-f 
condicionaba el contenido de Trx-f, consideramos la expresión de Trx-f (relativizada a Det 3) de 
todas las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f como un único grupo y lo comparamos con las líneas 
salvajes, tal como lo realizamos para las plantas OE 6pTrx-m. El estudio estadístico de prueba de t 
demostró que, independiente de la línea considerada, el nivel de Trx-f en las plantas transformadas 
(3,46 ± 0,55) era superior a la contraparte salvaje (1,47 ± 0,61). Si comparamos estos datos con los 
observados para la Trx-m podemos notar que el nivel de Trx-f/Det 3 resulta 10 veces mayor que el 
nivel de Trx-m/Det3 en las plantas salvajes. Esta diferencia en la cuantificación podría deberse a 
una diferencia en la sensibilidad de detección impuesta por el anticuerpo. 
Este estudio permitió obtener 6 líneas transgénicas independientes que sobre-expresan Trx-f y 
exhiben mayores niveles de Trx-f y, por ende, constituían una herramienta importante para encarar 
los estudios posteriores. 
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Plantas antisentido para la Trx-f y Trx-m  

Fueron analizadas por Western blot 8 líneas AS-2 pTrx-f, 13 líneas AS-3 Trx-f, 7 líneas AS-4 pTrx-
m y 15 líneas AS-5 Trx-m. Todas mostraron resultados similares a los observados para las plantas 
salvajes de Arabidopsis (resultados no mostrados), a excepción de una línea antisentido para la Trx-
f: AS-3 Trx-f1. Esta línea transgénica fue identificada tempranamente en el estudio debido a que 
presentaba un fenotipo clorótico llamativo.  
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Al igual que observamos en el western blot anterior, el antisuero elevado en conejo contra la Trx-f 
recombinante reconoce en Arabidopsis una proteína con una migración electroforética ligeramente 
más retrasada a la correspondiente Trx-f madura de colza (12 KDa). En este caso no fué identificada 
la doble banda difusa (Figura 12), a pesar de que la misma fué observada en un 80% de los Western 
blot realizados (resultados no mostrados). 
 
Aunque parecía mostrar reducción en el nivel proteico, la abundancia de Trx-f en esta línea fue 
variable. Por ello analizamos plantas jóvenes (12-15 días) y plantas adultas (20-28 días), para 
verificar si mecanismos de control endógenos dependientes de la edad de desarrollo influenciaban la 
expresión de proteína en plantas salvajes y/o transgénicas [179-181] (Figura 13 A). La 
cuantificación de la Trx-f mostró un aumento significativo de la misma con el desarrollo de la 

Figura 13. Expresión de la Trx-f en líneas transgénicas AS-3 Trx-f 
A-Proteínas totales de hojas (50µg) fueron analizadas en un SDS PAGE 10%, electro- transferidas a una membrana de 
nitrocelulosa y luego incubadas en SB con i-AS αTrx-f recombinante de colza 1/500 y ii-AS αDet 3 VATPasa de 
Arabidopsis 1/3000 (control de carga). Las bandas fueron reveladas con Luminol, y expuestas en placas de rayos X. 1 
y 3: plantas adultas (20 días) Columbia, 2 y 4: plantas adultas (20 días) AS 3 Trx-f 1, 5: plantas  jóvenes (12 días): 
Columbia, 6: plantas jóvenes AS 3 Trx-f1 y 7-Trx-f recombinante de colza  
B- Las bandas correspondientes a la Trx-f (12 KDa) y a Det3 (43 KDa) fueron cuantificadas por densitometría óptica 
relativa y establecida la relación de Trx-f/Det 3 en plantas adultas y plantas jóvenes en dos-tres experimentos 
independientes. El gráfico expresa la media ±  SEM para la línea  AS-3 Trx-f1 y las plantas salvajes.  
 

 
←Det 3 (43 KDa) 
 
 
←Trx-f (12 KDa) 
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planta (de 15 a 28 días) en líneas vegetales salvajes [(0,35 ± 0,19) a (0,89 ± 0,05)] y transgénicas 
AS-3 Trx-f 1 [(0,36 ± 0,1) a (0,73 ± 0,11)]. Por otro lado, la comparación de los niveles de Trx-f a 
los 15 días fué similar en AS-3 Trx-f1 y salvaje [(0,36 ± 0,1) y (0,35 ± 0,19)], mientras que a los 28 
días la línea antisentido mostró una ligera reducción en el nivel proteico (0,73 ± 0,11) respecto a la 
salvaje (0,89 ± 0,05) (Figura 13). El estudio de la expresión de ARNm de las Trx-fs en Arabidopsis, 
mostró que la Trx-f2 nativa presenta una expresión baja y constante durante el desarrollo, mientras 
que la Trx-f1 presenta niveles máximos de expresión a los 18-21 días, y 25-29 días (resultados no 
mostrados). Esto sería coherente con la identificación de la diferencia de expresión entre las líneas 
AS-3 Trx-f1 y salvajes en la planta adulta.  
 

4C-Análisis de la segregación del gen nptII en las líneas 
transgénicas 

Para seleccionar y cosechar líneas transgénicas con un genotipo homogéneo que presenten poca 
variabilidad entre experimentos, fué estudiada la segregación del gen nptII en la progenie de las 
plantas que sobre-expresan o plantas antisentido para la Trx. Fueron identificadas aquellas líneas 
vegetales con un solo evento de integración al genoma y en estado de homocigocis, de manera que 
el 100% de la progenie posea el mismo genotipo. 

 
Las semillas F1 provenientes de las plantas F0 resistentes a Kanamicina fueron desinfectadas y 
sembradas en medio MG selectivo para permitir el desarrollo de las plantas resistentes (paso 6, 
Figura 9). Sólo fueron seleccionadas las semillas F1 que pudieron desarrollarse en plantas 
resistentes a Kanamicina (transformadas) con un 75%. Es decir que el transgén se incorporó en una 
sola copia del genoma nuclear de las plantas F0 (heterocigotas) y por lo tanto la segregación del 
mismo en la siguiente generación F1 fue del 75% (paso 6). De estas progenies F1 fueron 
seleccionadas al azar 10 plantas resistentes a Kanamicina (paso 7, Figura 9) que se desarrollaron 
hasta producir semillas maduras F2 (paso 8, Figura 9). Para identificar las plantas resistentes a 
Kanamicina homocigotas, fueron desinfectadas las semillas F2 sembradas en medio MG selectivo y 
cultivadas hasta permitir el desarrollo de las plantas resistentes al antibiótico. Finalmente fueron 
seleccionadas las plantas F1 en cuya progenie F2 el 100 % de las plantas resultan resistentes al 
antibiótico (homocigotas) (paso 9 y 10, Figura 9). 
 
Es importante trabajar con varias líneas transgénicas independientes para cada construcción debido 
a que la inserción del transgén en el genoma vegetal es al azar, y por lo tanto su expresión puede 
verse afectada por su posicionamiento en el genoma, y/o puede afectar la expresión de un segundo 
gen y así resultar en un fenotipo alterado. Fueron aisladas 6 plantas resistentes a Kanamicina 
homocigotas que sobre expresan la Trx-f (OE1 pTrx-f), una línea homocigota que sub expresa la 
Trx-f (AS-3 Trx-f) y 4 líneas resistentes a Kanamicina homocigotas que sobre expresan la Trx-m 
(OE 6 pTrx-m) (Tabla 3). 
 
 
Tabla 3. Líneas transgénicas homocigotas obtenidas por el método de inmersión floral 

OE 1 pTrx-f AS 3 Trx-f OE 6 pTrx-m 
1 1 1 
2  2 
3  3 
4  4 
5   
6   

OE 1 pTrx-f: sobre-expresan precursor Trx-f, AS 3 Trx-f: Trx-f madura antisentido, OE 6 pTrx-m: sobre-expresan 
precursor Trx-m. 
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5-CONCLUSIONES-CAPITULO I 

Estudios previos han mostrado no sólo que la sobre-expresión de proteínas es más efectiva con 
transgenes heterólogos [182] sino también que el silenciamiento de genes endógenos puede llevarse 
a cabo por transformación con genes con secuencias muy similares pero no idénticas [183]. Por otra 
parte, numerosas proteínas cloroplásticas de colza (Brassica napus) exhiben una alta homología de 
secuencias con las contrapartes de Arabidopsis debido al parentesco cercano entre ambas 
Brassicaceae. Sobre estas bases, fueron preparadas plantas transgénicas transformadas con las 
construcciones de las Trxs para la expresión (i) correcta (OE-1 pTrx-f y OE-6 pTrx-m) y (ii) 
antisentido (AS-2 pTrx-f, AS-3 Trx-f, AS 4 pTrx-m y AS-5 Trx-m). La inserción adecuada del 
transgén fue confirmada mediante PCR. En todos los casos obtuvimos varias líneas independientes 
resistentes a Kanamicina que exhibían una segregación 3:1 y 1:1 en las progenies F1 y F2/F3, 
respectivamente. Notablemente, todas las plantas diseñadas para sobre-expresar las Trxs cumplieron 
con las expectativas. Por ello, las 4 líneas transgénicas OE-6 pTrx-m mostraron niveles de Trx-m 
1,4 a 13 veces superiores, mientras que en las 6 líneas transgénicas OE-1 pTrx-f los niveles de Trx-f 
eran de 2,2 a 10 veces. La disponibilidad de estas líneas transgénicas, no sólo independientes sino 
también homocigotas, produjo herramientas útilies para estudiar la contribución de la Trx-m y/o 
Trx-f en la planta bajo distintas condiciones. 
 
En cambio, las plantas AS-2 pTrx-f, AS-3 Trx-f, AS-4 pTrx-m y AS-5 Trx-m, preparadas con las 
construcciones antisentido de las Trx de colza, no exhibieron diferencias significativas con las 
plantas control. Una única línea transgénica mostró los niveles de Trx-f ligeramente reducidos (ca. 
20 %) en plantas completamente desarrolladas. Este resultado inesperado no provendría de la menor 
homología en la región 5`que comprende al péptido señal ya que el mismo efecto fué observado con 
las construcciones AS-3 Trx-f y AS-5 Trx-m. En consecuencia, la ausencia de una disminución en 
los niveles de las Trxs sería atribuible a dos posibles causas: (1)- una limitación metodológica para 
detectar pequeñas diferencias en el contenido proteico, principalmente en las líneas AS-4 pTrx-m y 
AS-5 Trx-m, y (2)- la redundancia genética exhibida por las Trx vegetales. Dos antisueros 
generados en conejos con las Trx-m recombinante de colza no cambiaron estos resultados. Sobre 
estas bases, en los estudios posteriores prevalecen las líneas sobre-expresantes de Trx.  
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En el capítulo I fue detallada la construcción de las plantas transgénicas cuyos niveles de Trx-m o 
Trx-f estaban modificados. A continuación analizamos el efecto de esa modificación sobre diversos 
parámetros fisiológicos de la planta en condiciones normales de crecimiento de luz y temperatura o 
en condiciones de estrés. El capítulo fue dividido en tres partes:  
 
I-Plantas que sobre-expresan Trx-m 
II-Plantas que sobre-expresan Trx-f  
III-Plantas antisentido para las Trxs 
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Parte I-Plantas que sobre-expresan Trx-m 
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I-Rasgos fenotípicos de las plantas transgénicas. Características 

generales de las plantas OE-6 pTrx-m en condiciones normales de luz y 
temperatura 

I.1-Germinación de las semillas 

El primer paso luego de la preparación de las plantas transgénicas OE-6 pTrx-m, fue estudiar el 
efecto causado por la manipulación genética sobre la viabilidad de las semillas. Para ello fue 
estimado el % de germinación luego que las semillas permanecieron 1 hr con luz roja, y 72 hs en 
oscuridad. Las líneas transgénicas no mostraron diferencias significativas en la germinación 
(p>0,05). El test de Dunnett demostró que la incorporación del transgén en el genoma de las plantas 
no afectó la viabilidad de las semillas con un % de germinación de (89,5 ± 2,5) %, (95,4 ± 3,1) %, 
(90,9 ± 5,4) %, (97,1 ± 1,7) % y (83,3 ± 10) % para las plantas salvajes, OE 6 pTrx-m1, -m2, -m3 y 
-m4 respectivamente (Tabla 4). 
 
 
Tabla 4. % de germinación de las semillas de las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m. 
%Germinación Columbia OE6 pTrx-m1 OE6 pTrxm-2 OE6 pTrxm-3  OE6 pTrxm-4 
Media 89,5 95,4 90,9 97,1  83,3 
Sem   2,5   3,1   5,4   1,7 10 
20 semillas de las diferentes líneas OE-6 pTrx-m fueron irradiadas 1 hr con luz roja y luego de 72 hs en oscuridad fue 
estimado el % de germinación. La media y desviación estandar media (Sem) fueron calculadas con N: 4 para las líneas 
OE-6 pTrx- m1, -m2 y -m3, N: 2 para la línea OE-6 pTrx-m4 y N: 6 para Columbia salvaje. Fue realizado ANOVA de un 
factor y test de Dunnett  p>0,05. 

 
 
I.2-Biomasa vegetal 

El ciclo de Benson-Calvin es auto-catalítico, es decir un incremento en el nivel de intermediarios 
aumenta la velocidad del mismo, y en consecuencia, aumenta la producción de fotosintatos. En este 
ciclo, la modulación de la actividad de diversas enzimas del estroma de cloroplastos, está mediada 
por la luz, a través de un incremento en el pH y la concentración de Mg2+, cambios en la 
concentración de efectores (ATP y NADPH), y la activación reductiva de diversas enzimas mediado 
por la Tiorredoxina (Trx). Por este motivo el aumento de la Trx-m podría afectar el crecimiento y 
desarrollo de la planta. Una vía indirecta de estudiar este aspecto fue analizando la biomasa vegetal 
(Figura 14). 
 
En general fue observado un ligero aumento en el peso fresco de las líneas que sobre-expresan Trx-
m (Figura 14-A) [OE-6 pTrx-m2 (132,1 ± 15,2 mg), OE-6 pTrx-m3 (137,5 ± 10,2 mg) y OE-6 
pTrx-m4 (149,1 ± 13,8 mg)] respecto a la planta salvaje (117,6 ± 8,5 mg). Aunque esta tendencia 
fue acompañada en el peso seco de las plantas (Figura 14-B) [OE 6pTrx-m2 (9,4 ± 1,0 mg), -m3 
(9,6 ± 0,8 mg) y -m4 (10,3 ± 0,7 mg)], no resultó significativa para las líneas analizadas. Una 
excepción a esta característica fue la línea transgénica OE-6 pTrx-m1 que presentó un peso fresco 
de [(82,9 ± 10,7 mg) (p<0,05)] y un peso seco significativamente menor [4,9 ± 1 (p<0,01)] a la 
planta salvaje (9 ± 0,6 mg) (Figura 14 A-B). 
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El cociente peso fresco/peso seco se mantuvo constante en las plantas analizadas a excepción de la 
línea transgénica OE-6 pTrx-m1 cuya relación aumentó aproximadamente un 40% (p< 0,01) 
(Figura 14C). Sin embargo, este aumento proviene de una disminución muy marcada del peso seco 
(ca. 50 %) respecto a la reducción del peso fresco (ca. 70%). Como este comportamiento se observó 
en una única línea transgénica (OE- 6 pTrx-m1) y es opuesto a la tendencia observada para las otras 
tres líneas transgénicas independientes, es posible que este fenotipo sea el resultado de la inserción 
del ADN-T en un locus determinado en el genoma de Arabidopsis vinculado directa o 
indirectamente a la biomasa. De esta manera, el aumento de la expresión de Trx-m en las líneas 
transgénicas no se tradujo en una variación significativa de la biomasa vegetal.  
 
En general el efecto que la modificación de una enzima del ciclo de Benson Calvin ejerce sobre la 
biomasa vegetal es muy variable, desde casi imperceptible (como ocurre en este estudio) a muy 
marcado. Un leve retardo en el crecimiento vegetal fue observado cuando el contenido de la enzima 
FBPasa disminuyó un ca. 80% [184] o la Rubisco un ca. 50% [185]. En plantas mutantes para la 
FTR se observó un leve retraso en el crecimiento en los primeros días, pero al llegar al estadío de 
seis hojas el crecimiento fue similar a las plantas salvajes [186]. En otras ocasiones esta reducción 

Figura 14. Efecto de la Trx-m en la biomasa vegetal de las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m.  
Plantas de 30 días fueron utilizadas para determinar A-Peso fresco, B-Peso seco, C-Relación peso fresco/ peso 
seco. Fueron analizados los datos mediante ANOVA de un factor (S) (p<0.05) y el test de Dunnett (“): p<0.05; (^): 
p<0.01 para N≥11. 
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del contenido enzimático causó un efecto mayor sobre el crecimiento; la Aldolasa plastídica [187], 
y la NADP-GPDH [180]. Por otro lado, la disminución tan solo del 30% del contenido de FNR por 
ARN antisentido, redujo el peso fresco y seco de las plantas [188], mientras que la sobre-expresión 
de NADP-MDH de arveja en tabaco aumentó el peso fresco y peso seco del vástago luego de 50 
días de crecimiento [189]. 
 
 
I.3-Contenido de almidón y azúcares solubles 

Siguiendo con el mismo razonamiento planteado respecto a la biomasa vegetal fué estudiado el 
contenido de almidón y azúcares solubles en las líneas transgénicas que sobre expresan Trx-m. Los 
niveles de almidón en hojas de las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m1, -m2 y -m3 expuestas 10 hs a 
la luz, aumentaron [(2 ± 0,2), (2 ± 0,2), (1,5 ± 0,1) (p<0,01)] veces respecto a la planta salvaje 
(Figura 15-A). Estos datos correlacionaban con los mayores niveles de Trx-m en éstas líneas [(3,4 ± 
0,7), (3,2 ± 0,5), (13,6 ± 9,9) (nivel relativo a la planta salvaje)]. En cambio, el contenido de 
almidón en la línea transgénica OE 6 pTrx-m4 aumentó [(1,4 ± 0,1) (p>0,05)] veces respecto a la 
línea salvaje, y presentó menor contenido de Trx-m (1,4 veces) en sus cloroplastos.  
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El aumento en el contenido de almidón pudo deberse a un incremento de la síntesis o una 
disminución de la degradación. El aumento de Trx-m observado principalmente en las líneas OE-6 
Trx-m1, -m2 y -m3 (Figura 11), pudo incrementar el contenido de triosas fosfato destinadas a la 
síntesis de almidón en cloroplastos y aumentar el contenido de fosfoglicerato (3-PGA). El primer 
paso en la vía biosintética de este polimero es la conversión de Glucosa-1-fosfato y ATP a ADPGlc 
y PPi catalizado por la enzima ADP Glucosa pirofosforilasa. Esta enzima representa un sitio clave 
para la regulación de la síntesis de almidón en hojas y es activada en presencia del regulador 
alostérico 3-PGA. Asimismo, esta enzima aumenta cuatro veces su actividad in vitro en presencia 
de Trx y aun mucho más en presencia del efector [151]. De esta manera el aumento de Trx-m per se 

Figura 15: Efecto del aumento de Trx-m sobre el contenido de almidón y azúcares solubles en 
plantas OE-6 pTrx-m. 
Las hojas más grandes de 15-20 plantas de 30 días expuestas 10 hs a la luz fueron cosechadas (50 mg) para 
determinar el contenido de almidón (Alm) y azúcares solubles (Glu). Luego de la extracción del material fue 
determinado A-El contenido de almidón en la fracción insoluble (µg almidón/mg hoja) (N: 4) y B-El contenido de 
azúcares solubles en el sobrenadante (µg glucosa/mg hoja) (N: 2). En ambos casos los datos fueron relativizados a 
la planta salvaje y analizados mediante ANOVA de un factor (S) (p<0.05) y el test de Dunnett (^): p<0.0.1, (“): p < 
0.05.  
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y el aumento de 3-PGA permitirían casi duplicar el contenido de almidón en las hojas de las plantas 
OE 6 pTrx-m. En este mismo sentido plantas de arroz que sobre-expresan NADP ME de maíz 
(enzima vinculada al ciclo reductivo de las pentosas fosfato) exhibíeron gránulos de almidón más 
abundantes y de mayor tamaño que la planta salvaje [190]. Estas consideraciones no excluyen que 
la Trx-m participe directa o indirectamente disminuyendo la degradación del almidón. 
 
