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RESUMEN 

_ La función de las hemoglobinas _no _simbióticas_ (Hbns) _en las plantas se desconoce. El 
estudio de la regulación de la expresión de los genes hbns es importante para entender la función 
de las Hbns. Por ello, el objetivo de esta -tesis fue-analizar la expresión de los genes hbns del 
arroz. El análisis por "western blot'' mostró que las Hbns se sintetizan en los órganos 
embrionarios y en las hojas y raíces de plantas de arroz de 2 a 1 4 semanas de edad. La detección 
de Hbns en plantas estresadas mostró que la abundancia relativa de las Hbns aumenta cuando la 
planta crece en condiciones de estrés energético o hipoxia. aunque la abundancia de las Hbns no 
varió en plantas que se sometieron a estrés oxidativo, nitrosativo u hormonal. Estos resultados 
muestran que las Hbns se sintetizan en numerosos órganos del arroz y durante el desarrollo de la 
planta, y que la síntesis de Hbns se modula por tipos específicos de estrés. El análisis del genoma 
del arroz mostró que en esta planta existe una familia de genes hbns, hbns/ a 4. La región 5' no 
codificante de los genes hbns contiene secuencias que son similares a los promotores de los genes 
de globinas animales y genes que se regulan por hormonas vegetales o que codifican para 
proteínas de defensa. Estas observaciones sugieren que los genes hbns se regulan por separado, y 
que las Hbns del arroz realizan diversas funciones en la planta. probablemente al regular el 
metabolismo de la célula vegetal. 

ABSTRACT 

Non·symbiotic hemoglobins (nsHbs) are widely distributed in the plant kingdom, however 
their function in plant organs is not known. Studyíng the regulation of the nshb gene expression 
is important to understand the function of nsHbs in plants. Thus, the objective of this thesis was 
to analyze the expression of rice nshb genes. Western blot analysis showed that rice nsHbs are 
localized in embryonic organs and in roots and leaves from 2 to 1 4 weeks old plants. Also. 
detection of nsHbs in stressed rice showed that the relative abundance of these proteins increases 
in plants subjected to ener2etic stress and hypoxia. The relative abundance of nsHbs did not 
change in plants subjected to oxidative. nitrosative and hormonal stresses. The above results 
showed that nsHbs are synthesized in ~everal plant organs and during plant development. and 
that the synthesis of nsHbs is modulated by specific (but not general) stress conditions. Analysis 
of a rice genome database showed that a family of nshb genes (nshb / to 4) exists in this plant. 
and that the 5 '-upstream non-coding sequences to each nshb gene contains prometer sequences 
that are similar to promoters from animal globins. genes that are regulated by plant hormones 
and genes that code for defense proteins. These observations suggest that nshb genes are 
regulated independently from each other, and rhat nsHbs with different functions exist in rice 
organs. Results from this thesis suggest thal nsHbs function in plant organs and during plant 
developmenl probably by regulating lhe cell melabolism. 
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Bol. Educ. Bioq . .lil: 87-94. 
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E.J.H. Ross. V. Lira-Ruan. R. Arredondo-Peter. R. V. Klucas and 
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LAS HEMOGLOBINAS NO SIMBIÓTICAS 
DE LAS PLANTAS 

Ko1h:ri11a Lir;1 Ru;111. EJ...·11.1 .·\n.'1...·h.;11.-!•I (J1...·01111pn. ;\.1;1nn f{a111ir1...•,. Y.i1il.".t. :'\li1i;.1111 S;i11,:h1..•/ S.i111. .. ·lh.0 .t _, J{.;uíl 
... Xrri.:dundn P..:rc:r. C..:111ro úi...· J11\·1...· .. 1it?o11...·i,>11 .. ubn: Fij.e1...·i1l11 t.J..: ;"\.:i1nl~..:11n. l~ni,·i...·r .. idad :'\."a1.:iu11al Allh

0

lllot11a di...· 
~JJxku. Ap•lrlad,l f>o,wl 5h5-.-\. 62~ JO Cuc.:r11;.l\:otL·o1. :\lnl'l:lo ... :\IJ.,i'-·o. CtHTi..."n c.:h..•..:rr,ini..:P: r.1<.!T1...0 ifn.u11~1111.111., 

RESUl\IEj'I; 
Las he1no,globin;1s (!-lbs) son proteínas <.¡Uf.!' ln.1ns
port-.1n el O: c:n Jos orgunisrnns. En lus plantas c.xis
ren dos tipos dt!' 1-Ibs: las Hbs nq si111bil .. >tic.;1s Cdcl 
Tipo 1 ). y las Hbs sirnhiúric:as C<l.:I Tipo .::! l. La 
nu1vo1·in de.! loas Hbs si111biótica~ se: sintctiznn e.xclu
sivÚ111entc en los nódulos dt: las plantns fij:1doras 
dt: ;..;_. c:n úondc: funcionan <.0 01110 11·;1nsporc.adores 
de O: "a Jos bH<."leroic .. h:'.'. La' Hhs no sitnbiúrh:as st: 
disr.-ibuycn ;.11npli:.tn1c:ntc.: c.:n el reino vegetal. desde.: 
1¡,..., pLantus h.:-rn:s1rc: .. 111;,.l, prirnitivas hasla las c-spe
cic::-. dicorilc:ddncas v rnunocolilcc.fllncas rnás evo
IL1cionad;1s. l!'ll dond-c: se: sinlcliz:.u1 en di\·ersos ór
ganos de- Ja plo1nra. Lo1 función de las 1-.fbs no sin1-
billticas se clc::-.conocc. sin ernban.?n. con base en 
:.ilgun;.1' c;.iracreri,rica' hioquírnic;s. con10 su ele
\ otda afinidad por t.•I ()> ~ l!'I p:.1rrón c..k· c.,r>rc:...,i(1n 
l.k· h>' g.L"llL"' /1/> L""n loa.. planta' -.L" h:.1 :-.ugc:ric...11.."l que.: 
c: .. r;.t-. pn.11t.:ino1:-. tit."llL"ll funL·ionc:' di·aintas al tn1n~
portc: Ul!' () .. El anoífj,¡, de: la cs1n1<.·tura dt.." Jo~ cene-. 
¡,¡, 'c-~cr:.iJ-c, -.ugic:rL· que- Ja-.. 1-lhs sirnhilltic:.~' po
drian "-·r t:I fL•..;ult;.1du dl!' l;.1 e-.pc.:ci:.llizo1ciL>n de- algu-
1101 .. Hh .. no si111hi1ltica ... ~ que l:.1~ J-fh'.' ,·c-gcr:.1les 
di...• .. 1...-L"fldicron 01 p~1rtir dL"J 111i,111n :.t1h..'L'··aro. 

J' .. \LABl<AS <:1..-\\"E: E-rrL''· '-''"luL·ión. fi
i•11 .. -i1ln ,Je.: nitrú~cnu. hc1110!.!lnbin~1. oxi!.!c.:no. !'-in1-
·r.il.hi,. - .. ... 

.·\BSTUACT 
IL ... ·nlt',:!lt1hi11 ... 1lfh .. J ari...· hL'llh.:pn>tt.•in' thal t:-a11~-
p11zt () in tn,µ;,111i .. :11 .... l11 pldnf ... t\\.,lcla''Lº''-1fllh .. 
h~:'. ;..." bt.0 L'll d .... · .. crih .... ·d: thi...• 1111n .... yn1hi<lfi1....· rc·1a .... 1 1 
.ind ''r11h11Hi1...· 1c·L1 .. , .2t lffl,_ ~It1,t tlf ,,·111h~,,tii...· 

l fh ... ;11...· '~ lllht.•,11: ..... ·d 11111~ 111 nnduft.•, of ;1itr1.....,_gc:n
fi ,1n,:: pl.i111, . .and t"unction by f~1l..·ili1atin~ rhc 
d1rru .... j,111 of() en lht..• h:.tL"h.~rnid-... i\."on '"·111bioric 
1 p-. .. .:ri...· "' 1dL·I;:. d:-..r11bu11..·d in thc plant ~in~ .... hlJll. 
:·.:::_•:n:-: 1111111 hr;.c1ph:-li. .. ·, [11 thc Jlh1'[ L"\ltf\.·c..·,j di
... ,-~ -~rt...i lll1tlH• .... ··q .. _ .t!ld t/lL·:- ~lft: 'YlllhL• .. i/1..•d ir-: drf-

fc:n:nt pJ:.uH organs. Thc fllllL'lillll of non sy111biotic 
Hbs ¡.., nut kno\Vll. hO\\'C\·er b:.1sc.:d un thcir bio
che111ic:.1J pn>penics. '.'Lu:h ª' thc very high affiniry 
for O_:. :.1nd thc.: /Jb gene e-xpr~s:-.ion p:.1ctcrn in 
plant'.'. it has heen :-.uggt!~te<l rhat che non sy111bi
otic Hbs h:.1ve diffc-rent ur addirion.al functions to 
O: tr;1nspon. Strucurre anaJy,is uf pl.ant /1h genes 
SLH!!.!e-..rs chal 'v111bio1ic Hb, L·,-nf\·cd us .a spt."ci.al
iz-.~1Ton of non ~vrnbiutic /Jh !.!i!nt!'s. and th:.ll svrnbi
oric •tnd non ... y.111bio1ic l-lb~-c:,·oJved fro111 :.l .. con1-
n1on ancc:-.lof*. 

.KEY \\'OROS: Evolurion. hemoglobin. nicro
g.en tixmion. O.\.ygen. stress. s~ 111biosis. 

GE:"ER-\LIDADES 
L:.h hc:-nH.>_glnhin;.r' ( l-lb ... > 'llfl pnHt:inas quL· pL·rtC"
n~cen ;:11 grupu de.: Ja..; !!Jnbina...; y que contic:neon 
hcrnn corno grupo pr·o-.(L;tico. t..'I L'll:.il pcrrnitL" la 
unión n:,·c.:r~iblc del u:XÍ!!Cnn fÜ.) v otros Ii!.!alH.ln-.. 
g;r,cn'º'· La' 1 lh'.'> ~c.: h71n dclt."1...:la-dl.l L"ll [ll~fu, h.1' 
grupo~ lk or~ani:-.rnn-.. dc: .. dc la..;. h:.1ct..:ria-. lla-.ta 
lo...; \'"L•rh:hr-;tdlh. t.:11 dundL· .. u funci1ln pririt .. ·ipoll ''-" 
rcl~11...·inna L·nn L"I tr¡111 .. portc.: ~ alrn¡¡ .... -011 de ()> La .. 
Hb .. 'º11 prlHci11~1 .. ut-iicu;1 .. L'll l.i .... plointa ... ~a lJllL" 'L' 

luc.tli/an t."fl J," núduJo, dL' L''Pt.º1...."iL .. , k·~u111i1hl .. ;1 .. ~ 
OlClilllHTl.ta .. qllLº fijan t..•I llllfll~L"lh>. =-..:_-. ~ C.:11 di\L"l
!'-0' úr~an1> .. dt.." L''fh."L"IL"' nn (1jadn1·a .. de:;-..;_.. El an¡Í
J¡,¡, cnrnparalJ\ o t:ntn.: J;1-. 'L"1....'llL"l11...·ia' dL· rt:-..iduc." 
dl!' a111in11.i1...·id1h "'ll,;!iL"rL" quL· L'll la' planr;.1' t."'i'IL"ll 
du .. tip11 .. de: Hh .. qllL" ~L" r1..•J;1L·it>n.111 c .. trc~:hanlL"lltL": 
1~1 .. lfh .. d1...--I T1p•, 1. ,, l fh, Jll) ... 1111bil·1111...·d ... ~!~a.. lfb, 
dL·I T1p11 ~. ll llh .... -.i111h11'1ti-..·.1 .. ff:I:_...' J .. -\, { 11. L;i.. 
1 fh .. J1ll .. 1111h11'it1 .... ·.a .... 'L' d ... · .. 1...·uhnt.•ron rL"L"l1...ºIHC:lllL'IH1...' 
y L·o11 .. 11tll~t.·11 un ~!Tupo de pn .. •tt.•Jn¡1, c,111 car01L"tL"

rí .. ti1...·;,i.. hit1quínli1...·;a.. particularL· ... L·uy.a funi...·i,ln L"ll 
l~i.. pi.anta .. 'l!' dc..·,1....·ontlL"L"- l'nr ,u par·tL". 101-.. 1-fh, 
..i111h1,·1t1~·.1, <¡lit.º ...... -.ínlL·l1.tdll c...·n Ju, 111-ldllll>' ........ han 
1,,.•;¡¡,:..._·[L"i l/.td•• ..._·, iri d1...·[~IJl1...•. ~ 'Lº 1.."l'l..'1.." lJLILº 'ti ftllli...ºÍt.1'1 
L"' u·.111 .... p. 1rt,1: .. :! e' 1101 .. 1.i /,h h.i...·1~·rn11..IL'' r"qadtll"L" .. 

---. 
'I'~S~~ 'v •• l 
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:::. 
E 

e 
= 

Fii:ur~a 1 f..\J Fc:no.!,!nnna '-tUC" 1111H.~· .. lr•1 J¡1 -.imilirud c:ntn: J;1 ... 

... c ... ·uc-n1,:i;1-. 1.ft..• rc-,iJuu' e.Je- ;uninno.idJn, i..h.~ la..; Hh .. \ c~ctah,.•, 
4u..: ,.._. ;llu11:.;.1n C'll f B 1. ~ 4uC" 't..° t..1h1u,·o HI u1i11~ar J;1~ rurina 
PILEL'P Jcl pro~r;.1ma GCG. 

de.:- ~; f.:!>. En c.:-:-..ta rt:vi:-.illn se discutt:n ª'Pt:L'lo:-. 
~en~raJL·...; sohn: la.;. Hh"' ..;.i111bi61ic;.1s v. con 111;.1\·or 

;jctalk·. J;.1, c:.1r:.H .. 'tL·rí-..1ic:.1' d~ l:.h 1-fb· ... no :-.in1t~¡,·,_ 
ti"-·;.1, L'll fL•l:.1 .... ·iún con 1 i J ... u ft1r11.:illn t:n ft.,, tejido' 
"L'gL·t.ak•...;. t ii J la n ... ·J:.1ciún qt1L' tiL·ni..·n c .... t;.t-. pr:oh.:i-
11a' con la~ 1-fl-,, si1nbil·11ic,:a-... ,. f iii >Ja t:\·olui.:iún de: 
Ja, Hbs c:n las planta... ~ 

HE:\!OCLOBI:".-\S Sl:\IB!ÓTIC .. \S 
L.l' .. 1 If.,, -..i111bil.lli1....·a-.. ... L' dt..·~L·uhriL"ron L'll 1 VJlJ en 
f1 ... 111.1dulo-.. l.k· pl.1111.1-.. k·~u111i110-..~1 ... f 3 ). pnr lll qut..• 
... ;..· ll..·' llan1~1 IL·~ht..•1111l_;!fl,hi11;.1 ... 1J.b ... 1 f)c-..dt..• L"llt•lll-
1....·-..- ... t..•-..1.1-.. pr1n1..:1n.1 ... 'L' h.111 t.." .. tudidd11 t..'11 di'\L'r"'~""' 

L''P"-"':11...·.., dL· k·,gu1111110 ... a-... tal L"Ufllt.1 i...•J frijol 1 /~'1a
't'•1/u, ntl~11r1, ). J;,.1 "l\ a e (iÍ\·ci11(· 111,1.\·). la ;.1lf:..df;,.1 
1.\led11·11:..,•o \t/11\"ll l. t..•1-trt..~bor" 1 li·i(oli11111 rt'/><.'11.' 1 y 
L·l lupi11111/.u¡11nt1' /111t·u, 1 l.a ... Jlh.., .... j111hi,·1trt...·;,.1-.. ..,,,n 
l.1 ... pr111 ... ·1·11.1 ... 111.í ... ;.1hu11darlf1...•-.. 1...·11 (,l.., 111"1dulu .... t.."11 
,f .. :¡,J...• 11...'J'll.''L'll(~lll fid..,(d L'f ~()', dt..• f;,.¡.., f'll1ttL•J11,1-.. 

solubles. Esto.1s prott.:í1u1s tienen una afinidad alta 
por c:I O: dcbidn :.i que J:.1 L'Onstante de :.1so1..:iac.:iLln. 
··k on··. e:. elevada y a que la L'Oll,tantc: lit..• disoL"ia
c.:hº>rl. '"k on-·. t.:' 11H1d1.:rat.h11111.:ntc: baja. Pnr Jo ta11-
h1. -..e: l.'l"t.."t..' qut..• !~i-.. 1 !h~ ,jrnhilltit..·;,.1-.. cuntrihuycn 0.11 
proceso dc fij;,.11....·illn de N: al fat..•ilit;,.1r la difusión del 
O.: hastu los bat..·tc.:rnidi:s para rnantcnc:r· la rcspiru
ción y l:.1 produccitln de cncrg.í<.1 en la forrnu de ATP. 
La' Lb:-. :-.c.: ~i1Hc:tiza11 cspc:t..·itica1nentc en los nódu
los. v no se les h:.1 dctcctado en utros órganos de l;,.1 
plan"rn < 2 ). 

Aút!nuis de las Lbs. t::unbi¿:n se ha cstudiudo unu 
Hb que :-oc loc:.11iza en los nódulos de p,4.·aspo11ia 
t111der.,·011ii c-J.). Esta planta pertenece a la f:.unilia 
Ultnacc:.tc. y es l;,.1 Línica cspc.:cic no lcgurninosn 
conocida qut!' es nodulac.fa por R'1i~obi11n1. La Hb 
dt!' Parusponiu es una proteína hon1odi111érica con 
rnasa 111ulc.:cul;,.1r de - 35 kDa. y cuya afinidad por 
el O: es sirnil::u- a la afinidad que tienen las Lbs por 
este clen1c.:ntu. Por lo tanto. se cree que la función 
<.h: Ja Hb en Jo~ nódulos de Parasponia c.:s rrnns
ponar el O.: hacia Jos bactcroidc:s. No obstante. n 
di fercncia de los genes lb. el gen ltb de Paraspo11ie1 
se cx.prc ... ._1 cn tt!'ji<los difcrcntcs :.1 los nódulos: sin 
c111bar~o. Ja fun1....·il'H1 de: la l-lh de: Parasponia en 
c~th h.:j ido ... 'L' dt: ... ~on· ice. 

