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Resumen

Las condiciones de estrés producen desbalances metabdlicos que limitan el
crecimiento de las plantas y disminuyen su rendimiento. Se conoce que diferentes tipos de
estrés abidtico conducen al aumento de los niveles de especies activas del oxigeno (EAO) y
de alantoina, un metabolito derivado de la degradacion de las purinas. Ha sido propuesto que,
en Arabidopsis thaliana, el transporte de alantoina a larga distancia, mediante el transportador
Ureido Permeasa 5 (AtUPS5), podria estar implicado en dicha tolerancia al estrés. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue conocer si dicho transporte esta vinculado con la regulacion de los
niveles de EAO.

En primer lugar, se caracterizé el transporte de alantoina en lineas WT, knockout y
sobreexpresantes del transportador, mediante determinacién colorimétrica del contenido de
alantoina en parte aérea, encontrando diferencias significativas a las 3 horas de trasplante a
medio suplementado con alantoina. Posteriormente, plantas tratadas con alantoina exdégena
por 3 y 24 horas fueron incubadas en soluciones de NBT (Nitrobluetetrazolium) y DAB
(Diaminobencidina), a fin de estimar semi-cuantitativamente mediante analisis de imagenes
los niveles de O, y H2O;, respectivamente. Luego de 3 horas de tratamiento con alantoina
exdgena suministrada por raiz, las plantas ups5 mostraron una disminucién en sus niveles de
O, foliares. Sin embargo, a las 24 horas de tratamiento, ambos genotipos presentaron un
aumento en los niveles de O,y H>0,. Estos resultados apoyan la hipétesis de que la alantoina
tenga un rol en la modulacion de las EAO en parte aérea, aunque probablemente existan otros
transportadores que se activen bajo tratamientos mayores a 3 horas con alantoina exégena.
Palabras clave: alantoina, especies activas del oxigeno, estrés oxidativo, transporte a larga

distancia, permeasas de ureidos.
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Introduccién

Actualmente, gran parte del conocimiento
gue se genera en dentro de las Ciencias de
la Vida se debe a la utilizacion de
organismos modelo. La comunidad
cientifica ha consensuado la necesidad de
concentrar los esfuerzos en un unico
organismo, a fin de integrar los
conocimientos provenientes de diferentes
disciplinas clasicas, con los nuevos aportes
de la genética y biologia molecular
Meinke, 2010).

Particularmente, dentro de la Fisiologia

(Koornneef &

Vegetal es ampliamente utilizada la planta
modelo Arabidopsis thaliana, debido a que
su desarrollo rapido, pequefio tamafio,
limitados requerimientos nutricionales,
gran produccién de semillas y capacidad
de ser facilmente transformada en forma
estable la convierten una excelente
herramienta para el trabajo en el
laboratorio (Koornneef & Meinke, 2010).
Ademas, su genoma ha sido
completamente secuenciado, y se dispone
de librerias de datos de transcriptdmica y
protedmica de esta planta en condiciones
normales de crecimiento o bajo diversas
situaciones de estrés. Estos conocimientos
basicos, son de suma utilidad para
posteriormente estudiar especies de
interés agrondmico, optimizando tiempos y
evitando gastos innecesarios.

Se conoce como estrés vegetal a aquellas

alteraciones en la homestasis causadas

por condiciones de  crecimiento
desfavorables; que pueden ser factores
abiéticos, como la disponibilidad de agua y
nutrientes, insolacion, temperatura,
salinidad y contaminacion del suelo; o
bidticos, como la herbivoria y el ataque por
agentes patégenos como virus, bacterias y
hongos.

Las plantas, al ser sésiles, han
desarrollado diversos mecanismos que les
permiten adecuarse fisiologicamente al
nuevo estado ambiental a fin de tolerar al
estrés (Taiz y Zeiger, 2006). Estos
procesos involucran cambios metabdlicos,
en la expresién génica y en el balance
hormonal que implican ajustes en los
procesos de desarrollo (Rao, 2006). Se ha
observado que distintos tipos de estrés
promueven respuestas fisiologicas
comunes, como por ejemplo, regulacion de
los niveles hormonales, disminucion de la
eficiencia fotosintética, alteraciones en la
sintesis proteica y modificaciones en la
biosintesis de osmoprotectores, factores
de transcripcion, y secuestradores de
especies activas del oxigeno (EAO) (Rao,
2006).