Las plantas transgénicas que mostraron un aumento en el contenido de almidón (OE-6 Trx-m1, -m2, 
y -m3) también presentaron mayores niveles de azúcares solubles [(2,6 ± 0,1), (2,2 ± 0,4), (1,8 ± 
0,1)] respecto a la planta salvaje (Figura 15-B). En cambio, el aumento de Trx-m en la línea 
transgénica OE-6 pTrx-m4 no fué suficiente para afectar el contenido de almidón ni de azúcares 
solubles (0,9 ± 0,01) respecto a la planta salvaje. Los resultados aquí presentados muestran que 
tanto el contenido de azúcares exportables como el de almidón aumentan cuando el incremento de 
Trx-m estimula el flujo a través del ciclo de Benson Calvin (Figura 15). 
 
I-4-Contenido de clorofila 

Para que la fotosíntesis sea eficiente, las plantas han desarrollado mecanismos que le permiten 
adaptarse frente a variaciones ambientales. En presencia de bajos niveles de luz, deben optimizar la 
transferencia de energía a los centros de reacción, mientras que en condiciones de alta intensidad 
lumínica u otras fuentes de estrés, deben equilibrar la velocidad de síntesis de NADPH y ATP con 
la cadena de transporte de electrones, disipando como calor el exceso de energía para impedir la 
fotoinhibición. Un aumento del contenido de Trx-m en teoría podria acelerar la activación de varias 
enzimas del ciclo de Benson Calvin, liberando más aceptores ADP y NADP+ y favoreciendo una 
mayor captación de energía lumínica. Sin embargo las determinaciones que fueron realizadas en 
discos de hojas de plantas adultas (30 días), no mostraron diferencias significativas en el contenido 
de Clorofila a y clorofila b en las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m [(3,58 ± 0,12 mg/l), (3,70 ± 0,17 
mg/l), (3,61 ± 0,17 mg/l) y (3,68 ± 0,16 mg/l) de clorofila a y [(2,50 ± 0,09 mg/l), (2,81 ± 0,18 
mg/l), (2,73 ± 0,22 mg/l) y (2,74 ± 0,14 mg/l)] de clorofila b para la OE-6 pTrx-m1, -m2, -m3 y -m4 
respectivamente y la planta salvaje [(3,70 ± 0,12 mg/l) y (2,87 ± 0,13 mg/l)] de clorofila a y b 
respectivamente (Figura 16).  
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Figura 16. Efecto del aumento de Trx-m en la clorofila de las plantas OE-6 pTrx-m. 
El contenido de clorofila fue determinado en 3 muestras de 3 discos de 0.28 cm2 de hojas de plantas de 30 días de 
cada línea vegetal, en dos experimentos independientes. Fueron incubados 24 hs a 4ºC en oscuridad en 1 ml de 
dimetilformamida, determinada la absorbancia a 647 y 664.5 nm y calculadas las concentraciones de A-Clorofila a y 
B-Clorofila b (mg/L) según los coeficientes establecidos en [3]. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de un 
factor (NS p>0.05). 
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En general, la modificación de una enzima del ciclo de Benson Calvin ejerce un efecto variable 
sobre el contenido de clorofila total o clorofila a y b yendo desde casi imperceptible (como ocurre 
en este estudio) a muy marcado. Las plantas transgénicas con niveles de expresión alterados para 
diversas enzimas relacionadas con el ciclo de Benson Calvin mostraron que el contenido de 
clorofila total no cambió en plantas antisentido para la aldolasa plastídica, pero disminuyó 
considerablemente en plantas con niveles reducidos de NADP-GPDH y FNR expuestas a luz 
saturante y limitante. En cambio, la considerable reducción en el contenido de clorofila b en plantas 
de arroz que sobre-expresan NADP-ME de maíz aumentó la relación Chla/Chlb [190], mientras que 
la clorofila total disminuyó paralelamente con el nivel de NADP-FNR disminuido por ARN 
antisentido por una reducción equivalente de clorofila a y b [188]. 
 
 
I.5-Actividad fotosintética 

La modificación de algunas condiciones ambientales altera la fotosíntesis. En respuesta al 
amplio rango de variaciones ambientales, las plantas han desarrollado diversas estrategias, con el 
objetivo de mantener la eficiencia fotosintética lo más elevada posible. Una forma indirecta de 
estudiarla es cuantificar la fluorescencia emitida por la clorofila del PSII. Esto se debe a que la 
energìa lumínica absorbida por las moléculas de clorofila en el P680+, puede ser usada para 
fotosíntesis, disipada como calor o re-emitida como fluorescencia. Estos tres procesos compiten de 
manera que el incremento de uno de ellos provoca la disminución de los otros dos. Sobre esta base 
la medición de la fluorescencia de la clorofila en las hojas suministra información sobre los cambios 
en la fotosíntesis o la disipación como calor. Luego de adaptar las plantas a 50 µmoles de 
fotones/m2s, ni la eficiencia fotosintética del PSII (Fv/Fm), ni el apantallamiento fotoquímico 
(photochemical quenching Qp) mostraron diferencias significativas entre las plantas transgénicas y 
las plantas salvajes (Tabla 5).  

 
Tabla 5. Actividad fotosintética de plantas OE-6 pTrx-m en condiciones normales de luz y temperatura 
Líneas      Fv / fm       Qp       Qnp 
Columbia 0,771 ± 0,005 0,9533534 0,07969124 
OE6 pTrx-m1 0,775 ± 0,003 0,9529853 0,0651309 
OE6 pTrx-m2 0,734 ± 0,027 0,91727613 0,3039425 (“`) 
OE6 pTrx-m3 0,746 ± 0,015 0,9306959 0,0958457 
OE6 pTrx-m4 0,757 ± 0,002 0,94833097 0,02544202 
Determinación de la emisión de la fluorescencia de la clorofila de la superficie superior de una hoja adulta de A. thaliana 
en un fluorómetro FMS2 (Han-satech, King´s Lynn, UK) previa exposición (4 hs) de las plantas a 50 µmoles de 
fotones/m2s. Las mediciones fueron realizadas en plantas salvajes y plantas transgénicas OE 6 pTrx-m. La fluorescencia 
mínima, F0, y máxima, Fm, fueron determinadas mediante la aplicación de un pulso corto de luz para evaluar la 
producción fotoquímica máxima: Fv/Fm, Qp: quenching fotoquímico, Qnp: quenching no fotoquímico, N≥3, (“) p<0,05. 
 
Sin embargo el apantallamiento no fotoquímico (non-photochemical quenching Qnp) aumentó 
significativamente en la línea OE-6 pTrx-m2. Un aumento del Qnp está asociado a un incremento 
en la irradiancia de fotones incidente o una disminución del suministro de CO2. En estas 
condiciones aumenta el contenido de 1O2 y la energía de esta ROS es absorbida por los pigmentos 
accesorios del PSII (xantofila, violaxantina, luteína, anteraxantina), con un cambio en su 
configuración y posterior liberación de calor. Este aumento en Qnp en condiciones lumínicas 
normales reflejaría un aumento de estrés oxidativo percibido endógenamente por la línea 
transgénica y consecuentemente un aumento en la disipación de la energía lumínica como calor para 
evitar la fotoinhibición (Tabla 5) [191].  
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II-Estudio de las plantas transgénicas OE-6 Trx-m en 
condiciones de estrés 

II.1-Estrés oxidativo 

Las plantas producen continuamente ROS, predominantemente en cloroplastos, mitocondrias y 
peroxisomas, que al concentrarse dañan las macromoléculas (e.g DNA, proteínas) y metabolitos 
(e.g lípidos). La remoción de estos compuestos tóxicos para los organismos debe ser estrictamente 
controlada. Sin embargo, una serie de factores bióticos (infección bacteriana, insectos) y abióticos 
(alta irradiancia, drogas, alta temperatura, estrés mecánico) perturban el equilibrio entre producción 
y rescate de ROS. Por ejemplo, un bajo nivel de H2O2 (10µM) disminuye un 50% la fijación de CO2 
por inhibición de las enzimas del ciclo de Benson Calvin moduladas por tioles [192, 193]. Para 
investigar si la Trx-m provee mayor capacidad para disipar las ROS en condiciones de estrés 
oxidativo fué estudiado el efecto de diversos oxidantes sobre la supervivencia de las plantas 
transgénicas. 
 
Metil viológeno 
El herbicida paraquat (Metilviológeno o MV) actúa en cloroplastos iluminados como un aceptor 
artificial de electrones del PSI. Luego de la reducción univalente, el MV cede un electrón 
directamente al oxígeno molecular para formar el radical O2

.- y regenerar la molécula de MV, la que 
es nuevamente reducida por el PSI. Esta capacidad redox cíclica, convierte al MV en un propagador 
de ROS, por cuanto a partir del O2

.-derivan primero otras ROS y finalmente los radicales hidroxilo, 
agentes causantes de daño en plantas tratadas con el herbicida [194].. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Semillas de las distintas líneas vegetales cosechadas simultáneamente fueron desinfectadas 
superficialmente, sembradas en un medio de cultivo MG conteniendo 2 µM de MV y sometidas a 
un régimen lumínico alternativo (16 horas de iluminación: 50 µmoles fotones/sm2, 8 horas de 
oscuridad). La proporción de plantas verdes que sobrevivieron al estrés respecto a las plantas que 
germinaron fue establecida en distintos momentos del desarrollo de las plantas (Figura 17). 
 

MV+ (Metil viologeno) +  O2  →→→→  MV2+  + O2
---- 

∆E  =  (+0.45)  +  (-0.33)  =  +0.12 volt 
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Los controles mostraron severos daños con degradación casi completa de los pigmentos, mientras 
que las plantas transgénicas resistieron el tratamiento al menos duplicando el % plantas resistentes. 
Esa resistencia se manifestó temprano en el desarrollo (12-15 días) en las plantas OE-6 pTrx-m1 
[(44,34 ± 4,46 %) (p<0,001)], OE-6 pTrx-m2 [(45,72 ± 4,67 %) (p<0,001)], OE-6 pTrx-m3 [(53,43 
± 7,83 %) (p<0,001)] respecto a las salvajes (22,17 ± 2,20 %). Las plantas se mantuvieron más o 
menos estables hasta los 25 días, pero a partir de los 28 días la capacidad antioxidante en las plantas 
disminuyó en general en las plantas OE-6 pTrx-m1 [(35,61 ± 4,8 %) (p<0,001)], OE-6 pTrx-m2 
[(40,23 ± 4,5 %) (p<0,001)], y OE-6 pTrx-m3 (29,58 ± 3,8 %) respecto a las salvajes (17,33 ± 1,4 
%). Sin embargo, esta reducción fue mucho más marcada en las plantas salvajes respecto a las 
líneas OE-6 pTrx-m, siendo muy notoria a los 36 días: OE-6 pTrx-m1 [(24,60 ± 6,91 %) (p<0,01)], 
OE-6 pTrx-m2 [(29,91 ± 5,66 %) (p<0,01)], OE-6 pTrx-m3 [(22,97 ± 3,86 %) (p<0,01)] y OE-6 
pTrxm4 [(15,41 ± 3,21 %) (p>0,05)] respecto a las salvajes (10,52 ± 1,86 %). Las líneas con mayor 
respuesta antioxidante fueron la OE-6 pTrx-m1, -m2 y -m3, y también fueron las que presentaron 
los niveles de Trx-m más elevados respecto a la línea salvaje [(3,4 ± 0,7), (3,2 ± 0,5), (13,6 ± 9,9)]. 
Tomados en conjunto estos resultados permitieron inferir que el incremento de la Trx-m aumentó la 
capacidad antioxidante de las plantas y reforzó la tolerancia al estrés foto-oxidativo. 
 
Aunque los resultados expuestos mostraron claramente que la sobre-expresión de Trx-m aumenta la 
tolerancia al estrés oxidativo, otras enzimas vegetales también participan activamente en este 
proceso. La sobre-expresión de la glutatión peroxidasa de Chlamydomonas en plantas de tabaco, 
aumentó la capacidad antioxidante de esas plantas en un tratamiento oxidante con el herbicida con 
una menor hidroperoxidación de lípidos [195]. El efecto opuesto se observó con la reducción de la 
CDSP32 (con dominios Trx) cloroplástica en plantas de papa tratadas con MV, que incrementaron 
la peroxidación de lípidos [196]. Coherente con estos resultados, plantas de A. thaliana mutantes 
para la FTR incrementaron la sensibilidad al MV y el contenido de 2 cys PRX y redujeron la 
actividad de la NADP-MDH que descarga el exceso de equivalentes de reducción en el cloroplasto 
vía la válvula de malato [186].  
 
Hidroperóxido de Cumeno 
Otras compuestos ejercen efectos deletéreos sobre los sistemas vegetales pero su mecanismo de 
acción para la generación de ROS es completamente diferente. El H2O2 es uno de los más conocidos 

Figura 17. Efecto del tratamiento con Metil viológeno en la supervivencia de plantas OE-6 pTrx-m. 
Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo suplementado con 2 µM MV y a 
distintos tiempos (12-15, 18-19, 22-25, 28-30 y 34-36 días) fue registrada la proporción de (plantas verdes / plantas 
germinadas). Fue realizado ANOVA de dos factores y el test de Bonferroni para N >6 o N>18 en el caso de las 
plantas OE-6 pTrx-m o plantas salvajes respectivamente y (“): p < 0.05, (^): p < 0.01, (*): p < 0.001. 
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y con implicancias fisiológicas por su ubicuidad en los seres vivos. Este hidroperóxido oxida a los 
grupos sulfhidrilo de las proteínas produciendo tanto uniones disulfuro (número de oxidación: -1) 
como grupos sulfénico (0), sulfínico (+2) y sulfónico(+4).  
 
Reducción:  H2O2  +  2 H+  +  2 e-  ↔  2 H2O   
Oxidación:   R-SH → (O) → R-S-S-R 

R-SH → (O) → R-SOH → (O) → R-SO2H → (O) → R-SO3H  
 

Otros hidroperóxidos son utilizados para superar las numerosas precauciones que deben tomarse por 
la inestabilidad del H2O2. Por ello, analizamos el efecto que produce el Hidróperóxido de Cumeno 
para extender nuestros estudios a otras ROS. 
 
Las semillas de las distintas líneas fueron cosechadas simultáneamente, desinfectadas 
superficialmente, sembradas en un medio de cultivo MG suplementado con 650 µM de 
Hidroperóxido de Cumeno y sometidas a un régimen lumínico alternativo (16 horas de iluminación, 
8 horas de oscuridad). Luego de 25 días de tratamiento el % de plantas resistentes fue: OE-6 pTrx-
m1 (9,72 ± 3,23), OE-6p Trx-m2 [(16,88 ± 3,90) (p<0,05)], OE-6p Trx-m3 (14,23 ± 4,17) y OE-6 
pTrx-m4 [(15,94 ± 3,82) (p<0,05)] respecto a las salvajes (3,51 ± 3,51) (Figura 18-A). Estos datos 
demostraron que las plantas que sobre-expresan la Trx-m fueron más tolerantes a la acumulación de 
hidroperóxidos orgánicos que las plantas salvajes. Este rasgo fue visualizado en un estadío 
temprano del desarrollo (12 días) donde el tratamiento con el Hidroperóxido de Cumeno resultó 
menos dañino en las líneas OE-6 pTrx-m4, -m3, -m1 y un poco más en la línea OE-6 pTrx-m2 que 
la especie salvaje (Figura 18-B). Llamativamente la línea OE-6 pTrx-m4 que expresa sólo 1,4 veces 
más Trx-m que la planta salvaje presentó un % (plantas verdes/ geminadas) muy elevado. 
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Figura 18. Efecto del tratamiento con Hidroperóxido de Cumeno en la supervivencia de plantas 
OE-6 pTrx-m. 
A: Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 650 µM 
de Hidroperóxido de Cumeno y a los 25 días de desarrollo fue registrada la proporción de (plantas verdes / 
germinadas). Fue realizado ANOVA de un factor (NS) y el test de Dunnet (“): p<0.05 en dos experimentos 
independientes con cuatro repeticiones para las líneas transgénicas y 8 repeticiones para la planta salvaje. B: 
Fotografía de plantas OE-6 pTrx-m y plantas salvajes luego del tratamiento con Hidroperóxido de Cumeno durante 
12 días. Columbia: especie salvaje, m1, m2, m3 y m4: líneas transgénicas OE-6 pTrx-m. 
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Rosa de Bengala 
Los fotosensibilizadores son compuestos que absorben en el espectro de luz visible (380-900 nm) y 
exhiben fluorescencia y fosforescencia. Esta característica refleja la capacidad de acceder a dos 
estados electrónicos separados: el singulete y el triplete. El estado singulete se produce primero por 
la absorción de la luz pero tiene una vida media corta y por ello decae al estado basal via 
fluorescencia o, alternativamente por un cruzamiento intersistema al estado triplete. Este último 
estado decae al estado basal a una velocidad menor vía fosforescencia o reaccionando con una 
molécula de oxígeno para generar ROS. Numerosos colorantes orgánicos (azul de metileno, Rosa de 
Bengala, Eosina, Cristal Violeta) poseen esta capacidad y por ello son utilizado en los estudios 
sobre el estrés oxidativo. Sobre estas bases analizamos la capacidad del Rosa de Bengala para 
alterar a las plantas transgénicas [197].  
 

Dador de electrón (A)→Fotosensibilizador (B) + Luz→ Aceptor de electrón (C) 
 

(A): Dador de electrones débil: Tiourea, EDTA, semicarbazida 
(B): Fotosensibilizadores: proflavina, riboflavina, rosa de bengala 
(C): Aceptor de electrones: O2 

 
La acción del Rosa de Bengala sobre las líneas transgénicas que sobre-expresan Trx-m no exhibió 
las diferencias apreciables que mostraron los dos perturbantes utilizados previamente. Aunque en 
una etapa temprana (12 días) la supervivencia de las plantas OE-6 pTrx-m1, -m2 y -m4 fue superior 
respecto a la planta salvaje (Figura 19-B), esta droga rápidamente llevó las plantas a la muerte y a 
los 16-17 días las diferencias no resultaron significativas (Figura 19-A). 
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Figura 19. Efecto del tratamiento con Rosa de Bengala en la supervivencia de plantas OE-6 pTrx-
m. 
A: Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 7 µM de 
Rosa de Bengala y a los 16 días de desarrollo fue registrado Nº plantas verdes / germinadas. Fue realizado ANOVA 
de un factor (NS) para N: 6 para las OE-6 pTrx-m y N: 12 para la línea salvaje. B: Fotografía de plantas OE-6 
pTrx-m y plantas salvajes luego del tratamiento de Rosa de Bengala durante 12 días. Columbia: especie salvaje, 
m1, m2, m3 y m4: líneas transgénicas OE-6 pTrx-m. 
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Dietilmaleato y Diamida 
Dos drogas son ampliamente utilizadas en los estudios sobre el metabolismo de ROS,  
 
i-Dietilmaleato  [H5C2O2C-HC=CH-CO2C2H5]  ≡  [Y-HC=CH-Y] 

ii-Diamida [(H3C)2-N-CO-N=N-CO-N-(CH3)2]  ≡  [X-N=N-X] 
 
A nivel de la doble ligadura de ambos reactivos, el tiol forma inicialmente un aducto, el cual por el 
ataque de otra molécula de tiol genera la forma reducida del reactivo con la concurrente generación 
del disulfuro correspondiente. 
 
i- R-SH   +  Y-HC=CH-Y  →  Y-HC(R-S)-C(H)H-Y 

R-SH   +  Y-HC(R-S)-C(H)H-Y  →  Y-HC(H)-C(H)H-Y  +  R-S-S-R 
 
ii- R-SH   +  X-HN=NH-X  →  X-HN(R-S)-N(H)H-X 

R-SH   +  X-HN(R-S)-N(H)H-Y  →  X-HN(H)-N(H)H-X  +  R-S-S-R 
 
De esta manera ambos reactivos remueven los grupos sulfhidrilo de las proteínas, péptidos (e.g. 
GSH) y otros compuestos de bajo peso molecular, disminuyendo en consecuencia la capacidad 
antioxidante de las células.  
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Las semillas de las distintas líneas fueron sembradas en un medio de cultivo suplementado con 2,5 
mM de Dietilmaleato, y sometidas a un régimen lumínico alternativo (16 horas de iluminación, 8 
horas de oscuridad). Luego de 15 días, el % (plantas verdes/germinadas) fue (17,6 ± 6,91), (32,98 ± 
12,86), (29,17 ± 14,28), y (25,07 ± 11,51) en OE-6 pTrx-m1, -m2, -m3 y -m4 respectivamente. 
Estas plantas que sobre expresan Trx-m no mostraron diferencias pronunciadas respecto a la 
contraparte salvaje [26,80 ± 11,04 % (plantas verdes/ germinadas)] como en los casos anteriores 
(Figura 20). 
 