L;,.1' 1-fh, -..i111biútif...:'a' se h;,.111 Lktcctado en otra:-. 
c'pc:cie' de plarHas dicotilcddnc:a:->. En A rahido¡>
.\ ¡_, 1halia11a :-.L." dt..•tt..•ctaron Uo., !!.C:O(!':... hh. ulzhl \º 

ahh2. La -..i111ilitud cntrt..• la '.'>C:Cll~nc.-ia dt..• n.: ... idu11~ ... 
di..:' ;,.u11inl1~i1....·ido' dt.• allhl '\ allh:! c ... dt:I ()l)<"(. ,jn 
L"111han.:,1. <illhl 'alfh~ éit.."JlL"ll 111;,.l\llf ... i1nilitud 
t.."1111 l~t.:- l fh..., flll ,¡;11t-·dllti1..·a, y sin1hil.;tic;,.1-... rt..~ ... pc .... ·
t1\ ~11111. .. •ntt..•. p11r fl, que allhl ... L. Cl1n,idi.:ra 1....·l1111•1 
un~1 llh llll ... 1n1bit.ltica \. allb~ cu1110 una llh si111-
h1l"1t11...·a 1 Fi~ 1 .-\ ). LP~ it..•Jlc:'."o hh dt: Art1'1ido¡1xi., -..c..: 
L"'prt:'."ian t..•n la' rn ... t:ta-.. y r·aicc" cuando Ja planta 
L"rL·._·t..· t."111....·111hlit..·i,1nt."' n·n·rn~dc ... 1 1 ). En Ci(·hori11111 
"'L" •ll-..k, un .-\J):'\.°c que L·odit"11....·~1 p~1r~1 una Hh. E-..ta 
lit""' L' ... llll Jlt.~p11d11 d.: lhl rt.~ ... idu1, ... dc.: ~111111111~i ... ·1d11 ... 
: l:n.1 111.i-...1 11ll1!t..·._·ul~1r <..k· IS hD.1 :'\h ... ·d1~111t1..· J.a 
._·, 1n1 p.11.11...·1· -111 d t..' J "..., ... i.:l..·uc111. .. · i;,.1~ dt..~ rt..•-..1du1,... dt.• arn i
nu~1 ... ·1d1,.., ''-' d1....·tcn11Í1H) qLtt: la Hh de Cic·/Ju1·i11111 
tiL'llt.." 111a\ t>r ,i111ilitud con la' Hh-. '.'oi111hiútit..·a-.. f Fi1.! 
1.-\ 1 El ~t.'n /:/• d1..· Ci1·!1oriu111 '.'>t." t..'Xprt...'"-..a durant~ 

1,..·l in1 ... ·i1• de J.1 1....·:11hr1·•~t.~111..•-..i-. ... 0111;.it1L·a dt..• 1~,, ho-
1.1-... :· L1 turl...:11-,11 dt.: la-1 lh t..•n 1..•-..i1 ... ti...·_iidli.... ,1... t.k· ... -
.. ·,111.• .• :1..· 1.; 1 
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11 Ei\IOGLOUINAS NO SIJ\llUÓTICAS 
<1) /lt.!1110¡.:lobiuas 110 sb11hir1ticas de plantas di
cr1ti/edá11l~as 

La clonacilin del gcn h/, de l'ortl.\}}(Jl/it1 pcntlilitl la 
dc:tr.:1..'\..'itln c.J...~ In:-. g.L·nc:-. lth en ulnh c: ... pt:L"iL'' t.li1..·01i
lcchinc.:as. 7h 0llll/ /OlllC'll/O.\"tl C.::-. Una pJanla que: rh.:"I"• 

lc.:nccc a Ja farnilio.1 Uln1a..:c:o.1c. pc.:n> que.: lll> nc.nlula. 
y por lo tanto tarnpoco fija N:. l\.Jccliantc: el Ll'.;o dL"I 
gen /1/J de: p,,,.,,.,·ponia cornn sonc.Ja rnnlccular. fue: 
posible aislar el ,gen hh de Tre111a el cual codifiL:a 
pun.1 un;.1 Hb n1onornérica qut: se sintetiza t.:n h;1jas 
concc:ntn.1ciones en Ja..; raíces de Ja pl~1111;.1 (6J. En 
lo.1 soya. e.xistt!n al nu:nos dos ,genes 11/J rh.> ~i111hi6-
tico~. los cuales se regulan indcpendientcrncnte a 
Jos ~enes lb. Los transcritos. ARN111. de: Ja Hb no 
sin1biúcica de Ja sovo.1 se dctc.:-cto.1ron en cotilt.:dones. 
nddufos. r .. 1íccs. caÍlos y hojas dc planta' rnaduras 
C7>. .r\unquc el ni\'cl dt! expresi6n dt.:-1 gc-n /,/>no 
sin1biútico es scnu:jante C"n Ja..; raíct.:-s y lo:-. nódulo:-. 
de las planc;1s cft: soya. Ja cxpn:-sil>n dt: c•aos gcnL':o. 
no sirnbióticos dific:n: considC"rablcrncnlt: dt:l pa
trón de expresión de Jos genes /h. el cual es n1uy 
;llco y t!Xclusivo de los nódulos. 

b) l/e1110~/obi11as 110 si111bhíticas dl• plantas 
111011ocotiledrí11l•<Js 

Ltl' !.!L'nc..; " tr.:u1,l.-ri10" c.h.: J·Ih' Jll> ..;in1bi.j1k·.:1' 
:-.t.: han aett:Cla

0

dO t..'11 Ja.., pJant.:1' llH>llO\.'tltift.:-t..h.lnL•a:-.. 
1-avlor et ;1i C~) clonaron el .-\DNt..· de Ja J-lb dt.:- Ja 
cC"bad.:1. llonlcu111 1·1tlgan· . . -\1 co111parar la ..;ecucn
..:ia di.: Jos rt.:- ... idun:-. c.h..• a111ino.:lcidns de Ja J rh de l.:1 
echada L'Ofl la l lb de Para.\f}(Jllia 'L' 1..•n1..·onu·1..'l quL' 
.:1n1h.i... prot1..·in<.1 ... ricn1..·11 una ,jrnilitud del 7 J r·;.. '\ 
qt11..· J;.1 llb tk· /~1 L·chdd.:1 1..·u1Hi1..·n1..· Jn ... rL· ... idu1i... d~· 
<.1rn1n1,;.Íl..·idt, .... qu1..· t.• ... to.in .:1Jto.1111cnt1..' L"tlfl,t.'f"\ac.h• .... en 
Ja ... J Jt-,..., ,.L'~L·t.:dc:-.. 1.:d L·on1u Jo.1.., hi...tidin¡i... d1't.tl ,. 
pru.\.ini<.d rf:¡.t! l B). que "111 Ju, <.lnlint>.:íi..·idt.,... qu~· 
L"l)t1rdinan .:ti fk·rro <F1..•) dcJ grt1fH, h~111,, L'll J¡1 n1.:1-
yorí.:1 dc 1~1...; 1-lf""l,_ r\1 parccc.:r. en Ja L·1..·hada C\.1...rc 
un.:1't1l:i1..·opi.:1 t . .h:I gen lrh qu1..· l.:11d1f1L·a p.1r.1 u11~1 l lh 
f1,11111h.f1n11..;ri1..·.:1 lk· ;:7 1'J)~1. /;11..·11;11 "t.' J,1L·:il1/~1 c11 Ja ... 
r.1i .• :1..·,). 'L·111ill.i... dt..· l.1 pl~111t.1. L11 el ;in11/. f)r\.-,: 

,,it1: "· L'\.1..,IL'Jl pnr /11 111t..•1111-.. llt..'' 1,.·1,p1.1-. dt.•1 ~1..·11 

l:n. d1..· J¡1,1..·ual1..·' c..J,,... ",n tt1nL·1t111.dc .... "-"' 1..k•t..:1r. qu1..· 
't." 1ran ... 1..·ribt..•11 i:n .-\R.'\,,,"111. La l:t11np.:u·•1t..·i1-,n c.k· la ... 
... t.." ... :t11..·11ci•1' dt:" n: ... iduo ... di.' arnint,o.ít..·ido ... cntrt.• f-íh l 
;. Jfh~ tk•J ¡11-ru/ 111uc ... trd qt11..· .:1rnh~1 ... pn•tt.:ln.:t' .... on 
.... ;rnll.1r1..·, t.'n un tJ_~·;.' t.'11rr1..· r,s'" x~·; 1,.'P11 1•t:·a, 
1fh,110 ... 1rnhil-Hi1...·~1-... l.1~ ... ~1..·11c ... /JI,¡_\¡,¡,,: -.e t.'\.f"\f1..'
,_1n dif1...·r1..·111.:i.;1J111L·1He 1..·11 pl.111t.1 ... n1.1ilu1;1 ... d~ drI•'/: 
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¡,¡,¡se: c.\.prcso.1 en las hojas y n1Í4.'l:"s. y '1h2 se cxprt.:-
~a .... ,110 en Jas hnj;1 ..... lo que indi1..·a que lo..; gcnc:s ¡,¡, 
c.Jel ;llTU/.. :0-1.! rcgul~lll por cJjf("l'c.!'lllL'' flrtllllllhlfL'S (l)J. 

EXl'l<ESIÚ.'.'.' l>E LOS (;!':2'.'l·:S ¡,¡, NO Sl.'1-
BIÓTICOS EN l'LANT,\S QllE CUECEN EN 
CO"°DICIO.-.:ES J>E ESTIU~S 
La fun..:illn de h1s J·H'ls no 'i111f""lh-,tk·a" sc dt!:o.\..·ono
ct.!'. Sin en1b;1rgo. el an;íJj,js di: Ja L'.\.Jln.!'..,.it111 di.." Jo..;, 
gcncs hh es una herrarnicnta Lítil para entt!ndc:r l;1 
fun'-'iún dl.! esHIS proteinus. Se ha oh..;t.:1·vado quc la 
cxprc:-.hln de Jos genes¡,¡, no siruhilltit..·u, sc 111odi
fic;1 cuando Ja pl~1ntu crece en condk·ionc~ de c~
tr~:-.. Jo qth.: sugh:rC" qui! Ja funcitln dL" las l·{h~ no 
:-.i1nhiúti1...·as ~e n.:Jac.:iona con J;1 n::-.pue..;to.1 de J.a pl;111-
c~1 al e:-.trt!,. El .gen a'1/JI d~Arahido¡Hi.\ :o-1! e.'\.pre"a 
en f;p.; rafL·es de: plantas quc crl.!'1...."L"ll en C:tl11di~iones 
nnnnalc:..;. y se sobrcexpn~sa t.!'11 la-.. hoj;a-.. y raic.:es 
cu;1ndo Ja .... pJ;u11as se C'iicuc.:ntran cn «..'ondiciones 
de hipO:\.ia. Por ~u parte. el gen allh2 dt! lu 111isn1a 
espc1..·ie St.." c:xprcsa cn las hojas de.!' plantas que crt!
cl.!'n en condiciones nonnales. y se 'ohn.:expres~1 
cuando las planeas se sornt.!'tc.:n ;1 h;1j¡1' h:-1npl!n1tu
r.:i-.. e J >. La e.xprc:~itln dc:J gen /1h dc l;.1 ceb¡1da se 
incri:111e11ta cu;111do la" pl.:1111.:1 ............... 01nct1..•11 a condi
..:ionL'" dt...• 111k·ro.;1L·robio,i:-. e S t.;. L'Uandn 't." hlt,qu1..·~1 
J.:1 :-.intc'i' lk· .-\TP Cl.!'Jl JCJ1. En ... ·,1nd11..·iun1..~ ... t.ft.• 
n1i1...Tuacruhit..> .... ¡.... L'i gt.."n ¡,¡, c.k· Ja 1..·1..·had;1 ""L' L''pr1..· ..... 1 

en nh·cJt.•, qth.: son co111p.:1r.:1bk· ... .:1 l<.1 t.:.\.prL•,¡,·,n 1...k· 
Jn, g.1..·nt." ... /c/h y cic/h. quL- codifiL·.:tn par•1Ja,1.."'ll/i111~1' 
J.:11..·t•.1lo tft..•..,hidro!..!L"lla,~1fLf')H1 \ a1L·uh1ll tfL•,flidru
g'-·na ... .:1 1 .-\[)f·f J.-rt:,p..:1..·ti\ <.1n11..·1.1k·. l.:1.., cualt.· ... ",º 
111~1r ... :;.id1•;·t..•, dt..·l 111ctah11/1 ... 1111i o.111.11..·1·11hi11 1glu1..·11ii-
l11..·111. :".l.i-. .:nin. od 1r·d11,ft1rr11ar c1..;lul.i... d1..· 111.:ii/ ... ·,111 

1..·I ~1..·11 '1! 1 .. J...: la '-'L0 h;;1d;;1. el Jl i ... t..•l t.."lh.'I ~1,,.;llL.,' d ... • t..• ... t;;1 ... 
1..·élul.:z, n11 't.' ;;iltt.."ra 1...·u~1rtt.lll el ~l • .'ll l1h '"-' 1..'\.("'l"t.."'•1 
1...·tHi...titut1\ ~irncnlt: l>aj11 ct1ndi1..:i1111t.·' tk hipt,,i.1: t.:n 
L·an1h1u. en Ja ... l.."~lul¡1, de 111ai/ Jh> 1ran,f1l1·111~1d~1 ... 
t.ft.•-.1...'1.."'nd11.·1 t.'I ni\·t..•I L'n1..•n.!1..;li1..·¡1 11..·u~111tifi1..·.:idn 1..'l.11lll> 
1~1 1,.·11111..·t..•nrrai..·i,·111 de .-\Tj>, h.:1¡11 l.1 ... 1111 ... 111.1 ... L.l,ndi-
1..·111rh .. ' '· f:,t,,, r1.. .. ·adtadn' 'll_:.!.lt.'1"1..'ll l.Jllt..' Li... Jfl ... , nu 
... 1111hi1.H1 ... ·.1, p1ldrla11 funt..·i1111.1r t.."n L"i r11t..•t.1h11l1 ... 11h1 

t..'lh.'J _::1..·r: ..... ' 1..k· la' 1,.'1..~JuJ.1, '1..·g1..·1.1k .... ' 1eJ1. 

C.-\R.-\CTERÍSTIC.-\S BIOOl ºÍ:\llC.-\S DE LAS 
llE.\IO(;LOBl:'\ .. \S :"O Sl3.IBIÓTIC.·\S 
Po.tra c ... tti...fiar lo.1 ... 1..·ar.:1L·11..·rí ... ti1...·a-.. h111quír11i .. -a ... 1..IL· hh 
pr1H.;..•1'n.:i ... 1..'' llL'L"l..''"n', t1ht1..·111..·r 1...·.111tid;;1d •. : ... L't,nsi-
d1..·r-.1hJc ....... Ji..· l~1 pn111..·ino.1 lk· tntL'lt..''· 1.a L·11n1..'t.•1Hn1-
1...·11·1n d1..· J.: .. l f h .... 1111 ... 1111hi1 l111...·d, l'fl ¡," t1..· 11t.l1 , .. d\,.• la' 

TESIS CCN . 
F'Ar r A D' '."'> ,. •. --·'-""":~>J.] : 

~ú"'1 ! ~ t~, i.~-l :..~.W_!.!J 
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Shy•com H.b HASA\'VtfOSEA AAVRAPSKPV KTYSIU:NEQL Vl':"QSWEILKJ'i: DAORHCIHP'F RIN'reJ: 
C'ryza Hb2 
Ozyz• Hbl 
Hordeum Hb 
Pdrd•pon.J.a Hb 
Treme1 Hb 
Caa•.Jar.l.na Hb2 
Glyc..in• Hb 
Ar4b.J..dop111.J.a a.Hbl 
A.r~.J.dop•.t• affb2 
ci.c11or.l.uzn Hb 
Ca•u•r.J.na Hbl 
v.J.qn• Lbrr 
Glyc.1ne Lb.di 
H. cruncacuJa 
H. aac.1va Lb 
Se!!llban.i.• Lb2 