Tradicionalmente las EAO, tales como el
oxigeno singulete (*0y), el i6n superdxido
(02"), el peréxido de hidrégeno (H20,) y el
radical hidroxilo (OH"), fueron descriptas
como un producto toxico del metabolismo

aerobico (Mittler, 2002). También, se



conoce que las condiciones de alta
intensidad luminica, sequia, salinidad,
temperatura, presencia de metales
pesados, radiacién UV, déficit nutricional y
polucion  ambiental  promueven  un
desbalance entre la generacion y la
eliminacion de las EAO (Reddy vy
Raghavendra, 2006).

A pesar de que se ha observado que una
elevada tasa de produccion de EAO es
dafiina para los tejidos de la planta, en los
Ultimos afios se ha visto que éstas estan
involucradas en la sefializacion y control de
procesos fisioldgicos, tales como la muerte
celular programada, aclimatacién vy
tolerancia al estrés abidtico y defensa ante
patégenos (Mittler, 2002). La intensidad,
duracién y localizacién de la sefalizacion
mediada por EAO esta determinada por el
balance entre procesos de produccién y
secuestro de estas moléculas (Mittler y
Cols., 2004). Particularmente, se ha
descripto que las EAO estan implicadas en
la sefializacion por acido Abscisico (ABA,
Kwak y Cols., 2003), conocida como “la
hormona del estrés”, debido a su rol
protector en las respuestas al estrés salino,
sequia y por bajas temperaturas (Taiz y
Zeiger, 2006).

Entre los metabolitos nitrogenados, cuya
sintesis y degradaciébn se encuentra
alterada bajo situaciones de estrés,
particularmente salino y osmotico, en los
Ultimos afios ha merecido especial

atencion la alantoina (Shestopalov y Cols.,

2006), un ureido generado en la via de
degradacion de las purinas. Numerosos
trabajos han descripto que distintas
condiciones de estrés abibtico promueven
la  acumulacibn de alantoina en
Arabidopsis, como la oscuridad prolongada
(Brychkova y Cols., 2008), estrés osmotico
(Watanabe y Cols., 2014), salino (Lescano
y Cols., 2016), estrés por contaminacion
con metales pesados (Nourimand y Cols.,
2016), sequia (Irani y Todd, 2016) y alta
intensidad luminica (Irani y Cols., 2017).

Existen varias hipétesis sobre el rol de la
alantoina en relacion al estrés. Por un lado,
podria  ejercer proteccion  oxidativa
mediante el secuestro directo de EAO
(Gus’kov y Cols., 2002; Brychkova y Cols.,
2008). Por otro lado, se la ha vinculado con
la sefializacion de respuestas de tolerancia
al estrés, a través del ajuste de los niveles
de hormonas tales como ABA y acido
Jasmonico (JA) (Watanabe y Cols., 2014;
Takagi y Cols., 2016). Otros estudios
sugieren que la acumulacién de alantoina
favoreceria la tolerancia al estrés abiotico
mediante la reduccion del dafo oxidativo,
por induccion de las enzimas antioxidantes
AtSOD y AtAPX (Nourimand y Cols., 2016).
En nuestro grupo de investigacion se ha
estudiado el transporte de alantoina en
Arabidopsis desde hace varios afios. En su
Tesis Doctoral, Lescano (2017) observo
que en condiciones de estrés salino, las
concentraciones de alantoina en la parte