Figura 20. Efecto del tratamiento con Dietilmaleato en plantas OE-6 pTrx-m. 
Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 2.5 mM de 
Dietilmaleato y a los 16 días de desarrollo fue registrada proporción (plantas verdes / germinadas). Fue realizado 
ANOVA de un factor (NS) N>6. 
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Por otra parte, las semillas de las distintas líneas fueron sembradas en un medio de cultivo MG 
suplementado con 9 mM de Diamida, y sometidas a un régimen lumínico alternativo (16 horas de 
iluminación, 8 horas de oscuridad). Luego de 16 días, fue establecida la proporción de plantas 
verdes que sobrevivieron al estrés. Las plantas que sobre-expresan Trx-m mostraron una capacidad 
antioxidante igual o inclusive menor: (25,89 ± 7,17), (16,67 ± 3,33), (20,83 ± 2,81) % (plantas 
verdes/ germinadas) en OE-6 pTrx-m1, -m2, -m3 que la planta salvaje (24,18 ± 3,67) (p>0,05). 
Llamativamente la línea transgénica OE-6 pTrx-m4 presentó una respuesta antioxidante mayor a las 
plantas salvajes [(50 ± 2,62) p<0,05]. Está línea transgénica exhibió una mayor tolerancia al 
Hidroperóxido de Cumeno y a la Diamida pero no al MV, Rosa de Bengala y Dietilmaleato. 
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Metales Pesados 
Los metales pesados pueden inducir estrés oxidativo en plantas por transferencia de electrones 
directa al oxígeno o por inhibición de reacciones metabólicas. El Cu2+ y el Fe3+ median en la 
reacción del anión superóxido con el H2O2 (Haber-Weiss) o reducen el H2O2 (Fenton) provocando la 
generación de ROS (radicales hidroxilo).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 21. Efecto del tratamieto con Diamida en la supervivencia de plantas OE-6 pTrx-m. 
Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo suplementado con 9 mM de Diamida 
y a los 16 días de desarrollo fue registrada la proporción (plantas verdes / germinadas). Fue realizado ANOVA de un 
factor (S) p< 0.05 y el test de Dunnett  p < 0.05 N: 4. 

  

The Haber-Weiss cycle (left part: Fenton reaction)
     Haber-Weiss                Fenton 
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Reacción Haber-Weiss (el Fe cataliza esta reacción)  

H2O2  +  O2-
•   →  O2  +  OH-  +  OH• 

Peróxido de hidrógeno + anión superóxido  →  oxígeno + anión hidroxilo + radical hidroxilo 
 
Reacción de Fenton 

Fe2+  +  H2O2 → Fe3+  +  OH−  +  OH• 
 
Dado que,  

a) la Trx-m podría participar en una respuesta general al estrés y no solamente en tejidos 
verdes por un efecto indirecto, y  

b) las concentraciones tóxicas de los metales inhiben el crecimiento radicular  
 

Analizamos la tolerancia de las plantas que sobre-expresan la Trx-m a los metales de transición 
estimando la sensibilidad del crecimiento radicular. Las semillas fueron (i) sembradas sobre papel 
de filtro en una placa de Petri con MS 1/4X, (ii) sometidas a bajas temperaturas para sincronizar la 
germinación, y (iii) cultivadas verticalmente durante 5 días y (iv) transferidas al mismo medio 
suplementado con distintas concentraciones de FeSO4 durante otros siete días. Finalmente fue 
determinada la longitud de las raíces mediante una lupa. 
 Al aumentar el contenido de Fe2+ (0,1-6 mM) disminuyó el crecimiento radicular en las plantas, 
principalmente en las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m (resultados no mostrados), siendo la 
reducción significativa cuando el medio fue suplementado con 1mM de FeSO4 (Figura 22). 
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En estas condiciones fue observada una ligera reducción del crecimiento radicular en las plantas 
salvajes (19,7 ± 0,6 mm), OE 6pTrx-m1 (15,5 ± 0,7 mm) (p<0,05), OE 6 pTrx-m2 (19,1 ± 1 mm) 
OE-6 pTrx-m3 (17,7 ± 0,6 mm). Este aumento en la sensibilidad hacia el Fe2+ no fue muy elevado y 
las diferencias fueron observadas en una estrecha ventana de concentraciones (ca 1mM). La 

Figura 22. Sensibilidad del crecimiento radicular al tratamiento con Fe2+ en plantas OE-6 pTrx-
m. 
Fueron sembradas semillas en placas con MS 1/4X sobre papel de filtro, incubadas 72 hs en oscuridad a 4ºC e 
incubadas 5 días con luz en dirección vertical. Luego el papel fue transferido a placas con MS 1/4X suplementadas 
con 1 o 2 mM de Fe2+ y cultivados 7 días más en dirección vertical. Finalmente la longitud de las raíces fue 
estimada bajo lupa. Fueron realizados dos experimentos independientes con N>12, ANOVA de dos factores y el 
test de Bonferroni (^) p < 0.01 
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diferencia en el crecimiento radicular fue reproducible y significativa para la línea OE-6 pTrx-m1 
reflejando otra vez una acción indirecta de la Trx-m a través de un desbalance redox que afectaría el 
crecimiento radicular. En estos experimentos es necesario destacar que la selección de las 
variedades vegetales puede enmascarar resultados por cuanto tienen diferente sensibilidad hacia los 
metales pesados. En particular los diferentes ecotipos de Arabidopsis presentan diferente 
sensibilidad siendo Columbia menos sensible que Ler-0 [198]. Por otro lado estudios previos en 
plantas de tabaco que sobre-expresan la flavodoxina bacteriana (homóloga a Ferredoxina) presentan 
diferencias a la resistencia al Fe cuando el mismo está ausente y un comportamiento similar al 
salvaje cuando el hierro está en exceso [199]. 
 
Estrés salino 
La sal es uno de los factores principales que afectan la producción vegetal, debido a que gran parte 
de los cultivares no son halofitas. La salinidad genera: 1) un déficit de agua que resulta de la alta 
concentración relativa de soluto en el suelo, 2) un estrés ión-específico producto de la alteración de 
la tasa de K+/Na+ y 3) el aumento de Cl- y Na+ que resultan desventajosos para la planta. En adición 
a estos efectos tóxicos, el estrés salino induce el estrés oxidativo. Aunque intuitivamente esta 
perturbación no está directamente relacionada con las anteriores, los mecanismos de defensa 
podrían confluir en mecanismos comunes. 
Las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m1 y -m3 presentaron menor crecimiento radicular [(23,6 ± 1,3) 
y (23 ± 1,1)] mm respectivamente (p<0,01) que la planta salvaje (28,2 ± 0,9 mm) en el medio de 
cultivo estandar (MS 1/4X). En presencia de NaCl 80 mM el crecimiento radicular disminuyó en 
todas las líneas vegetales (Figura 23). Sin embargo, si estimamos el % de reducción del crecimiento 
de cada línea vegetal con el tratamiento salino respecto al crecimiento en condiciones normales, 
observamos que la mayor reducción está en la planta salvaje (74,2%) seguida de la línea transgénica 
OE-6 pTrx-m2 (77,79%), OE-6 pTrx-m1 (82,43%) y OE-6 pTrx-m3 (86,30%). Cabe aclarar que el 
% de germinación no presentó diferencias significativas entre las plantas salvajes y las líneas 
transgénicas OE-6 pTrx-m en presencia de NaCl 80 mM (resultados no mostrados).  
 
La sobre-expresión de Trx-m en los cloroplastos de las plantas transgénicas tuvo un efecto indirecto 
en el crecimiento radicular en condiciones normales provocando una reducción en el alargamiento 
de las raíces. Sin embargo la exposición de esas plantas a estrés salino condujo a una menor 
respuesta (menor acortamiento de las raíces en presencia de NaCl). Realizamos estudios cultivando 
a las plantas en un medio suplementado con distintas concentraciones de NaCl y no observamos 
diferencias significativas entre las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m y las plantas salvajes 
(resultados no mostrados). Comparando con otros estudios realizados con otros ecotipos de 
Arabidopsis se puede inferir que Columbia es poco sensible al tratamiento con algunos metales 
pesados y esto podría trasladarse al NaCl.[198]. 
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Estrés lumínico 
Como mencionamos anteriormente (I.5 Actividad fotosintética en condiciones normales de luz y 
temperatura pg 52), la medición de la fluorescencia de la clorofila en las hojas suministra 
información sobre los cambios en la fotosíntesis o la disipación como calor. Cuando las plantas 
están expuestas a una intensidad lumínica muy elevada, la presencia simultánea de a) reacciones 
altamente energéticas y b) elevadas concentraciones de O2 contribuyen a la formación de una 
elevada proporción de ROS durante el proceso fotosintético [200] . Esto desencadena la 
inactivación del PSII y la inhibición de la fotosíntesis. Las plantas utilizan dos estrategias para 
proteger al aparato fotosintético de la fotoinhibición: 
 

1-La disipación térmica del exceso de energía de excitación en el complejo antena del PSII 
(Qnp) y 
2-La habilidad del PSII de transferir electrones a varios aceptores en el cloroplasto 
relacionado directamente a la capacidad de los mismos para transferir los equivalentes de 
reducción en la cadena transportadora de electrones (Qp) [201].  
 

Figura 23. Sensibilidad del crecimiento radicular al tratamiento con NaCl en plantas OE-6 pTrx-
m.  
Fueron sembradas semillas sobre papel de filtro en placas con MS 1/4X, incubadas 72 hs en oscuridad a 4ºC e 
incubadas en luz 5 días en dirección vertical. Luego el papel fue transferido a placas con MS 1/4X suplementadas 
con 80 mM de NaCl y cultivados 7 días más en dirección vertical. Finalmente la longitud de las raíces fue estimada 
bajo lupa. Fue realizado ANOVA de dos factores y el test de Bonferroni (^) p < 0.01 para N≥ 8 en MS 1/4X y 
N≥24 en MS 1/4X NaCl 80 mM. 
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Para estudiar indirectamente la actividad fotosintética de las plantas en condiciones de estrés 
lumínico, determinamos la fluorescencia en las hojas de plantas salvajes y transgénicas OE-6 pTrx-
m sometidas 4 hs a altas irradiancias. La eficiencia fotosintética Fv/Fm a 300 µmoles fotones/m2s se 
redujo en las líneas OE-6 pTrx-m2 (0,60 ± 0,03) (p<0,001), OE-6 pTrx-m3 (0,63 ± 0,02) (p<0,05), 
OE-6 pTrx-m4 (0,63 ± 0,03) (p<0,05), OE-6 pTrx-m1 (0,65 ± 0,04) respecto a la planta salvaje 
(0,70 ± 0,02) (Figura 24 A). Congruente con esto se redujo el apantallamiento fotoquímico (Qp) en 
las líneas OE-6 pTrx-m2 (0,81 ± 0,05) y OE-6 pTrx-m3 (0,83 ±0,02) (p<0,05), OE-6 pTrx-m4 (0,85 
± 0,04) y OE-1 pTrx-m1 (0,85 ± 0,04) respecto a la planta salvaje (0,91 ± 0,01) (Figura 24 B) y 
aumentó aunque no significativamente el apantallamiento no fotoquímico principalmente en las 
líneas OE-6 pTrx-m4 (0,21 ± 0,03) y OE-6 pTrx-m2 (0,16 ± 0,05) (Figura 24 C). Estos resultados 
en conjunto demuestran que la sobre expresión de Trx-m reduce la eficiencia fotosintética en 
plantas sometidas a estrés lumínico, principalmente por una disminución en la habilidad del PSII de 
transferir electrones a varios aceptores en los cloroplastos de las plantas transgénicas OE-6 pTrx-m.  

Figura 24. Efecto de la Trx-m en plantas OE-6 pTrx-m con estrés lumínico. 
La fluorescencia de hojas de Plantas de 30 días fue estimada con un fluorómetro FMS2 (Han-satech, King´s Lynn, 
UK) luego de adaptarlas a oscuridad o 50, 100 o 300 µmoles fot/m2s. Luego fueron estimados los coeficientes de A-
Fv/Fm, B-Qp y C-Qnp. Fue realizado ANOVA de dos factores y el test de Bonferroni (“) p< 0.05, (*) p < 0.001 N ≥ 
3.  
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Estudios previos mostraron que una reducción en el contenido de cFBPasa en plantas aclimatadas a 
baja temperatura y 50 µmoles quanta/m2s presenta una reducción e incremento en el 
apantallamiento fotoquímico y no fotosintético respectivamente [202]. En base a ello y a que la Trx 
activa a varias enzimas del ciclo de Benson Calvín consumiendo ATP y NAPH, supusimos que un 
aumento en la expresión de esta proteína llevaría a un incremento del apantallamiento fotoquímico 
en condiciones de estrés lumínico. Contrario a lo esperado, observamos que el aumento de Trx-m 
en estas plantas redujo el apantallamiento fotoquímico y aumentó el no fotoquímico. Una posible 
explicación a esto estaría dada porque la Trx además de participar en la regulación de las enzimas 
de Benson Calvín también regula el flujo de transporte de electrones a través del PSII y PSI.  
Un caso similar ocurrió en plantas de tabaco con la capacidad biosintética del glutation aumentada 
que presentaron un incremento de estrés oxidativo (menor Qp) [203] y plantas de arroz con un 
aumento en la expresión de NADP-ME de maíz (C4) redujeron la tasa de producción Fv/Fm [190].  
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Parte II-Plantas que sobre-expresan Trx-f 
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I-Rasgos fenotípicos de las plantas transgénicas. 
Características generales de las plantas OE 1 pTrx-f en condiciones normales de 
luz y temperatura 

 
I.1-Germinación de las semillas 

Las plantas que sobre-expresan la Trx-f fueron analizadas para establecer si la manipulación 
genética afectó la viabilidad de las semillas. Para ello, las semillas fueron incubadas 1 hr con luz 
roja y 48 hs en oscuridad. Una vez determinado el % de germinación, fue analizado 
estadísticamente mediante un estudio de ANOVA de un factor y el test de Dunnett que compara el 
% de germinación de cada línea con el observado en la planta salvaje (Tabla 6). 
 
Este análisis demostró que la incorporación del transgén en el genoma de las plantas no afectó la 
viabilidad de las semillas. En este estudio, la excepción fue la línea OE-1 Trx-f3 cuyo % de 
germinación fue menor (82,7%) (p<0,05), rasgo que fue tenido en cuenta en los experimentos 
siguientes. 
 
Tabla 6. % Germinación de las semillas transgénicas OE 1 pTrx-f 
%Germinación Columbia OE1pTrx-f1 OE1pTrx-f2 OE1pTrx-f3 OE1pTrx-f4 OE1pTrx-f5 OE1 pTrxf6 
Media 97,5 95 95 82,7 97,5 97,3 97,5 
Sem   2,5   5   5   8   2,5   2,7   2,5 
20 semillas de las diferentes líneas OE 1 pTrx-f fueron irradiadas 1 hr min con luz roja y luego de 72 hs de oscuridad 
contado el % de germinación. La media y desviación estandar media fueron calculadas con N: 4 para todas las líneas 
vegetales. Fue realizado ANOVA de un factor y test de Dunnett  p>0,05. 
 
 
I.2-Biomasa vegetal 

El ciclo de Benson-Calvin es autocatalítico y en el mismo las Trx constituyen los moduladores que 
vinculan el transporte electrónico en las membranas tilacoides con los procesos metabólicos del 
estroma. Sin embargo, la sobre expresión de Trx-m no provocó un aumento en la biomasa vegetal. 
Debido a la mayor efectividad de la Trx-f para estimular las enzimas implicadas en la asimilación 
fotosintética de CO2 en estudios in vitro, existe una tendencia a considerarla el activador fisiológico 
de las enzimas regulatorias del ciclo de Benson Calvin. Sobre estas bases fué analizada la 
contribución de mayores niveles de Trx-f en los eventos vinculados a la producción de biomasa 
vegetal.  
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No fué observada ninguna modificación en el peso fresco [(100,1 ± 9,9 mg), (109 ± 6,0 mg), (109,1 
± 5,2 mg), (128,5 ± 11,0 mg) y (120,1 ± 17,4 mg)] (Figura 25A) ni en el peso seco [(7,8 ± 0,7 mg), 
(7,9 ± 0,5 mg), (8,1 ± 0,7 mg), (9,4 ± 0,5 mg) y (9,3 ± 1,3 mg)] (Figura 25B) de las líneas que 
sobre-expresan Trx-f (OE-1 pTrx-f1, -f3, -f4, -f5 y -f6 respectivamente). Una excepción fué la línea 
OE-1 Trx-f2 que llamativamente presentó un peso fresco (81,7 ± 10,7 mg) y seco (7,8 ± 0,7 mg) 
significativamente menor (p<0,05) a la planta salvaje [(122,3 ± 9,2 mg) y (9,0 ± 0,6 mg) peso fresco 
y seco] (Figura 25A y B). Es destacable que el cociente peso fresco /peso seco fué constante para 
todas las plantas analizadas, aún en la línea OE-1 pTrx-f2, que mostró valores reducidos del peso 
fresco y peso seco (Figura 25C). 
 
A diferencia de las líneas OE-6 pTrx-m que presentaron un aumento de biomasa, aunque no 
significativo, las líneas que sobre-expresan Trx-f no mostraron una tendencia clara. De esta manera 
inferimos que la sobre-expresión de Trx-f o Trx-m (parte I) no afectó en forma directa a la biomasa 
vegetal. El hecho de observar una reducción en una de las 6 líneas transgénicas independientes fué 
adjudicado a la posible inserción del ADN-T en un locus del genoma vinculado directa o 
indirectamente con la producción de biomasa, al igual que ocurrió con la OE-6 Trx-m1. 
 

B A 

C 

Figura 25. Efecto del aumento de Trx-f en la Biomasa vegetal de las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f. 
Plantas de 30 días de desarrollo fueron utilizadas para determinar A-Peso fresco, B-Peso seco, C- Relación peso fresco/ 
peso seco. Los datos fueron  analizados mediante ANOVA de un factor (S) (p<0.05) y el test de Dunnett (“): p<0.05; 
(^): p<0.01 para N≥11. 
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I.3-Contenido de Almidón y azúcares solubles 

Como observamos anteriormente las plantas OE-6 pTrx-m que sobre expresaban mayor contenido 
de Trx-m mostraron aumento en el contenido de almidón y azúcares solubles. Por ello, fué 
analizado si la Trx-f, considerada el activador fisiológico de las enzimas del ciclo de Benson Calvin, 
presentaba un efecto similar o mayor. El análisis de hojas de plantas adultas (30 días) expuestas 10 
hs a la luz reveló que los niveles de almidón de las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f1, -f2, -f3, -f4, -
f5 y -f6 aumentaron [(1,4 ± 0,2), (1,1 ± 0,1), (1,6 ± 0,2 p<0,05), (1,3 ± 0,1), (2 ± 0,3 p<0,05) y (1,6 
± 0,2 p<0,01)] veces respecto a la planta salvaje (Figura 26). Esto demostró que el incremento en la 
expresión de Trx-f (igual que para la Trx-m) aumentó el contenido de almidón en hoja. Sin 
embargo, la cuantificación de la Trx-f en estas líneas transgénicas [(4 ± 0,6), (5 ± 0,1), (10,3 ± 4), 
(2,6 ± 0,9), (2,2 ± 0,6), y (4,6 ± 0,7)], no correlacionaba con el contenido de almidón en las hojas, 
probablemente debido una limitación en la activación de dicha proteína. 
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I.4-Contenido de clorofila 

Al igual que ocurrió con las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m, las determinaciones realizadas en 
discos de hojas de plantas adultas (30 días) en las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f y las plantas 
salvajes, no mostraron diferencias significativas en el contenido de Clorofila a y clorofila b (Figura 
26). El contenido de clorofila a fue 3,43 ± 0,30 mg/l, 3,59 ± 0,19 mg/l, 3,63 ± 0,21 mg/l, 3,64 ± 0,20 
mg/l, 3,61 ± 0,16 mg/l, 3,61 ± 0,15 mg/l, 3,48 ± 0,19 mg/l para la planta salvaje, OE-1 pTrx-f1, -f2, 
-f3, -f4, -f5 y -f6 respectivamente (Figura 26-A). El contenido de clorofila b fue 2,69 ± 0,22 mg/l, 
2,53 ± 0,20 mg/l, 2,68 ± 0,25 mg/l, 2,68 ± 0,21 mg/l, 2,60 ± 0,13 mg/l, 2,64 ± 0,12 mg/l, 2,35 ± 
0,19 mg/l para la planta salvaje, OE-1 pTrx-f1, -f2, -f3, -f4, -f5 y -f6 respectivamente (Figura 26-B). 