Phy•con'li. CreJJa 
ory:a ff.b2 
Ol:'yza H.bl 
Hordewri Hb 
P•r.aspon.i..a Hb 
Tr-''"4 Hb 
C•su4r.i.na Hb2 
Clyc.l.ne Hb 
Ar•b.i.dop•.J.• aHbl 
Arab.idop•.i.a a.Hb2 
C.:ctioríum Hb 
C••uarina Hbl 
VJ.gl'ld Lb:Z::Z: 
Glyc.J.ne Lb ... 
H. erunco!lcu.la 
H. :!ldCJ.V4 Lb 
Se:!lb•nJ.a Lb2 

~~~~~~~~:el l d 

Oryza Hbl 
HorCe~ H!::I 
P•r••pon:i a Hb 
':'".;-e..~ Hb 
Cas•..:.•r::..na Hb.;? 
c:.ye.:.r:e Ht> 
A:ab.1.dopa.1.s attbl 
A:dbJ.COp!!ll-l.!!11 aHb.:' 
c.:.:.":o:.:.,,..., Hb 
C<1s·.o•:.:.r:a Hbl 
~·.:.;.-:• :..e::::: 

~:-~·;~~;;C':;-;~1. 
."f. !Id:; .:.~·.,1 Lb 
Sesb•:-:.:.<1 Lb2 

p.":y!!fl:o:;.-.:. :::-<-~.:.: ,, 
o:vz<1 H.::..:? 
c:-:.·z<t H:. ! 
H:::.: ~ ... ..._- H:; 
P~:.lls¡;;~:":.:..t h:O 
~:--.d "!!: 
C<1s.d: •. ":.1 Ht.; 
c.:;.--:-.:..·.~ ."'!~ 
A:.t=-.:.~c_=s+:< dH=c: 
A.:d:>:.cop:.+:. dH:C.2 
C+:.":-:.:+:.i..-. Ht.> 
Cd!!f-4:,o.:-;d Hbl 
·.·+;--:!!:..o:: 
..;;._. :+ -~ :_.:,,1 
.... • ~: - • :- 'f~·;: •••.• 

,. 'f ~ ~ ·• 1 :.: 

i!'."-t .• .JI :.:,: 

HALV l'!GHNCVSCCA VSP"SEEOEAL Vt.XS .. AIHXK DSAlfICL.R.Fr LKIFEV 
HALV l'!DNNAV ••• A VSFSEEOEAL Vt.K.3WAI~ DSANIALRrr LKIFEV 

MSAAE.GAV V.FSCE>!.t:A.t. ""LKSWAIHXJ< DSANLCLRFF LKIFEI 
MSSSE\INX V.F'TEl':OEAL \."\.T-AWAV>tl':K NSAJ::t.ct.Orr LKirEI 
MSSSEVDK V.FTEEQl::IU... ,_"\."KSWA'.IM.KJC NSAELCL.l':FP" LKlFEI 

MSTLECR C. FTEEOEAL V"VKSWSAKKP NACELCL.K.TF LKIFEI 
K't'TTLER C. FSEEOEAL \l'VKSWN\IMJ(X NSCELCLkTF LKIFEI 

>a:SECk IVF""M"!EOEAL VVJCSWSVMK.K NSAJ!!LCLIU.F J:J(IFEI 
MCE IGP"TEXOEAL VKE'SWEILICO D:tPKYSLHFF SQILEI 

H G. P"SEXO!:A.L VTXSwr.IHl<O OIPALSLYLY AMIL!:I 
H A. LTEKOEAL LKOSt."E""LJll.'.Q JIIPAHSLR.t.F ALIL.EA 

KV A.FSDKQEGL V?IGAYEAFKA OIPKYS ... VFY TTILEK 
HV A.f"'rEKQDAl. VSSSFEAF!tA NIPQYSVVrY TSIL.Ek 

H S. f"TDP:Or:AL VNSSYEA1"'k0 NLSCYSVP'FY TVIUK 
H G.FTDKOEAL VNSSWESFKO N.PQNSV't.FY TIII.P!k 
H G.f"'rEkQEAL V1'lASYE.AFKQ NLPGNSVLFY SFIUX .. , ____ ,. ___ , , ___ ., ___ , 
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A.PGA k.AHYSFLIU>S TIPrEENP'KV J<.:JH""'YVTHH TGOAAVQLCE KGAYOY 
A.PSA SOKP'SP"LR.NS DVPLEKRPt.L Y.THA.HSYTVt1 TS:EAAAOLA.K AGKVTV 
APSA SOta"SP"LJtNS DVPLEXNPKL KTftAHS~ TS:EAAAJJLR.K AGrt'VTV 
APSA AOf1TPFLRDS OVPLET?IPKL KTH.AYSVT\.'l'1 TC'E'..AAAOLR.K AGP::ITY 
A.PSA KNLFSYLP:DS PVP.L.EQNPl'.L l"PKAT"IVn.."H TG'.ESAVQLIU': AGKV'ro.' 
A.PSA KNLFSYLP:DS PIP.L.EONf'KL Y.PH~ TS:ESAVQLA.K ACXV'TV 
."U>SA Ok.LFSFLXOS NV'?LER.NPKL Y.SHAMSVF'LM TC'ESAVQLA.K AG'/':".n"V 
APSA OKLl"'SFLRDS r.rpLEQNPY.L KPHAVSvrvM TC:>SAVOLA.K AGXVTY 
A.I'TT Xl':MFSFLROS PIPA.EQNPl'.L l"PH1"'U-tSvrvH !:CESAVQLP.JI: TGKVTV 
APAA XGLFSF"LJlOS Of:VPKNNPKL KAllAV1<VF1':.11 TCETAIQLRE EGl'!::VVV 
A.P~ RGLTSrLXOT N'V:t PONNPKL XSH AV-,:V,.101 V~!:SAIQLA.E ltGCVVV 
APES P:Y\/FSFLJCOS KP:IPENNPl'.I. Y-A.HA.AVIFKT ICESATELAQ Ji:GHAVW 
APAA JCNLFSFL •• A NGVDATNPkl. TGHAE.KLF"GL VRDSAAOLP.A scavv. 
APAA KOLFSFL •• A NGVDPTNPKL TGHA.EKLE'AL \,°ROSACQLJll:A SCTVV. 
APAA KGLl"SFLKDS AGV.QOSPO!.. OAJllA.El':VFGL VRDSASOLRA TCGVVL 
APAA XCK1'SFL.OS AGV.QOSPKL OSHAE.r..TG/'1 \,°RDSAAQLP.A 'I'CG'".J'VL 
APAA KGHFSFLJCDS OCVPQW.lPSt. OAHAEKVFCL VRDSAAQLR.A TG\. .. .J"\."t. . . 
J_c_r 

• • 15(.) 
Ll:SK LOKLAA":"H'r.-1 AG\"":'::>OQn:: VY..EAILYAIE HG"."P OLWSF rwi:sA...
P.:>-:-T LKR:..G.A"!'HF'I' YG"."G::>A.HF'!:'." TRFA.LLE-:-lY. EA."."P\.'"t:>M"'..,,SP A."Q:SAW 
~TT L.KlU..GATff:.X YGVGOAttF'Eº." \,"Y.1"ALLD'T'!:Y. !::E'\.'i'ADHWSP /\l'U.SAW 
R.ET":' Ll'.RLGCTH!.Y. YGVA.=>CHF'.E".' -:-RFA.LLETIP': EALPADHWGP E.KR.°"AW 
KESO Ll'.RIGAIHF'T TC'\IV?."E:HF'.Eº.• TR1"A.LLETIK EA".IP.~SP E:Ml'O'<'AW 
R.ESN LI"'.RLGAIHTY. NG\.-."?>o"E:HF'E. TPFALLETI Y. EA"•°P. EMWSP D<X....,AW 
R.ESS Ll"'.:Y.LGA.SHF'I" HGVA.D.E:HF'E'." T)'FA::.LETlK EA".'P.ETiooolSP EMl':NAW 
R.ESU Ll"'.:KLCATHF'fi TGVA::EHl'"EV ':"'Y.FA.LLETII"'" EA\."J>.EH'\oºSP A.."<Y-'IAW 
R.!:":"'"!:" LY.RLGA.SHSK YGV\tOEHF'f.:V Al<YALLf:TIK EA'.IP.EMWSP EXXVAW 
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Lira !luan K y col' 

plnruas es rnuy baja. apn1.xi1nac.la111cntc 
100 nl\I C.:!>. por ello el ab .. Ja1nicnto e.le 
las prntcín:.1.,. nativa" a partir dc los teji
do" ruc un uh:-.t:.ÍL"Ulo p•1r:.1 Sll cstudio. Sin 
c111hargt1. el prohlc..•111;1 :-.L" rcsolvit-> al L"lo
nar y c..·xprc,¡1r c.."11 l·:.\(·heric·/dct coli los 
... '\Dj'\;i: de.! divcr:-.a:-. l fh.,. no sirnbil>ticas. 
lo cual pcnnirhl nbtcncr· cantidades sufi
cientes de pro1cin:.1 ... rccn1nbinantcs p:.u-a 
su c:-.tudio. Lo:-. an:ilisis pn.!\'ÍD:-. a esos 
estudios pern1iticron i:o111probar c..¡uc las 
Lb:-. rci:u111binantcs. que se aislan a partir 
de/:.~. coli. y las nativa:-.. que se :.1íslun a 
p:trtir e.Ir: 'º"' nódulo .... ti~nf.!'n cantctf.!'rís
licas biu4ui111icas idt5nticas e 1 1. 12 ). Por 
Jo t:.11110. se- hu utiJizudo el sist~1n:.1 de 
i:.xpn .. ·~ion i:n !:.:. t•o/i para obtener canci
d:.tUt.:~ ~ufif.."Íc.!'nles c..h.: 1-lbs no sirnbillticu~ 
para 1Ji:,·¡1r a c~1bo an~ílisis bioquirnicos. 

La..; Hbs no si1nbic..l1icas tienen carac-
1r.:rístic...·a:-. qut.: sun si111ih1rf.!'s al rf.!'sto de 
'ª"' globina'.'lo ya que unen revcrsiblc1nentc 
el O. sin crnban!o. t:.unbién difieren l."11 
algu;lo .. a'.'lopt!'cto~. L•t estructura tr.:n:ia
ria de 1~1.:. J;h.,. vi:getah:s. inc...·luyi:ndn ~1 la'.' 

Fig,ur·~t 1 f B J • .-\.l111c.11111c11lo dc J.;i-. -.c.:1.:ur..•111,.·1;1 .. 
r..k rc,1.Ju1,.. Ur..· •11111111)~¡.._·11..!1" dr..• la .. Hh-. 1H1 ,j111-

h11Jr1r..·.;p. " ~1h:un.1 .. J lh .... 1111h1··,, ....... a-. El .1'1111..•:1-
11111..·11111 ... ~. r1..•:il1/1l al u1d1/;.1r l.1 ru1111.1 PJl.EL"I' 
lk·I p111:_.:r.1111;1 c-<¡c· L.1 .. p11n:111111..· .. qu1.· 111n11.1n 

p.111<: d .... • 1 .... h1..·l11.:1..· ... i1r.1 ....... 1nd11..·.111 .._·1111 /.1 .. /1:-
tr.1 ... ·\. ·' l.1 11 • J.1, 1 fh .. \<.."'-.'t..ºl.d-.· ... .._·.11._· ... 1..·11 d1..· l.1 
hc/1 ... ·c 1 > •. :- .. ~· 1..·.1J.:uJ.11. •n ~··•ll h.t .. 1..• ._•11 J.1 ...... ,,u ... ·. 
tur.1 de l.1 Lh,1 d._• l.1 "'" .1 1 ~ 1 J_,1 ... 1 .... • ... 1du1h. d ... • 
t11 ... 11d111.1 .. h-.1.1l '.'- pn1\111;.1l 1lf1 ... S.~1..· ll1-.l J.'-',,...,_ 
p.:ct1\.1111t..·nt ... ·1 ........ 11n1 ... • .. n.111 1..·11 111..·~n1.1-. J_ .... rr..·· 
... 1du•'' d1..· .111111111.i.:1d11-. que: ....... r.111 ;.1li"lht1.11111..•11-
ll.' .._., •11'1.."f\ .1d• , ... 't." llHll."''r.111 l.·1111 ., .. ,.._.n .... :n .... ~ l.1 .. 
tlc .. ·!1.1 ... \ -..·r11 ... d1..· ..... l.·(1.d.111 l.1 f1•ho11..·1111l d1..• In ... 
1/llt•lll1.."-. J_., ... 1lt1n1<.:1" .. de ,1 ...... ·e .. ,1 dl.· .. ·.1d.1 .. ..,._ 
... ·u .. ·1i..:1.1 1..·.i .. -r ~·.111 .. · .. d .. · d.11 .... < i._·1d·L111J... ..... 11 i. .... 
.. 1'..."ll1l.·111 .. ·.. /'.'1·. ,, ,.11::.•1, ilu l lh .\I ~ 1 Sll-l•J 

f'1:·,11l:,¡ l -1111~11 r11· . .illh~.l"7ll•t~I.//,.,. 

,/,1111t 111'. { 111~.:::.._ /',11•"!'"º''' flh. l 2-1 11..J. 
1,.·111t1 flh. ) 1J•l.2<1fl. C11\11,11111.1 lfh.2 . .'\:53 1>511. 
c;/\,111 .. Jlh. L ..:11..:' ... ,,,¡¡,,,,,,,,\,\ .1llhl. 
l' 1J..l<)IJ.'.-. .. \1,;."•1.f,•¡nt \ .if lh.2. l 'tJ...:IJIJIJ. ("11 /,n. 

,,,,,11 1 fh. \ lt u ,-_-:;11-; < ·.n;1111111<1 1 lh l. L.2SS.2t1. 
L· .. ·1111 1.!•11 l ~ ~~11-. <,r,, u1,· 1.h.i. 1'1122::.s. 
\f.,/11.1-.._• .• ,"1 ',¡•11/,1 1 hl ,-;;--;~~- \/ .. t1i111 

l . .., :.;: .:;; ¡11 ... • 1 ,;., 1•1:.1 1.1'2 1' I .! '\-l:-. 
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Hbs no sirnbióticas. c:s si111il:.1r :.1 la L"Struc.:tun1 <..h." l:.1s 
1-fbs de diversos organisrnos. ya que todas p1·cscn-
1an l!I plc.:garni'"'-•nto Ucl tipo globin_a. t!I cual «.."0111-
prcndc dt! 7 a 8 h'5Jk·c:-. :.tlf:.1 que: ~c.: dt..•nurninan con 
lo.i-. lctn1" ..-\ a l:.1 H. La hc..·ndic..lura par;1 c...·I hcn10 e-. 
una rc!.!itln con~c.-,·ada v .-.t.: funna t:ntn.: Ja, h,5Jii:c...·s 
E ,. F.- En c.:sta r<!~ión ~ .... e fl>caliz:.111 J:.1s hi..;tidina"' 
Ui;tul y pruxirn:.tl.-His E7 y F8. rcspccth·;.1111c-nh!. 
<.fue coon.li1u111 :.11 Fe! dt.:I hc1110. El o.'ill>1no de Fe 1~1111-
bic.!n csuí l..'.'oordinado por hy .. cu:.llro anillos pirró
licos del hc1110. Por lo tanto. ~e dict: que el Fe esco.í 
penr:.1coordinado cu:.111<..Jo cst:.1blcct!' un enlace elec
crost:.ítico con los cuutro pirrolc::s del hcrno y el i111i
dazol de.: lu histidina proxin1:.1l ( Fig ::?.-\.): en c.!'stas 
'-'in:unstancias el ¡Íton10 de Fe puede unir lig.andos 
c.!'Jl la sexta posición. 

El es1ado de dxido-reduccidn de.!' Ja, 1-lbs. h1 
coordinación del Fe y la unión de lig:.1ndo..;. St! pue
de c;-.tudiar rncdiantc ei usn de técnicas 
espcctrofo10111écric~1s. En la fi,gura :!A sc 
rnue:-.cran los espectros de :.1bsorción de 
unu 1-fb sin1biótica en las fonnas n:duci
da 1 F.:'-). uxi!.!t:nada 1 Fe'·Q.). v oxidada 
f Fe~->- En Jas-1-fb, en ~ener~tl. 

0

en Uondc
c.!'I Fc St! encucrur;.1 p<!r~t;,1coordinado <en 
J;_¡ forr11a Fe:-·~ o rt.:du'-~ida destlXi!.!t:n~1da >~ 
~e oh-.crva un pico arnplin c..·lHl L~Jl n1üxi
n10 Jc ~1bM1n.:iün a 557 nrn. ".otro en Ja 
región S_rct con un 111:.íxinu; a ..t.27 nn1. 
Sin crnb:.1r~n. la" Hb' ncl 'irnhi6tica .. dc!I 
arTul'. y la ;eh;:1da ticncn 1n;:í.xirno~ de ab
''-lr-~1t·1n :.1 :i5(1 ~ 52(1 run cuando se cn
.._-ucntr.111 en !;1 f1>n11~1 r·t..·ducid;:1 Lh..· .... u\.i
~.._·ri.Hb e Fig ~ B L Jo 1...~ual ind11...·a qut.: la 
... .._.\.Lt pl1-.1cj,·,11 dt..•I Fe e-.r;:i L°lH1rdinada 
f"'•lí .. dglln ligandn. :-..lcdjanle cJ LISO de.! 
111 uta~L;ne~i' c..1 ¡,-¡~ida .. ~\rrcdonUo-Pecer 
c-t al .-LJ > c.h.:rnn:-.tr~~ron que cl sexto ligan
d" <J~l FL .. · .. en la Hhl 1111 ...,ir11hi6tica del 
.. 1.-r1..1/ .:-. la hi· .. ridina d1-.taL Pt1r lt) tanto. 
-..·:; t..• .. r.1-. '-:nndii...:inne-. 1...·I Ft..• th.• f-Ihl st: 
t..·~;. ... :'.i:.:ntr~1 he\..~tt. .. ·1H•rJ1nad1• tF1~ 2BJ. h) 
... :.~.d ....... u11~11..·~n.1L·rt..·ri-.t11...·~1 tini'-·~1 en L"I g:ru· 
r·) ....il..' l.1 ... g:loh111~1 .... 

(Al 

!BI 
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n1cntl! b:.ij:.1 ('fabla 1 ). E .. decir. bajo las condiciont:~ 
de estudio estas J-lhs no liberan el O: una ,-ez que 
se une al Fe:· dt.:I ht.:llH.l. Sc h:.1 ~ugericln <..¡th! la <..."t.:f· 
c:.111ia <.!l..• l:.t libtidi1H1 di-.tal c~1:.1hiliza al Q. en la ~cx
ta po~k·i1:111. Jo que rc-.ulta en una afinida¿t rnuy :111:1 
por c.::-.h: c.:ll.:"lllt.:lltt). la 111:.ís alta <.JUL .. se.: c..."<.HlOL"C' <.k·n· 
tro dt:I grupo ck• lu..; glnhin:1~. Por t!jc-rnplo. la ufini
dml de Hb l del arroz por el O, es 78 y 1.384 veces 
rnayor que la Lha ch.!' la soya y 1:.t 111iuglubina C l\.lbJ 
dc.:I cspc.:nn~1 c.h: h:.dlcna. r~spt:ctivarncnt"" cTabla J >. 
Lu ulta afinidad de! las Hbs no sin1bi<..lticus por el O: 
ha ik·vaclo a pensar que la funci6n ele estas protci
nus en los cejidos de la' planta~ es distinta al cn1ns
por1.: d.: O, (9. 13). 

FUNCIÚ::" DE LAS HE~JOGLOBINAS NO 
Sli\IHIÚTICAS 
El csludio ch: las caractcrísticHs bioquín1icas de las 
Hbs no sirnbióticas. y Ja c.xprcsión de los gene!~ que 

::(_ 
~ 

(re•, 

LO'""l~otud de onCo (nm) Fe-tie•ocootdonodo 

CJtr.t 1..:ar:.tl.."tL"rí-..ti\..·a distinli,·a de.: las 
ff:, .... n" -.i111hi1ltiL·~1-.. c..·-. qut.: tic.:nc.:n una afi
r;. : ... ~.:,: ;n11y alta fhir L'I () .. lo que :-.e: dc.:hc.: 
.: ·:'.::.: !.1 h. off del(). L"-.. c..."'-lra11rc..Jinari~1-

Fi:..:ura 2 E .. pt: ... ·tnt .... ú~ 01h .. nr.:1ón di! t :\.1 una Hb -.irnh10..1111.:a. la Lba Uc- 1.l 
'º" ~1 1.:: 1. \ 1B1 o. .. h .. • 11n.1 f lh fl•' .... 11nhi1l11..:01. J.t Hh 1 1..h.•I ~irro/ 1">1_ l.'.'11 f;h h•nn.1 .. 
º"·1·..:<..·n.1d:1 • --•. r"1..•rn1 ... : ... J...- ... ••'-l:.!l.!'fl~h.l.1 1 --1 \ 11..•rn ... ·.1 1 1. .·'\ l.l 
l/,!~111..•rd.1 ~!.· ¡,,., '-"'f'o.."•.:tri• ........ 111u1..: .. 11.1 1..·I c .... r.1d•t "Jo.: ._-.u•r...1111.1.:11111 1,.l<..•I I· .. • 
1...·u.1~1.J.1 l.1 Ji-~ .. ._. 1..·11~·u1..·11t:.1 ;...••1 l.1 l••r:11.1 d;..."''''l~1..·11.1d;1 

ITSI'.J 
FALIA ff~ 

L._.1::~ I 
;;,_(fr'.U i ------- ___, 
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Tr\UL.·\ 1 

C<>:--..:ST.·\~TES PE .-\Fl:"ll>AP DE ,\J.Gl·~ .. \S Jlh-. \"ECET.·\Ll:S POR o. 

l'ROTJ~i.°":\ 

J-lh 1 del arro~ 
Hh 1..k 1:1 echada 
alfhl úc:Ar11bitlo¡1ü\· 

Lha di! la 'º'"" 
:1Hh~ t..k Art;bido¡nü 

;\.Jh <lcl c:-.pcr111¡1 
de halle1101 

l..1111' 

q .. 1~1 .... , 

hX 
:!A 

74 

130 
1 

14 

O.O.'X 
o.o~x 

0.1~ 

5.6 
U.1...1 

11 

1.800 
S<> 

617 

.:!J 
7 

1.3 

Tom-.11.Jo c..Jc l .J. La' con~t:inh!' de: 1:1 ;\.Jb Uc:I c:-.pcrn1a de ballen-.1 f J-l• ''-" i111 .. ~1u,,.enm corno n:fc:n:11d¡1. 
k nn·. cnn-.lanlc de :1,och1ción (;afinidad con la cual el O: ~e une: :ti Fc:-1; k ,,ff··. 1,,.·011-.1:111h: i..h: di .. nciou.:it.;n fafinic.fad c1..1n la 
,:ual el Fe= lihcr:1 el O:J: f..::. con,tantc úc ¡1finida<l fk on/k off1 

1.:.1' t.:""udifil..:'<.Hl. han pennitido su,gerircual es la fun
i.:illll de L~st.:.1~ proteína .... en las pi.anca:-. f 1 O. 1 ~l. En 
la Figura ] ""t:' presenta un e~qucrna g:c.:nc.:ral que.: 
ilLJ<-.tra las po-.ihlc::-. funcionc.:s de Ja:-. Hb:-. no sirnbid
ci~;.,,. Ja.;,. cu;tlc.:s :-.e dc.:scribcn a c:ontinuación. 

f i >La~ 1-lb~ no si111bit->lica" podrían ;.u ... ·tuar con10 
'L°"n-.urt::-. l.k"' la cun<...·entra .... ·i,Jn dt!' ().en l~h l.·C.:lula:-. 
de li..1 pl¡1tll~1. dL" tal 1n;.111era que: la--. Hb:-. no .... j111-

1 ... iüti1..·i..t--. .... t..· 1..•111..·01Hraría11 L"ll li..I fnr111a dc.:sux.i~cnada 
i..tl d1 ... 111inuir b .._·nnL·l."ntra"-·iün Uc.: O. c:n la ct!luL.t. hl 
que: con-.ticuiría una ~c:fial para ini¿iar la rcspuc.:~ta 
anac:1-úbic~1. Sin e111ban.!O. dada:-. las con:-.tantt: .... <le: 
di .... uciaciün l.it.: las 1-IL-..,~- no sirnbióticas. las t.:ui..llt!°' 
...,lln c'rraun..i111:1r"ia111c111L .. " bajas c-r;.1hl~1 1 l. Ja 1-fh pl.1-
drL1 1..•,tar tl'ig1..·nada aun cuandl."> l:.1 prc.:,icln dt: () 
:-.'-.· .. : 11i...ur'i1..:ii.:1H1..·.: a ... í 111alllt.'lh.'r la 1·c-.pi1·a.._·¡,·,11 i..tt.'r•·l
h1 .. :.: r I-1g -~- , uta l 1. 

• ii) La ... J lb-. no si111bióticas funcionan <...'onh, 
tr .. :n ... pon~1l.hll"t: ... dt: (J: it!n los tt!'jido" en donde.: ~e 
... inlr.:-Ci/~1n. Sin cr11bargo. para que las 1-lb-. pLIL"dan 
a .... :u.ir· ... ·t.1J1h1 tri..1n .... pt.,rtadnrL'' dt.• Cl: ""t.' requiere qu1..· 
1.t -·· 1 n ... ·c.:ntra1..·i1.:l11 de l lh L''1...·"-•da la <...'uncL.'11tr~11..·1 ... ·1 n 
d._· f J 1..·n l;1 1..·c...;lula. f>llf" 1..'.Í"-''llpf,,. , .. .-11 ¡,,... llt-1duJ,,... ... : .... · 