aérea duplican a las de la raiz, sugiriendo



que la alantoina se transporta desde la raiz
a la parte aérea. Vale destacar que las
primeras permeasas de ureidos (Proteinas
UPS) de plantas fueron descriptas en
Arabidopsis (Desimone y Cols., 2002).
Entre ellas, AtUPS5 seria un candidato
para el transporte de alantoina desde la
raiz a la parte aérea, ya que posee alta
afinidad por la misma y se expresa en el
cortex y endodermis de la raiz (Schmidt y
Cols., 2006). Ademas, la expresion de
AtUPS5 aumenta considerablemente en la
zona terminal de la raiz primaria bajo estas
condiciones de estrés. Esto podria tener
relevancia fisiol6gica, ya que el apice de la
raiz se ha reportado como un sitio
importante para la biosintesis de ABA en
respuesta al estrés (Dinneny y Cols.,
2008). Lescano (2017) estudid también la
localizacion subcelular de dos variantes de
corte y empalme (splicing) de los
transcriptos de AtUPS5: AtUP5s (por corto
o short) y AtUPS5L (por largo o long). Para
ello, expres6 AtUPSL vy AtUPS5s
fusionadas a las proteinas fluorescentes
verde y roja, respectivamente, bajo el
control del promotor constitutivo pUBI10 en
lineas upsb5. La funcionalidad de estas
construcciones fue determinada mediante
experimentos en los que estas lineas
crecieron con alantoina como Unica fuente
de nitr6geno. Con estas herramientas se
determiné la localizacién subcelular de
ambas variantes en el reticulo

endoplasmatico, mientras que UPS5L

también se encontr6 en la red trans-Golgi.
Estos resultados sugieren que estas
variantes de splicing de AtUPS5 estarian
involucradas en la removilizacion vy
compartimentalizaciéon subcelular de la

alantoina.

Objetivos:

Obijetivo general:

Conocer si el transporte de alantoina
desde la raiz a la parte aérea esta
vinculado con la regulacién de los niveles
de EAO.

Obijetivos especificos:

1. Caracterizar el transporte de alantoina
desde la raiz a la parte aérea en plantas
WT, mutantes AtUPS5 knockout vy
lineas sobreexpresantes de este
transportador, mediante su aplicacion
en forma exogena.

2. Cuantificar la produccion de EAO en
parte aérea en plantas tratadas con

alantoina exdgena.

Materiales y métodos

Material vegetal:

Semillas, plantulas y plantas adultas de
Arabidopsis thaliana L. (ecotipo Col-0) de
diferentes genotipos:

- Plantas WT o tipo silvestre, obtenidas
desde el Arabidopsis Resourse Center
(ARBC, Universidad del Estado de
Ohio).



- Linea de insercion de T-DNA en
AtUPS5 (ups5.1, Salk_044810);
obtenida del Arabidopsis Resourse
Center (ARBC, Universidad del Estado
de Ohio) y confirmadas por PCR y RT-
PCR por Lescano y Cols., (2016).

- Lineas pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5.1 y
pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5.1:  Lineas
gue expresan dos variantes de splicing de
UPS5, UPS5L (forma larga) y UPS5s
(forma corta), en las que se fusionaron las
proteinas fluorescentes verde y roja,
respectivamente, a sus loop centrales.
Estas construcciones se expresaron bajo
el control del protomor constitutivo

pUBI10, en un background ups5.1.

Condiciones de crecimiento:

Las plantas fueron crecidas en forma
estéril en placas de Petri con medio MS 0,5
X (Agar 1%). Para ser esterilizadas, las
semillas fueron colocadas en tubos
eppendorf de 1 ml, con solucién de lavado
(Tritbn X-100 0,05%, etanol 70%),
mezcladas con vortex y se dejaron reposar
por 10 minutos. Se descart6 la solucion y
se agregd 1 ml de etanol 96% a los tubos.
El contenido de los tubos fue mezclado con
vortex, y los tubos se dejaron reposar por 5
minutos. Se descart6 el sobrenadante y el
lavado de las semillas con etanol 96% fue
repetido nuevamente. Luego las semillas
fueron colocadas en papel de filtro estéril
en campana de flujo laminar para su

secado.

La siembra se realiz6 dicha campana
utilizando palillos estériles y las placas
fueron selladas. Se estratificaron en
oscuridad durante 48-72 horas a 4°C. El
objetivo de este paso es homogeneizar los
tiempos de germinacion de las semillas.
Posteriormente, las placas fueron
transferidas a una camara de cultivo y
colocadas en forma vertical (Figura 3) bajo
las condiciones controladas: 80 HE/mas
PAR de intensidad luminica, 22°C vy
fotoperiodo 16:8.