Figura 26. Efecto del aumento de Trx-f sobre el contenido de almidón en plantas OE-1pTrx-f. 
Fueron cosechadas 50 mg de las hojas más grande de 15-20 plantas de 30 días de desarrollo expuestas 10 hs a la luz, 
para determinar el contenido de almidón en las mismas (µg almidón/mg hoja). Los datos fueron relativizados a la planta 
salvaje y fueron analizados mediante ANOVA de un factor (S) (p<0.05) y el test de Dunnett (^): p<0.0.1, (“): p < 0.05 1 
para un único experimento con N: 2. 
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II-Estudio de las plantas transgénicas OE-1 pTrx-f en 
condiciones de estrés 

II.1-Estrés oxidativo 

 
Metil viológeno 
El comportamiento de las plantas OE-6 pTrx-m frente al tratamiento con MV fue muy claro. Las 
plantas con mayor contenido de Trx-m (OE-6 pTrx-m1, -m2 y -m3) presentaron un % de 
supervivencia por lo menos dos veces mayor que las plantas salvajes. En cambio las líneas 
transgénicas OE-1 pTrx-f presentaron una respuesta ambigua ante la acción del MV: 1-líneas 
transgénicas con mayor respuesta antioxidante o 2-mayor sensibilidad al tratamiento con MV que 
las plantas salvajes (Figura 28). 
 
1-Lineas transgénicas con mayor respuesta antioxidante: La línea transgénica OE-1 pTrx-f1 
presentó una marcada respuesta antioxidante desde los 15 días ([39,84 ± 5,57) % (plantas verdes/ 
germinadas) (p<0,01)] hasta los 30 días de tratamiento con MV [(36,35 ±4,51) % (plantas verdes/ 
germinadas) (p<0,001)]. Comparado con la especie salvaje que se mantuvo relativamente constante 
hasta los 30 días [(22,17 ± 2,02)-(17,33 ± 1,43 %)] y luego decayó a [(10,52 ± 1,86) % (plantas 
verdes/ germinadas)]. La línea transgénica OE-1 pTrx-f3 presentó una respuesta antioxidante un 
poco menor que la anterior, significativa hasta los 19 días [(37,58 ± 6,04) y (37,03 ± 4,53) 
(p<0,001)] de tratamiento y un poco mayor que la planta salvaje hasta los 30 días de tratamiento 
con MV [(23,44 ± 3,88) (p>0,05)]. La línea transgénica OE-1pTrx-f5 presentó una respuesta 
antioxidante un poco menor que la OE-1 pTrx-f3 (p>0,05) aunque mayor que las plantas salvajes 
entre los 18 [(24,92 ± 6,39) % (plantas verdes/ germinadas)] y 30 [(20,14 ± 6,21) % (plantas verdes/ 
germinadas)] días de tratamiento con MV. 
 

Figura 27. Efecto del aumento de Trx-f en la clorofila de las plantas OE-1 pTrx-f. 
El contenido de clorofila fue determinado en 3 muestras de 3 discos de 0.28 cm2 de hojas de plantas de 30 días de cada 
línea vegetal, en dos experimentos independientes. Fueron incubados 24 hs a 4ºC en oscuridad en 1 ml de 
dimetilformamida, determinada la absorbancia a 647 y 664.5 nm y calculados las concentraciones de A-Clorofila a y B-
Clorofila b (mg/L) según los espectros y coeficientes establecidos en [3].Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 
un factor (NS p>0.05). 
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2-Líneas transgénicas sin efecto o con mayor sensibilidad al tratamieto oxidativo: La línea 
transgénica OE-1pTrx-f2 mostró un comportamiento al agente oxidante similar a las plantas 
salvajes durante el desarrollo de la planta [(18,39 ± 4,93) y (14,36 ± 4,56) % (plantas verdes / 
germinadas)] a los 15 y 30 días de tratamiento, respectivamente. Aunque la línea transgénica OE-1 
p Trx-f4 también mostró una respuesta antioxidante similar a la planta salvaje a los pocos días de 
tratamiento (18,13 ± 2,33 %), en el transcurso de los días resultó más sensible que ésta [(10,89 ± 
2,24 %) (p>0,05)]. Finalmente y contrario a lo esperado la línea OE-1 pTrx-f6 resultó más sensible 
al tratamiento oxidante que las plantas salvajes desde muy temprano en el desarrollo [(9,127 ± 3,87) 
% (plantas verdes/plantas germinadas)] hasta los 30 días de tratamiento con el herbicida [(7,513 ± 
2,05) % (plantas verdes/plantas germinadas)].  
 
Esta respuesta dual de las plantas transgénicas al MV, demuestra que la misma Trx-f puede generar 
un aumento a la tolerancia o hipersensibilidad a esta droga. Por otro lado, no se encontró una 
correlación directa entre los niveles de expresión de Trx-f y la respuesta frente al MV. OE-1p Trx-
f1, -f3 y -f5 presentaron niveles de Trx-f de [(4 ± 0,6), (10,3 ± 4) y (2,2 ± 0,6) veces mayor que la 
línea salvaje. OE-1 pTrx-f2, -f4 y -f6 presentaron niveles de expresión de Trx-f de [(5 ± 0,1), (2,6 ± 
0,9) y (4,6 ± 0,7) veces mayor que el control. Es decir que la respuesta diferente, en principio no se 
la puede adjudicar al diferente contenido de proteína. Sin embargo deberíamos determinar 1- el 
contenido de Trx-f activa o 2-Trx-f glutationalizada y determinar si existe alguna relación entre 
estos parámetros y la respuesta antioxidante de las plantas. 
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Figura 28. Efecto del tratamiento con MV en la supervivencia de plantas OE-1 pTrx-f. 
Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo suplementado con 2 µM MV y a 
distintos tiempos (12-15 días, 18-19 días, 22-25 días, 28-30 días y 34-36 días) fue registrada proporción (plantas verdes / 
germinadas). Fue realizado ANOVA de dos factores y el test de Bonferroni para N >6 o N>18 en el caso de las plantas 
salvajes y (“): p < 0.05, (^): p < 0.01, (*): p < 0.001. 
 



                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                Capítulo II-Análisis de las plantas transgénicas 

   72 

II.1.2-Hidroperóxido de Cumeno 
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Las líneas transgénicas OE-6 pTrx-m duplicaban y a veces triplicaban el % de supervivencia al 
Hidroperóxido de Cumeno referidas a la planta salvaje. Congruente con esta respuesta las líneas 
transgénicas OE-1 pTrx-f mostraron mayor respuesta antioxidante desde temprano en el desarrollo 
(12 días) (Figura 29-B) y lo conservaron en los estadíos más desarrollados (25 días). Los % (plantas 

Figura 29. Efecto del tratamiento con Hidroperóxido de Cumeno en la supervivencia de plantas 
OE-1 pTrx-f. 
A: Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 650 µM 
de Hidroperóxido de Cumeno y a los 25 días de desarrollo fue registrada proporción (plantas verdes / germinadas). 
Fue realizado ANOVA de un factor (NS) y el test de Dunnet (“): p<0.05 en dos experimentos independientes con 
cuatro repeticiones para las líneas transgénicas y 8 repeticiones para la planta salvaje. B: Fotografía de plantas OE 
1pTrx-f y plantas salvajes luego del tratamiento de Hidroperóxido de Cumeno durante 12 días. 
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verdes/ germinadas) fueron: OE-1 pTrx-f1 [(18,04 ± 3,09) (P < 0.05)], OE-1 pTrx-f2 [ (30,60 ± 
4,36) (P < 0.01)], OE-1 pTrx-f3 [(11,67 ± 3,27) (P > 0.05)], OE-1 pTrx-f4 [(31,62 ± 6,15) (P < 
0.01)], OE-1 pTrx-f5 [(10,40 ± 2,74) (P > 0.05)], y OE-1 pTrx-f6 [(31,84 ± 5,80) (P < 0.01)] 
respecto a la planta salvaje (3,51 ± 3,51) (Figura 29-A). A diferencia de lo que ocurrió en el 
tratamiento con MV para el cual las plantas OE-1 pTrx-f mostraron una respuesta ambigua, la 
respuesta antioxidante de las plantas al tratamiento con Hidroperóxido de Cumeno fue homogénea 
para todas las líneas y significativa para la OE-1 pTrx-f1, -f2, -f4 y -f6. Llamativamente las plantas 
que tuvieron una respuesta más débil al MV, fueron las que presentaron la respuesta más fuerte con 
Hidroperóxido de Cumeno (OE-1 pTrx-f2, -f4 y -f6) (Figura 29-A). Nuevamente no existe una 
correlación entre contenido de Trx-f y respuesta antioxidante al Hidroperóxido de Cumeno.  
 
 
Rosa de Bengala 
Similar a lo ocurrido con las plantas que sobre-expresan la Trx-m, la acción del Rosa de Bengala 
sobre las plantas que sobre-expresan la Trx-f fue mucho menor que la observada con los dos 
oxidantes utilizados previamente (MV e Hidroperóxido de Cumeno). Tanto a los 12 como a los 16 
días de desarrollo, la sobre expresión de Trx-f en estas plantas no produjo un aumento en la 
superviencia de las mismas (Figura 30 A y B). 
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Figura 30. Efecto del tratamiento con Rosa de Bengala en la supervivencia de plantas OE-1 pTrx-f.  
A: 20 Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 7 µM de Rosa 
de Bengala y a los 16 días de desarrollo fue registrada la proporción (plantas verdes/ germinadas). Fue realizado ANOVA de 
un factor (NS) con N: 4 para las OE-1 pTrx-f y N: 10 para la línea salvaje. B: Fotografía de plantas OE-1 pTrx-f y plantas 
salvajes luego del tratamiento de Rosa de Bengala (descripto en A) durante 12 días. Columbia: línea salvaje, OE-1 pTrx-f: f1, 
f2, f3, f4, f5, f6. 
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Dietilmaleato 
Las semillas de las distintas líneas OE-1 pTrx-f fueron sembradas en un medio de cultivo 
suplementado con 2,5 mM de Dietilmaleato, y sometidas a un régimen lumínico alternativo (16 
horas de iluminación, 8 horas de oscuridad). Luego de 15 días, el % (plantas verdes/germinadas) fue 
(26,80 ± 11,04), (19,25 ± 14,39), (5,26 ± 5,26), (15,88 ± 5,96), (14,28 ± 8,16), (32,50 ± 7,39) y 
(27,12 ± 14,21) en plantas salvajes, OE-1 pTrx-f1, -f2, -f3, -f4, -f5 y -f6 respectivamente (Figura 
31). Las Trx-f, y anteriormente las Trx-m, son proteínas que han sido vinculadas permanentemente 
a la reducción de los grupos sulfhidrilo pero, llamativamente la sobre-expresión de las mismas no 
provee una protección adecuada al dietilmaleato, un reactivo especìfico para dichos grupos. 
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Metales Pesados 
A partir de las plantas transgénicas obtenidas en nuestro laboratorio surgió una colaboración con el 
grupo de investigación del Dr Pagano (Cátedra de Bioquímica, Fac. Agronomía, UBA). Con ellos 
analizamos la respuesta de las plantas mencionadas al estrés oxidativo originado por metales 
pesados. En estos estudios fue utilizado el Cd2+, un metal no redox incapaz de participar en la 
reacción tipo Fenton. La fitotoxicidad provocada por el Cd2+ ha sido atribuida a su reactividad con 
ligandos que contienen oxígeno, nitrógeno y azufre, causando en consecuencia estrés oxidativo a 
través de la generación de ROS. 
 
Dado que, al igual que la Trx-m 

1-la Trx-f podría participar en una respuesta general al estrés y no solamente en tejidos verdes 
por un efecto indirecto, y  
2-las concentraciones tóxicas de los metales inhiben el crecimiento radicular  
 

Fue analizada la tolerancia de las plantas que sobre-expresan la Trx-f al CdCl2 estimando la 
sensibilidad del crecimiento radicular. Las semillas fueron sembradas en una placa de Petri con 
medio de cultivo suplementado con 0, 50, 100 y 200 µM de CdCl2, sometidas a bajas temperaturas 
para sincronizar la germinación, y cultivadas verticalmente durante 7 días para determinar la 
longitud de las raíces (mm). 

Figura 31. Efecto de la Trx-f en el tratamiento con Dietilmaleato en plantas OE-1 pTrx-f. 
Semillas de las diferentes líneas vegetales fueron sembradas en medio de cultivo MG suplementado con 2.5 mM de 
Dietilmaleato y a los 16 días de desarrollo fue registrada proporción (plantas verdes / germinadas). Fue realizado 
ANOVA de un factor (NS) N>6. 
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En ausencia del metal la elongación radicular fue mayor en columbia (28,8 ± 1,4 mm), OE-1 pTrx-
f6 (30,6 ± 2,34 mm) y un poco menor en OE-1 pTrx-f1 (22 ± 1,8 mm) y OE-1 pTrx-f2 (20,6 ± 2,3 
mm) (p<0,05 mm). Con el suplemento de 50 µM Cd2+ al medio de cultivo, las líneas transgénicas 
OE-1 pTrx-f1 (38,5 ± 4,1 mm) (p<0,001), OE-1 pTrx-f2 (32,4 ± 3,5 mm) (p<0,001), OE-1 pTrx-f6 
(28,8 ± 3,6 mm) (p<0,001) desarrollaron mucho mejor que la especie salvaje (17,7 ± 2,4 mm) 
(Figura 32). El % de crecimiento radicular de cada línea cultivada con y sin Cd2+ fué 175 %, 157 % 
y 93 % respectivamente respecto a la salvaje (61,39 %). Mayores concentraciones de Cd2+ 
disminuyeron las diferencias observadas y afectaron el crecimiento de todas las líneas. Los 
resultados demostraron que la sobre-expresión de Trx-f en las diversas líneas OE-1 pTrx-f confirió 
resistencia al Cd2+. Los niveles y las diferencias en la resistencia son significativos sólo en una 
angosta ventana de concentraciones de Cd2+.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    
    

Figura 32. Efecto de la Trx-f sobre la elongación de raíces de las plantas OE-1 pTrx-f tratadas 
con CdCl2 
20 semillas de cada línea vegetal fueron sembradas en cajas conteniendo medio de cultivo suplementado con 1: 
0, 2 50, 3: 100 y 4: 200 µM CdCl2. Luego del tratamiento de frio, fueron cultivadas 7 días verticalmente para 
facilitar la posterior cuantificación de la raíz pricipal en mm. 
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I-Rasgos fenotípicos de las plantas transgénicas. 
Características Generales de las plantas AS-3 Trx-f1 en condiciones normales de 
luz y temperatura 

I.1-Germinación de las semillas 

La manipulación genética de las plantas no afectó la viabilidad de las semillas que presentaron un % 
de germinación del (94 ± 6) % en la línea AS-3 Trx-f1 y (84 ± 4) % en las plantas salvajes (p>0,05 
análisis t, N: 2). 
 
I.2-Morfología de las plantas 

Apenas comenzamos con el análisis de las plantas, fue identificada la línea transgénica AS-3 Trx-f1 
debido a su fenotipo particular. Sus hojas eran más pequeñas, delgadas y cloróticas que la planta 
salvaje durante el desarrollo (Figura 33 A y B). 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 

Figura 33. Morfología de la línea transgénica AS-3 
Trx-f1 y plantas salvajes. 
A- Plantas adultas de 30 días y B-Plantas jóvenes de 12 días. 

A 

           AS-3 Trx-f1                     Columbia salvaje       

B 

             AS-3 Trx-f1   Columbia salvaje       
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I.3-Biomasa vegetal 

El tamaño menor observado en las hojas de la línea transgénica AS-3 Trx-f1 fué ratificado en un 
análisis de Biomasa. El peso fresco de la línea transgénica resultó aproximadamente la mitad 
[(156,8 ± 13,8 mg) (p<0,0001)] que el observado para las plantas salvajes (371,4 ± 27,3 mg) (Figura 
34 A). Y la reducción del peso seco fue aun mayor: (13,7 ± 1,2) mg para la línea AS-3 Trx-f1 
(p<0,0001) y (38,7 ± 3 mg) para las plantas salvajes (Figura 34 B). Congruente con ello, el cociente 
peso fresco/peso seco fué mucho mayor en la planta transgénica debido a la mayor reducción en su 
peso seco (Figura 34 C). Estos resultados sugieren que una pequeña reducción en la expresión de 
Trx-f limitarían el crecimiento de la planta. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
I.4-Contenido de almidón y azúcares solubles  

Resultados previos de este trabajo (parte I y II) demostraron que la mayor expresión de Trx-m o 
Trx-f incremenó el contenido de almidón en los cloroplastos de las hojas. Congruente con ello, el 
contenido de almidón en las hojas de las plantas antisentido para la Trx-f fué casi la mitad del nivel 
determinado para la planta salvaje (Figura 35 A). Sin embargo este efecto no fué acompañado por el 
contenido de azúcares solubles, que resultó similar en la línea transgénica y las plantas salvajes 
(Figura 35 B). Cuando el flujo a través del ciclo de Benson Calvin se reduce debido a la 

Figura 34. Efecto de la expresión reducida de la Trx-f en la Biomasa vegetal de las plantas AS 3 Trx-f. 
Plantas de 30 días de columbia salvaje y AS-3 Trx-f1 fueron utilizadas para determinar A-Peso fresco, B-Peso seco, C- 
Relación peso fresco/ peso seco. Fueron  analizados los datos mediante análisis t para muestras desapareadas para N: 4.  
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disminución de una enzima relacionada (en este caso Trx-f), la planta mantiene la tasa de 
crecimiento y el nivel de azúcares exportables a expensas del contenido de almidón. Esta 
característica pudo observarse con plantas antisentido para la SBPasa [204] y FBPasa [184], para la 
Aldolasa plastídica, y la AGPasa (sintetasa de almidón) [205]. 
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I.5-Contenido de clorofila 

La Línea AS-3 Trx-f1 presentó reducción en los niveles de clorofila a (57,7 %) y clorofila b 
(27,32 %) respecto a la planta salvaje. La relación Clorofila a/ Clorofila b fué 3,67 para AS-3 Trx-f1 
y 1,74 para Columbia salvaje. Los niveles de carotenoides de la línea AS-3 Trx-f1 presentaron un 
72,19 % respecto a la planta salvaje (resultados no mostrados) Esta reducción en el nivel de 
carotenoides y clorofila b, estarían reflejando una disminución de la captación de energía lumínica 
dada por el complejo antena. Este fenómeno es común en plantas que se encuentran en ambientes 
muy soleados, donde las mismas necesitan reducir la captación de energia lumínica de manera de 
disminuir la fotoinhibición. 