Port1."i/'º11io la cun"-·c.:ntrac.:il>n de 1--lb t!S JOCJ p~t ~ 
la .._.,,nc.:entri..u.:ión de C): t.•-. 100 n~I ( 2>. t.•, Lil.!..:ir. 
qu1..· 1~1 L'ol11..ºt.•1Hra .... ·i1 .. :111 de J lb e.x...:t.·dc: l.!ll trc: .... ."1rdc111....•.., 
d1..· 111:.H!nitud a 1~1 L"l.lflL'"-•ntrac.:iún dl.! O .. En c:.1111b1l>. 
c.:n Ju-. lcjido-. \·c.:gt..•t;.1k· .... la c.:ont..·it!ntn.11...·i~;n de.: li..1:-. Hh:-. 
nu ...,j111hi•.'1ti1..·~h e:-. llllt\ baja. dt:I orden Ul..• JO() 11.\1. 
r11ientr~1 .... quc la cu11c~ntr~1c.:illll <.h: (): en la raí/ t.: ... 

apro,i111.1o..L11111..·11t1..· d1...· 1.-l p:'\1 1 ~L Pur In t~111tn. 1.."' 
poi..·,, prt>h.thlt.· qt11..• .... ·11 e.-..tu .... t"-'.Íllh>-. la-. Hh:-. nn 
-.i1nhiú1i1..·.1.., t"u111..·iu111...·11 1.."lllllll a .... ·~1rrc...·adu1·L.·..., 1..k· (). 
Sin cn1h.1rgl1. en L'I 1.tllt) de pl~1111a-. de :-.o~a .... ..: lk~-
t1..·1..·ti..t1-on 1..ºtH1 .... ·cntr~11..·1tl11c ... cfc.:\·;.1da .... dt: tn1n ........ ·ri10:-.. 
p1.1ra J lb ... Jlll .... i111h1llti1..·a .... f 7 J. En c: .... us tc.:jido ... 1..·I 
nh.:taboli ... 1111..1 c.::-. t.''f1t.'1..·ial1nt.'1ltc acti\·o dt:hidll al 
tra11 ... pllrtl..'.' di.'.' lll1..'li.thtl)1to.., y. pur lll lt.tlllt). L'I Q_. .... t.: 

\.:nn ... Ulllt.' r~ipída111t.·nt1..'. Pur 1..·lln 'L' ha prl1rn1e-..tn 
lJllL'. b.q11 .._ ..... ..¡.., 1...·1n1'.l11.:1<l111,:-... la l lh nu .... 1n1h11º1t11..·~1 d1..· 
l.1 -..11: • .1P•" .. ::1~1 tra11 ... p11rt..1r el ( > h~11..·i;1 la-. 1111ll11..·Pn
dri.1 ... p .. 1r.1 111.1nlL"ll1..'J t."i n1c.:laholi:-.n1u al..'rub1l1 ~ la 
... fnte ... ¡.., l.h: .-\TP e 1:1g 3. rut~1 11 L 

1i111 L~1 t..''prc ... 11.111 de 111-. ,gcnt.•..., llh alllllt.'llta L"ll 1~1 
.dt.·u;l111;1 1.!_· L1 ....... t.·111!1J.1 ... lk la .._·t.·hada L"ll~11hh1 1,,..., 
l:..'_11·..!•1' ""-" .... O:tl1.."lL'll ..1 ... :t111d11..·i111h .. ' ' d1..· hipl)'l-t 1 s), .·\ 
p.tl l:: di..·<.: - : .. 1 ... L"\ i\.!1...:11 .. : :.1 ... "L' ... u~ 1 ri1 .l lJllL" 'ª" f 1 f"'l, llt) 

s 
.... i· 

; 
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si111hi6tico.ts juegan un papel inlf1l'lrtantc.: 
c.:n la respuesta de h1 planto.1 0.1 corH.licio
nc.:s de.: 111icro<.1t.!robio ... is. [)t.: nHllH.'r;1 si-
111iJar. Ja c.:xprcsit.Jn de/¡/> se incrcn1c.:1110.1 
cuando Ja síntesis de .•YrP se ina1..·tiva_ Jt> 
que condujo a su~crir que las 1 lh' Jll, 

sirnhióticas podrían po.irticipar en el n10.1n
tcni111icnto del nivel cncrgr.!tic:o l.h.: la...; 
células. Es decir. cuando fas c'5Jul•1:-. se.: 
c.:ncucntn1n en condiciones <.1no.1erlH>ica'.'
Ja Hb oxida el NADl-l v ucncra NAO·. el 
cual es neccsurio pan; 1~1antcn~r J<.1 g:lu
cólisis v los niveles udecuados de ATP 
e JO) cFig 3. ruta 111>. 

Hb no •lmblóllc• 

v···· t-.. D• 

...... C'éo ••• 

-fJIJ 

~-·· 

aOP .. ,.,. 

-~ 

~ 

Civ) Rccicncernentc se obtuvieron evi
dencias que sugieren que las Hbs de di
\"crsos org:.1nisrnos tienen funcionc.:s adi
cionales al tn.tnsporh! de O;. tales corno: 
0.1) el transporte de dxido nítrico. l"O. y 
n1onóxido dt! carbono. CO < Fig. 3. nllo.1 
IV): b) la interacción con otras 11101t..:cu
la,_ lo que rcsuharía en la rnodificacil)n 
de las constantes de afinidad pnr lo'.'
ligandos. Jo que afcccarío.1 directarnencc.: 

Fi}..!uru 3. E .. 4ucma que: mw: ... tra la' po~ihh:' funcione' de!' 1~1:-. Hh'.'> no 
~1111hiú1i..:~1' en la' célul;I'> ve~ctah: .. 1nHu..Jifical.k1 l.h: IJJ. En c:J tcxro s~ 
c:'plu:¡t con detalle cuda ruta del rnor.Jc..•lo. 

su función (Fi~ .3. nna V>: ve) dc.!bido .:.1 su alt<.t 
afinidad por c.:J-0:-- la:-. 1-lb .... rH; sin1bil'ltk·;,.1s pndrían 
corl'.en:ar o.ilgurH1' funcinn~s prirni~cnia .... t.:01110 el 
cr;.111 ... porce de c.:lec1ronc.: ... y el sc.:cuc.: .. .c1·n ( ··:-.ca,·cng
ing .. > c.Jc.:J O: CFig .3. ruta \'I>. lo cual pudo sllct!der 
prc,·in al advenirnii.:nto de la at111tlsfcra o.xidante 
~n Jo.1 Ticrro.1 pri111iti,·a. 

E\"OLUCIÚ:-.: DE 1..-\S 111·::'\IOC;LOBl:".·\S \"E
GET.-\LES 
La L"\.btc.:111. .. ·ia de: Hh-. L"ll pl;.111ta ... pri111iti\·a .... l.'PllH> 
l..'' c:J L"aSll Lle Ja briofit•1 1•11y.H·on1itr«ll<1 ¡1,11c11s. y 
c:n espcl.·ic.::-. llHHlOCl.ltilcl.h>nc.:as y dit.:util~dt..-1nea ... 
1 Fig -J J. indico.1 que Ja, 1-fb, :-.e di~tribuyen o.11nplia
llh:ntc L .. n el rt."inn PlantaL·. lo 1..·u;:iJ ... u~ie,-L· que Ja, 
ffh ... \1..·~1..·rah.·, L°\(llll1..·itlllarun a partir de un ~llh."Lº'
tr1, l_·t1nnín. ("t111h;:t''-'1..·n el ;.111;.íli ... 1-. de l;.1 L .... rru.._·1ur;.1 
_::.:11~·ti..:;.1;.. l.1 (,.· ... 1ru1..·1ur.1 11..·r1..·1;.11·i.1 de l;.1 ... J·fh .... ''-' h;.1 
p1•1pt11.'-.tll qu'-· L"l un:-=1..·11 1..k· 1.· ... 1.1-. pr111'-·l11a ... ''-' r1..·-
n1t1nl.t ;.1 un p1..·riudu ;.1111'-·n1•r ;.¡ f;.1 di\L'rgerH.:ia L'lllrc 
l1h ;.111irna1t: ... y la' pl;.111t.1 ... 1 J :.1. La ... unidadc...;. llh•lll.l
n11..:ri •.. :;.1' dL' di\ cr-.a' 1 lh-.. 1n1..·Ju:- '-.. ndn a la..;. l·fb ... \'t!
.==-..·1;.1k·-. y ;.1111111.ik· .... ''-º pli1..·1-!•1n en L1 '-"'tn11.:1ur.1 lk .. J 
11r11 :;f,,h111.1. f;.1 1..·u.11 ._•-.t;.í ;iJ1;11111..·11tr.: 1..·11n ... cr" ;.ida. 
\.J,j, •lli/I. ''-" 1.."1IJl11,.:1.• l,t -.t."1..•t11..ºfl'-"J,I de..• 111-. ~1..:fl'-'' /r/, 

de diversas especie::-. rnono y dicotileddnea-... Los 
gc:ncs hh de planto.h tient:n tri:' intrc.1ne~. l\'S-1. 
J\"S-11 e IVS-111. que se Jncali/an en rui ... icinne' 
rnuy con,c:rvadas. lo cuo.11 ... ugit.·re que el gen !ti> 
:.1ncestro.1I de las angiospcnnas tenía la e...,tn1L·tura ~ 
exoncs/.3 intrnnL'': Jo ... intrnrh~"" J\:'S-1 e J\'S-111 de 
Jo..; genes hh \'cgc:calL•, ..;.e locali~;.111 L'fl Ja rni..,.rna po
,jcil>n quc In' intronc ... dc.:1 _t!l..'ll dt.." la ~lb <.k·I L"""f1L'l"

rna <.k• halk·n;.1. f:,t~1 ... 1..·\ llk"nl.·i.i-.. ... uglL'l"t.'11 que.: Ja, l fh, 
't.º~t.·talt.: ... ' anin1ak·-. t.'\ l •llll."ll lJla11 lll a p.irt1r de unan
.... ~~trn 1.."tl1Íaí11 hact: rn;."t ... de l .5<HJ 111ilh1111.· ... d1..• aiitl .... 

La:-. Hb ... 110 '.'-irnbiótii.:a ... t.•,t;.Ín arnpJi;.11111...•nte dís
tril'luid<-1'.'- 1..·11 las pl:.1n1a...;.. en tanto quL· n1ucha' J-fh...;. 
... in1hi1'Hk·a ... L''·'1;.Ín re,tri11gid~1 ... a¡,,, ntldultl, <.k• Ja ... 
pL.1nta ... fi.i•11.Jor·a, de:-...· y c.'\i-.t1...·n "llatnt.'llh.." L"ll lo' 
~rupp, rn~i .... L"\·nJu1..·ilHl~1dth de.: Li-. plant;.1-.. di1..·11till.·
:1.:.:h.:;.1..., f F1g -l 1. ,\! r.1r1.•1.."L'f'. /.1 .. f {b ..... 11nb1tÍl1l.·;.¡.,. lk· 
Jl1 .. rh·,dul11 ... tk· la ... pl.1nt~1-.. f 11.1d11r;.1, t.k• .-....: ... urgiL•
n1n a partir <.k· 1~1 dupliL·ac11l11 di: un gi.:n lth no 
... irnhil.1tiL·1•. en <.Jt .. 1rHk .. una de Ja ... 1.'llpia ... fue scL·ues
tr;.1d;.1 p;.1ra Jk·\·a1· a 1.·;.ihu un;.1 flflll..lt-111 L''J'lL°l.0 Ífi1..·o.1 L"ll 
'"' rll'ldul11-. f .2 L .-'\ p.1nir lk L'''-' rnnntt:ntn lt.1' dn ... 
[lf.,•" dl.' f f h, \ l...'~l.·t~l k' l.'\'l JltJi..:11 lll~tl"llll Í lhk'f'lL"JldiL'll
t1..•::1..:" llf1..• 1..·11:1 funl.·1~ 111._· .. d1 f1.·r"-·n11..· .. 
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4 Ht. slmbióelcas 

e Hbs no simbiotkas 

Figur;.1 .t. Di,1rihm:i611 de Ja-. lfh"' ~imbidticn ... y no ..,in1bió
tic.:1..; en h1..., pl;1111.:1-.. tcrrc ... trc ... 
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cJc-1 E'""lmlo t,.Se ~ton.•ln ... Avenic.b Univr,-..idad 1001. Cnlc"lf1li~1 Cbumilpa. f.2::?10 
· Cucrnavac:i.. Mo:·rln1.. J\.1é,dco 

....._ Sunuu.ary J 

1 h:mu!>Juhin"' CHh,) an: r-11.111·1ru. 1h;i.I n .. -..::r .. ibly blnc.J O.!' .. l°bl:')• w-11.• ""'id..:,pn:ao.J in not.1uu: and l\;l\"C" be.."C"ll 
ulo..!ntif"...:tl 1n toa.:1cricz. iun¡::i. ¡o.c-nln7.•KU~. pan1 .. a.J"K.I anin\lll'"' .. Uh... N'C" prc-11.!onurwntl)' a-h~llca.I cutd are 
.. -hiant.r&o:ri~n"ll h)• 1he ¡;lvhin had,:hrinc- Ct>nl.ounin¡?. :.a nc-.o-o;-0.,-.,.:1.~lly t't~t.1 hcntc-. 1.;tncti~lly. •111 Hh .. 
1.·;1n tnnd •111.'\ll c,aM:"Ot.1'11 lli;nn~loi; ami '\1nall ccllul.u moh:cuh..."""I .. ~'llhuJ¡:h lir-1 c'tr::r.c1cd írnn1 M•)·hc-an 
,.,,.,. ncLl11I.:•. u h:t'li hccnn~ •'l'"'l...:m:nl ch.-. all planh n•ru.tin tlh-.. "htch iln.· J1 .. •u..lc-d in thrcc •>Ti..!"': 1h.: 
u-unc.1h.!o.J. i;ynthtt"4.tc, JnJ no•noi;y11ttoi.vttc H"t... "l""ho.! trunc-.ot.:J H~ are lvc;ilizc~ in 1hc dllvrupl..<it ... vr 
.~tgnc:. hui thdr <iu~llulu k1 .. ·:1li1a10on b higheor plant' i~ ne.- krM,....,-n. ,,_4'!)" aJll! cnn1fK"'"C'Cl n( .a •.nuU.:I'" 
fl•hcHeoil J,tlntiln folo.J th-1.n ~h.•I nf lhc "liyn11'>1ou.c ,1nd 1mth)ltnhlnOc Hh,. h;.¡~ :1 lnwc-r O.:·:dl"inil)" 1tuin 
1111.! n..•n:.ynlhiulic l IN • .rre •"":'\PXiJ-.CJ ia hoi.wh roc:ol o1MJ :1hu.w ti!l:lluc anJ ha'-.: nu ~i~-..-r.J runc-tiun. 
S)'nthiDliC" H~ IU"C p .. .,.ena in nhrO!!-Cn-íidnJ'. ~ulo:<I; ;r,nJ l:aciliu.&c lh.: difrutoion º'o! to lhe l"C5piring: 
.:ndi..iymtuotic bacu:n;i.. T11i .. typc- nf plaM Hb-i ioe. -..·t1-eh.Yac-1t!ri7.cd b:och\!ntkally. :snd rcc..:n1 "'luJic< 
h.01...,.: focu<lt!d on 1hr c-.,.•lh.il:u- Ulo.!'Cha.ni,.~ lh:M. c-1..,:l'"Ol 1bcil'" li .. s~ ~l'l=Cifi:: .:-<cp-c-,.!llon :niJ lhcir s1ruc1ur..:· 
h1.-..;1iun ro.:louiunslbp .. Thc uun~yrnbi.oltc lib.. illrc r;ytupla:untc • .:Ahil:>t1 very hich .,ffüUtr for O.?• :'lni..I 
..1rc .. y1uho!i,;1., ... ...i cJunnu .. ~.1 1&11.'t"1•tln;r.1ion :;i.od isa plant '"<!lJ.~1ali~ nr¡an ... ª"' ....-.:11 .:u in rc-,,;rnno;c "" 
.. 1n:~'· Ril~d ''" tiuu.: ~•Pf"C,; .. 1on pnifi"k:s.. t.1nc11c rtn(lC"rli~' iatuJ ccllutar Hh ¡._-,.!o?ls. il hi'loe. hccn 
.. "l:l?C"-Cd lh-,1 ncu~ymtiotic l lbs mar pby a rnk in rq;ul:ning de rni.~bm nr s.pcc1Cic pl:m1 r..:U1o. 
.. uc:n :n 1hi: :i.kurn:t.: and .Jill"11.'l"c-Ni.:oin1 ll)'km. 

Hl!mOglobin.~ <H~l are prntcins thilt revccsibly bim.1 o~. "Jbey arc ubiquitous und hnvc bccn 
idenlificd in bacteria. runi;i. protozoan~. plants and. .::1nimals (1-3). Thc cx.islcncc of Hbs in 

su.:h a widc r:mgc oí orgunistns suggcsts 1ha1 lhcre wns a gene lh::t.t codcd ror -. c:omrnon 
uncc:o.1r..aJ Hb. which might havc exis.lc:d nbout J.8 billion ycars u~o (4). Hbs c:nn bind ~vcrul 

ITlu ... rn-..__. b. ~tw1."ll "' thl: •r11u...,. nf Dr.~..., v. Khlo:"<I'" 
-<.· • ..-~ .. ~IN\• -at. .... ~muil: S'__.-41.hlW.anL.rd• 
.tblHTftoda-: ~..a.p. ~.-l-dkttkwu11b,•nm;y.._"CiiC' a..;.t: GU."i • .ll'IPA:1t.rnnhl~ Hb,, ho:tnUSl•ohin: l.h. lo.-sh..,.PShlhin~ Mb. 
m,•-s=l•,...11: N ... ""W'!"")'..U.~1.:: ~P ....... uum nhroru\'"'ÑJc: SJ"'· •J""h••J-.--: Tr. 1n:1-.: ..... -J. 
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gac:.eou:" li~nnd"\ ~uch "'O~. CD and NO. as well ns n1her !-.tnnll organic 1nolcculc.-.. Ligand 
binding occ.:ur!<. !-.~cifico1lly 10 an irnn atom coordinatcd within thc tetrupynule prol~'pnrphydn 
JX. Thc 1.:e-protoporphy1;n IX (heme) pro:-.lht:tic group is found in nll Hb .... in a one 10 one 
molnr rutio within the gh.,bjn back.bone. The iron atom of lhc heme: cun undergo rcdox chc:n'Listty 
a.nd will bind O~ only in thc ferrou-. (Fe•.!) state . .\.1ast Hbs stu<.licd. with lhe exceprion of thc 
t1uncuted Hbs. foltJ inlo thc samc J-o\oc:1·-3 o.-helical thrcc-dimcn<;;ional Mf"ucturc. al.!ioo knowt' 
U.'> rhc.: .. globin foldº" (5>. 

Non-plunt llcmoglohin.o; 

Bccause ofspacc lirni101tion 1hls rcvicw .... 111 onl)' describe !'<.Ome charJctcd"'ric!> of nun plana 
Hbs. howcvcr lhc n:nt.lcr i!> n:ferTCd to nn c.xccllent review by Weber rmd Vino~rudov (3) un 
ahis !ioubject. Vcrtebn1te"' contain four typcs of Hbs. The mo!>I nbundnnl is thc 0.:-currying 
helcf"Otctrnmcr Hb found in thc red blood cclls, which in :uJults ¡,.,. compo~J of lwo n- und l\.\.'O 
13-globin pulypep1ide:o. The o. o.nd ~ subunits exhibir coopcrarivity in the btnding ofO~ Umt i!a 
pi 1 dependent. VenchrJtC!'o. al!to.o contuin a Hb namcd 1nyoglnhin (Mh). which is a monomer 
found in muscle nnU c:irthac tissul......-. and i..: in volved in O~ slorage and tran!to.pon (Ó). Kecenlly . 
.a Hb fron1 brain tissue was c.Ji~overcd o.md wa.s namccJ ncuro~lohin (7). Thc1·c 1!> no known 
func1ion of neuro¡?lobjn-.. howc:ver ha.,.cd on sequcncc homolugy and kinetic propenie-.. whid1 
an: similnt ta other Hhs. it ha'" becn po!.tulntet.1 lh:il neuroglobm foJtb .;mcJ func1ions in .a 
mnnner Ni mi lar to f\.1b. The founh Hb. namcd hi:.aoglobin hns jusl bccn dcscribed (8). 

lnvcrtebratc!> conrnin S<lmcwh:it diffen::nt Hbs as comparcd to rhc vcncbro.lc Hb!>. Pc:-c.:e 
c-t al (9) havc rcportctl .:rystal Mructurcs: of :t new cluss of Hbs. 1hc tn.mcatc:d flbs (tr"Hb:-.) 
íruan thc cilintcd prulo"-'"'" J>"rum~cilm1 ,_.u,ulntmll and green uniccllulnr al¡;ne Chl<11U."l?tlt»1101ttu; 

eu¡:tmtr-ft'-'"· Thc-..e prordns di,..plny mcdium to high 0.:-affinity ami h.o1'\.·c substantial dclction-. 
in mnino-tem1inal and í:D-Qc:z..hclical n:gionsofthc vcrtcbr.ntc ~Jobin fohJ. Thcy folc.J in u 2~ 
ovcr-2 a.-hclical sandwich. which is atypical of mo!'o.t other known Hb stJ-uctun:'-. Other rnajor 
diffcrcnccs betwccn trl-Jb and animal IJbr.. are the E7 rcsiduc Chclix E.rc!'lliduc7): in most Hb:.. 
E7 typicully is a His rc:-.idue (disuil His). involved in stubilizing thc heme bound ligand through 
H-bom.ling. Thc cc.1uh·alcnt relliiduc in known trHbs is D Gin. 

Hueteña conrnin tv.10 typei.ofHb!a, n Hb thuc i!". ~imitar in protcin sequencc to plant Jlb ... 
Wld u na .... ohcmoglobín ( llavol-lb). Thc first lypc ofb.nc1crial Hb W;tS idcnlillcd in Vitrr"O.n·ilftt 
(JO). ornd the sccond rypc. lhc nin-oHbs. wus idcntificd in AlcoliK"""*"·'I cu1n1ph11s e 11) and 
~·chcrichia 1..·nll ( 12. 13). AJditionally. ye:i..,.ts such :is Suecliuromyt.·~s cc"l'Í.d<1~ (14) and 
Cuutlit.la non·~.r:c-11.fi.f t 1 !\) contain fl.:ivoHbs. In conlni.'t to lhc Vitrttusei//a-likc Hbs. nuvoHbs 
conlliist of un amino-terminal Hb globin dom<.1in. but nlso a c.:::t.rboxy-1c:minal flavin domuin 
contuining u FAD- 41nt.I NADP""-binding shc,.. Tncs.c pro1eins nrc rcluted to pro1cin...¡; in the 
fc1TCdoxin-NAD~ rcductn.-.e family ( 12>. Thc funclion of bnctcrial \lítl'l"n.~cilln-lik.e Hb5 is 
still undcr invc!>tigation. hnwever it ha' bcen .nrgucd thut thesc protcin.~ function in~ ~toru~c 
nnd c.Jiffu.'>ion ( 16. 17). 1t sccm.~ unlikcly thut lhc flnvoHbr. function in this manncr OO..c;cd on 
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lhc ubilily of rhc pn">lcin In 11nc.Jergo oxidar ion and reduction rcnctions írom the no1vin cJomain 