Cuantificacién de alantoina.

Para determinar la concentracién de
alantoina, las muestras fueron hervidas en
agua destilada durante 20 minutos,
centrifugadas por 5 minutos a 14.000 RPM.
Los sobrenadantes fueron rescatados y de
cada uno se separaron tres extractos (A, B
y C). En primer lugar, se realiz6 una
hidrdlisis basica en los tubos C con Na(OH)
0,5 N a 100°C durante 8 minutos v,
posteriormente, una hidrélisis &cida con
HCI (0,15 N para los tubos B y 0,65N para
los tubos C) a 100°C durante 4 minutos.
Luego, todos los tubos fueron enfriados en
bafio de hielo, y se incubaron durante 5
minutos a temperatura ambiente con buffer
KsPOs y fenilhidrazina. Por dltimo, se
realiz6 una incubacion durante 10 minutos
a temperatura ambiente con HCI vy
Ks[Fe(CN)g] e inmediatamente se midio la
absorbancia a 520 nm. Se determinaron

las absorbancias absolutas descontando



los valores de los diferentes tubos: AsyoB-
As20A para &cido alantoico y AsxoC-AsoB
para alantoina, de acuerdo al protocolo
propuesto por Vogels y Van der Drift (1970)
y modificado por Lescano y Cols. (2016).

Determinacion de los niveles de EAO.

Se determind el nivel de Oz mediante
tincion con cloruro de nitrobluetetrazolium
(NBT) de acuerdo al protocolo propuesto
por Jabs y Cols. (1996). Las muestras
fueron lavadas y colocadas en NBT 0,01 %.
Posteriormente, se infiltraron realizando
vacio durante 2°30”" cortando cada 15 y
fueron incubadas a 28°C durante una hora.
La determinacion del nivel de H.O. se
realizo mediante incubacion con
diaminobencidina (DAB) 1mg/ml durante
24 horas a temperatura ambiente de
acuerdo a lo propuesto por Brychkova y
Cols., (2008).

Luego de la incubacion, se extrajeron las
clorofilas de las muestras con etanol 70%
durante 5 minutos a 80 °C. Tanto el NBT
como el DAB, al reaccionar con Oz"y H,02,
respectivamente, forman un precipitado
coloreado en el lugar donde se producen
estas EAO. Por lo tanto, las tinciones
fueron visualizadas con lupa, se obtuvieron
imagenes que se analizaron utilizando el
software ImageJ (Schindelin y Cols., 2012)
y se estimaron los niveles de ambas EAO
mediante la cuantificacion de la intensidad

de color.

Tratamiento de los datos vy andlisis

estadistico:

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando
el software Infostat (Di Rienzo y Cols.,
2013). En los experimentos en los que se
estudié la translocacion de alantoina y se
determiné su contenido en parte aérea, se
realizaron 4 réplicas estando cada una
constituida por aproximadamente 20 mg de
PF de material vegetal. Los valores
absolutos fueron relativizados al PF de la
réplica. Se utilizé el Test DGC, con p-
valor<0,05. En los experimentos en los que
se realiz6 una estimacién semicuantitativa
de los niveles de EAO mediante analisis de
imagenes, cada hoja constituyé una
réplica, teniendo 20 réplicas por cada
tratamiento. Se utilizo el Test Duncan, con
p-valor<0,05.

Los graficos se confeccionaron con
SigmaPlot (Systat Software Inc., San José,
CA, Estados Unidos).