Figura 35. Efecto de la expresión reducida de la Trx-f en el contenido de almidón y azúcares 
solubles en plantas AS-3 Trx-f1. 
Fueron cosechados ca. 15 discos (0.6 cm) de las hojas más grandes provenientes de 15 plantas de 45 días de 
desarrollo expuestas 10 hs a la luz. Luego de la extracción del material fue determinado: A-El contenido de almidón 
en la fracción insoluble (µg almidón/mg hoja) (N: 2) y B-El contenido de azúcares solubles en la fracción del 
sobrenadante (µg glucosa/mg hoja) (N2). En ambos casos los datos fueron relativizados a la planta salvaje y fueron 
analizados mediante Análisis de T. 
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1.6 Actividad enzimática de enzimas de Benson Calvin 

Debido a que la Trx-f regula la actividad de varias enzimas del ciclo de Benson Calvin, decidimos 
analizar a dos de estas enzimas (SBPasa y FBPasa) para determinar el efecto de la reducción de la 
misma sobre sus actividades. Fue observada una pequeña reducción en la actividad de la enzima 
SBPasa, aunque no muy significativa y similar actividad de la FBPasa endógena en plantas 
antisentido AS-3 Trx-f1 y plantas salvajes (Figura 37-A y B). Este resultado indica que los niveles 
de dos enzimas claves del ciclo de benson Calvin no son afectados por la expresión. Esto es 
coherente con estudios previos en los cuales la reducción de una enzima de Benson Calvin sujeta a 
regulación redox, no afecta sensiblemente la actividad de las otras enzimas del ciclo y modifica 
significativamente los metabolitos intermediarios. 
 
1.7 Actividad Trx-f 

Para determinar la actividad de la Trx-f en plantas AS-3 Trx-f1 y plantas salvajes recurrimos a una 
medición indirecta basada en la capacidad de esta proteína para activar específicamente a la 
FBPasa. Para ello utilizamos: 1-FBPasa recombinante de colza y 2-extracto dializado y calentado 
para inactivar a la FBPasa sensible a temperaturas que no modifican la actividad de Trx. Utilizamos 
distintos volúmenes de este extracto para determinar la capacidad de activación del mismo respecto 
a la FBPasa comparativamente. Aunque se observa un pequeño incremento en la activación de la 
FBPasa endógena con el extracto de las plantas salvajes, no resultó significativo. 
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Figura 36. Efecto de la expresión reducida de la Trx-f en la clorofila de las plantas AS-3 Trx-f1. 
El contenido de clorofila fue determinado en 3 muestras de 3 discos (0.28 cm2) de hojas de plantas de 30 días, en dos 
experimentos independientes. Fueron incubados 24 hs a 4ºC en oscuridad en 1 ml de dimetilformamida, determinada la 
absorbancia a 647 y 664.5 nm y calculados las concentraciones de A-Clorofila a y B-Clorofila b (mg/L) según los 
espectros y coeficientes establecidos en [3] Los datos fueron expresados por cm2 de hoja, relativizados a los valores 
obtenidos para las plantas salvajes y analizados mediante prueba de T.  
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Figura 37. Efecto de la expresión reducida de la Trx-f en la actividad de SBPasa y FBPasa . 
Fueron preparados extractos partir de ca. 25 discos de hoja (0.6 cm de diámetro) de plantas de 35 días en Tris-HCl 50 
mM (pH 7.9), EDTA 3 mM, βMet 0.05%, y NaCl 50 mM. El homogenato fué centrifugado a 12000g y la fraccióm 
sobrenadante dializada (MCWO 6-8KDa) contra Acetato de Sodio 50 mM (pH 5.5), βMet 0.01% y EDTA 0.1 mM. 
A-Actividad SBPasa: La actividad fue determinada en buffer Tris-HCl 100 mM (pH 7.9), MgCl2 15 mM, DTT 10 mM, 
SBP 1.5 mM y EGTA 0.5 mM durante 30 minutos a 24ºC. La reacción fue frenada con el agregado del reactivo de 
CHEN (3 minutos a 37ºC). Como control se eliminó el SBP de la mezcla de reacción. B-Actividad FBPasa: La 
actividad fué determinada en Tris-HCl 50 mM (pH 7.9), FBP 3 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 0.1 mM y DTT 20 mM 
durante 20 minutos a 23ºC. La reacción fue frenada con el agregado de CHEN (3 minutos, a 37ºC). Como control fue 
determinada la actividad en presencia del inhibidor fructosa-6-fosfato 3 mM. C-Actividad Trx-f: La FBPasa 
recombinante de colza (ca 0.7µg) fue preincubada por 10 minutos con distintas concentraciones de Trx (µl extracto) en 
buffer Tris-HCl 100 mM (pH 7.9), CaCl2 0.1 mM FBP 0.75mM y DTT 1mM. La capacidad catalítica de la enzima fue 
medida con el agregado de una solución de buffer Tris-HCl 100mM (pH 7.9), MgCl2 2mM, FBP 1mM y EGTA 0.1mM 
e incubación de 3 minutos. Las reacciones fueron detenidas por el agregado del reactivo de Chen  para la determinación 
del fosfato liberado. 
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El sistema cloroplástico de Trxs conocido a finales de los 1990` era relativamente simple. Estas 
organelas contenían dos Trxs denominadas Trx-m y Trx-f, involucradas en la regulación 
dependiente de la luz de varias enzimas relacionadas principalmente al metabolismo del carbono. 
Inicialmente, fueron implicadas NADP-MDH, cFBPasa, GAPDH, SBPasa, PRK, ATPasa y G6PDH 
pero luego fueron identificadas nuevas enzimas: ACCasa, AGPasa, Rubisco activasa y sugeridas 
GS, Fenilalanina amonio liasa, Fd-GOGAT, APS y RB60. Desde su descubrimiento muchos 
estudios permitieron comprender el mecanismo molecular subyacente de la regulación dependiente 
de Trx de varias enzimas, clonar los genes involucrados, y obtener las estructuras cristalinas. Sin 
embargo esta visión simple fue abruptamente modificada a partir de la incorporación de la 
genómica y proteómica. 
 
La secuenciación del genoma de Arabidopsis reveló la presencia de dos secuencias para la Trx-f, 
cuatro secuencias para la Trx-m, incluyendo nuevos tipos de Trxs cloroplásticas: una Trx-x y dos 
Trx-y. La comparación de secuencias de las Trxs vegetales, animales, bacterianas y de levaduras 
sugirió un origen procariota para las Trx-m, Trx-x y Trx-y, y un origen eucariota para las Trx-f. La 
multiplicidad de Trxs (con distinto origen evolutivo) planteó la posibilidad de especificidad o 
redundancia en las mismas. Este problema fue examinado empleando distintas estrategias: 
 

a-Complementación funcional con las Trxs cloroplásticas en una doble mutante de Trxs 
citoplasmáticas en levaduras. 
b-Estudios bioquímicos con las proteínas blanco purificadas y las diversas Trxs 
cloroplásticas. 
c-Aislamientos de nuevos blancos utilizando Trx mutantes de monocisteína acopladas a una 
matriz para aislar proteínas a partir de extractos cloroplásticos o visualización de tioles 
reducidos (monobromobimano, Cy5 maleimida, 14C-Iodoacetamida en proteínas blanco 
luego de incubación con Trx. 

 
En este trabajo fue abordado el tema de la especificidad o redundancia con dos nuevos enfoques: 
 1-El primero y más importante fué la preparación de plantas de Arabidopsis con los niveles 
de Trx-m o Trx-f cloroplásticas modificados para observar el efecto provocado en la planta sobre 
diferentes parámetros fisiológicos y distintas condiciones de cultivo, y  
 2-Complementar el primer enfoque, analizando la expresión de las isoformas de Trx 
cloroplásticas en diferentes condiciones de estrés. 
 
Fueron obtenidas en total 10 líneas transgénicas independientes, homocigotas, sobre-expresantes de 
la Trx-m o Trx-f con niveles de expresión ca.1,4 -10 veces superiores a las plantas salvajes. Por el 
contrario, a pesar de que analizamos más de 40 líneas transgénicas independientes transformadas 
con las cuatro construcciones antisentido, fué obtenida una única línea, AS-3 Trx-f1 con niveles de 
Trx-f reducidos un 20 % (relativo al salvaje) en plantas completamente desarrolladas. 
 
La biomasa vegetal de estas plantas fué modificada en base a una reducción, más que a un aumento 
en el contenido de Trx. Niveles elevados de Trx-m o Trx-f (hasta 10 veces más) no modificaron 
apreciablemente el peso fresco y peso seco de las plantas transgénicas. En cambio, una reducción 
tan sólo del 20 % de Trx-f en las plantas de Arabidopsis redujo el peso fresco a la mitad y más aún 
el peso seco. Estos resultados serían congruentes con una reducción en (i)-el nivel de 
intermediarios, (ii) la velocidad del ciclo de Benson-Calvin y (iii) el contenido de fotosintatos, a 
raíz de la menor activación de varias enzimas participantes del mismo por la Trx. En conjunto, los 
datos coinciden con la reducción en el crecimiento y/o biomasa vegetal en plantas antisentido para 
las enzimas del ciclo de Benson Calvin reguladas por Trx (FBPasa, SBPasa, Rubisco activasa) 
aunque el nivel de reducción enzimática para observar el efecto fué variable. Por otro lado, a 
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diferencia de nuestro trabajo, tanto la reducción como el incremento de la MDH en plantas 
transgénicas, modificaron la biomasa vegetal.  
Sin embargo, la actividad de las enzimas SBPasa, y FBPasa no se modificaron en las plantas AS-3 
Trx-f1 y la actividad de la Trx-f es similar a las plantas salvajes a pesar de la reducción del 
contenido proteico. Estos resultados pueden ser consecuencia de (i)-una baja sensibilidad en la 
metodología utilizada para detectar pequeños cambios en las determinaciones enzimáticas o (ii) 
puede ser el resultado de una regulación muy fina que permite ajustar la activación de las enzimas 
de Benson Calvín con gran plasticidad. Estos resultados coinciden con estudios previos en los 
cuales la reducción de una enzima de Benson Calvin sujeta a regulación redox, no afecta 
sensiblemente la actividad de las otras enzimas del ciclo y modifica significativamente los 
metabolitos intermediarios.  
 
En los cloroplastos de las hojas, el almidón es sintetizado durante el día como una reserva transiente 
y degradado durante la noche para mantener el metabolismo no fotosintético y la exportación de 
sacarosa. La AGPasa cataliza el primer paso en la síntesis de este polímero convirtiendo glucosa 1-
fosfato y ATP en ADP glucosa y PPi. En este trabajo fué observado que una elevada expresión de 
Trx-m o Trx-f aumentó el contenido de almidón y azúcares solubles en las hojas de las plantas 
transgénicas por lo menos al doble. Este resultado es coherente con estudios previos en los cuales 1-
la incubación in vitro de la AGPasa con Trx-f o Trx-m o 2-estudios con discos de hojas tratadas con 
DTT aumentaron más de tres veces la actividad de la enzima y el contenido de almidón, 
respectivamente [151, 206]. En cambio, la disminución del contenido de Trx-f en las plantas 
antisentido AS-3 Trx-f1, redujo el contenido de almidón a la mitad y no provocó ningún efecto 
sobre el contenido de azúcares solubles en las hojas. Cuando el nivel de Trx-f disminuye (al igual 
que ocurre con plantas antisentido para la FBPasa, SBPasa y PRK), para la planta es una prioridad 
mantener la tasa de crecimiento y el nivel de azúcares exportables a expensas del contenido de 
almidón. 
El aumento en el contenido de almidón observado en las plantas que sobre-expresan Trx pudo 
deberse a un incremento de la síntesis o una disminución de la degradación. El aumento de Trx 
pudo incrementar el contenido de triosas fosfato destinadas a la síntesis de almidón en cloroplastos 
y el contenido de fosfoglicerato (3-PGA). Asimismo, la enzima AGPasa, clave en la síntesis de 
almidón, pudo activarse concertadamente por la Trx per se y por el regulador alostérico 3-PGA. 
Estas consideraciones no excluyen que la Trx-m y/o Trx-f participen directa o indirectamente 
disminuyendo la degradación de almidón. Estudios recientes que involucran bioquímica y 
proteómica han vinculado a las Trx-m y Trx-f con enzimas que participan en la degradación del 
almidón [207]. Es importante destacar que en las plantas OE-6 pTrx-m el contenido de almidón 
aumenta proporcionalmente al contenido de Trx-m, efecto que no resulta claro en las plantas OE-1 
pTrx-f. Esto podría ser resultado de un cambio post-traduccional que afecte la actividad en la Trx-f 
y resulte en la falta de correlación del nivel de proteína y niveles de almidón en hoja (ver más 
adelante). 
 

Al igual que la biomasa, el contenido de Clorofila a y b varió solamente cuando el nivel de 
Trx en la planta resultó limitante. Aunque las plantas transgénicas expresaron altos niveles de Trx-
m o Trx-f, los valores de clorofila a y b fueron similares a los observados para las plantas salvajes. 
Sin embargo, una pequeña reducción en el contenido de Trx-f disminuyó a la mitad el nivel de 
clorofila a y más aun de clorofila b y de carotenoides, reflejando una reducción de la captación de 
energía por el sistema antena. Este fenómeno es común en plantas que se encuentran en ambientes 
muy soleados, donde las mismas necesitan reducir la captación de energia lumínica para disminuir 
la fotoinhibición, congruente con una limitación de aceptores NADP+ y ADP+, resultante de la 
reducción de Trx-f.  
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Las plantas producen continuamente ROS, predominantemente en cloroplastos, mitocondrias y 
peroxisomas, que dañan las macromoléculas y metabolitos. Aunque la remoción de estos 
compuestos tóxicos debe ser estrictamente controlada, factores bióticos (infección bacteriana, 
insectos) y abióticos (alta irradiancia, drogas, alta temperatura) perturban el equilibrio entre la 
producción y la degradación de las ROS. En este contexto, es ampliamente conocido que el metil 
viológeno y el hidroperóxido de cumeno generan O2

.-/H2O2 en los cloroplastos iluminados, dañando 
en consecuencia a las plantas. La sobre-expresión de Trx incrementó la resistencia a ambas drogas 
oxidantes en las plantas transgénicas. El aumento de Trx-m duplicó o en algunos casos triplicó el % 
de plantas sobrevivientes a los tratamientos oxidativos. En cambio el aumento de Trx-f no afectó 
por igual a ambos tratamientos y no observamos una correlación directa entre el nivel de proteínas y 
la respuesta observada. En presencia de hidroperóxido de cumeno, la supervivencia de las plantas 
transgénicas (líneas OE-1 pTrx-f1, -f2, -f4, y –f6) fué tres o más veces superior a las plantas 
salvajes. Esto es coherente con estudios de expresión del ARNm de Trx en plantas tratadas con 
peróxido de Hidrógeno, los cuales sugieren  una respuesta concertada de varias isoformas de esta 
proteína. Los niveles de expresión de la Trx-m1 (AF095749), Trx-m3 (AF095751), Trx-m4 
(AF095752) y Trx-f2 (AF144386) fueron máximos (APENDICE I, pg 104-A) en estas condiciones.  
En cambio el MV generó una respuesta ambigua: 1-líneas transgénicas con mayor respuesta 
antioxidante (OE-1 pTrx-f1 y –f3) o 2-mayor sensibilidad al tratamiento con MV que las plantas 
salvajes (OE-1 pTrx-f4 y –f6). Dado que el MV genera O2

.- que luego dismuta en H2O2, es posible 
que la elevada acumulación inicial del O2

.- sea suficiente para disparar una vía de señalización 
particular en respuesta al estrés oxidativo. Estos efectos generados ante la acción de Peróxido de 
cumeno y en parte MV, no fueron observados cuando se utilizaron Rosa de bengala, Dietilmaleato o 
diamida tres drogas que generan estrés oxidativo por un mecanismo diferente. 
 
Durante el desarrollo experimental no fue observada una correlación directa entre el nivel de 
proteína en las plantas sobre-expresantes de Trx-f y la respuesta observada, probablemente debido a 
una modificación post-traduccional. Estudios recientes, han establecido que en condiciones de 
estrés oxidativo el GSH participa en una modificación post-traduccional denominada 
glutationilación, consistente en la formación de disulfuros mixtos entre los tioles de la proteína y el 
GSH. Entre todas las Trxs cloroplásticas, la única sujeta a glutationilación in vitro es la Trx-f 
debido a la presencia de una cisteína extra muy conservada [178]. Sobre estas bases, si el aumento 
de de glutationilación afecta a la actividad PDOR de la Trx-f, entonces las variaciones en la 
proporción GSH:GSSG causadas por el estrés oxidativo podrían conducir a un grado diferente en la 
modificación post-traduccional de las Trx-f en cada una de las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f. 
Esto no excluye la existencia de otros mecanismos post-traduccionales que limiten la actividad 
PDOR de la Trx-f en estas plantas. 
 
Para hacer el estudio extensivo a otras ROS, fué estudiado el efecto del aumento de las Trx-m o 
Trx-f en las plantas sometidas a estrés oxidativo inducido por metales pesados o altos niveles de 
NaCl en el medio de cultivo. En estos ensayos observamos que la sobre-expresión de Trx en 
Arabidopsis resultó en plantas con un alargamiento de raíces menor a las plantas salvajes, aunque 
no en todos los casos fue significativo. Este efecto también fue observado al preincubar semillas de 
tabaco con DTT o GSH [208]. Tanto la incorporación de Fe2+, Cd2+ o NaCl al medio de cultivo 
provocó un acortamiento de las raíces de las plantas salvajes, reflejando la fitotoxicidad de la 
acumulación de estas sales. Sin embargo el aumento de Trx-m intensificó el acortamiento de las 
raíces en el medio suplementado con Fe2+ respecto al crecimiento en el medio estandar (MS ¼ X). 
Esto fue contrario a nuestras expectativas, ya que en experimentos previos demostramos el aumento 
de la capacidad antioxidante en las plantas que sobre-expresan Trx-m y supusimos que la misma 
podía extenderse al estrés oxidativo generado por la incorporación de Fe2+  al medio de cultivo. En 
varios trabajos fue sugerida la participación del GSH en la tolerancia a metales, aunque se 
desconocen los blancos directos [209, 210]. Por otro lado, en levaduras se ha correlacionado a las 
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Trx-s con la reducción del GSH. Sin embargo, un desbalance del buffer redox debido al aumento de 
Trx-m y aumento de la proporción GSH:GSSG generó contrariamente a lo esperado una débil 
hipersensibilidad al Fe2+ en el crecimiento radicular y no tuvo efecto durante el desarrollo de plantas 
adultas. En cambio, en las plantas OE-1 pTrx-f, la sobre-expresión de Trx-f revierte la fitotoxicidad 
del Cd2+ sobre el alargamiento radicular con un acortamiento importante en las plantas salvajes y un 
alargamiento radicular significativo (32-110%) en las líneas transgénicas OE-1 pTrx-f. La Trx-f 
parece tener una respuesta diferente frente a este metal y no sólo afectaría al crecimiento radicular, 
como ocurrió con la Trx-m y el Fe2+, sino también al crecimiento de las plantas disminuyendo el 
contenido de Cd2+ en sus hojas. Dos posibles explicaciones sugerimos ante este hecho: 
 
1-Es posible que en condiciones de estrés oxidativo (generado por Cd2+), la Trx-f presente 
glutationilación dismuyendo la activación de varias enzimas del ciclo de Benson Calvin. De esta 
manera permite direccionar el poder reductor hacia la detoxificación de ROS a través de la 
activación de la ascorbato-peroxidasa y glutation-peroxidasa y peroxirredoxinas. Esta suposición es 
congruente con la variación en el nivel de ARNm de enzimas involucradas en fotosíntesis o 
respuesta antioxidante en Chlamydomonas reinhardtii incubadas en presencia de Cd2+.[211] 
2-Otra posible explicación es que la mayor expresión de la Trx-f específicamente afecte la actividad 
o expresión de alguna/s enzima/s involucradas en la disminución de la incorporación o el aumento 
del eflujo de Cd2+ a través de bombas.  

 
Por otro lado, el % de reducción del crecimiento radicular con el tratamiento salino respecto al 
crecimiento en condiciones normales, resultó menor para las plantas con mayor expresión de Trx-m 
que las plantas salvajes. Estos efectos serían indirectos y por eso no muy significativos. En estas 
condiciones, cambios en el contenido de Trx-m y en el balance GSH:GSSG pudieron activar 
proteínas regulatorias sensibles a cambios redox que controlan la actividad de enzimas 
indispensables durante la germinación y el desarrollo de las plántulas sin afectar el crecimiento de la 
planta adulta.  
 