(lMI. (t hns been propo~t."'tl th.ot thc flavoHb'io sen·c as NO dioxyscnnscs [fer cxampJc Sr-t" 

PoolC e/,,¡ ( 19J. Liu 1-r "' (20) and Gardncr rft.4' (21 )l . ._:1avnJlbs huve bcen all":n clnncd nnd 
c:h.;.iracleriz.cd from lhc _o¡Jimc mold Dictyn.ne/111111 di:n.:uit/,.,,,,, and npp.an:ntly thcy nrc involvcd 
in NO ,.¡gnuling C22). 

Plant Hrmoglnbin!i> 

Hb ... urc wic.Jely distribuh~rl a111ung lhc pfa.nt JUngdom. 1·.anging frOJn primilhe non-vascul-.r 
plunts to an,giospenns. Th1,.• rc:adc:r '"'al~ rclerrcd to Applcby (23). Arn:dondo-Pelcr 1.•t t:tl 
(24>. Hill (25) ttnd \Vnns el 11/ (26) íor 1m1n:: detail!. nn<.I tliscu!>sion on plnnt Hbs. Ru:-;cd un 
nn:1lyi;:is uf cxprcsir.ion panenu and kinctic:o. thc plnnt Hbs can be :o.cpar.ated into symhiotic 
(synl.Hb> :ind non,.ymbiotic (nsHb) typcs. Bot~ on :m::i.lysii¡, of gc:nc scquences and protein 
scn1crure:-. che nslibs can h.: septtra\cd íurthcr into clas;c. l nnd cln~-' 2 {33>. anc.J lhc ncwly
rccngni7..cd trune;itetJ 11b~ C?6). h is 1hough1thal1hc genes fo1· mo!.C symflb.., (c.g. lhe Jcgumc 
Lb~ and Cus11uritrt1 Hb J) "''c1-c rccruitccJ from n~Hb cl:JS'> 1 genes and che gcuc: forPc:1rt1spc:•11itt 
!l.y1nHb fro1n01 nsHbel:i~ ... ~ gr·)e (33J. h h:iis been k.nown sincc 1939 (27)1hat pl.an1s fonning 
niln1gen-füdng :i;ymbio.-.c"' cnn1ain ZJ Hb 1har Í:!> prc!..Cnl in lhe nodulc:-.; oflc~umcs.anc..J nonlc!?Ufnc.,. 
hcnr..:cforth 1·c:Jcrn:d tf.1 ._.s s~m.Hb!> bccauM: thcy h:J._.c no1 be-en dc:lcl:tcU in pl:Jnl orgnn' olhcr 
thun nndule!to.. Thc:..c protcin' are oftcn notmed le.g.hemoglobin~ (l.b ... ) bao¡ccJ on thcir original 
iden1ificn1ion ....,ithin thc: lcgumc root nodule. .... t=or m:my ye::>.rs it w;..a, ""''umcd lh:tl Lbs wete 
thc nnly lype ... of Jlb-. pn:scnl in plunts. Howc"'er. :J Hb ah:u wa .. idcuti11et.1 in ,-001 nodule-. 
frnm Punupc.miu andrr.~n11;, (28J indic:ueJ lhal Hb:.. may he more widely distributcd in plnnl 
orp.un . .,;. Subscquently. u n'Hb was identified in rouls of Trrm<11m1w11rmw a non-nodulating 
cJo-....: rcluli"'e of Purt1:rptmit1 <29). Since 1hen "'llb"" havc: bcen idcnlificd nnd eloned from a 
numbc:r OÍ (and planls. TrHhs 6ll'C a ncw etas.." OÍ plant Jfbs lhal WCTC originnlJy idcnlificc.J in 
the chlnroplal"t oí Chlt:1111_\'1/nmonu:r ~u¡:umeto ... f30). and !11.Uh"icquently in org:nno;: from 
Ar11hltll>p.u·.~ and olher hi~h1,.·r planLo;. (26). 

B.a..-.c!d on lhe unaly"i' nf proccin se.qucncc!'I. il is evidcnl 1ha1 syrnHbii. :md nsH~ are 
clu:-..:¡y rchucd to onc :anothcr. Bolh. lyt>e:S of planl hb genes contnin thn:c intronr. and four 
cJC.~'""· whcl"CUs vcncbni1c Hb~ eomain 1wo inu-nns (6). Thc two inlrons of thc vcrtcbrutc /11> 
gen~o; urc in lhc ~me positi,ins w; lhe first ¡¡nd third introns of 1he pl.ant /1b genes. ThcM: dat.tt. 
indicatc lhhl tllC l"ymllbs tU"KJ nsH~ nre rcl.atod to vertebro le Hbs und cvoh•cd from n common 
.anc..:,;tor. Bu~ on u ·...-iJcr distribu1ion in land plo.nt~. h would appe:ir thnt a.he nsHbi. nrc: 
ancc~trnl 10 the 11CymHb~. thnt may tui ve cvolvcd lo specificu.lly function in nodulc."' of nilrogen
f"j,.,,ing plon1s. TrHbr. C"-hjhi1 a dlffcrcnt gene r.tructurc <26). and thus it is likcly rha1 plnnt 
rrflh"' evnlved seporntcly fn1m thc a.ncc~l.Of" orn~JI~ und ;oi.ymHbs (.~e>r bclow). 

Thc ovemll bioc:hcmicul íeiuurcs of pi.a.ni Hbs :irc simiJ::Jr to thosc of non-plont Hbs_ 
nhhnugh M>mc or 1hcsc pro1dns cAhit,ft difference5 in thc J!lobJn-hcmc linkugc ª"" Í!e cvidcnt 
from dcoxyferrous U V/Vis ~pcctna. Ocoxyfe.rrous 'Ymllbs. onirnnl Hbs nnd Mbs displ:ay n 
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pent:icoordinution of lnc hc:nu:. n:s.uhinf: in a b1ó3d pcnk ccntcred ;u 556 nm (23). Thc nsHbs 
ex.hibit twn pcnks in the deo:J1.yfenous statc u1 526 and 556 nm. n:spc:ctivcJy. iudicoting thut 
thc heme is h~xoconrdinntcd (32-34 J. This nbsorption spectrum is ~imilar co other 
hcxacomtlinatcü hc:1nep1-otcins such as cytochrome b (35. 36). Recen• spc:ctroscopic onnly ... is 
showcd 1hn1 n number of other Hb~ ou""e also hexacoordin:r.tc. including trHbs (26. 37). 
s .... ·n<"L·hm:y.'>li.\· PCC68fl3 Hb C38). hum.an neuro~ltlbin (7. 39J. nnd human hi!>toglnbiu t8). 
Tht:: phy~ioJogical :-.ignificoncc of hc:itacoordimmon in the:.c Hbs is nnt known. hut is cun""entl>' 
undci· investiAation. lnitial studics su¡,:gesl tlrnt hc:J1.:icoordinat1on could be involved in 
Uctcrminin~ rhe functiun ofthe p1·otein i11 1•fru (3·1. 39. 40). 

Pl;¡nt trHbs 

Trunc.a1ed hcmogJubin .. CtrHbs). fonnd in prokaryutes. protozoa :ind ulgne ha\'C nn unknown 
function. Thcy fold in n 2-ove1·-2 a.helical pallen'- Thc amino·tc.-minal A hclix is almost 
complctely dclctcd ~md che CO-D region nnly cun~i!>t~ oí npprnximmely 3 amino acid rcsiduc!\ 
in lcng.th. TrHb~ u1·c nni ~imply a truncatcd ver~ion of lhc 1yp1cnl globin fold. but :1rc: a. uniquc 
structure hu~ed on rc:-..idue deletions unU. .. ub~tirntions 1h.a1 give i1 L:onfonnational !>ttability 
(41). 

A gene in.An1hiclop:t:i.'f. glh3. w~h idcmified th:it ende .. fo1· a protcin lh¡1t is approxiinutcly 
4Rc;r similar to bm..:tcriaJ. prutist. amd alg.:il 2-,wcr-2 trHbs <26). Ar"hhlop.'fi:r GL133 ~h:1n::. 
apprmdm:itcly 25% SCl¡uencc iden1ity with nsf lbl antl nsHb2 oflhe t.:lmc: org.uni.,.rn. Northt::rn 
blot unnlysi.-. indicutec.J thar Ar11biJop.)·i."i .t:lh3 is expre~sc:d 4·fold hi~hcr in root tissuc: as 
comp;.1red lo shoot tissue. In uddition. le .. ·cb of GLB3 mRN.A are: not dr:m-.;uic¡iiJy cffcc1cct 
:.1íter :addition of 2.4-D. cylnkinin .. or abs.cbic acid. but is uprcgul:11cd u pon uuxin tn:utrne11l 
as obscrvcd by micrno.uTay :.11.aly-.b. fuprC!>t!'>ion of .i.:lh.J decrcu~s undcr hypoxic g:rowlh 
c.:nnc.lilim1!'t (26J. wh..ich i"' di!'>tinct from lhe: rcgululion ofArttbitlot'·''i.) u. .. Jih/ andu.'fh/,2 indicating 
diffcr·cntiat rcgulation uf these ;enes. Annlysb oí recumbinnnl Arc1bit/np:t:i.~ GLBJ indicules 
lhut lhis pro1c:in foml..,. c.Jimcrs when thc: conccntrntinn i!>o highcrthoin 3.3Q~t. :ind il is prcsurned 
to be: hexacoordinn.lcd in thc <leoxyferrou!<. Mute. bu~cd on thc Sor-et n.b!'iarbancc ut 4) l mn. 
whic:h is :ioimilar 10 thc n!<.Hbii;. Thc O~-binding rnte cnnslnnl for An1hido1:1.~is GLB3 is 150-
und 10-fold highcr 1hm1 Aral>iúnpri.~ n-.Hb 1 untl n!<.llb2. rcspcclively. but only sJighlly hig.her 
timo trHbs of Parcmu·1·irm1 (42) und Clilcnuydmmmu.\· (43J 

E."-pre..,.M:<I :-e1.1ucncc t:.ig::. L:Onl:lium;.;. a high -.imituricy toArabiánp:ri.~ GLB3 werc idcnlificd 
in n numbcr of monot.:uts. including budcy und fice. and dicots. including. soybcan. couon. 
und cornuto (26). Thl•o.;c üntn indicute that it is likc:Jy that trHbs urc ubiquitous in higher 
plnms. Thc phyl'\ioloa;ic:1l rclc..,nncc oí the trHbs is nol yct undcnaood. In Ch/am.wlnmmu1 ... ·• 
trUb is induccd in .-csponsc tn uclivc pholo!\ynthe!>tis ¡mcJ locnlizes to thc thyJakoid mcmbnmc 
of lhc chlnropJust (30>. ln No ... 1oc cmumu11e. a 1rhb sene (fonncrly named a_o¡ cyanoglobin) i~ 
coc:<prcsscü with ccncscoding for nhro~cn fh,u1ion (44). N<>.'ftnc trHb L~ nlso toc:aJiz.ed on 1hc 
cy&nplnsmic ,;:idc of th~ '°-cll mc:mbnmc. but only undcr :umcrobic conditions (45). Addilionnlly. 
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lhere is u t.rHb Lhnr h. 1hnught 10 be involved in rhc p1utec1ion oí baciJli .o.g:1inst NO during 
iulCc;lion of A1ycobuc1eri11m 111/u-n:ulosü in hum.o.ns (21. 46. 47). NO·scavcnEting could occur 
by prmnoting dcoxygcna1ion. as observcd jn oxyHb. oxyMh. tmd OavoHbs. which con ven e, 

NO 10 nilrolc (21 ). In plnnls. analysis oírccombinant Arabidop.o;ls GLDJ indictllcs tlu:lt thi!¡, 
prolcin i~ involvcd in func1iom. othcr than 01 sror.o.gc or transpon (26). 

The.r,:lb.J gene conl.ains lhrcc int.rons. with thc tin.t hcin~ Jocatcd in .o. sim..ilru- position as 
thca J-ovcr-3 Hbs (sym.Hb. nsHb .... crtcbrarc Hb. and .\.1h). ·n>e "'ccond und thinJ introns are in 
l.Hffcrcnl po,.itionli llS compm·ed 10 thc oth&:.r plant Hbs. Addirinnnlly. nonc of .c:lb3"s introm. 
u.re in similar positJons :is. 1hc Jrhb gene!> frum P~ll"umeciu111 or Ch/an1ydo111011a.s C30. 48). 
Diffcrcnccs in thc tcninry srrur •. ture :and po~lionufsecond nnd rhird intron:o;; suggc~l tlklr plnnr 
LrHbs und !'l.ymHb.'i and nsHbs evol ..,cd from diffen:nt ances1ors. 

Symbiotic plant hemo¡:lobirur 

Thc symHb~ were firM idculificd in :ro.oybe:An rool no<.Julc:i. (27), and since then they hoi"·c hcen 
s.1-.1Jied und chnn1c1cri7ed from .o. numbcr of lcguminou.s {rcvicwcd by /\pplc:by C23)J and 
Ollnleguminous !<1.pecie!'> C28. 49-51 ). SymHb!<I. aJC prirn.~u;Jy in .. •olved in rhc faciliC<ltion of o~ 
diffu.,;ion to thc anohico11Jy re'piring ba'-=IC"rial symbiont in thc infected tissues of nitrogcn
fixing nodulcs of fogume:., ,and nonlegumes. C23). ltr. prescncc is es.scntial far nirrogcn fixation 
in higher phmts. SymHbs urc found' in high conccntr:ations. up ro 3 mM in 'º.Ybcnn nodulcs. 
nml ho1ve :1 hjgh nftiniry for O:! coupled 10 a fast Oy<lissociation rate. allowing for thc fncilitalcd 
diffusion oí~ to ac1ively uitmgen·fixing OOcteroids. The rno~• s.tudic<.J J1;}'mHb!<. un: the Lbs. 

Rc¡:ulazi,111 'if91nlrbgrnr~·-The stnx..-iur•al and func1ionnl propcr"ties of symhb gene promoten. 
he.'~ bcen cxtcn:.h·cly :.ruc.lied. primnrily by M¡¡n:ker a.nl.I colleugucs. howcvcr thcy are not 
cn1i1·cly unden.lood yct. 1\11 k.nown symhb gene promo1ers conlnin n two-motif nndulin 
co11 .. cnsus clemerir: AAAGl\T nnd CTCT"T (52>. with u conservcd 6-9 nudcotidc dbrn.nce 
be1ween thc 1wo of lhcm (53>. The5e motit). are essc:ntial far high levcl nodulc ~pccific 
cxpre~sion ol symhb i:enel'i l 54 ). 'lbc 83 J bp prometer of 1hc lcghcmoglobin J Clbn gene from 
Ju¡iin c:onto1ins none ofthe nndulin-IHce motifs as o pcrí~l murch. but/b/ c.xpression is simil.oir 
u:-. in other sy:.tems C.55). The lb/ prornotcr is unlilce nll of 1hc symhb promolers s1udicd thu!rri 
fnr. TI1cn:forc. r.he lupin 11~1 gene promntcr wa!l :11rualy7..ed for funcHonaJhy by fusion to thc: 
repnr"ter gene K''-'" und trunsformcd inau Ln111~ c11nric11/L1111.~ nnd tobaeco (55). GUS oe1ivi1y 
wu' detectcd nt thc highcst le veis in ronc nodulc:.. und in uninfecled ruot.~ of L c11n1ic:11/u'"·"· 
Jn tntiaeco. GUS ae1ivity wu,.; JocnHzcd 10 root,and Jeovc:;. os wcll .o~ in cultun:d c:clls. Thc.sc 
rc•mlts indic;1tc thut thc lupin l~J promoler Í5 nm fully nodule spcc:iflc: in tr..1n.c,;genic pl:inlit. 
Thh c:nrrobnra1e::oi pcr ... ious finding!l nf lhc s~sbcmln l'f'>.flruta ¡:lb.3 promorcr (56) in which 
a.c1i \•ity of lhc promo1cr ww. dclct."ted in noduJcs.. stem ¡ind Jea ves oflron."tfonncdL. ~.:un1i<·11/C1/1t.T. 
Thercíurc. 1hc uc1ivi1yof Jb pronwters in organs othcr than nodulcs !luggc..,.ts thnl pos..<riiibly lb 
pn111101cno may huvc funcliom>.J similari1y ronshbgencs. Ne ... enhcle!~s. <.Jesphc lhe de1ec1ion oí 
rh~ acti vity of lh promo1ecs. no Lb pmtcin.11¡ :md trun5cript5 hu\le beC"n dclected in planl organ'°' 
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othcr than cffcctivc Cniu-ogcn-fixing) noduJcs. which indicatc5 that Lb5 are 5pccifically 
syuthcsi:1:cd fn1· 1he procc-..s uf "'Yrnhiotic nnro,gcn fiAation. 

In lcgumcs. thc lbs are u:r.ually pan of a multigcnc fantily, :ind as of yct thc specific 
rolc(s) uf each Lb is nol known (23). Lba and LbIV are the rn.ujor Lbs in moture !.Oybe.no und 
pcn nodulc.s:, respective) y. and havc !\lightly but not significantJy highcr O:o-binding affinitic"' 
1hun the nrher rm1jur Lb-.. (Lbc «nd Lbl, re~pcc..·111o·ely) (57) . .Allhough, thc ratios ofthc differenl 
Lbs (Lba/Lbc far soybenn and LbJV/Lbl íor pea) change dudng root nodule dcveloprncnt, 1he 
underlying physinlngic..11 cons.cquences on rnot nodule funcrion a.re unclea.r. Ka""'nc;hima ,., u/ 
(58) characterize<.l two cUNA clones from pea: PsN5, n PsLbA typc or- Lb!V-lilc.c Lb. and 
Ps.N I:?O. 41 PsLbB type or Lbl-likc Lb. Following am1lysis ofO!-binding aftlnity.1hcsc authors 
found th.ot 1-ecombin:int PsN'S hada highcr O:o-.offinity than rccombinant PsN 120, which wrL-ro 
consistem with prcvious findings (59. 60). In nddition, the lwo lb genes wcre difTcn:nliolly 
rcgulntcd. wilh cxpn:ssion of ps11.5 in lhc central tissuc of cfTective noduJes. and ps11/20 
ex.prc:"sion rcslricled to the n:gion from thc tnfection .Lone JI to the dislaJ paI1 of thc nit.rogen 
fixution znnc 111 (58>. Thesc resultx indic.'lrc rhat lhe P,.;LbA type pr-otein. having a hig.hcr 0:
uffinity. likcly pluy .. ;:s ntajr>f" rule in nirrogcn fi.~01.tinn :md in Che 0:-cnmmmplion ofU1c hac1croids 
us: comp:ircd to the PsLbB type protein 

Li11Jc 1.s kmJwn i.lbout thc tr-.ins-acung foctors 1hou regulalc lb gcne.s, huwevcr wurli.. lm~ 
bcgun on idcntifying protein.s that function as tratL,criptionaJ rcgul.ators of Lbs. A novel lypc 
uf DNA-binr.ling pwtein. CPPI .hao.. bc:cn idcnlificd to intcracl with the prumotcrufa soybean 
lb gene. ¡:m/b,.:3 (61 ). CPP 1 i~ nuclear locali..zed .and cont.iins two cysleine-rich rcgiotL' wilh 
9 :.md JO cy ... teines. re~pcctivcly. The eppl gene is expressed in the dist.al ponion of lhc 
ccntr-.ol infccted tis~ue during. n l;:uc ph.os..e or nodulc dcvelopment. Tran~cript!i or gmJl,c.t o.re 
nol dctectcd in this region of thc nodule. but onty in thc central infectcd ~gion. This support~ 
thc hypothesi!~ that CPP 1 is cither a rcprc .. sor of ¡:m/lx:.3 gene cxprcssion or mnintnins .o 
rcprcssed slule of lhc lb genes in thcM: cclls. Analysis oí thc c:~prcssion of lhe symbiutic 
bncterial genes in Pha.'Of!'nlus ''UIRari.~ nodulcs showcd that thc cclls .ot thc pcriphcry uf thc 
infc:ctcd zonc conlain buctcria that hnvc not differenti:J.ted into matun: nitrogcn-fixing cell:i.. 
(62). This $Uggc."'ts th.at thc peript-~-;:i.I cclls or thc nodule are at u diffcrcnt dcvclopmcn1nl 
:ilagc thun the ccntnd infcctcd ccll~ Similarly. studics of Rmndt:. :1 homcoboll. gene. suggcsted 
th.ot thc filOybc:::in nodule h..1s a z.one conti:lining lcss diffcn:ntiated cells (63). lt is thcn:forc 
possiblc thut gene!\ such a'i cpp/ are exprcsscd in lcss difTcrcntiatcd cclls and nn: rcsponsib(e 
for the negn1ivc rcgulntion oflb genes. 

Struclural prup~rtie:s nf .. ymHh' -Thc cry!IOtD! struclun:s oí lupin Lb (64) nnd wild 1ype und 