Resultados y Discusion

Para caracterizar la translocacion de
alantoina, se trasplantaron plantulas de 7
dias de edad a medio MS 0,5X control o
suplementado con alantoina 5 mM y se
determin6 el contenido de ureidos en la
parte aérea luego de 3 y 6 horas de
tratamiento (Figura 1, a). Se encontré que
alas 3 horas de tratamiento el contenido de
alantoina en la parte aérea de las plantas

tratadas ya es de aproximadamente 5



veces el de las

Seguidamente, se compar6 el transporte
de alantoina entre lineas WT, knockout en
AtUPS5 (linea ups5.1) y dos lineas que
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control. expresan las variantes de splicing corta y
larga de este transportador (lineas
pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 y

pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5; Figura 2, b).
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Figura 1: Estudio del transporte de alantoina de raiz a parte aérea. Determinacion del contenido
de alantoina en parte aérea de plantas a) WT tratadas por 3 y 6 horas y b) WT, ups5,
pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 y pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 tratadas por 3 horas; mediante trasplante
a medio MS 0,5X suplementado con alantoina 5mM. Letras minusculas indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tiempo. Letras mayudsculas indican diferencias
significativas entre los distintos tiempos para el mismo genotipo. nd= no detectado (Test DGC, n=4, p-

valor<0,05)



No se encontraron diferencias
significativas entre los genotipos WT y
ups5 antes de realizar el trasplante al
medio suplementado. EI contenido de
alantoina  inicial de las lineas
pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 y
pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 fue tan bajo
gue resultd indetectable mediante la
técnica utilizada (Figura 1, b). En cambio,
luego de 3 horas de tratamiento, todas las
lineas, exceptuando ups5, reportaron un
aumento estadisticamente  significativo
respecto a sus controles, en los niveles de
alantoina en la parte aérea. Curiosamente,
las lineas pUBI10:UPS5L::eGFP4/ups5 y
pUBI10:UPS5s::mRFP/ups5 presentaron
cerca del doble del contenido de alantoina
en parte aérea respecto al genotipo
silvestre; y triplicaron el de los mutantes
ups5 (Figura 1, b). Este resultado, indica
gue la expresion de UPS5L o UPS5s en
ups5 complementé el transporte de
alantoina, coincidiendo con los
experimentos de crecimiento de estas
lineas utlizando alantoina como Unica
fuente de nitrégeno realizados por Lescano
(2017).

Estos resultados sugieren que AtUPS5
estd implicado en el transporte de
alantoina de raiz a parte aérea y que
ambas variantes de splicing son

igualmente importantes en el mismo.

Efecto de la alantoina exdgena sobre el

nivel de EAO en plantas WT y upsb.

Habiendo caracterizado el transporte de
alantoina mediado AtUPS5, en este trabajo
resultd de interés conocer la relacion de
este proceso con la evolucién del nivel de
EAO en la parte aérea. Para ello, plantulas
WT y ups5 de 10 dias de edad fueron
trasplantadas a medio suplementado con
alantoina 5 mM durante 3 y 24 horas e
incubadas con Nitrobluetetrazolium (NBT)
(Figura 2) y Diaminobencidina (DAB)
(Figura 3). Adicionalmente, se realizaron
controles, con trasplantes a medio no
suplementado.

En general, el tratamiento con alantoina
exégena indujo un aumento en los niveles
de EAO foliares en el genotipo silvestre. Se
encontr6 un aumento, aunque no
estadisticamente significativo, en los
niveles de O~ tanto a las 3 como a las 24
horas de tratamiento (Figura 2). Si bien
luego de 3 horas de incubacion no se
detectaron cambios en los niveles de H.O>
en la parte aérea de las plantas WT; luego
de 24 horas de tratamiento, se observo un
aumento significativo en esta EAO (Figura
3). Estos resultados sugieren que el
aumento de la concentracion de alantoina
en parte aérea debido a su translocacion
promueve el aumento de los niveles de
EAO foliares.

Por otro lado, luego de 3 horas de
tratamiento con alantoina exbégena, se
observaron niveles menores de O>" en las
partes aéreas de los mutantes ups5,

respecto a su control y al genotipo silvestre



3hs

24 hs

(Figura 2). Consistentemente con lo
anterior, este resultado sugiere que el
transporte de alantoina ineficiente de los
mutantes ups5 (Figura 1, b), estaria
relacionado con una menor produccién de

O2 en su parte aérea. En esta linea, al igual

registradas diferencias en los niveles de
H.O, luego de 3 horas de tratamiento
(Figura 3).