Cuando las plantas están expuestas a una intensidad lumínica muy elevada, la presencia simultánea 
de a) reacciones altamente energéticas y b) elevadas concentraciones de O2 contribuyen a la 
formación de una elevada proporción de ROS durante el proceso fotosintético [212]. Esto 
desencadena la inactivación del PSII y la inhibición de la fotosíntesis. Las plantas utilizan dos 
estrategias para proteger al aparato fotosintético de la fotoinhibición: 
 

1-La disipación térmica del exceso de energía de excitación en el complejo antena del PSII 
(Qnp) y 
2-La habilidad del PSII de transferir electrones a varios aceptores en el cloroplasto debido a 
su capacidad para transferir los equivalentes de reducción en la cadena transportadora de 
electrones (Qp) [213].  

 
Para estudiar indirectamente la actividad fotosintética de las plantas en condiciones de estrés 
lumínico, determinamos la fluorescencia en hojas de plantas salvajes y transgénicas OE-6 pTrx-m 
sometidas 4 hs a altas irradiancias. La sobre expresión de Trx-m redujo la eficiencia fotosintética en 
plantas sometidas a estrés lumínico, principalmente por una disminución en la habilidad del PSII de 
transferir electrones a varios aceptores en los cloroplastos de las plantas transgénicas OE-6 pTrx-m 
(Qp) y aumentó el apantallamiento no fotoquímico (Qnp), debido a que el exceso de energía 
originado por la sobre reducción de la cadena transportadora de electrones fotosintéticos se disipó 
como calor. Por otro lado, el análisis de la  expresión del ARNm de Trx-m de Arabidopsis muestra 
que las plantas expuestas a altas irradiancias aumentan la expresión del ARNm de las Atm1 y Atm4 
respecto a las plantas control. Este aumento es muy significativo y sugeriría que ambas isoformas 
son las responsables en la respuesta oxidante en estas condiciones (APENDICE I, pg 104). 
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Estudios previos mostraron que la reducción en el contenido de cFBPasa en plantas aclimatadas a 
baja temperatura y 50 µmoles quanta/m2s presentó una reducción e incremento en el 
apantallamiento fotoquímico y no fotoquímico respectivamente [202]. En base a ello y a que la Trx 
activa a varias enzimas del ciclo de Benson Calvín consumiendo ATP y NADPH, supusimos que un 
aumento en la expresión de esta proteína llevaría a un incremento del apantallamiento fotoquímico 
en condiciones de estrés lumínico. Paradójicamente el aumento de Trx-m en estas plantas redujo el 
apantallamiento fotoquímico y aumentó el no fotoquímico. En los últimos años, los estudios de 
proteómica adjudicaron nuevas funciones a las Trxs cloroplásticas vinculándolas a la regulación del 
transporte de electrones a través del PSII y PSI, sin conocer evidencias sobre los procesos 
específicos que ellas regularían.  
 
En plantas vasculares la relación estequiométrica de PSII/PSI: 1.7 junto con el mayor tamaño del 
complejo antena que acompaña al PSII plantea una mayor absorción de quanta por parte de éste 
fotosistema. Sin embargo, el flujo de electrones más eficiente entre los PSII y PSI requiere 
coordinación en la tasa de absorción y utilización de la energía lumínica por ambos fotosistemas. 
Esto se logra mediante una proteína quinasa en la membrana tilacoidal del cloroplasto que fosforila 
un residuo treonina en el complejo proteína-pigmento del LHCII y de esta forma, migra hacia 
regiones donde la membrana no constituye sacos. Esta migración lateral modifica el balance 
energético a favor del PSI, que se ubica en la lamela del estroma [155-159].  
Un modelo propuesto establece que la reducción del complejo plastoquinona y citocromo b6f por 
baja-media irradiancia (i.e cuando el PSII ha sido activado más frecuentemente que el PSI) provoca 
un cambio conformacional en la quinasa tilacoidal que fosforila LHCII, ocultando el puente 
disulfuro presente en la misma y activándola para fosforilar proteínas de LHCII. En alta irradiancia 
se expone el puente disulfuro de la enzima por un mecanismo desconocido que es reducido por el 
sistema FTR a través de la Trx, HCF164 u otros tioles estromáticos (i.e exceso de equivalentes de 
reducción) inactivando a la quinasa y anulando la fosforilación de proteínas en LHCII [160]. Un 
aumento de la Trx-m en las plantas OE-6 pTrx-m en condiciones de alta irradiancia, resultaría en 
una mayor inhibición de la kinasa y consecuentemente la no fosforilación de proteínas del LHCII 
impediría su movilización. De esta manera el sistema quedaría desbalanceado y el PSII sobre 
reducido  
 
En conjunto estos resultados sugieren que las Trx-f y Trx-m: (1) regulan in vivo la síntesis de 
almidón, probablemente a través de la activación de la AGPasa, (2) participan en la respuesta al 
estrés oxidativo, probablemente a través de mecanismos diferentes dependiendo de las ROS 
generadas, y (3) participan en la regulación del transporte de electrones fotosintéticos, modificando 
la eficiencia fotosintética y apantallamiento fotoquímico en estrés lumínico. 
Por otro lado, ratifican su participación en el ciclo de Benson Calvin y procesos relacionados 
(biomasa vegetal) y en la regulación del contenido de pigmentos para regular la captación lumínica.  
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I -PREPARACION DE PLANTAS TRANSGENICAS 

Preparación de las construcciones genéticas  

En general, las técnicas de biología molecular, siguieron los lineamientos sugeridos en los 
protocolos de los proveedores de los distintos insumos y los descriptos en diversos manuales de 
laboratorio [214, 215]. 
 
Subclonado del ADNc de la Trx en el vector binario pBI121 en E. coli  

El vector binario pBI121 (AF485783), es un plásmido de 14,7, capaz de replicar en Escherichia coli 
y Agrobacterium tumefaciens, utilizado ampliamente para la transformación de plantas (Apéndice 
III, pg 106). 
 
 Preparación de los insertos que codifican para la variante de Trx 
La preparación de los insertos fue realizada a partir de: a)-ADNc amplificados por PCR o b)-
subclonados en forma directa de una preparación de ADN plasmídico del pET-22 b (+)-Trx-m 
Precursora (534 pb). 
 

a-ADNc amplificados por PCR  
El ADNc del precursor de la Trx-f fue amplificado mediante PCR para su sobre-expresión, y el 
ADNc del precursor y la forma madura de la Trx-f y Trx-m para la sub-expresión de las proteínas. 
Para una mayor fidelidad en la reacción de síntesis fue utilizada Vent–DNA polimerasa (New 
England Biolabs), y la concentración final de los reactivos fue 4 mM de MgSO4, 0,2 mM de cada 
dNTP (Gibco-BRL), 0,2 µM de cada oligonucleótido (DNAGency) (Tabla 1), 1 unidad enzimática 
de Vent–DNA polimerasa, y 5-10 ng de molde por reacción. En todos los casos fueron realizados 
controles negativos que no incluían al ADN. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un ciclador 
térmico (MJ Research) en un volumen final de 50 µl. 
 
 
Tabla 1.Oligonucleótidos y templados utilizados en la PCR para el subclonado de las Trxs. 

ADNc  Oligos Secuencia  5`→3` Restricción Templado 
OE-pTrx-f  Sense FN 

Sense FC 
ACCGGATCCATGCCTCTGTCTCTGC 
ACGGAGCTCTCATCCCGAAGAACTA 

BamHI 
SstI 

pSPORT-1-
pTrx-f  
 

AS-pTrx-f  Anti FN 
Anti FC 

ACGGAGCTCATGCCTCTGTCTCTGC 
GACGGATCCTCATCCCGAAGAACTA 

SstI 
BamHI 

pSPORT-1-
pTrx-f  
  

AS-Trx-f 
madura  

AntiFN mad 
Anti FC 

ACGGAGCTCGTTGGTCAAGTGACGG 
GACGGATCCTCATCCCGAAGAACTA 

SstI 
BamHI 

pSPORT-1- 
pTrx-f 
 

AS pTrx-m  Anti MN 
Anti MC 

ACGGAGCTCATGGCTGCTTTCACCT 
GACGGATCCTCACTGCAAGAATTTA 

SstI 
BamHI 

pET-22b(+)-
pTrx-m  
 

AS Trx-m 
madura  

AntiMN mad 
Anti MC 

AAGGAGCTCGAAGCTCAGGACACTG 
GACGGATCCTCACTGCAAGAATTTA 

SstI 
BamHI 

pET-22b(+)- 
pTrx-m  
 

OE pTrx-m  
 

PEP12 
MADC15 

CACATATGGCTGCTTTCACTTGTA 
GCGGATCCTCACTGCAAGAATTTATC 

 OE-6 pTrx-m 

AS: antisentido, p: precursor, OE: sobre expresión sentido. El precursor de la Trx-f y Trx-m tienen 563 pb y 534 pb 
respectivamente. La Trx-f y Trx-m madura tienen 356 pb y 342 pb respectivamente. 
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El programa de amplificación utilizado fue: 
(1) 3´ a 94ºC para la desnaturalización inicial 
(2) 30 ciclos de amplificación  50´´ de desnaturalización a 94 ºC 
     50´´ de hibridización a 53ºC     
     50´´ de elongación a 72ºC   
(3)  5´ a 72ºC para terminar la síntesis de las cadenas incompletas. 
El producto de la reacción fue analizado en geles de agarosa 1% (p/v) en TBE 0,5 X 
conteniendo Bromuro de Etidio. 

Como molde fueron utilizadas preparaciones de ADN plasmídico pSPORT-1 (INVITROGEN) y 
pET-22b(+) (NOVAGEN) conteniendo el ADNc del Precursor de la Trx-f (563 pb) y el ADNc del 
Precursor de la Trx-m (534 pb) respectivamente (Tabla I), clonados a partir de una biblioteca de 
hojas de colza  [172] [171]. 
 
Los fragmentos amplificados por PCR (1 µg aproximadamente) fueron incubados 2 horas a 37ºC 
con 10 unidades de BamHI y 10 unidades de SstI en buffer NE I (New England Biolabs), BSA 0,1 
mg/ml en un volumen de 40 µl. El producto digerido fue purificado mediante una resina comercial 
(Wizard DNA-Clean Up, Promega) y resuspendido en 30µl de agua miliQ.  
Los productos fueron cuantificados en una electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en TBE 0,5 X 
por comparación con un marcador de peso molecular de masa conocida. 500 ng de cada preparación 
fueron precipitados con C2H3NaO2 y 2-propanol, y resuspendidos en 10 µl de agua miliQ  
 

b-ADNc subclonado en forma directa del pET 22b+-Precursor Trx-m  
La minipreparación de ADN plasmídico del pET22-b(+)-Precursor de la Trx-m (1 µg) fue incubada 
2 horas a 37 ºC con 20 unidades de XbaI y 20 unidades de SstI en buffer NE 4 (New England 
Biolabs), BSA 0,1 mg/ml en un volumen de 30 µl. La preparación fue sometida a una electroforesis 
preparativa en gel de agarosa low melting point 1% (p/v), y fue identificado y aislado un fragmento 
de 540 pb en un transiluminador de UV. La banda de ADN fue purificada por Wizard DNA-Clean 
Up system, (Promega) y resuspendida en 30µl de agua milliQ. Luego fue concentrada por 
precipitación con C2H3NaO2 y 2-propanol y resuspendida en 10 µl (ca. 200 ng) de agua miliQ. 
 

Preparación del vector binario 
Los fragmentos amplificados por PCR -a) y digeridos fueron clonados en el vector binario pBI121. 
Para ello ADN plasmídico del pBI121 obtenido en una maxipreparación (2µg) fué incubado 1,5 
horas a 37ºC con 20 unidades de BamHI y 20 unidades de SstI en buffer NE I (New England 
Biolabs), BSA 0,1 mg/ml en 40 µl de reacción. La preparación fue sometida a una electroforesis 
preparativa en gel de agarosa low melting point 1% (p/v), y fue observado y aislado un fragmento 
de ADN de 11,6 kb en un transiluminador de UV. La banda fue purificada por Wizard DNA-Clean 
Up system, (Promega) y resuspendida en 30µl (20 ng/µl) de agua miliQ. 
 
El ADNc del precursor de la Trx-m previamente digerido-b), fue subclonado en el vector pBI121. 
Para ello el ADN plasmídico pBI121 obtenido en una maxipreparación (1µg) fue incubado 2 horas 
a 37ºC con 20 unidades de XbaI y 20 unidades de SstI en buffer NE 4 (New England Biolabs), BSA 
0,1 mg/ml en 20 µl de reacción. La preparación fue sometida a una electroforesis preparativa en gel 
de agarosa low melting point 1% (p/v), y se identificó y aisló un fragmento de ADN de 11,6 kb en 
un transiluminador de UV. La banda fue purificada por Wizard DNA-Clean Up system, (Promega) 
y resuspendida en 30µl (20 ng/µl) de agua miliQ. 
 

Ligación de los fragmentos en el vector  
Los insertos preparados para el subclonado y el vector binario fueron sometidos a una reacción de 
ligación. La misma fue llevada a cabo con 5 unidades de la enzima T4 DNA-Ligasa (Promega), 1 
mM de ATP, una relación molar de inserto a vector de 3:1 en un volumen final de 20 µl e incubada 
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durante toda la noche a 16 ºC. Los productos de la ligación fueron precipitados con C2H3NaO2 3M 
(pH 5) y 2-propanol, resuspendidos en 5 µl de agua miliQ autoclavada y utilizados para electroporar 
bacterias.  

 
Electroporación de las células de E. coli 

Bacterias competentes E. coli DH5α (40 µl) fueron electroporadas con la reacción de ligación en un 
equipo Gene Pulser (Biorad), a 25 µF, 2500 V/cm, y 200 Ω. Fueron resuspendidas en 1 ml de medio 
SOC, e incubadas con agitación 1 hora a 37ºC para permitir la expresión del gen que confiere 
resistencia a la kanamicina. Luego fueron sembrados 100 µl en placas LB-Agar 1,5 % (p/v) / 
Kanamicina 100 µg /ml e incubadas toda la noche a 37ºC para permitir el desarrollo de colonias. 
 
  Preparación de células competentes E.coli DH5α 

5 ml de un cultivo saturado de bacterias incubado durante toda la noche a 37ºC fue 
diluído en 500 ml de medio LB, con agitación a 37 ºC hasta que OD600nm: 0,4-0,6 
(Crecimiento en fase exponencial). Luego el cultivo se centrifugó a 4ºC, 15 minutos 
a 6000 g, y el precipitado fue resuspendido en 250 ml de Glicerol 10% (v/v). La 
suspensión celular fue centrifugada nuevamente 15 minutos a 6000 g y el 
precipitado resuspendido en 250 ml Glicerol 10 (p/v). Este proceso fue realizado 
nuevamente con volúmenes de resuspensión menores de 125 y 25 ml de glicerol 
10% (p/v). Finalmente el precipitado bacteriano fue fraccionado (40µl) en tubos 
eppendorf de 0,5 ml y conservado a –80ºC. 
 
 

Identificación de los clones recombinantes 
 
a-PCR a partir de colonia única 

Las colonias cultivadas en las placas de LB-agar-Kanamicina fueron resuspendidas en 50 µl de agua 
estéril y calentadas 5 minutos a 100ºC. La suspensión fue centrifugada a 14000 xg durante 5 min y 
fueron  utilizados como molde para la PCR 2 µl del sobrenadante. 
Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada 
dNTP (Gibco-BRL), 0,2 µM de cada oligonucleótido (DNAGency), y aproximadamente 0,4 
unidades de Taq DNA Polimerasa (Instituto), en un ciclador térmico (GeneAmp PCR System 9600, 
Perkin Elmer) en un volumen final de 10 µl. El programa utilizado no se modificó, y el producto de 
la reacción fue analizado en geles de agarosa 1% (p/v). Los oligos utilizados (Tabla I), amplificaron 
fragmentos con un tamaño de ~560 y ~360 pb para el precursor y la forma madura de las Trxs. 
 
  b-Confirmación de la presencia del ADNc  
Los plásmidos de las seis construcciones fueron purificados a partir de una minipreparación de 
ADN e incubados 2 horas a 37ºC con 2 unidades/ reacción de BamHI-SstI en el caso de los 
productos subclonados a partir de la amplificación por PCR, o XbaI-SstI en el caso de los productos 
subclonados a partir del PET-22b+. El producto de la digestión fue analizado en geles de agarosa 
1% (p/v), y fueron observados los fragmentos de 570 y 530 pb para los precursores sentido y 
antisentido de la Trx-f y Trx-m y 350 y 340 pb para la forma madura de la Trx-f y Trx-m 
antisentido.  
 
  c-Confirmación de la orientación del fragmento en el plásmido 
Los plásmidos fueron aislados a partir de una minipreparación de ADN y fueron incubados 2 horas 
en un baño a 37ºC con 2 unidades de XbaI-NcoI en las construcciones de la Trx-m, y XbaI-DraI en 
las construcciones de la Trx-f.  El producto de la digestión fue analizado en geles de agarosa 1 o 2% 
(p/v). 
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Tabla 2: Estudio de la orientación del fragmento subclonado en el vector pBI121.  
 DraI/ XbaI NcoI/ XbaI 
Precursor Trx-f sentido 488 pb  
Precursor Trx-f antisentido 82 pb  
Trx-f antisentido madura 82 pb  
Precursor Trx-m sentido  295/45 pb no discrimina 
Precursor Trx-m antisentido  245/295 pb no discrimina 
Trx-m antisentido madura  245/ 100 pb no discrimina 
Las construcciones genéticas obtenidas fueron analizadas en un gel de agarosa luego de una doble digestión. Las enzimas 
empleadas fueron XbaI y DraI e el caso de la Trx-f y XbaI y NcoI en el caso de la Trx-m. PBI121 tiene otros sitios de 
corte para NcoI que no fueron incorporados a la tabla. 

 
d-Secuenciación de las construcciones 

Finalmente fueron seleccionadas las colonias que mostraron los fragmentos de restricción del 
tamaño y la orientación deseada en el vector, para verificar la integridad del ADNc. Fue realizada 
una minipreparación de ADN (500 ng) para el análisis de secuencia en un equipo automático 
(AlfExpress, Pharmacia) utilizando el primer 1211 (Cy5), cuya secuencia (homóloga al fago m13) 
está presente en el vector pBI121. En algunos casos fueron utilizados 5-10 µg de ADN para 
secuenciar a partir del extremo opuesto con primers internos (antiMC) (Tabla1), utilizando los 
dNTPs (Cy5) o los terminadores (Cy5) fluoresceinados (Pharmacia). 
 
  Preparación del plásmido 

A partir de 10 ml de cultivos de bacterias transformadas incubados toda la noche en 
LB 50 µg/ml Kanamicina (Kanamicina sulfato, Sigma), fue centrifugado el cultivo 
10 minutos a 7000 g, y el precipitado bacteriano resuspendido en 90 µl de Solución 
P1 con 100 µg/ml de RNAsa. Fueron agregados 200 µl de Solución P2, mezclado 
muy bien e incubado 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fueron 
agregados 150 µl de Solución P3, mezclado por inversión y fue incubado 10 
minutos en hielo. Luego de centrifugar a 4ºC durante 10 minutos a 14000 xg, el 
sobrenadante fue trasvasado a otro tubo eppendorf conteniendo 350 µl de 2-
propanol e incubado 15 minutos a temperatura ambiente. La muestra fue 
centrifugada durante 15 minutos a 14000 xg, y el precipitado obtenido resuspendido 
en 200 µl de agua estéril, para luego agregarle 100 µl de CH3CO2NH4 7,5 M (pH 
7,5) con incubación de 15 minutos en hielo. La suspensión fue centrifugado 10 
minutos a 4ºC, y el sobrenadante fue homogeneizado con 300 µl de isopropanol e 
incubado 15 minutos a temperatura ambiente. El precipitado fue obtenido por 
centrifugación a 14000 xg, 5 minutos a temperatura ambiente. El exceso de sales 
fue eliminado con EtOH 70% por centrifugación y el ADN fue resuspendido en 20-
50 µl de agua estéril. En algunas ocasiones fue necesario incubar nuevamente con 
100 µg/ml RNAsa 1 hora a 37ºC. Cuando fue requerida gran cantidad de ADN 
fueron realizadas varias preparaciones en simultáneo. 
 