muwnt M>ybenn Lbu (65) havc bcen published. Both sets of crystnl J¡,tructurc datu indicutc 
'."imilz1r ovcrall folds ª' o~ccved f"or olhcr Hbs. The Lbs contn.in se ven a· he fices in a 3-ovcr-
3 fold. which cnclo~c .un Fc-protoporphyrin lX proslhc1ic group. Thcy have a dist.nJ Hi!\ in 
closc-proxim..i1y 10 lhc hg.and binding sitc founrJ in u. simitur location to the onc fouuc.J in 
ven.cbr:uc Mb :md Hb~. This His rcsiduc plays a Jcs.s imponnnt f'olc in Jigand f'cgulation ""~ 
comp:ired to Mb nnd Hbs of vencbrut.cs (65). Lbs are lcit!'i :.itubJe than '\'cnebr-utc Hbs 41!" a 
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re~ult of highcr lcveJs of hc:mt:. dis'i.OCiotion and autoox.id:uion (65). \Vhüe the structural ba~is 
fbr this is not known. it is po.,.siblc that the distal l lis is necded to maiutain the heme wilhin the 
globin and thcreb;¡ influcnccs ligand in1crac1ions. lñis His i:o.. conservcd a.m.ong the s.ymHhs 
(6ó). lt h.ns becn dcmonstrntcd thac soybcan Lba. but not animal Mb or Hb. is ablc to bind 
largc ligands. such 3.."' long·ch:dn isocyanidcs. im.idnzotc and nicotinatc (67-69). 11 is lhought 
thut thc hinding of bulky groups i.s thc rcsult of1he free movernent oflhe distal lli~. Lbs also 
cuntnin a proximal Jtis (F8) re~1duc that interncts with the heme group. n:!-.ulting in a 
pcntocoordinate high-spin U V/Vis :->pectr.3. Harutyunyan~t al (64) reponed rh.nt this His. residuc 
in lupin Lb is free to rotntc ond movc townrc..J thc heme plonc as compored to J\.th. This i~ 
shnilar in 1>oybeon Lba (65) and could cxplain Un: structurnl basis for the high dcg['ec of 
reuctivity of Lbs. which is n charnctcristic important 10 thcir funclion ns an 0 1-corrier in root 
noc..Julcs. 

Nonsymblolic plant hemoalobins 

The finding of n Hb in uninfcctcd tissues of Trema tom'"'°·'·a was thc: fir.-1 !->Ug.scstion lhnt all 
plants mighl con1ain nsHh.". Sincc thnt time. nsHbs ha ve been idc:ntificd from :i numbcr of 
1nonc>cots such ns maizc. c·yc:. and whc:at C7 l ). and cloned from thc monocots barlcy (71 ). rice 
(::l I J. maizc nnd tcosinlc (72). and dicots such as soybean (73). /\n1budnpsis {33). chic:ory 
(74). tornnto (75) (Gorvin et al. personal communicalion). cotton. citrus.. and sugar beet (75). 
nnc..J aJfulfa (76). NsHbs haveal!'OO becn idc:ntificd in primítive land plants. su ch as mo~'es (77) 
and liverworts (75). indicuting that nsllb._ are widcsprcad in lund plants. 

N.or/lb gene famiU1ts - Most plants h:ivc at lcast rwo known n.shb ge:ncs. except for barley in 
which on)y onc: 11.~hb gene htas bcen idcntified (71 ). Reccntly. Lira-Runn er ni (78> reponed 
th~ existencc of a rice n.i·hh gene farnily in which four nshb sequences wcrc idcntiticd. "fhis 
fnmily i~ clustcn:d in two rcgions: thc fird containshb/. hl'3 und hh4 and the sccond contains 
onlyhb2. Ali tburgcncs cotJe forthc highlyconscrvcd amino ocidsofplnnt flbs(66) .. including 
tlu: distnl nnd proximal His. as wcll as residues locatcd al the dimer interface of rice Hb 1 
(V!i0 .. S.S3. E123. Vl24. F127.n.nd Al28) osdescribcd by Hargcovcetn/(79). Thisobservation 
suggcstcd thal potcntia.I horno ond/or hctcrodimcn. from nsHb 1 .. 2. 3 and 4 could osscmblc in 
rice tissucs_ Two of the rice 1uhb genes. hhl and hb2. h.ave bccn cloncd and their respective 
rccombinnnt protcins wcn: characterized in dctail (31. 79; Ros."' el al. in pn::parntion). The 
e)(iscencc ofdiffen:nt promotcrs upstrcam of thc rice11 .... hb genes (78) sugscsts that cnch 11.o;hb 
gene is r-cgulnted by scpat"'tilC mcchanisms. and ¡,. cxprc~sed in diffcrcnt organs nnd/or undcr 
di ffcrenl growth conditions. The potcntial for undcrstanding thc diffcn::ntinl n::gulntion of rice 
11.<t:hb genes nnd thc pre<;;.encc of novel cis and tru1u-acting elcmt:nts can now be clucid:a.ted. 

Expresdo11 ofn.drb g~n,,,. - ln a numbcr of systcms nshb promoters ha\'e bccn analyz.ed. 
FureJUUnp1c. the aclivi1y ofn.orhb promotcB o( Parasponia ander:ro11ii and Tnma 1t·nucntmru 
w¡¡s Jocalizcd lo thc root meristcm and vascular cylindcr of" trnnsgenic tobacco. using J:IU 

us .a rcpo1"ter gene (80). Despite thesc findins:s. the-c i~ no substantinl evidencc lhat nsHb 
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proteins ;are found in Pan:upuuiu roots. Jacohsen·Lyon ''ni (81) reported thnt whcn 1he 
Cmruarina ¡:/nuca hb ~ene woei. fuscd to g1Lf .und transformcd into L c:ur11ic11/t1llt5 0 Gt.:S 
cxpre~sjon was found in the mcristem of thc root rips. thc vascular .stele of roo1s. ancJ thc 
parenchyma intcrnal 10 1he endodcrrnis. Thcse obscrvations showcd that nshb genes cxprr...,-. 
in di verse plant orguns. 

Tran~cripts for n'Hbs hu"'c primunly bc:cn identified in a number of pl::snl organ:-.. 
including tissucs that on: mct:ibofically ¡11.:livc. such as the ~•cms of o;;oy~an (73). !>uggc.'\1111g 
thal thesc prolcin~ an.· 111voh·ed during rhe noJ''lTI:ll growth of Che plant. Jn moncx:ot.s. tl1e 
curliest cxpn:ssion ofu.,·Jrb.,. is obscrved in genmnatin,g scecJs. Jn barJcy. nsHb 1ranscdp1s 
nr11..J prolcins wcre delt"'Cled predominnntly in 1hc alcurone ceJls (71 ). Thc prcscnce uf 
nsHb!'. w.as aJso report..-d in cxciscd barlcy cmbryo ... 182). embryo-containing and cmbryo· 
lc~s h.alf sced!oo. and ulc11ronc ti~suc using immunoblotting mcthods (82. R3). Arredondo· 
Peter rl ni (31) showecJ thal undcr normal growth conditions. hbl and //b2 are cxprcssel.I 
in rice Jea ves. but thnl ~,nJy /Jbl i~ cx.prcsscd in roocs. suggc<i.lin{? differentiul rcguJution tif 

this gene family durin~ plunt dcvclopmcnt. Using iinmunofogic.al dc1cc1ion, A,-échog;i. 
Ocumpo ~r a/ (72) idcnt1íicd u n,Jlh in maize cmbryos. ,-oot und Jcof tissue~ umJ 1cn,1111e 
rool ¡:and le;if lis:.ucs. 

Othcr studies "'Ug~.:st 1hat nsHbs ~ s1ress-rc:Ja1cd p1utcins. For CXL1mplt:. under hypO'l(IC' 
conditions lhe ,,.,.¡,¡,gene is cxprcs~ in gcnninating harley uleumne (2.."ii. 71. &4). Nic ~1 11/ 
( 85) found induction of lhc barlcyhb gene under Jow O.! tenir;ion. high h:vcls ofCO in ulcunmc 
tissuc. ns wcll us in thc pn: ..... cnce of 1 O mM nhra1c. Two '1b ,genes e."Cist in A.rr1bidop:ii.<r which 
:wccxprcs!'>Cd jn planl n1,.e1tc Jc::.ves :::iind rooL.., under nonnal condi1ions. howcver when grown 
un<.Jcr strt=-!"."i coni..Jitium• ..... uch as mic:roac:robisio,; or Jow tcmpcrntun: bolh An1bidnp.'fú· ,,_,.¡,¡,_,. 
an: overcAprc!'>secJ as crnnpurcd to norrnal ~rowlh (33). Arabidopsis ,,_,.¡,¡,¡ und 1ultbZ wc.-c 
Ítlsed co¡.:u.<o todcrerminc: pru1notc1" tis.'iue spccifici1y f75). 0 1'11.Cn:rllb/::1<11.'f fu:i..iüo wa' cx.pres."<d 
tJuiin,:: genninution in tJ1~ hypocu1yl :.md cotylcdon:.. :1ndwrhb2::g11s .octívity wus nor found in 
young phmt$ but in the hoJt slcni. n>.'iettc lcavc.'i and roots ofmcuure flowcring pJ.an1s. Durin!! 
un nnalysi~ of hormone inducrinn ... Arubiúup.'fi.r wihbl ::¡.:1u is cxpressed undcr hypoxia (5% 
0:?). wherc&i~ o.-.hh2::¡.:11x i.'i exprcsscd undcr cytokinin inducliun t7S). Similarly. ric.:e n.<r'11>2 
promoter wus fuscd to pus und exhibhcd induction by c:y1okinin.,.,. and is expcc,;~d in simiJur 
pJunt orgnns os Aruhitl11¡1si.<r us/lb/::.r.;u.<r und 1t:fhb.2::¡::11s (Ro!'." ~r uf., unpubli~hed resulbi). 
Lim·Ru.an et 111 (86> rcpurtcd r!lat nsHb Jc .... el~ in rice incn:use jo lc:ive .. und roocs from ptnms 
.,ubjccted to darknc:-.~ Hnd llooding. 1-iow~ver. nslfb levcls t.licJ no1 chunge when plants wc:n: 
... ubjectcd to oxjcJ¡1livc ( J 1,:0,:). uilrn..,.a1h·c (SNP> und honnonnl C2.4·D> strcs...-.cs. su~gc.'i.ling 
lhUl nsHhs do not pur1ic.:ip.atc in u gcncruli:z.cJ plant n:ir;pon ... e to Sh"C:S~ .. bu1 rJlhcr tu !'"pccit'k 
:-.lrcs~ cnnl.litiuns. Anal)•sb. ur che CJ1tpn::s~ion oí two torna10 11."lth gene."' indicnrcs thut /lh/ 
responds to nitrJle rcsuppl)'. atldition uf ph~phare .. potns~ium unú inm. whcreas '1b2 is nnl 
si~nificanlly inúuced. :-..u~gesting •h~t nsHbs ln4.1)' be involvcd in 1hc re"'pon.o;;ellO to nu1rien1 
stress. pcrhups by panic1("1:1ling in si¡:n.aling mcchanisms <Gorvin ,., ~''· USDA-ARS. Univcrsity 
c..1( Minnesoli1, personal L0 nmmunic.u1 ion). 
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Or1:a11 a11d tissue locati=.ation of 11sl/bs - Scrcgélyes t'I e1/ <76) providc:d lhc fif!o.t 
im1nunocytolocalization ofthe alfalfa n~Hh prntein. Using ccll suo;.pen.;.ion culture' thcy wcre 
ahll! to dctcct alfalfa nsl-lh in thc nucleus of cclls culti .. ·ated under hypuxia. The lack uf a 
nu1..·lcar loc&.1Ji7.J1tion sig:nul llO the an1ino-tenninus in any ofthc knu"1o·n n!»llhs quc:stinn!o. thi!o. 
prc-limim1ry dala. However. 1here is u pnssihility that under panicularen .. ·ironmcntal conditions 
O!o.l lbs .are able to tran!o.luc.ah: frc.nn the cytoplman tn the nudcu-... Al thi' tim'-'". thcre ¡,. v~ry 
limi1ed infonna1ion on thc l"'"llcntial punitionin~ of nsHb-. tu d1ffcrcnt ccllular con1panment,. 
RC"cently. Rnss '-'/ "/ <R31 ;11u.J Lir..t-Ruan '-''uf CM6J in .. ·c!»tigatcd thc irnnmnnlocali;, .. ation nf 
O!»l lbs in rice tisMte.,; and 1hc -.yn1hc,i!>. of nsHh~ during thc dcvclopmcnt of rice pl;mt!o.. 
re ... l"l(!Cll"·cly. ThcM: autho1 ...... tUl\\c<l 1hat n!»l-th~ are ... ynlhc..,Í.l'c<l u1 or~ani. fronl yuung. anJ 
n1¡1ture rice and are lc.K:alll':cd in thc cytupla~m ol dilfercntiating. cclls of thc nuit cap. 
!o.Chlcrcm..:hyma. akuronc. ;11u.J in che V•1"'-Cularun:. prim..:ip,¡dly in thc diffcn:ntiatin)! ~ylcm (Pig. 
1 ). rt1c Uctcction of ni.Hh pnttcin~ in va~ular rcgiun' ¡, cuni.i..,tcnt '\\"Íth carlicr :o..tu<lic.., <75. 
MO. M 11 lhal havc c..lc.K:u1ncntl·c..l 1uh/> pn111ullcr·dri" 1..·n .t:"' cxp1c..,,¡,,t1 1t1 1h1..· ':1!»....:ular .. tele. ·n1c 
cxi-..1cncc oí n..,f lh!» in tcnn1nally diffcrcntiating ti-.~uc. -.uch a-. the ;1leun1nc, ;1nd in tcnninally 
diffc1·cntia1ing ,.;cll~. ~uch ;1-.. thc trachcary clcn1cnt!». i~ p;.1ni1.:ularly inti.:rcMing. r'\11 uf the-.c 
cell 1ypc!» unJcr~u !'l.Urnc fc.111n ufprogrJ111n1cd ccll Jl!".ath <87. 8S1 and cxhihit 1i ... !'l.Ul!"-,pccific.: 
n1ctah<JJi-.1n suggc~11ng. :1 Jl••lc111ial 1c.JIC fur O!» lib.., 111 tl1c ... c !'>pc1.:ifi"-· ccllular cn'\·in1nrnen1-.. 

Embryonic organs VegetaUve organs 

Le aves 

6 8 12' 

Woeks ahor gcrrnot1abon 

10 12 

Aoolc.ap Roots 

~'lit. l. l),.·1•-.h••ll o•I r1•llh ... '" ,,,,., '"'"~''"'• ,,.,1,·,'1"•1•'"· ...,·u11n.1I ,, ......... , .. , ''""'~''"' .11 .. 1 .... ·~· .. ·1.11n .. • ,;: h• J..I ........ &. .. olJ 
k;o-. • ,., .. 1 r.""'"I •WJ!.I"" h" \\., • .,...._.,., 1.1, .... u .. 11 ...... 1., .. u,.,, "' n•llh· 111 ,.,.., _.¡._ • .,,.,u .. • 1 .. ~,·1. -·u11.·lhnu ... ,:hl-.."T._.,;h\On.o .. nJ ,.. .. ,. 
..,_.,, ,, ... .,, ...... h~ 1.·••nlo""·'' '"'''''-•'I''.' ..... 111> ...... ,.,.. ok1,·,1,·,1 h~ ""'"r .u111 ,,,,. llhl .on1ot .... i. ..... l·1¡.!u1.-... h"J'n..Ju..,.,-J ln"n l..1r;.a 
Ku.u• ,.,,,/¡P\f•ll"-1lh l"""flll,.. .. u•nl 
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Srrucrural prarwrties uf 1islfbs -The first crysr.::Ll strucrurc of a nsHb. rice Hbl. was reponed 
by Hargrovc et al {79 J, J~icc recombinan• Hh l is a concentralinn dependent ditncr. a.-.; observed 
by FPLC analysis (40). and c:rystallizes as such. Rice Hbl has lhc same overall suucturc as 
othcr Hbs. lhc globin fold. and thc heme pocket for ferric Hb l conta.ins a proximal nnd distal 1-lis 
rcsiduc. Thc unusuaJJy high O;affi..nity CKn = J n."1> of 1his protcin has bccn explained by thc 
combincd cffcct nf' rhc clo:coe proximiry of the distal His to Fe and thc positi.oning of lhe Phe40 
rcsidue. This Janer anúno acid is found .atypic:iUy closc to the C-yproAim.al His as. comparcd 10 

vcnchrnte and 'i)'mHbs. This is a hJghly conserved residuc in plant nsl lbs and it is likely lhnt it 
is functiooaJly signHlcmll. TilC unfavorJ.bh: Mcric iulc1ac1ion betwccn Phc40 nnd His73 (distnl 
His) mny promete dissocintion of thc di'>lal Uis from the Fe o.tom and pcrmit 0 2-binding. A 
mutation of Phc40 to Leu n:::sults in a His73 di~sociatinn rate decrease of -10-fold from -1900 
s 1 in wild typc Hbl to 200 s·1 in the mutant (Harg.rovc and Goodman. unpublished). 

Kinetic aoalysis oflignnd bi.nding forthe nsHb .. shows thn.t this type ofHh hns unusually 
high aífinity fer O~. The Orassociation constant for rcco111binnn1 rice Hb l (3 l ). rice Hb2 
(Ross ~r al. unpublishecJ). bo.rley Hb (32) ;:md Arabidnpsit.· n~Hhl (33) ITnble 1) is simih:tr to 
othcr Ü:p tro.nspon .and ~torJ.gc pro<cins. such ns ~oybean Lbu. Howevcr. the cxtremely bigh 
O;rnffinHy for mnny of rhe-.e protcins is the result oí a very low dissocia1ion ro1te. 'Tñcse rate 
constants indicate thal tl1c unique TCnctivity is rhe result of thc positjoning of umino acids and 
O~ within the heme pocket of the prot.ein (79). What is intcre.sting is lhal thc Arc1hidnp.,·i.•; 
nsHb2 protcin ha~ OAygcn binding cbarnctcristics mon: sintilar to tho~ of the "-YmHb:; (Tnble 
1 ). Tilc functionnl consequences of difTcrenccs in ligond-binding kinc1ics a.-c: not known al 
prcscnt. Howcvcr. the biochcmic:al propcnics o( nsHbs spccificnlly thc high .uffinity for D~
raise~ intcrcsting qucstlons about thc function(s) ar thesc pru1eins in planl organs. Some of 
thcs.c possibilitics are di!""Cusscd bctow. 

Table l. Ru1e und cquilihrium conuanlx for thc rcncrion of O~ írom some plunt Hbs 

Protcin k'Ól kÓl KOl Rcfercncc 
(fAM· 1s• 1 ) (s'1) CµM•I) 

SymHba 
Soybea.n Lb 120 5.6 21 94 
Lupin Lbl 540 20 27 94 
Lupin Lbll 320 25 12.8 94 
N•Hbs 
Rice HbJ 68 0.038 1800 31 
H.ice Hb2 so 0.038 1316 Ronda/ 
Bw-Jcy Hh 2.4 ,0.028 86 32 
Arabic/np:t/, Hbl 74 0.12 617 33 
ATobh/opsls Hb2 1 0.17 7 33 
TrHbs 
Arahidnp.,;., OLB3 0.2 0.3 0.66 26 
k.º02 ;~ thc O.J·zt.1S0c:i11linn con.uan1:·kOl Is thc ~-dissoc:i~rfon canst:ml; KO?: (k:02'° kO~) is lhe Ol-
.u.tfinity consta.ni. -
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l"r1tentiulfunctim1s of 1isJ/bs- \Vhilc dat:. on the localization. kinctics. rcgulation and stnJcturc 
of thc nsHbs h;ive begun to .accumulate... thcir physiologic:il function still eludes us. Bu.sed on 
thcir prescncc undcr horh normal and SUl!!>"SCd growth conditlons. it ioc; conccivable that thes.c 
proteins maintnin n "housekecping" functioa us. wcll a~ potcntial ceJJ-spccific functions. "Jñc 
vcry tight binding of 0 2 by rccombinant nsHbs docs nol re.::1dily suppon an ~-scn~r or 0 2 -