Curiosamente, ambos genotipos
presentaron un aumento en Oz y H20>

luego de 24 horas de tratamiento con

gque en las plantas WT, no fueron alantoina exdgena (Figuras 2 y 3). Si bien
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Figura 2: Determinacién semicuantitativa de los niveles de O, de plantas WT y upsb5 tratadas
con alantoina 5 mM por 3y 24 horas. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para el mismo genotipo y tiempo. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tratamiento y tiempo (Test Duncan, n=20; p-valor<0,05).



3hs

24 hs

este resultado apoyaria la hipotesis de que
la alantoina promueve el incremento en los
EAO,
translocacion de alantoina en Arabidopsis

niveles de sugiere que la
no solamente estd mediada por AtUPS5.
Podria acontecer que bajo tratamientos
mayores a 3 horas con alantoina exdégena

se active la expresion de otro transportador

de ureidos, o que aumente el transporte
mediado por transportadores con menor
afinidad a la misma. En relacion a esto, se
han descripto otros transportadores
candidatos a transportar alantoina en
Arabidopsis (Desimone y Cols., 2002).
Particularmente, se ha observado que

AtUPS1 se expresa en mayor medida en
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Figura 3: Determinacién semicuantitativa de los niveles de H,O,de plantas WT y upsb5 tratadas
con alantoina5 mM por 3y 24 horas. Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos para el mismo genotipo y tiempo. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre genotipos para el mismo tratamiento y tiempo (Test Duncan, n=20; p-valor<0,05).



plantas que crecen en medio con alantoina
como Unica fuente de nitr6geno en relacion
a aquellas crecidas con NH4NO;3
(Desimone y Cols., 2002); eventualmente
AtUPS1 también podria activarse en
tratamiento con alantoina exdégena como
fuente adicional de nitrégeno. Por otro
lado, UPS5 posee mayor afinidad a la
alantoina que a otras nucleobases;
mientas que UPS1 es mas afin al uracilo
(Schmidt y Cols., 2004), lo que haria que el
transporte de alantoina mediado por
AtUPS5 sea mas rapido que aquel
mediado por AtUPS1. Estudiar la expresion
de otras Permeasas de Ureidos, como
AtUPS1, en respuesta a tratamientos con
alantoina exoégena como fuente adicional
de nitrégeno, permitiria desentrafiar adn
mas el rol del transporte a larga distancia

de alantoina en la modulacién de las EAO.

Los resultados de este trabajo no apoyan
la hipétesis de que la alantoina sea un
secuestrador de EAO, ya que su aplicacion
en forma exdgena condujo a un aumento
en las EAO. En relacion a esto, si bien se
ha sugerido que la alantoina podria actuar
como antioxidante directo, teniendo un
efecto protector sobre la mutagénesis
inducida por H2O, en E. Coli (Gus'kov y
Cols., 2002); no se encontré actividad
antioxidante in vitro mediante ensayos de
secuestro de radicales libres, inhibicion de
la peroxidacion del acido linoleico y poder
reductor (Wang y Cols., 2012). Ademas, el

hecho de que los niveles de alantoina
determinados en tejidos vegetales sea del
orden micromolar (Figura 1), mientras que
la de los antioxidantes no enzimaticos
clasicos, Ascorbato y Glutation, es del
orden milimolar, plantea ain mas
incertidumbres acerca de un efecto
antioxidante directo de la misma. No
obstante, se debe tener en cuenta que
poco se conoce sobre la
compartimentalizaciéon subcelular de la
alantoina. Es probable que en algun
compartimento, como el Peroxisoma o el
Reticulo Endoplasmatico, donde se
encuentran las enzimas para su sintesis y
degradacion respectivamente (Watanabe y
Cols., 2014), la alantoina alcance
concentraciones mayores.