Preparación de la muestras de ADN para su secuenciación 
Para secuenciar el ADN plasmídico obtenido e identificado en I.1.5, fue precipitado 
con un volumen de una solución P4 durante una hora en hielo, centrifugado a 4ºC a 
14000 xg, 20 minutos, y el precipitado fue resuspendido en 50 µl de agua 
autoclavada. Luego fue precipitado con Solución PP1. El precipitado fue lavado con 
EtOH 70% y resuspendido en agua autoclavada. 
 
Cuantificación del ADN 
Para cuantificar los ácidos nucleicos se utilizaron 2 metodologías. 
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1-Comparación de la intensidad de las bandas de las muestras con las de un 
marcador de peso molecular y masa conocidos en una electroforesis en gel de 
agarosa. 
2-Medición de la absorbancia en la muestra a 260 nm para ADN, 280 nm para 
proteínas, 230 nm para sales. La relación 260/280 debe ser cercana a 1,8 
 

Construcción del sistema binario 

 Electroporación de A. tumefaciens con el plásmido binario 
Bacterias competentes de A. tumefaciensi GV3101 (pMP90) [216] fueron electroporadas con el 
ADN de las construcciones previamente secuenciadas (aprox 1 µg), en un equipo Gene Pulser 
(Biorad), a 25 µF, 2500 V/cm, y 200 Ω. Fueron resuspendidas en 1 ml de medio SOC, e incubadas 
con agitación 1,5 hora a 28ºC para permitir la expresión del gen que confiere resistencia a la 
kanamicina. Luego fueron sembrados 100 µl en placas LB-Agar, 100 µg /ml Kanamicina, 50 µg/ml 
Rifampicina, 25 µg/ml Gentamicina y fueron incubadas 72 hs a 28ºC para permitir el desarrollo de 
colonias. Luego fue seleccionada una colonia de cada construcción por análisis del plásmido con 
mapeo de restricción. 
 
  Identificación de los clones recombinantes 
Fue seleccionada una colonia de Agrobacterium de cada construcción luego de analizar el plásmido 
por mapeo de restricción. 
 

Preparación de bacterias competentes de A. tumefaciens GV3101 
100 µl de cultivo saturado de bacterias incubado durante toda la noche a 28 ºC fue 
diluído en 100 ml de LB suplementado con glucosa 0,1 % y fue incubado a 28 ºC 
hasta alcanzar  una OD 600 nm: 1,2. Luego fue centrifugado a 4ºC (600 g, 20 minutos) 
y el precipitado fue resuspendido en 10 ml de 1 mM Hepes (pH 7). La resuspensión 
y centrifugación celular fueron repetidas dos veces y finalmente el precipitado fue 
resuspendido en 10 ml de Glicerol 10 % (v/v). Esta suspensión fue centrifugada y el 
precipitado resuspendido en 500-750 µl de glicerol 10 % (v/v) y fraccionado (45µl) 
en tubos eppendorf para conservar a –80 ºC.  

 
 
Transformación de las plantas  

La transferencia de los genes a las plantas fue realizada mediante infección con A. tumefaciens, un 
patógeno natural de algunas plantas dicotiledóneas. Para ello fue utilizado un sistema binario en el 
cual se introdujeron en la misma célula bacteriana un plásmido Ti desarmado que contiene los genes 
de virulencia (Helper Vir), cuyas proteínas actuan en ``trans´´ sobre el fragmento del ADN-T del 
segundo plásmido binario presente, el pBI121 (Apéndice III Figura 39, pg 106). 
 
Transformación de explantos de raíz y regeneración por organogénesis somática indirecta 
[173] 

 
Cultivo de las plantas 
Semillas de Arabidopsis thaliana, ecotipo Landsberg erecta, fueron desinfectadas superficialmente 
en una solución de Hipoclorito de Sodio 20% (p/v), Tween 20 0,05 % (p/v) durante 15 minutos, 
lavadas tres veces con agua estéril, y escurridas sobre un Buchner con filtro autoclavado. 
Finalmente fueron secadas en flujo laminar y sembradas en cajas magenta con medio de 
germinación (MG) (sales y vitaminas MS 1X; 10 g/l Sacarosa; 100 mg/l myo-inositol; 0,5 g/l MES; 
Agar 0,8 % (p/v) (20 semillas) (Tabla 3). Luego de 4 días en oscuridad a 4 ºC, fueron cultivadas en 
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una cámara de cultivo a 21-22 ºC y fotoperíodo largo (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) 
durante cuatro semanas.  
 
Preparación de las raíces  
Fueron separadas las raíces del resto del vástago de las plantas y cultivadas durante tres días en 
medio de inducción de callos (CIM) (Medio B5 modificado (Tabla 3); 20 g/l glucosa; 0,5 g/l MES; 
0,8% (p/v) agar; 0,5 mg/l 2,4-D; 0,05 mg/l Kinetina (Tabla 4) a 21-22 ºC y 16 hs luz [217].  
 
Infección con Agrobacterium 
Cultivos saturados de Agrobacterium conteniendo alguna de las seis construcciones preparadas en 
I.1.6 suplementados con Kanamicina 50 mg/l, Estreptomicina 25 mg/l fueron centrifugados y el 
precipitado resuspendido en 20 ml de LB. Las raíces pretratadas previamente fueron digeridas en 
fragmentos de 0,5 cm y mantenida su humedad con medio CIM líquido sin agar (Tabla 4). Las 
raíces fueron incubadas 10 minutos con 5 ml de la suspensión bacteriana, lavadas con medio CIM 
líquido, filtradas, secadas sobre papel de filtro y cultivadas 48 hs en placas con medio CIM Agar. 
 
 
Tabla 3.Composición de los medios B5 Gambourg modificado, Murashige Skoog MS 1X 
  B5 Gambourg 

(mg/l) 
MS 1X 
(mg/l) 

 
Macronutrientes 

 
(NH4)2SO4 

 
134 

 
- 

 KNO3                2500                1900 
 KH2 PO4 - 170 
 NH4NO3 -                1650 
 CACl2.2H2O                  150  440 
 MgSO4.7H2O 250  370 
 NaH2PO4.H2O 150 - 
Micronutrientes H3BO3                      3                      6,2 
 MnSO4.H2O                    10                    22,3 
 ZnSO4.7H2O                      2                      8,6 
 Na2MoO4.2H2O                      0,25                      0,25 
 CuSO4.5H2O                      0,025                      0,025 
 CoCl2.6H2O                      0,025                      0,025 
Vitaminas Acido nicotínico 100  500 
 Piridoxina-HCl 100 500 
 Tiamina-HCl                1000 100 
Fuente de Carbono Glucosa              20000 - 
 Myo-Inositol - 100 
 Sacarosa -              10000 
Buffer MES   500 500 
 FeSO4.7H2O - 278 
 Na2EDTA -----    37,26       37,26 

 

pH                        5,7       5,7 
 

 
 
Lavado de los explantos infectados e inducción de brotes  
Los explantos fueron lavados con 50 ml de medio CIM líquido, secados sobre papel de filtro e 
incubados en placas en medio de inducción de brotes (SIM) (Sales y vitaminas medio B5 
modificado (Tabla 3); 20 g/l glucosa; 0,5 g/l MES; 0,15 mg/l Acido Indol Acético (IAA); 5 mg/l 2-
IP (Tabla 4); suplementados con Vancomicina 500 mg/l, Kanamicina 50 mg/l) durante 2 semanas y 
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transferidos a una placa nueva reduciendo la cantidad de Vancomicina a 250 mg/l-0 mg/l durante 4-
5 semanas. 
 
Enraizamiento y desarrollo de las plantas 
Los brotes de aspecto saludable fueron transferidos a medio de inducción de raíces (RIM) (sales y 
vitaminas MS 1X; 2 mg/l NAA; 50 mg/l Kanamicina) (Tabla 4) y cultivados verticalmente para 
permitir el desarrollo de las raíces superficialmente. Luego fueron transferidos a MG sin hormonas 
para permitir el desarrollo posterior. 
 
Rusticación 
Las plantas enraizadas fueron transferidas a una mezcla de perlita: vermiculita: turba (1:1:1) 
autoclavada previamente humedecida con solución de riego y mantenida su humedad con film. 
Luego de una semana fue descubierto gradualmente. 
 
Tabla 4. Composición de los medios para la organogénesis somática indirecta 
Medio Hormonas mg/L Base 

CIM 2,4-D 0,5 B5 modificado 
 Kinetina 0,05  
SIM IAA 0,15 B5 modificado 
 2-IP 5  
RIM NAA 2 MS X 
CIM: Medio de inducción de callos; SIM: Medio de inducción de brotes; RIM: Medio de inducción de raíces. 
 

 
Transformación de Planta entera de Arabidopsis por Inmersión Floral [175]  

Cultivo de las plantas  
Semillas de A. thaliana, ecotipo Columbia, fueron desinfectadas superficialmente y sembradas en 
una placa de Petri Agar-agua 0,8 % (p/v) (20 semillas). Luego de 4 días en oscuridad a 4 ºC, fueron 
cultivadas en una cámara de cultivo a 21-22 ºC y fotoperíodo largo (16 horas de luz, 8 horas de 
oscuridad) por una semana. Las plantas germinadas fueron transferidas a vasitos con la base 
agujereada conteniendo una mezcla humedecida autoclavada de perlita: vermiculita: turba (1:1:1), 
cubiertas con rolopac para conservar su humedad por tres días, y regadas con solución nutritiva 
hasta alcanzar el desarrollo deseado. 
 
Inmersión floral en la solución bacteriana 
Fueron infiltradas inflorescencias con primordios florales en distintos estadíos preferentemente 
inmaduros. Cultivos bacterianos saturados preparados en LB 100 µg/ml Kanamicina; 50 µg/ml 
Rifampicina; 25 µg/ml Gentamicina; fueron cultivados toda la noche con agitación a 28 ºC, y 
preparados partiendo de colonias aisladas de A. tumefaciens GV3101 con las diferentes 
construcciones. Luego de centrifugar el cultivo a 700 g, 15 minutos, el precipitado fue resuspendido 
en medio de infiltración (MI) hasta obtener una DO 660nm de 1,4. Las inflorescencias de Arabidopsis 
fueron sumergidas aproximadamente cinco minutos en esta solución, e incubadas en posición 
horizontal durante dos días envueltas en rolopac. Finalmente fueron descubiertas y dispuestas 
normalmente para el desarrollo de las silícuas. 

 
Selección de las plantas Transgénicas 
Las semillas obtenidas a partir de las silícuas transformadas, fueron desinfectadas superficialmente 
y sembradas en Placas de Petri con MS 1 X-Agar 0,8 % (p/v), 50 µg/ml Kanamicina para 
seleccionar a las plantas que incorporaron el gen de la enzima neomicina fosfotransferasa II, y 
Vancomicina 250 µg/ml (bacteriostático) para eliminar el remanente de A. tumefaciens. Luego del 
tratamiento de frío, fueron llevadas a la cámara de cultivo para su germinación y desarrollo, durante 
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tres semanas. Las plantas resistentes a kanamicina (verdes) (F0) fueron transferidas a vasitos con la 
base agujereada conteniendo una mezcla de sustrato humedecida autoclavada de perlita: 
vermiculita: turba, cubiertas con rolopac para conservar su humedad por tres días, y regadas con 
solución de riego hasta completar su ciclo de vida y cosechar las nuevas semillas (F1). 
 
Estudio de la segregación del gen que confiere resistencia a Kanamicina 

Para este estudio las semillas F1 obtenidas por autofecundación a partir de cada planta aislada F0 
resistente a Kanamicina fueron desinfectadas superficialmente y sembradas en placas de Petri con 
MS 1X 1% Sacarosa 50 µg/ml Kanamicina. Luego del tratamiento de frío, fueron incubadas en 
cámara de cultivo a 21-22 ºC y fotoperíodo largo por tres semanas para permitir su germinación. 
Una vez contadas el número de plantas resistentes a Kanamicina respecto al número de plantas 
totales germinadas, fueron seleccionadas las placas de Petri de plantas F1 que mostraban un 
porcentaje de resistencia a Kanamicina del 75 % (Segregación de un único loci genético 
dominante). 10-20 plantas resistentes fueron elegidas al azar y fueron transferidas a mezcla de 
sustrato para completar su desarrollo. Las semillas (F2) obtenidas por autofecundación de estas 
plantas F1 fueron estudiadas de la misma manera y fueron seleccionadas las plantas cuya 
segregación mostraba un 100 % de resistencia a Kanamicina. Finalmente todos los estudios y 
análisis fueron realizados con las plantas que mostraron un único evento de inserción al azar en 
homocigosis. 
 

Análisis y caracterización de las plantas 

 
Identificación del transgen mediante PCR 

10-20 plántulas jóvenes fueron homogeneizadas mecánicamente en seco, y resuspendidas en 0,5 ml 
de buffer de extracción (BE). Luego de centrifugar (14000 xg, 10 minutos) el sobrenadante fue 
incubado 15 minutos con 0,5 ml de 2-propanol a temperatura ambiente, y centrifugado nuevamente. 
El precipitado obtenido fue lavado dos veces con EtOH 70%, y resuspendido en 50 µl de agua 
autoclavada[218]. Esta preparación (2-4µl) de ADN genómico fue utilizada como molde para la 
PCR.  
 
Las reacciones de amplificación fueron llevadas a cabo en 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada 
dNTP (Gibco-BRL), 1 µM de cada oligonucleótido (Gibco-BRL) (Tabla 5), y aproximadamente 1 
unidad de Taq DNA Polimerasa (Instituto). En todos los casos fueron realizados controles negativos 
que no incluían al ADN y controles positivos que contenían ADN plasmídico del pBI121 con las 
distintas construcciones. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un ciclador térmico (MJ 
Research) en un volumen final de 25 µl. 
 
El programa de amplificación utilizado fue: 
  

1 5´ a 95ºC para la desnaturalización inicial 
2 35 ciclos de amplificación  50´´ de desnaturalización a 94 ºC 
     50´´ de hibridización a 52ºC     
     1´´   de elongación a 72ºC   
3 10´ a 72ºC para terminar la síntesis de las cadenas incompletas. 
 
El producto de la reacción fue analizado en geles de agarosa 1% (p/v) en TBE 0,5 X 
conteniendo Bromuro de Etidio e identificados los fragmentos de ~1600 pb para el precursor de 
las Trx y ~1400 pb para su forma madura. 
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Tabla 5.Oligonucleótidos utilizados en la Identificación del transgén mediante PCR 
Oligonucléotidos Secuencia 5’→3’  Complementariedad 

1201 ACGGAGCTCATGCCTCTGTCTCTGC promotor del gen 35S del CaMV 
1224 GACGGATCCTCATCCCGAAGAACTA term del gen de la nopalina sintetasa 

 
 
Análisis de la abundancia de proteína mediante Western blot  

 Extracción de proteínas totales de A. thaliana 
Plantas (50-100 mg) incubadas 30 días en cámara de cultivo a 21-22 ºC, 16 hs luz /8 hs oscuridad, 
fueron homogeneizadas a temperatura ambiente en buffer E (100-200 µl). Luego de centrifugar 10 
minutos a 14000 xg, fue conservado el sobrenadante para realizar los ensayos. 
 
 Estimación de la concentración de proteínas  
La concentración de proteínas fue estimada mediante el método de Lowry et al, 1951 adaptado a 
múltiples muestras en placa de ELISA (170 µl totales/pocillo). Para ello fue realizada una curva 
patrón con BSA 0,05-0,5 µg/µl y fue comparado una dilución 1/20 de las diferentes muestras con la 
misma.  
 

Electroforesis en geles de Poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
Las muestras se disolvieron en buffer de siembra Z 1X, y fueron incubados 5 minutos a 100 ºC, 
centrifugadas y la fase soluble sembrada. Para la electroforesis en geles de poliacrilamida 
desnaturalizantes fue utilizado el protocolo seguido por Schägger & Von Jagow [219] con alta 
concentración de Tris y Tricina en el gel y en el buffer de electroforesis. El gel separador fue 10 % 
T, 1 M Tris-HCl (pH 8,45), SDS 0,1 % (p/v) y Glicerol 8 %(v/v). El gel concentrador fue 4 % T, 
0,75 M Tris-HCl (pH 8,45), y SDS 0,1 % (p/v). Se utilizó un buffer para el anódo y otro para el 
cátodo (Ver Apéndice-I) 
 
 Western blot 
Las muestras (50-100 µg) fueron sometidas a un SDS-PAGE 10% (v/v). Al finalizar la 
electroforesis las proteínas fueron electro-transferidas durante 40 minutos a 100 mA mediante el 
sistema semi-seco (semi-dry-blotter, techware, SIGMA-ALDRICH) a una membrana de 
nitrocelulosa de 0,2 µm (BIO-RAD), embebida inicialmente en agua y luego buffer de electro-
transferencia (BT). Para comprobar la eficiencia en la transferencia fue realizada una tinción 
reversible con el reactivo Rojo Ponceau.  
 
Luego de varios lavados con agua bidestilada la membrana de nitrocelulosa fue incubada 3 horas a 
temperatura ambiente con solución bloqueante (SB), para prevenir en los pasos posteriores la unión 
de proteínas inespecífica a la misma. La incubación con el anticuerpo específico fue realizada 
durante toda la noche a 4º C en 4 ml de SB y i) una dilución 1/300 del antisuero ∝Trx-m 
recombinate de colza o una dilución 1/500 del antisuero ∝Trx-f recombinate de colza y ii) una 
dilución 1/3000 de un antisuero ∝Det 3 (subunidad C de la V-ATPasa de Arabidopsis) [177] cedido 
gentilmente por el Dr Pablo Cerdán. La membrana fue lavada tres veces con 15 ml de TBS, Glicina 
2 % (p/v) durante 10 minutos. Luego fue incubada con un segundo anticuerpo (anti-igG de conejo 
preparado en oveja y conjugado con peroxidasa) en 10 ml de SB durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente fue lavada dos veces con 50 ml de TBS, glicina 2 % durante 10 minutos y 
se repitió de igual manera con TBS. Finalmente la membrana se reveló con 2 ml de Luminol (Santa 
Cruz Biotechnology), y se expuso en placas de rayos X Biomax MS-1 Film (Kodak). 
 
Las bandas fueron cuantificadas por densitometría óptica relativa con el programa Optic 
Densitometry realizado por Alvarez Mariano. Se fija un área determinada que ajusta al tamaño de la 
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banda, y analiza todos los puntos que pertenecen a la región seleccionada y tienen una respuesta 
significativamente mayor que la respuesta observada para el nivel basal de la placa. 
Fue cuantificada en cada línea transgénica la banda correspondiente a la Trx madura (12 KDa) y las 
bandas correspondientes a la subunidad C de la ATPasa Det 3 (43 KDa). Luego se estableció una 
relación entre ambas proteínas que fue comparada con la observada en las plantas salvajes de 
Arabidopsis en 2-4 experimentos independientes. 
 
  Preparación de antisueros 
Los antisueros disponibles fueron realizados previamente inmunizando conejos con las proteínas de 
Trx-f, PRX y FBPasa de colza recombinantes. 
El antisuero de Trx-m fue preparado a partir de inyectar a un conejo con una mezcla de 2 ml de 0,5 
mg/ ml de Trx-m de colza recombinante disuelta en PBS, y 2 ml de adyuvante de Freund completo. 
A los 15 días fue inoculado el conejo con una mezcla de 2 ml de 0,5 mg/ ml de Trx-m de colza 
recombinante disuelta en PBS y 2 ml de adyuvante de Freund incompleto. 15 días despues fue 
extraída la sangre y aislado el suero preinmune. El título del antisuero ensayado contra la Trx-m 
recombinante de colza fue (1/5000), sin embargo para detectar la presencia de la Trx-m de 
Arabidopsis fue necesario utilizarlo mucho más concentrado (1/300). Todos los antisueros fueron 
preadsorbidos previa utilización con un extracto de proteínas de E.coli salvaje. Fue utilizado un 
antisuero anti det 3 como control de carga [177]. 
 