tr;inspon role for the!'>oe prnteins. Applcby et al (89) posrulated tha.t under nonnnl ncrohic 
~rnwth c:onditions. n.dlh!<. would be o:itygcnated. bowevcr unt.ler micrnacrobk or anacrobic 
conditions n!>Hbs \NOUl<l he. cteoxygcru:itcd and would tri&gcr an anocrobic response n1Ak..ing: 
th~se protcins involved in O:!·!\ensing. Aodersson c-1 u/ (73) qucstioned thi!t. hypothcsis by 
su¡:gesting thnt 1hcsc: pru1cins could funccion ns Orca.rriers iu metubolicully active tissucs. 
such m; the stcms of soybcan, which contain high lcvcls of nslfb transcripts. However. oo 
evidence on nsHb protcin levels nor their ligand binding propcnh:s were reported for the 
soybcnn Hb to ctitically cvaluote this hypothesis. 

NsHbs havc bccn implic:11ed as Orscavengcrs or in Or:-oign.aling C23>. llowcver, ns 
cumpured 10 symHb~. whii:h are found in cellul:tr coacentrntions of 1 to 3 mM (90). nsHbs 
ar...- found in n~f conccntrations (25. 83). In utldition. g1ven the in 1•it'o lissul! Jocaliz.mion of 
m.Hbs in metabolically ac11ve tissucs (c:.g. ruot cap cells and t.Jiffercntiuting xylcm (83) and 
ulcurcme (71. 83)) and the vcry low Ordissocia.tion constant ofsc .. ·crnl rccombinunt nsHbs 
{Tnble l ). it ¡,. unlikely thnt they funcrion as 0:?-scavengers or directly in Orsignaling (24. 
2~ ). Thcsc prntcins moy tui' e a numberof othc:T f unctions. including binding und/ortransporting 
ligmu.Js. such as CO or NO. and/or may imerJcl with organic molecules nnd/nr proceins undcr 
:spcdfic conüicions (24). 

Both. Arredondo-Pctcr el al (24) and HilJ (25) have suggcstcd that plant nsHbs could 
a.et as NO-sc.o.vcng;crs. in a :-;.im..ilar manncc to those of the bactcrinl nnd ye.a.se flavolib...,. 
ducumcntcd to possess NO dioxygcnns.e propcrth:s C21. 91. 92). Reccntly. Wang et <1/ (93) 
íounc.J thnl n nshb gene írom Arabidopsi:r is tn.msicntly incJuccd upon nddition of 250 µ."\-1. 
ni1ratc • .nnd sus.taincc.1 induction occurs upen uddition of 5-10 mJ\.t nitra.te. u!<.ing ntlcroarray 
nnd gel blot annJysis. Additiom11ly. tomnto Hb l is inüucecl undcr nitrate rc."i:upply (Garvin 
et al. pen;onol comn1unic.o.1ion). Thcsc dot.u suggc!i.t that the nsHbs ha.ven pw¡.40iblc role in 
nutrient signaling. and purticularJy in nitrogen signaling. 

Bil~ on studics in h.o.rJcy cclls (71) a.nd írom ovcr am.J undcr-expressing barley Hb in 
m:1i7.e cells (84) it hos bccn postula.ted thac barlcy nsHb is involvcd in ATP mctabolism in 
stri::~scd tis~ucs. Maizc suspension cclls contnining antisen~ bcsrley nsHb cDNA ho.ve 
cunsiderobly Jowc.- Jcvcls ur A-rf> and totnl adenylnteri; when g.rown in hypoxic conditions ns 
compared In the controls ur cells that wcre cnginccred ro overproducc burlcy nsHb prolein. 
TI1csc re!'Cuhs havc becn intcrprctcd ns :in indic:uion thnt nsHbs maintain a dircct involvcmenl 
wilh ccllularcncrr::y to1atus under 0:-limiting conditions. Hill (25) has suggc.~t~d thnt bnrlcy 
nsHb íunclions :u: un oxygcna~ by oxidizing NADH in ns.social ion with olhcr proteins. such 
D!'I> a fluvnprotcin. He nlso su..:;ge$lcd that barley nsHb i~ involved in mainlaining n propcr 
rcdnx state under hypoxic/nnoxic conditions by dircr.."tly interacting with pyruvn1c. L..ocalization 
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data µrc.scntcd by Ros.~ er u/ (83) shows chal rice nsHbs are synthcsizrd in diffcrcntiating 
ccUs .• \.1.c1nbolism of thcsc ccUs are jn tlux aod mctabolic rcdjTCclion occurs in response to 
specific differcnti:nion s.ignals. onc of whkh is likcly to be a changc in thc ccJl•s n:dox sude. 
NsHbs could be involved in i-cdox signaJing.. cspecialJy if thc ttdo.111: srarc of rhc heme is 
funclionnlly imponant C79; Hurxrovc. pcr!"Onal conununication). Thus. nsllbs. may function 
[O scnse/or rnaintain a p:1nicular rcdo.x. cnvironmcnl that prometes ccJJ viability in response 10 
diffcrcntintion ot cnvfrnnmcmal cuc'°· 

Conclusion.<r;" 

Hbs un: vcry ancicnt protcini-.. ApparcnUy thcir cvolution occurrcd in m.-:1ny <.lirections. wirh 
the numcrou~ typci;; of l lb" thnt hnvc beco idcntificd rhroughout rhc kJngdoms of Jifc: trHb. 
flavoHb. symHb. nsHb. vcrtcbrutc Hb. P..tb. ncuroglobin. anc.J histoglobln. Thc biochcmic.:JI 
and rcgufotory propCT1ic..' of Hbs suggcs1 thot thcsc protcins moy functjon in orgonisms 
according to thc metaholic .status in the ccJI. such as a re"'Ponse to changes in pH and/or 
ava.ilnbllhy of inlcrncti ng metaboJircs. It is vcry JikcJy that Hbs do not play ::i 5jngle but man y 
roles in clirrcrent compartmenrs ofthe ccll undcr pnnicular phys.iological conditinns. 

The plunt trHbs ~1m.J ~ymHbs itnd nsHbs ure ljkcJy to havc evolved im.Jepcndenlly .:Jnd 
funclion differently in plnnl?. roday. Al<> di~us.'°ed nbovc. thc symHbs are involvcd in lhe 
fücilltntion of O:~iffui-.ion in activcly nitrogen-fixing organisms (23). Howcver. the 
phy~iological functioni-. of the nsHbs ond lrHbs are still llQl known. Little information i!to. 
av.uilablc .about pi.a.ni ldib<li • .and thus il is still too prem.alurc to propo-.c 11 funcrion (or this 
group ofproteins in pla111s. la-1 conrrasr. progrc,,.5 ha" been mude in thc aruilysis o(nsHbs am.J 
fum:tions for nsHbs in plana org;.ini-. ha ve bccn aJready propo§.Cd (24. 25). Howcvel'. lhc predio.e 
function(s) of nsHb!to. is !'>1111 not undc1"-tood. An intriguing qucs1ion rhnl mny hclp to undcn.tun<l 
the currcnt funct•on of nsHbi. and thcir cvolulionnry rclalionships is: whal wa..,. lhc function of 
thc auc:c,11;;11 n!to.llbof land plnnt:-? An nnalysis ofthc nsHbs from thc mosscs Pllysc:nmitrt"//u 
pr11~1u umJ Cen11nú1m purpurL"U.<r: (77 > (Arredondo-Pctcr rt <11. unpublishcd ob~rvnlions) 
aids in unliwcring lhis QUC'"lion. Scqucncc alignmenls of rnoss Hb:; anda numbcr of ~ymHb"" 
und nsBbs. indic::ue 1hn1 1hc sb.e ofthe Hb polypep;idc has de~'iCd ovcr time. This n::duction 
hns resuhed in thc Jo .... of o.mino ncids in thc amino-tcnninnl ponion of thc polypeptidc. 
principully in the pre-A hclix region (Fig. 2A). TI1.us. did lhis pn:-A hclix h.nvc a func1ion in 
thc p.ast? An intercsting possibility i~ thnit thc pre-A hclii; functioned 0.5 a letadcr pcplidc. For 
cxnmple, 1he mo.~ nl'Hh .. cont;.iin u predictcd lcadcr peptid.:Jse site ut position 20 10 25 of'1hc 
pre-A helix. Additio1.:1Jly. lhe amino-tenninal porlion ofthc moss nsHb h.::is physicochcmic.al 
propenic.' o{ u Je.udcr pcptidc. similar 10 lhosc c.x.isdng in the C/1/m,,.vJnmunn.r llHb (Fil!• 2BJ. 
which is lrnnsJocated frum the celJ cytoplasm to chlocoplusL' (30). Howcvcr. it is not known 
if thc pt""C·A helix from moss nsHb:. i~ on authcnric Jcadcr pc:ptidc. AJJ olhcr highcr planr 
nsHbs oppcor 10 be lo..:ulizcd in che cytoplu."m. ~ thi10 indicare rhnt the ance,;.ror oí plan• 
nsHbs was originaUy tr.m5ioc.atcd to ccJJulurorgancllcs. 5uc.:h :is thc: mitochondri.._ orchloropla.'\I. 
nnd dwt nsHb~ bccumc: cytoplosmic during cv0Ju1ion? An nnswcr ro 1hc abovc possibilities 
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may be obtDincd from thc a.naJy;e:1s of Hos from thc aJpaJ onccstor 10 lnnd plants. i.c. by 
dctca·min¡ng whcthcc i:ycop•asmi.: or org:mellc nsHbs-Hkc cxist in.Chlorophy~a_spc_cies. 
Whntever thc function of anccstraJ o:!.I lbs was. it "';ª._-probobly importnnt for thc adliptatlon -
of first plnntti ton 1-.and cnvironment. :\1oreo,..cr, .J:tÍEer 360 nüllion yco.rs of plunt evolution the 
function of nsl lbs is appan:ntly o;.till i.rnport:mt to the adapta.tion and survival of n large divc~ity 
of prcscnt Jand phtnl!ii. 

Ackno,•lcdgcments 

Work. in the nuthono' lu~mtoric-s ha!-> bccn (undctl by thc National Scicnce Foundation (grant 
no. 0SR·92552255) i:nd the Un1tcd Statcs Department of Agriculturc (grant no. 95-37305-
2441) 10 RVKIGS; Ccntcr for BiOl.Cchnolog)'-l.:Nt_ fundcd rhrough Thc Nebrnska Rcsc:m.:h 
Jnitintivc to GS: Con Se Jo Nncional de Cicncfa. y Tecnología. (gr:mt no. 2S229N) and Dirección 
Gcncml tJc Asuntos e.Je Personal Acndémico-UN"AM (grant no. IN202399). México .. to RA-P 
VL-R is a PhO fcllow from Con....cjo Nacional de Ciencia y Tccnologi.a.. México (rcg. no. 
143896). "lñis work ¡, pubtished a!lo Joum:i.J Series No. 13742 from thc Ag:riculturc Rescarch 
Dh."io,;ion .. Univcn ... ily of Scbnu.l.a. 

REFERENCl::S 

l. ~AF(1991). Amrr7.1W>1.31:SJS·S4S. 
2. Vtnoarmdo• SN. \.\'•ltz DA. Po~dak 11, ~Uft\S 1- IC..t1pp OH. Suzukl T & Trotm.an CAN (1-.>•.H). 

Cony> Bioc.hrno l'l1.\·.oJ.u1I. IDliB:1·26. 
3. \\.'ebcr R 6: Vlaacnulow SN (2001). P/n·siro/ R-. lll:S69·628. 
4. H.11.rdboa R :J9"lllt. J E..t;p Dio/. 2DJ:1o99-1 t l7. 
S. Dlckcraoo HE&: (;.,15 1 (191:1.\J. Hrm1111lolH11: S1n,r111rr, F1urr1iP11, El•ahd/<>11. "'"' lbthn/11g.'~ The 

Benja1r.in/Cum111ina:"' Puh. Co_ Jnc .• ~tcnJo Parl-.• Co:ilifomia. 
O, Hanlbnn RC ( 19'Jt". Prr><" Nutl 1\,-~ Sci. USA. 93:567S·S679. 
7. üurannkr T. '"''ch.:b 11. Rctah•nlll S &: H .. 1111.cm T (2000). N"tllrr 407:5::?0·52..1. 
8. 'l'ITntlll .JT A H•rcrvwr MS (2002). J IUol Cltrrrt. In prcss. 
9. ~ A, Co•l•n> M. D•-'lde S.. C•u1io it.1. l"•m•vchl K. Asccn•I P. Mne1H L .. Bolus:n~~I M 

(2000). E;MBO J. 19:242'4 :?4:t.4. · 
10. W ....... Y••hi S, P'tlilu-bara 11 A ""'lt"t.ter DA Cl986). Nattrr-r3Z2:4Kl-483. 
l I. C~ R. Slcldiq..t RA A F~ B ( 199-1). J Biol Che1". 269:7349·73.54. 
12:. Andrr-SC0 h""blph;y D. K...,.J!'lll. t"11Nllay JB. H•rrison 1"1\-16GIMSl,JK(19921.FE:BSLru.302:247-

2S2. 
1 :::1. loennldi'l N. Cooptt CE 6: P-* RK C 1992). Bindrrm J. 2811:6"9·6S5. _ . 
14. 7..h..o XI. R.111 D\'. Bu.-ke P.Cl...-dl AS. K~ KE ac Poytoa RO 11996>.J Biol Cl1rrn. Z7l:l$1Jt-

:?SDll. 
I~ • .Shlkam• K 0 1'-lah..-.U A &r 1-..aa 11 099$). /n1 J Bloellr11t Crll Bfn{. 27:1107-l 115. 
16. }l.a.rrman SI A Wr•1er DA ( l 9fl2). J Gr,,, Appl Mkrnblol. 2&:..'\5-43. , 
17. Dilli1hH KP. Dlkdik KL. ......_Y A Websler DA 0992). A~ Biorhrm Bloplry1 2.93:241·245. 
18. Cooper CE. 10-uJ4ilt1 N.. D'--00 R a.._... RX 0994). Oloclw'" Soco Tnuu. 22:709·713. 
JQ. Pool• RK .. Hu~hn MN r-ooco. Mol Al~. 3':77.S.783. 
20. Uu LM. Z..stg M. Ha111al ...... D A.0 HrilM•• J A Slunltt .JS (2000). P'"r Nall Arad Sri, USA. 97:,,672-

4676. 

TESIS c:~'T 
FALLl:... DI'.. GfüGEN ::24 



P1anl Hemoglobins 187 

:?l. Gardner PR. Gardnirr A!\1. !\1artln LA & SaJ:z:man AL (199ill. Pf'OCNnt/AcarJ Sci. USA. 95110378-
10383. - -- _.--,,-~ 

22. lijin1a 1\.1 0 Shimi~u H, Ti.nak• Y &: Unnbiha.r-• H ('::?000). C~ll SUHrl ~·unc-1. 25:47·S,,. 
2~. Appk!by CA (1992). Sri l""1xrrs:. 76:36S·39B. . -
24. Ar~ondo-Peter R. H•rairu•e MS. Moran JF. S•ralh G & Klu~a5 RV ( 1998), - Pln11t Physinl. 

H•:t 121-1126. 
2!1. 11111 RD ( 1998). Cn11 J Microbio/. 76:707·712. 
2b. Watts RA. Hunt rw, lhitved AN, llar.:rove ?'915. Peacock WJ &: 0..nnis ES (2001). ProcNa1/ A.c..,.J 

Sci. L:SA. 98:10l 19- IUJ24. 
27. Kuhn H '1939). At.·tu P/f\to<·hmt. (Tr*)·oj 11:19~·200. 
2M. Appli!b)' CA, Tjepkll!tD9.JD & Trinidi. MJ (1983). Scir11u 220:951·953. 
:?9. Bo¡:u.sz D. AppJcby CA 0 Laad•mann J, Dennb ES. Trinkk ~ &: Peae'."Od W.J (1988). Nnmrr 

331:178-180. ' -·· - ·- . . -
~o. Cou1ure M, CUmbrrtand H, St·l"krrt B, LaroaWne J &r CuertJn M (1994); .'f.lol G~11 Or11~1. 

2"3:185·197. . :.:.i: ~ -
31. Annlond~Pr1cr R. B•r¡:roVe MS, Sarath G, !\.1oraa JS', Lt:iobrmaa .J. Oboo ... S A XluC'11..S' KV 

(1997). Plmrt Phyuol. 115:1259·1266. 
32. DuR SMG. Wlncobrrw; JD A HiU RD (1997). J Biol Chrm. 272:1674f>.J67S2. 
:\;\. Trcntskl• D. Walts RA. Andcrsson SR. LlC'...-.,U,-a DJ. Har¡r:rove l\fS, Ol•on JS. D•nnl• RS &: 

l't!o:acock W.J (1997). }'ro<" Null A.ciJd Sci. USA. 9-1:12230-12234. 
:\4 tl11r,:ro•e ~ (2000). Bm¡>h\•s J. 79:::?7.:\J-27Jtt. 
3!'i. Smltb L (1978). Mrtlrod.• En::J•nTolo¡:y .53:202°212. 
:\ll. ""'C"ln JI & Ziganke B < 1978). Mc-thod.$ E11?yntolo1n· S.3:212-221. 
.'\7. Daii;'JX. C:O..tun: M. l.Ae HC.. PrbadJ J. Rou-..au OL. \Yhlenbrrg HA, \.Vh:tirnber11:.IB & GIH'r1ln 

M ( 1999). Binchrmi~ll'.\" .38: l:i.160-15368. 
;\M. Couluno M. DM T. Saw•rd P, CludJ.H V, WiUra.birrg J, Wluenbera B. R09M!.au D A Guerdn l\-1 

(2000). Eur J Biochrm. 2:67:4770-1780. 
3'J H•ltn.od AN. Tn:ntlll .JT. Pnomer SA. .. ll&rJtrDYe MS (2001). J Bfol Chrni. 276:3'714-34721. 
40 Goodm•n !\fD 6 llar¡:Tn•e MS {2001 ). J Biol Chrm. i76:683-4-6K39. 
4 1. Wittenbrrs; JB. Bol.t1s:n-1 M. Wht..-n~rc DA & GuertJn M <2002). J Bi~ Clr~m. 277:871 ·874. 
42 o-.. .. TK. "'ebcr Rt:. ~-ilde S. "1Henber& .JB. WictrnberK 8A, Y~uchl Je. Va.nllaa•••rt ML. 

Moens L & Ruull&!Mu DL (2000). Biochr-m1stry 39:1A330.143'0. 
4.1. Cout&lft- M, O.u TIC. 1..e .. HC, Prlsada J. R~u DL. Wlltcabcrs BA., \Vftlenberz: JB A Guert.Jn 

M ( 1999). J lli<>I Ch,,.m. 274:689tJ-69 I O. 
4-1. Potu M 0 An¡:eJonl SV,. Elld R &: JI..._ D CI~). Sdr-11cr 256:1690-1692.. 
4;<¡. HUI DR. BelWD T.J. Thorstr!-o• !\.IY. 8assaM D. BniH s. Ernn ..... Poe•r P. P9erl H .. MuJUa•a 

ME A Pota. M (199'61. J Bnctr-ritll. 17a:6,87-6.S:98. 
46. Elcb llF. U T. Leru.oo DO. Dol111:r117 DH. CIU"TJ' SR. A.llk•n .JF. Mal--. A.J • .Joltmo• KA. Smlth 

KD. Pbilll,_ .Ir CN 6 Oisoa JS ( 19961. Biuc"1r-tni.str;.· 35:697~983. 
47. H~rold s. E:.ner M A: N•aser T (2001). Bi~h''"l.str,- 40:3385-339.5. 
-4K. Yamuucbl K, Ochlld TA UsukJ 1 (199:?). Hi~him Bi"J'h_\":f Acta 1171:81·87. 
4lJ. Flendna A.l.. Wiueabef"ll: .JB. Wlll.abera llA 0 Dudmaa WJoº A Appleby CA. (J987J. Oinclrim Bi,..¡t.lt.•·6 

Anu 911:209·220. 
SO. P»thlrana SM A TjoplLc-rna JD (1995). P/ant rh.v:llio/. 107:827·&31. 
S 1. Subarjo UK.,J A "l"Jrpken1a .JD ( 199!5). Pl1y~•ol Planl. 95:247-252. 
S2. SlDUR;aard J. Jorac:saie• J. C1N-b.ltsa9 T, KD.Jale. A A M•rdlirr KA ( 1990). M~ Gr-rt C,nn. 220:)!'-1-

360. 
S.l. Ramio" Kli. Lau.rsea. NB. Seoupanl .1 A Mark.-r KA (1993> l'luntJ. 4'~77·.:SRO. 
!\..l. She' QX. La11ridsn1 P, S1oupar• J A Markft" KA (1993). Plont Mol Blol. U:945-956. 
S:i. Slrm:ydd P'Jltr1, Kartotnkl WM. Dnaa•-.: Y0 Pftll A A '..ecockl A9 (2000). Mol e;~,. G,,..,t. 20: 17;:¡. 

182.. 

25 



1 Sfi Ross r"t ül 

56. 51.abadW11 L, llMllt't P. Gru.nenbeTJ:; B & deHruijo F.J C 1990). Plont c,.11 2:973-986. 
57. !\.1111n.ln KD. S1111rt L, Guang·Xla \.Y, W.iutg T. rarkhur.fil l.J &: Klucas RV (19'>0). J Dio/_ Cltrm. 

265: 19.S81i-J959_, 
58. Ka""as.hlrna K.. Sus:anuma N. -n....a..lú M A Ko11cbl H (2001). P/mu Plt)':dol. 125:641·6'51. 