En cambio, el hecho de que la alantoina
exdgena modulé los niveles de O2" y H20;
en la parte aérea de las plantas apoyaria la
hipétesis sobre un rol sefializador de la
misma. Al respecto, Watanabe y Cols.
(2014) propone que la alantoina confiere
tolerancia al estrés salino mediante la
activacion de genes de sintesis y
desconjugacion de ABA. Se conoce que el
aumento en los niveles de esta hormona en
situaciones de estrés deriva en la
activacion de otros sistemas hormonales y
del sistema antioxidante enzimatico (Taiz y
Zeiger, 2006). En relacion a esto, Takagi y
Cols., (2016) encuentra que los mutantes
aln-1 tienen activada constitutivamente la

sintesis de JA, siendo este fenotipo
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dependiente de ABA; y Nourimand y Cols.
(2016) describe que los mutantes aln-3
poseen niveles elevados de varias enzimas
del sistema antioxidante. Por otro lado, se
conoce que las EAO cumplen un rol dual
en la respuesta de las plantas al estrés,
toxicos del

tanto como productos

metabolismo o como moléculas de
transduccién de sefiales, para aclimatarse
0 activar respuestas de defensa (Miller y
Cols., 2010). A raiz de los resultados de

este trabajo, se propone que la

translocacion de alantoina promueve la
produccion de EAQO; que podrian sefializar
el aumento de los niveles de ABA,
derivando en las respuesta de tolerancia al
estrés ya descriptas. En la figura 4 se
propone un modelo que relaciona a la
alantoina con la tolerancia al estrés
abidtico.

Vale aclarar que poco es lo que se conoce
acerca de la compartimentalizacion y
removilizacion subcelular de alantoina.
Lescano (2017), describi6 que UPS5s y

Peroxisoma Urato
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Figura 4: Rol de la alantoina en latolerancia al estrés abidtico. Las condiciones de estrés abiotico,
tales como la alta intensidad luminica, el incremento en la salinidad del suelo, el déficit hidrico y la
contaminacion por metales pesados, conducen al estrés oxidativo y a la acumulacién de alantoina.
Esta acumulacién se da en la raiz por un incremento en la expresion de las enzimas AtUOX y AtAS y
una represion de la sintesis de AtALN (Lescano y Cols., 2016), y en la parte aérea por un incremento
en la expresion de AtUOX (Irani y Cols., 2017), principalmente; promoviendo la sintesis y
desconjugacion de ABA. El transporte de alantoina de raiz a parte aérea, mediante AtUPS5, bajo
tratamientos cortos con alantoina exdgena, y otro transportador, probablemente AtUPS1, en
tratamientos largos; esta implicado en la modulacién de las EAO en parte aérea, que también podrian
sefializar al incremento del ABA. El ABA induce al sistema antioxidante enzimético, lo que deriva en
la disminucién de los niveles de EAO y la consecuente tolerancia al estrés.



UPS5L se expresan en el RE y USP5L
también en la red trans-Golgi; lo que
sugiere que estas variantes de AtUPS5
estan implicadas en la
compartimentalizacién de la alantoina. Por
otro lado, experimentos de
complementacion de levaduras (Schmidt y
Cols., 2006) vy utilizando reporteros
fluorescentes (Lescano, 2017) sugieren
gque estas dos variantes de AtUPS5
presentarian diferente orientacion en las
membranas; indicando una funcion
diferencial de las mismas en la
removilizacion de la alantoina. Esto,
sumado al hecho de que las lineas que
expresan estas variantes muestran un
transporte rapido de alantoina de raiz a
parte aérea (Figura 1, b) las convierte en
excelentes candidatas para continuar
estudiando la compartimentalizaciéon de la
alantoina y sus posibles implicancias en la

regulaciéon de las EAO.

Conclusiones

A partir de los resultados del presente
trabajo se concluyé que, en primer lugar, el
transportador AtUPS5 est4 involucrado en
la translocacién de alantoina y que las
variantes de splicing corta y larga del
mismo son igualmente funcionales en este
proceso. A su vez, se encontré6 que el
transporte de alantoina a larga distancia
promueve la produccién de EAO en la parte
aérea del genotipo silvestre. Sin embargo,

también se produjo aumento en los niveles

de H:O, en los mutantes ups5 bajo
tratamiento con alantoina exégena durante
24 horas, lo que sugiere que AtUPS5 no es
el Unico transportador involucrado en la
translocacion bajo tratamientos mas
largos.

Por ultimo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo sugieren que la alantoina
no es un antioxidante clasico, sino que es
mas probable que su rol en la tolerancia al
estrés abidtico esté relacionado con la

sefalizacion.
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