 

II ANALISIS DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS 

Determinación del % de Germinación 

20 Semillas de las diferentes líneas transgénicas desinfectadas superficialmente fueron sembradas 
en cajitas con medio MG 1X e incubadas en oscuridad a 4 ºC durante 72 hs. Luego de irradiarlas 1 
hr con luz roja fueron incubadas 72 hs en osuridad a 21-22 º C. Posteriormente fue determinado el 
% germinación. Fueron determinadas la media y el error estandar medio para Columbia N: 6, líneas 
transgénicas OE 6 pTrx-m1, 2 y 3 N: 4, línea OE 6 Trx m4 N: 2, líneas OE 1 pTrx-f y las plantas 
salvajes N: 4 o planta AS-3 Trx-f1 y salvajes N: 2. 
  
Biomasa vegetal 

Fue determinado el peso fresco de plantas de 30 días. Luego de secarlas durante 30 días en estufa a 
70ºC fueron pesadas nuevamente (peso seco). La media y el error estandar medio fueron 
determinados para N:11-14 para las plantas sobre-expresantes y columbia o N: 24 para las plantas 
antisentido AS-3 Trx-f1 y columbia. 
 
Contenido de almidón y azúcares solubles en las hojas 

Extracción del almidón y azúcares solubles 

Fueron cosechadas 2 muestras (50-100 mg) con las hojas más grandes de 15-20 plantas de 30 días, 
durante el período de luz (10 hs) en dos experimentos independientes. Luego de incubarlas en 450 
µl de KOH 33 %(v/v) durante 30 minutos a 100ºC, fueron centrifugadas 10 minutos a 14000 xg. El 
sobrenadante fué incubado toda la noche a 4ºC en 750 µl de EtOH. Luego de centrifugar 
nuevamente a 10 minutos a 14000 xg, se conservó la fracción del precipitado, resuspendió en 97 µl 
de agua autoclavada, 3 µl de C2H3NaO2 3 M, y 300 µl de EtOH. Luego de Incubar 4 hs a 4ºC, fue 
separado el precipitado en una centrifugación de 10 minutos a 14000 xg, secado al vacío y 
resuspendido en 50 µl de agua milliQ (fracción de almidón). El sobrenadate de la centrifugación se 
evaporó en speed vac y reservó para determinar contenido de azúcares solubles [220]. 
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Cuantificación del almidón 

El almidón fue cuantificado según el método de Crisman. C [221]. 20 µl de las muestras 
(duplicados) y una curva estandar de almidón soluble 0-80 µg/100 µl (triplicados) fueron incubadas 
con 150 µl de reactivo (SI) y fué determinada la absorbancia a 655 nm. El contenido de almidón (µg 
/mg hoja) o (µg almidón/cm2) fué relativizado a la planta salvaje y calculada la media y el error 
estandar medio para N: 10 en plantas OE-6 pTrx-m y N: 2 para las plantas OE-1 pTrx-f y AS-3 Trx-
f y controles.  
 
 Cuantificación de azúcares en el sobrenadante 

200 µl de una dilución ¼ del sobrenadante de dos muestras (50-100 mg) de un único experimento 
(I.3.1) fueron incubadas con 1 ml de solución de Antrona (SA), durante 10 minutos a 90 ºC y 
determinada la absorbancia a 630 nm por duplicado. El dato fué comparado con una curva patrón 
realizada con glucosa 0-30 µg/200 µl (triplicado) [222]. La media y el error estandar medio fueron 
determinados para N: 2 para las plantas OE-6 pTrx-m y AS-3 Trx-f El contenido de azúcares en las 
muestras OE-1 pTrx-f no fue determinado. 
 
Determinación del conteido de Clorofila  

Dos experimentos independientes con 3 muestras de 3 discos de 0,28 cm2 extraídos con sacabocado 
de las hojas más grandes de plantas de 30 días, fueron incubados 24hs a 4ºC en oscuridad en 1 ml 
de dimetilformamida, luego fué determinada la absorbancia según los espectros y coeficientes 
establecidos en (Tabla 6) [3]. En algunos casos la determinación del contenido de clorofila fué 
realizada en paralelo en 1 ml de acetona 80 % (v/v), centrifigación 5 minutos a 5000 xg y fué 
determinada la absorbancia en el sobrenadante según [223] (Tabla 6). La media y el error estandar 
medio fueron determinados para N: 6 en el caso de plantas sobre-expresantes y controles y N: 2 
para plantas AS-3 Trx-f1 y controles. 
 
Tabla 6. Ecuaciones para la determinación del contenido de Clorofila a, b y carotenoides 

DMF Acetona 80% 

Chl b (mg/l): 20,70 A647-4,62 A664,5 Chl b (mg/l): 21,5 A646,8-5,10 A663,2 
Chl a (mg/l): 12,70 A664,5-2,79 A647 Chl a (mg/l): 12,25 A663,2-2,79 A646,8 
Chl total (mg/l): 17,90 A647 + 8,08 A664,5 Chl total (mg/l): 7,15 A663,2+18,71 A646,8 

- Carotenoides (Xantofilas + ß-caroteno) 
(mg/l): 1000 A470-1,82Chla-85,02Chlb 

Chl b: Clorofila b, Chl a: Clorofila a, Chl total: Clorofila total, DMF: Dimetilformamida  

 
Actividad fotosintética y estrés lumínico 

Determinación de la fluorescencia de las hojas 

Fue determinada la emisión de la fluorescencia de la clorofila de la superficie superior de una hoja 
adulta de A. thaliana con un sistema de monitoreo de fluorescencia FMS2 (Han-satech, King´s 
Lynn, UK) exponiendo a las plantas previamente 4 hs a 50-300 µmoles de fotones/m2s. Las 
mediciones fueron realizadas en plantas salvajes y plantas transgénicas OE 6 pTrx-m (N: 3). La 
fluorescencia mínima, F0, y máxima, Fm, fueron determinadas mediante la adaptación de la hoja a 
oscuridad total o la aplicación de un pulso corto de luz para evaluar la producción fotoquímica 
máxima Fv/Fm (Tabla 7) [201]. 
 
 
Tabla 7. Ecuaciones para la determinación de la producción fotoquímica máxima, 
Apantallamiento fotoquímico (Qp) y no fotoquímico (Qnp). 
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Producción fotoquímica máxima Fv/Fm: (Fm-F0)/Fm  
Apantallamiento no fotoquímico QNP: (Fm-F’ m)/F’ m 
Apantallamiento fotoquímico Qp: (F’m-Fs)/(F’m-F’0) 
F0: fluorescencia minima, Fm: fluorescencia máxima, F’m: fluorescencia máxima de hojas iluminadas 
Fs: F’ 0: Fluorescencia estable de hojas iluminadas  
 
 
Estudio de las plantas en condiciones de estrés 

 
Estrés oxidativo 

Las semillas (20-25) de las distintas líneas fueron desinfectadas superficialmente con EtOH 70 % 
tween 20 (3 minutos) y luego con EtOH 100 % (10 minutos). Fueron sembradas en placas con MS 
1X y diferentes agentes generadores de estrés oxidativo. Las mismas fueron incubadas 72 hs a 4ºC 
en oscuridad y luego se pasaron a la cámara de cultivo. A distintos tiempos fue registrado el número 
de plantas verdes/número de plantas germinadas. Es para destacar que las semillas de las diversas 
líneas utilizadas en este estudio fueron cosechadas en el mismo período para reducir la variabilidad 
entre experimentos. 
 
Tabla 8. Drogas utilizadas para generar estrés oxidativo. 

Agentes utilizados Concentración N 

Metil Viológeno            2    µM  
Hidroperóxido de Cumeno        650    µM  
Rosa de Bengala            7    µM  
Dietilmaleato            2,5 mM  
Diamida            9    mM  

 

Estudio de la sensibilidad de las raíces al tratamiento con metales pesados y NaCl 

Semillas desinfectadas superficialmente fueron sembradas sobre papel de filtro autoclavado 
dispuesto en placas con MS 1/4X, incubadas 72 hs a 4ºC y oscuridad y luego permitiedo el 
desarrollo de las raíces durante 5 días en dirección vertical. Luego el papel fue transferido a placas 
con MS 1/4X suplementadas con diferentes concentraciones de Fe2+ o NaCl y cultivados 7 días 
más en dirección vertical. Finalmente la longitud de las raíces fue estimada bajo lupa con papel 
milimetrado. 
Fueron realizados dos experimentos independientes con N: 12 y N: 6 
 
Actividad enzimática 

Preparación de los extractos vegetales para las determinaciónes 
Fueron preparados extractos a partir de ca. 25 discos de hoja (0.6 cm de diámetro) de plantas de 35 
días en Tris-HCl 50 mM (pH 7.9), EDTA 3 mM, βMet 0.05%, y NaCl 50 mM. El homogenato fué 
centrifugado a 12000g y la fraccióm sobrenadante dializada (MCWO 6-8KDa) contra Acetato de 
Sodio 50 mM (pH 5.5), βMet 0.01% y EDTA 0.1 mM. 
 
Actividad de la enzima Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa 
La actividad de la enzima SBPasa fué determinada en buffer Tris-HCl 100 mM (pH 7.9), MgCl2 15 
mM, DTT 10 mM, SBP 1.5 mM y EGTA 0.5 mM durante 30 minutos a 24ºC. La reacción fue 
frenada con el agregado del reactivo de CHEN (3 minutos a 37ºC) [224]. Como control se eliminó 
el SBP de la mezcla de reacción.  
 
Actividad de la enzima Fructosa 1,6-bisfosfatasa 
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La actividad de la FBPasa fué determinada en Tris-HCl 50 mM (pH 7.9), FBP 3 mM, MgCl2 10 
mM, EGTA 0.1 mM y DTT 20 mM durante 20 minutos a 23ºC. La reacción fue frenada con el 
agregado de CHEN (3 minutos, a 37ºC). Como control fue determinada la actividad en presencia 
del inhibidor fructosa-6-fosfato 3 mM. 
 
Actividad Trx 
La FBPasa recombinante de colza (ca 0,7µg) fue preincubada por 10 minutos con distintas 
concentraciones de Trx (µl extracto) en buffer Tris-HCl 100 mM (pH 7,9), CaCl2 0,1 mM FBP 
0,75mM y DTT 1mM. La capacidad catalítica de la enzima fue medida con el agregado de una 
solución de buffer Tris-HCl 100 mM (pH 7,9), MgCl2 2 mM, FBP 1mM y EGTA 0,1mM e 
incubación de 3 minutos. Las reacciones fueron detenidas por el agregado del reactivo de Chen  
para la determinación del fosfato liberado. 
 
Análisis estadístico 

Prueba de t para muestras desapareadas con la corrección de Welch para la cuantificación de 
proteína de Trx-m y Trx-f. 
Estudio de ANOVA para un factor y el Test de Dunnet para las determinaciones de: % germinación, 
biomasa vegetal, contenido de almidón y azúcares solubles, contenido de clorofila. Estudios con 
peróxido de Cumeno, rosa de bengala, Etilmaleato y Diamida. 
Estudio de ANOVA para dos factores y el test de Bonferroni para los ensayos con metil viológeno 
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I Análisis de la expresión de las Trx-s cloroplásticas de 
Arabidopsis 

Estudiamos los niveles de expresión de ARNm de Trx-s cloroplásticas mediante 
GENECESTIGATOR, una base de datos de micro arrays de Arabidopsis y una interface con 
herramientas para su análisis [1]. Profundizamos en la expresión de las Trx-s cloroplásticas en 
condiciones de estrés: 
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 Las plantas fueron tratadas con peróxido de Hidrógeno y los niveles de expresión del ARNm de 
cada una de las isoformas fueron comparados con y sin tratamieto. El nivel de expresión de la Trx-
m1 (AF095749), Trx-m3 (AF095751), Trx-m4 (AF095752) y Trx-f2 (AF144386) fueron los 
máximos (Figura 38-A). Por otro lado el estudio de la expresión de estas isoformas en condiciones 
normales demuestra que durante el desarrollo la Trx-m3 y Trx-f2 se expresan muy poco y en forma 
constante durante todo el ciclo. Estos resultados demuestran que la expresión de Trx-m3 y Trx-f2 
aumenta específicamente en condiciones de estrés oxidativo. Esto puede rememorar los estudios 
realizados en bacterias donde una de ambas Trxs es más importantes en la respuesta oxidativa y es 
fuertemente inducida por OxyR [225, 226]. Sin embargo, en el caso de las plantas la expresión de 
ARNm de Trx-s es más generalizada, y esto es coherente con la elevada producción de ROS en los 
cloroplastos. Por otra parte existe cierta distribución en la expresión del ARNm siendo específica 
para la Atm3 (pimpollos florales). 

 
 

 Las plantas expuestas a altas irradiancias aumentan la expresión del ARNm de las Atm1 y Atm4 
respecto a las plantas control. Este aumento es muy significativo y sugeriría que ambas isoformas 
son las responsables en la respuesta oxidante en estas condiciones. 
 
 

Figura 38. Análisis de la expresión de ARNm de Trx-f y Trx-m de Arabidopsis en condiciones de 
estrés. 
Los datos fueron analizados utilizando la base de datos de micro arrays y herramientas de 
GENEVESTIGATOR [1] en plantas tratadas con A-Peróxido de Hidrógeno, B-Estrés lumínico.  
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II Medios Utilizados 

NE I: 10 mM Bis Tris Propano HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, pH 7,9, New England Biolabs). 
NE 4: 50 mM C2H3KO2, 20 mM Tris (C2H3O2), 10 mM (CH3CO2)2Mg, 1mM DTT (pH 7,9), pH 
7,9 (New England Biolabs), 
SOC: 2% (p/v) Triptona, 0,5% (p/v) Extracto de levadura, 10mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4, 0,36% (p/v) Glucosa. 
LB (Luria-Bertaini): 1% (p/v) Triptona, 0,5 % (p/v) Estracto de Levadura y 1% (p/v) NaCl. Para la 
preparación en placas se adiciona 1,5 % (p/v) Agar-Agar. 
Solución P1: 25 mM Tris-HCl pH 7,9, 10 mM de EDTA pH 8, 
Solución P2: SDS 1% (p/v), 0,2M NaOH 
Solución P3: 3M C2H3KO2 de potasio pH 5 
Solución P4: PEG 13% (p/v), 1,6 M de NaCl 
Solución PP1: 0,1 volúmenes de 3M de C2H3NaO2, 3 volúmenes de EtOH 100 % 
Medio de germinación (MG): sales y vitaminas MS 1X; 10 g/l Sacarosa; 100 mg/l myo-inositol; 0,5 
g/l MES; Agar 0,8 % (p/v). 
Medio de inducción de callos (CIM): Medio B5 modificado; 20 g/l glucosa; 0,5 g/l MES; 0,8% 
(p/v) agar; 0,5 mg/l 2,4-D; 0,05 mg/l Kinetina 
Medio de inducción de brotes (SIM): Sales y vitaminas medio B5 modificado; 20 g/l glucosa; 0,5 
g/l MES; 0,15 mg/l Acido Indol Acético (IAA); 5 mg/l 2-IP. 
Medio de inducción de raíces (RIM): sales y vitaminas MS 1X; 2 mg/l NAA 
Medio de Infiltración (MI): 5 % (p/v) Sacarosa, 10 mM MgCl2, 0,005 % (p/v) Silwet L-77, 44 nM 
Bencilaminopurina (BAP). 
Buffer de extracción (BE): 200 mM Tris-HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8, y SDS 
0,5%. 
Buffer E: 125 mm Tris-HCl pH 8,8, SDS 1% (p/v), Glicerol 10% (p/v), 50 mM Na2 S2O5  
Buffer para el anódo: 0,2 M Tris-HCl, pH 8,9  
Buffer para el cátodo: 0,1 M Tris base, 0,1 M Tricina, SDS 0,1 % (p/v), pH 8,25 
Buffer de siembra Z10 X: Mercaptoetanol 1,5 % (v/v), 62,5 mM Tris-HCl pH 6,4, SDS 6 %(v/v), 
Glicerol 50% (v/v). 
Buffer electrotransferencia (BT): Metanol 20% (p/v), 20 mM, Tris base, 150 mM Glicina, SDS 0,1 
% (p/v)  
Solución Rojo Ponceau: Rojo Ponceau 0,5 % (p/v), ácido acético 1% (p/v)  
TBS: 50 mm Tris-HCl (pH 7,9), NaCl  
Solución bloqueante (SB): TBS, leche 3% (p/v), glicina 2% (p/v), tween 20 0,01 % (p/v) 
SI: 1 % I2/IK en C2H3NaO2 100 mM ~pH 5 
Stock SI 2,6 % (p/v): 0,26 g I2, 2,6g IK 
SA: 60 mg Antrona/30 ml ácido sulfúrico concentrado. 
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III Algunos aspectos de la biología de Agrobacterium 
tumefaciens 

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del suelo fitopatógena, que infecta naturalmente 
algunas angiospermas dicotiledóneas y gimnospermas, incorporándose a través de sus heridas, Las 
cepas virulentas llevan un megaplásmido de 250 kb llamado plásmido Ti por ``tumor inducción´, 
que contiene una región denominada ADN-T que es transferida al núcleo de las células vegetales, 
donde se integra por recombinación ilegítima, se transcribe y causa la enfermedad de la agalla en 
sus tallos,  

El ADN-T contiene genes oncogénicos, que codifican enzimas involucradas en la síntesis 
de auxinas y citocininas (reguladores del crecimiento vegetales), responsables del crecimiento 
tumoral, y genes que codifican para la síntesis de opinas (condensación de aminoácidos y azúcares), 
fuente de carbón y nitrógeno que es metabolizada por la bacteria, Esta región está flanqueada por 
dos bordes repetidos e imperfectos de unas 25 pb (borde derecho y borde izquierdo), únicos 
elementos en ``cis´´ necesarios para la transferencia del fragmento, Sin embargo este proceso 
requiere la acción cooperativa en ``trans´´ de los genes de virulencia ``Vir´´, codificados fuera del 
ADN-T, pero dentro del plásmido Ti, Estos genes Vir son necesarios para que se produzca el 
proceso de infección, y para que el ADN-T se transporte desde la bacteria hacia el núcleo de la 
célula vegetal, 

Las proteínas Vir D1 y Vir D2 son endonucleasas que reconocen los bordes izquierdo y 
derecho, y escinden una de las hebras del ADN-T del plásmido Ti, Una molécula de Vir D2 
permanece unida covalentemente al extremo 5`del fragmento simple cadena, formando un complejo 
nucleoproteico con cientos de moléculas de VirE2, De esta manera protegen al ADN-T del ataque 
de las exonucleasas, lo mantienen extendido y lo guían al núcleo, ya que poseen señal de 
localización nuclear, La integración al genoma vegetal del extremo 5´del borde derecho es más 
eficiente y no se producen deleciones debido a la presencia de Vir D2, mientras que la integración 
del borde izquierdo es más imperfecta y se generan deleciones del mismo. 

 
En la práctica de laboratorio se puede utilizar a A, tumefaciens como vehículo para la 

transferencia de genes de interés particular a células vegetales, Una variante es mediante el uso de 
un sistema binario. 
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Sistema binario para la transferencia de genes 

En un sistema binario coexisten en una cepa de Agrobacterium un plásmido Ti 
``desarmado´´, que no contiene al ADN-T pero presenta los genes Vir intactos, y un segundo 
plásmido que posee los bordes izquierdo y derecho del ADN-T flanqueando los genes de interés 
que se quieren introducir en la planta. De esta forma los productos de los genes Vir actuan en trans 
para que el ADN-T sea transferido a las células vegetales. Para que esto ocurra el plásmido que 
lleva el ADN-T modificado debe ser capaz de replicar en Agrobacterium tumefaciens  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 39. Sistema binario para la transferencia de genes. 
RB: borde derecho del ADN-T, LB: borde izquierdo del ADN-T, VIR: genes de virulencia de Agrobacterium 
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