59. Uhrda F: & Syono K Cl982). PIOJ9t d Cell Pltysiol. %3:85-90. 
60. llhc-d41 E & Syo~ K ( 1982). Plcvu d Cd/ Pltysiol. 23:7.S-84. 
C. I. C"Uanlch C, P.llis.ciaard N, Ntets.ra KA, ff•~ AC. 1.a..,.rn K. PRLlilllkaskl-Meunabach K. &f¡mrktt 

KA & Jensc-n EO {::!000). Pro.e- /Jnrl Aro.-/ Sri, USA. 97:816l-R16S. 
6:!. P<1triarce .Jt:, Tate- f{. t"~orDY• F- R.icdo A, Oc-(rz R &: laccarino .!\1 (J9961 . .'\ful rln111-Mic'nil~ 

/111rrar1. '1::'·13-°:!"' 1. 
b~ • . Jori,: ... r.wn JJo~ Grun.Jund !\-1, Piülis1:.-rd N, Lar.asen K .. !\otario.c-r KA & Jipnun EO C 19?9). Plam 

Mnl Bivl. 40:65- 77. 
6-1. Harutyunyan EH. S-.lfono~·a TN. KuraaoYa IP. Pupn, AN, Trplyakov AV, Obmolo•a GV. Rn•a"tw 

A.A, '\.'alnshtftn UK, Dodson CC, WUaon JC &: Prrub: MF (1995) J Mol Bi~I. 2SJ:ID4-J IS. 
6!5. llargrovr J\.lS. B•rry JK .. Brucker EA. llerry MB. PhJIHpa GN, Ohon. JS. A.rredoado•Peter R. 

l>iran JM, Kh1&:a"' RY & Sa.ra&..h C 0997) J Mol Bfol. 267:1032-1042. 
60, Ar~doodo-P\.-tc-r R &: Escamllla E (1991>. Plm11 Mal Blol Hrp. 9:195-207. 
67. Sletzkuw~kl F. c-..,..oly R A: Banerj.e R 11979). J Bio/ Chr1n. 2.54:11351-11356. 
68. Konn SB. Cutnirll .JI> & !\.lar Gl.L Cl9K31. J B1t>I Cltr,,1. Z58:384:l-38-19. 
G9. ~ms MP, rnrra111 A(;:, Ol!K>D .IS, Soblir R\'V & ~lcrson JIA (1983). J Biol Chrm. 258:14219-14232. 
70. '-''lttrnhrr& JH, Wiltenberg .BA.. Cibson QH. Trlalck flt.U A Appleby CA (19H6). J JJi,,/ Chrm. 

2f.J; 1 J024-1363 l. 
71. Taylor ER, Nic XZ. 1\>1acCregor AW & Hlll RD (1994). PlaNt Mol Biul. 2-1:853-862. 
72. A.ré-chaao-Orampo •:. Sáen.c·Ri~ '· S•r•tb., G, Kluca..• RV &: Arn.-dondo-~ler R (2001 ). Bioc-him 

Bfo11h."t•.c /\rm 1522:1-R. 
73. And'°rsson CR,. Jlen!llrn t.:O, U~yn DJ, 0..:Unis. ES & r~~k WJ (1996). r~ .Vt11I i\~u1/ Sd. 

USA. 9J:~682-~hH7. 
74. Hendrilul T .. Scb~ 1. QuiDet J\1C.. R.ndonx B, Dc-lbttll H, \.'as-ur .J & Hllberl .JL ( 1998). Biochim 

lJfr1fPh)":l l\C'IU 144.'.\:193-197. 
75. Hunl PW, \.Vatl.s RA. ~wnskb: B. l....Lr.el)'O DJ, lharncll J. DrDab ES & ~at:OC"k "".J (2001 ). Plum 

.'10/ Bi<JI. 47:677-692. 
76. Ser•gllye& C, .\.tusl•Ínly L. Aym)dln F. Sus.s L. Kovács L. End~ C. 1 ... uUC!I N. Kovil.c• 1, Va.u 1, 

Klu GB, Horn\th G\f & Dud.its D (2000>. FEBS ú11. 4K2:12S-130. 
77. Arndondo•Pelcr R. R.9mins M. Sarath CA Kluc~H RV (2000).. Plam Plry,./ol. JU:lo&S7. 
78. Lir••Rua.n V. Ron E. Saruth C, KIDC&'I RV & A.rrrdoodo-Peter R (2002). Plant Physiul Biodtrn1. 

40: 199-202. 
79. Har¡;ro•e M, Hruril.t.>r KA, Scec H. Saralh C, AS'Tftlondo-Peter R. KJucas RV. Ol40ft .JS &: PbJUpaJr, 

(';N (2000). S1runurr 8:1005-1014. 
80. Un¡twm. D. Llc:wiirll.)'u D.J .. Cnl& S. Dennh ES. Appleby CA &: Peacoc:k W.1 (1990). Pln.11 C~ll .2:6.lJ· ....... 
S l • .JaM.-obscn-Lyon K.. .Jt.'ns.c., EO, Jerw:eonarn J, l'.1arcker KA. hacock W.J A Dc-nnls ES (199!'iJ. P/11111 

Ccll 7:213-22.3. 
82. Du.IT SMG, Gay PA .. NJe X. u..rm.. DC • H1U RD ( 1998). Sc-1 Sd Rrs. lh4)1-436.: 
83. Kou F..)11. Slwann;an L. !\1•l~ M. Zboa .J, Arrrdondo--~er R..S.rath G a: KJuCalll KV (2001). 

Pm1npf11vr.n 2111:12.'i-13). 
84. Sawa AW, DulfSM<:. Cuy PA A HlU Kl> (19Q8). ~rucNa,IAC'OdSci. USA. ":10317-10321. 
S!". Nlr X 6: HUI RO ( l'.197). Plmrt l"lty.sinl. 114:835-840. 
86. Llnt·RUMn V. Sar9th C. KIMc-.a RV A Arl'ttlood•Pl:lrr R (2001 ). P/atft &l. 161:279-:?87. 
87. KAdl SU &r: M..-d.- t: ( 1987). Jpn J Cu1p Sd. 5';73-84. . 
88. Fuluada H ( 1996). /\mm R~v P/a"t PlryJ1ie>/ Plont Mal Blol. 47:.:?99-l:?S. 
89. A.pplrby CA, Boau.-c.: V, Deanls ES A Pe.acock WJ (1988). Plam C~ll Elft•iTOn. 11:359.367. 

26 



PJanr Hemoglobins 189 

IJO. Applc.-by CA (1974). Ju T/rr Bfr~lo&:" 11f 1v·;,,.,!lr11 Fixutfr,,, (A Qui,;pcl. Editor). J\n.ericP.n Elscvier 
PublishlngCo .. !"JC'UlfVOf'k.NY.ppS:?l-554. . ·- " _ ----· ___ - _._ .. 

'.11.--Gardncr AM, Mnr1Ja LA; Gardner PR. Dota V &- OISoD-JS CZOOO)~ J Blol Ch~m. 27S:t2.581-12.589. 
•J2. Gurdner PK.. Gardncr AM, 1\-lanJa LA. Doa Y, LI TS, Olson. JS, Zbu H 6 RJ1p AF (2000). J Blol 

· Chrm. 275:Jl581-3J.587. 
'JJ. \.\'aos K. Gaqlcr K. L.aUrlc ~-.- 6 Cr3wfonl NM (2001). Plam Crl/ :12:1491-1509. 
•J4. íilb«nn Qll, Wlttrnher¡: J R, WIU•nbitr¡: DA. Rngun: D & AppJeby CA (1989). J Rlnl Clu•nr, 264: 100-

107. 

TESIS c:.n 1 
F'll r I ;. [1'.I' ()P 1-1'!-:;>N 

.n.1-1 ...n. ~;_; •'-''::'~~ 
27 



Capítulo 11. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS. 
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El estudio de las Hbns se inició hace casi 20 años. cuando se describieron las Hbns de 

-. ·-- --; ---. ·- -- - . ' -. 

entonces. se han obtenido evidéncias qUe i;,dican que- iás•Hbn~ e;tán pre5entes'eri todas las plantas 
·>·,?--' 

terrestres. d~delas hrií:ifit'i.s hasta las plarit.,"~ 's~periores {Arrédondo-P~ter'et al.; 2(){)6:-Watts et al.. 

::: ~Ai:rf;3~·E~~~N.~~~~~~/{E~~~~~j¡~~u?~~·~,~~j~~1:,t:::~:.'. 
:--~.·_-_,_. ·-;'. ;;-,. ,, :: ::-:.'· . ,, - .. ~-.-'"'.··-- ' -- . ·>·:. '.-~: ' -

1994; Duff.;tal:; 1997).' ~)'arroz (Arredo;,·do~Petér et ~l./J 997a:-, Hargí-6ve'et al:; 2000): y. el_ rriaíz 
<··'"·.:·. ·- :.:·: -.;~·~,~ .·.· .. :-::· ,,F->.:' :,~·,~ . . . ~ 

::~:¡~:~&:Jtl~l~~1tffi~i.~i~i~l~~f t~iTht~.~f ~f,~·~:jf~:::.: 
J 994: -Arredí:iri~~'.~~~~~f~t ~1:{~/r ~97:~;~L'.s~'-\~b~~e~p-f!~~~ii~U,;J1~~.1~;;~I#.;,~~-5:.~}en~ue~tra · en 

:~nné:;:::n:i1':1~i[~~J~1;J~t~1~jj;L9'.~1~:I~T5i~~j!
0

EJ;·~~~{91?J~i~:1 Ü2ti~[-"1!~c~~tI;~~::t:: 
al.. l 99J) mostr~ qJ1.~{<l!i:·i;i~:í~a; .. t¡e~:~,ll~: ~fi;,¡J~~ muy elevada por el o~-. debldC> a'qüe la 

constante de,-~~sC>~i~gió~,f ~j>f f ,~t~~i;d¡~a_ri~a~~nt.; baja. por lo· cual resulta poco probable~'que las 

Hbns funcionen comCl:ira~ponadore;;'de 0;' 0

(Arredondo-Peter et al .• 1997 a. 1998). Por o~ro lado. se 
:·,r·;< 1 ·-·--·" _··-:'.,-é-:. ;.,-::-:< _., 

ha reportado,-:,queda·s:_Hbs:ºéfe'divé..SOs organismos desempeñan funciones que son alternativas al 

transportedéÍ-+o;~i'.tai,~J~~'~;~,n~~~rtarCO. NO y moléculas orgánicas pequeñas. así como-llevar a 
'.· .- ·. ··' -'~" ·., ~~ - .. -;._,,,-, -~ ·~;/, . , . r 

cabo actividades pseú'c:toenzimátiéas (Willenberg y Witlenberg. 1990: Weber y Vinogradov. 2001 ). 
- ·.,f.·-,-- ·:;:; -.- -.; - ; .• -,·-~"-; 

Estas evidencias' ~ugi~~en tjue,en l~s ~él~las vegetales las Hbns podrían desempeñar funciones que son 
- ':-~-< .. ·,_ · __ .;_:: -.. -)~:-_: -~·_,_:-;· __ -__ ·. <~::~:~ .·: . 

adicionales al transporte de O,. Sin embargo. la(s) función(es) de las Hbns todavía se desconoce(n). 

las Hbns del arroz se han estudiado con deralle. El análisis por "Sourhern blot" mostró que en 

------. 
J~SIS ~'" ~-~ 

FALLA DE OfJGBN 
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esta planta existen al menos tres copias de los genes hbns. de las cuales hbns I y hbns2 se expresan 

, - -· ' 

el análisis cinético de Hb 1 recombinaniedelarroz mostré> que e5ta-prot,eÍna Íieneuna afi;,ldad ,:,.;uy alta 

por el o,. 10 cuai sugiere qlle ,rtbí -~e e;,;;uentr~ o~igen~da; ~úrÍ en coiié:liciones' ci~ ,,:,icroaerobiosis 
:-.::::···~--'. -. : '.ó~-. , -~ -:~_,;,::.::<>· ---=, ~" ;_-, . . . 

(Arredondo-Pete~- et al., 1 9fÍ7 a.el 9-98). El estudió de la regulación de IÓs genes hbns y la síntesis de las 
:i;~~--:~--~.":::i~, ~--_: · ~+·,';. <-'~.:::: ,_, · ::: f·1:'· -· - ·--~~'-A: -1 

·: ·• ~~--:_.,,-.-- /';_:~ce-:' '"'-'.-·,.. :0::_-'c.;_ .:~::~::-: . .:"~-~- -· .. , ·' ;·---.- _,_ 

Hbns en los•Órganos de la plallta'•apo~aráinfo;r~adon im~ortante pa~aentender la/unción de las 

Hbns. Pára este.fin.~l~r~~{c6~;~Fr~Ja) ;2u}~~--~~- ~~d:I~ :d'e~~~~~ ~~~i~~·:.ª·~~~la~'jbn~·deesta 
planta se han •• e5tudi.;dcÍ,col1 detalle;' y ·además:· a' queJer,arroi es un;cüÍtivo_ 'que 'éSiá''adaptado a 

-.! .• \;_ .:·._.:e ,· ·"<···-~ ··:.: • ·- .. •-r •' ;<:.--,~~·;,,~·- ·•- . 'i .'- .·:,,.,.-~. 

diferentes condi~Úm~ dé ~re~i~ientcÍ; qÚe-iri~tu'yén'á los·~~eÍcÍsinuridadÓs; IÓ que da tdga~ a ~trés por 
,·.,-f... <:''".~_··.--:·; ,,-;-·. ., ,·~·.(/-:'.:::-':· ,_ . I_ -:::,:.·~<··.-. 

microaerobiosis,·. • • < ;:; ·:e •; ' . ';' ~,·,>'': 
El anáÜsi~ efe '~ sint~is d~ ,~; H~rÍs ;;;,~~ritél?t 'éf~sarr.'.>irci' de' tá' pfant~ ~ d~'g'r~ri-~tilÍdad para 

comprender ~I ·ambi~n~é éll•·donde las H~'~s•l;~v~~·a~c~~~;~~{s)cfúncié>~c'es¡. Este análisis.· permite 

relacionar·· ta expresión··. de: lo~ ~:lles\ hbns, ~~~~ias'-,~~~~¡cj~~~ ·. fisi6t¿gicas 

desarrollo de la pi a ni.a: Po~ IÓ ta"1_tci'/i~~ obj~ti~(:)s'ci.? ¡;t~ ·¡~~¡~ fue~c:Í'n: 
~- _, ~ :_ ... -.. : ,····--.~.-'~ ·:.~·:.~._·_: '.'; ,._ ·-·· ·_ .. -~:-~ - _.·_-_-' :;-:;.: _,~ .. -~~~~l_'.:~ ' 

Analizar. la sint.?sis cié J;lblls'er:.1~~ Óigan~sémbriÓ~a_ri()s y végetativos de plantas de arroz cuando 
- -" .... - .. ~~f::· ; ::: 

crecen en condlcion:~~.r,f:'.~·:t•· ·- ·---- · ~, <•: :< .. 
Analizar.la sinte~i~ de,,Hbn~ 'er;i losó,rgallcísémbrionários y vegetativos de plantas de arroz cuando 

crecen en concficioll~ de,~t:t!S .. _·,-
_, . . ' 

Identificar y analizar los -promotc:Í'res de los ge,.;es hbns del arroz. 
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Capítulo llla. RESULTADOS. 

ANÁLISIS DE LA SÍNTESIS DE LAS Hbns EN EL ARROZ. 

Artículo: 

V. Lira-Ruan, G. Sarath, R. V. Klucas and R. Arredondo·Peter. :2001 . 

SYNTHESIS OF HEMOGLOBINS IN RICE (Oryza sativa var. Jackson) PLANTS 

GROWING IN NORMAL AND STRESS CONDITIONS. 

Plant Sci.1&1.::279-:287. 
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pl.ANSciENCE 

www.clsc'\o"icr.com1loca1e/plant:i.ci 

Synthesis of hen1oglobins in rice (Oryza saliva var. Jackson) plants 
growing in normal and stress conditions 

Verónica Lira-Ruanª. Gautam Sarath b. Roben V. Klucas b• Raúl Arredondo-Peter •·• 
'" Cn..lro .k- /nva1fgoei01t .1abr,. Fl}ac:W,. d#!' J•éitd>grno, l.!rtu~sidaJ ."•Oat:lonal Aurimoma ~ .\f;.:d4:o. Aportado Postal 565-A, 62210 C~rnavaea • 

• \fore/os, .\fé:cko 
"'Dt'partmr-nl of Bkuh,.mistrJ', T}i,. G.-orgr lt'. Be;.:/Jr Cnttf'r. Unit.,t'rsity of .Vebrosko-Lincoln, LVuoln .VH 68:5H8-066-I, USA 

Reccrn~d J4 Oecc!'mt"<:r ~OC•J: rccci .. ~.j m rc .. ·15ed f.:-rm 5 ~farch :?CXJJ: acccptcd l.:? ~1arch ~OOI 

Al.J!'olract 

In ne.e (Ory:a saltt•a ..-ar. Jacks ... 1n) at l<!'.::t."-l thrc!'c!' c ... -..p1.s of hemúglohan (11h) gene c:ust. Rice libl and lih2 gc!'n..:s are d11Tcn:nhally 
cxprcsscd 1n rooL .. and )c!'av ... -s from rnatur-c!' planls. V•c us.:d p.._1lyclonal anll~.,d1..:s r:us..:d to rccon1b1nanl ncc Jlbl a.nd \.Vcstem 
blotlmg to nnalyi:c lhe syn1hc:s1s of Hbs 1n ncc plant.s growmg undcr nom1al or strcs..'i cond111ons... Rcsulls showed thnt rice Hbs 
are synthc:sized 1n colcopt1les, !>Cmlnal roots and cmbry .. .,s fron1 :i;.ecd.."I. gernunated for 6 days, and ;il-..o in lcavt..-s und roots from 
pla.nts 2-14 wecl.s nfto::r gennmal1on. Analys1s of Uh .. yntho.."!'1s. In strt.-s..«.cJ nce showcd that: (1) level of llhs wa .... higher m ct1olatcd 
than control plants. (u) le"d of llh~ 1ncrea..,,ed m h..._H~ fron1 Jln,-..ded nce. and (111) Jc.,el of UOO d1J not changc undcr ox1da11 .. ·c 
(H~O~. mtros..'l.ll\·e (SSP) anJ h .. nn1,..,nal (2,4-D) stre...-...."S. 'lño..-se resulL"I. sugg ... -st that th.: efTect of hght w1thdrawal tn etiolated 
lo:a\'c."'S and O;rlmutmg C<..lnd1t1ons 1n t1ooded roots, hut not .... x1Jauve. rutr .. -..snt1\·c anJ horn1onal stro..-s..'k.'S, n1odulatc thc synth ... -s1s 
of ncc llbs. C 2001 EIS<..,.1cr Sc1encc Jrcland Ltd .. All nghts re!'o<!rvec.L 

K~-·onls: Funcuon; Jl""Tl<'&lobm; :-.: .... n-symt-iolic; Oryza.; Sucss; S:1onthcsis 

1. Inrroduclion 

J·lcmoglobins (l·I bs) ar-e hcmeprotcins that rc
vcrsibly bind O: and othcr gascous ligands. Hbs 
are ".-iddy distributcd in organb.ms as thcy havc 
bcen dctL-ctcd in bactcrü1. protozoans. fungi. 
plants and anima Is I 1.2). In plants two typcs of 
Hbs cxist; non·symbiotic (typt.:! 1) and syrnbiotic 
(typc 11) Hbs [3-5]. Symbiotic llbs are spccifically 
synthesizcd in thc root nodulcs of nitrogcn-fixing 
plants. and thcy function to facilitatc thc di1Tusion 
of O.! to thc rcspiring bactcroids {6.7). Non-symbi-

Abbrr&·1at1on:1 UCll'. hr.•ni.>-,,;hl•"'f•>-111.t.•lyl J'h•"'!iJ'halr; HSA. 
~ .... ,01nc s.cri..: alt-unun • .:',.J.-J.> • .:'.4-d1 .. hl,•r ... •rhcn .. •J.uu:cuc ac1J; Jlb, 
hrm"l!tfobm; I.Dll, la..:latc .. kh)dr .. •~c1wsc; =--n·i-. mlrobluc tctra
z .. -.hun1; SO, n1tru; •"'\l•tt: 1'~1SF. J"hCn)lmcthylsulfoJ.ldr ftu,-.ridc; 
SI>S·PA<..H· .• ,tc11.11urmil. J"••l:-;i .. r:-l:ln1i.k ¡¡;el rlcc1r,•ph.•rcs1s: SSJ>. 
1h••l1um u11r.-prussi.k 

•(º.•rr .. ·-.p.·n.lm~ .111111 .. r 1.·1 • -..:-.11..:'·~J!'\14. r .. , ... ;.-:0.111-
...... i"I 

¡.:.,.""' ~.1.1, .... r.1 u .. 1111u11.1111111' tR Arrc.1 .. 1uh>-l'ct..•r1. 

otic l-lbs are widcly distributcd in land plants. and 
havc bccn found in non-vascular [8] and vascular 
[5) plants. ,l1c function of non-symbiotic l-Ibs is 
not known. 

Non-symbiotic l-lbs havc been dctL'Ctcd in or
gans of a numbcr of dicot plants. For cxamplc. in 
soybcan at least two copies of thc non-symbiotic 
lib gene cxist. which are rcgulatcd indcpendcntly 
from thc symbiolic soybcan hb genes [9J. Tran
scripts of non-symbiotic l lbs were dctcctcd in 
cotylcdons. root nodulcs. roots. stcms and leavcs 
of maturc soybcan plants. In Arabidopsis tha/ia11a 
two hb genes cx.ist. ahbl and ahb2. which are 
exprcss:cd in roscttcs and roots uf plants growing 
in normal conditions. Arahülopsis a/lb/ ¡1nd ahb2 
overexpress whcn thc plants grow undcr stress 
conditions. such ¡lS nlicrnacr-obiosis or low tcmpcr
aturcs (JJ. In nH1nnct"lCS, nnn-syn1hintic hh genes 
havc hccn dnncd and analyzcd fron1 bí.lrh:y <tnd 
rice". In h;1rlcy. a single cnpy of thc nnn-symhiolic 

ul t.~·Y4'.\~.11l :S .. '!.Ce rr ... 111 m.:111 .. ·r e .!tUll 1~1!\Cv1er Sc1cnce lrcland l.td. Ali righ1s rcscn.·e..t. 
J•ll: SOlhM·•~.S ... 1101)011411·1 

TES.T.~:; ?.. • . l---¡ 
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1
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2tm J •• /_fr.,.Hmm ~·1 111. 1•1,1111 !·•··h·m·,• lf•I t::otJI J :!7<J :!1'>7 

hh gene cxists. \Vhich is cxprcsscd in barlcy sccds 
and roots. but ovcn:xprcsscs whcn thc plants grow 
eithcr under n1icro¡1crobiosis [ 1 O) or \\.'hcn the syn
thcsis or i\TP is blockcd [l 1). 

In rice at lco.lst threc copies or the hb gene cxist. 
Rice hh / un<l hh2 genes are <.liffcrcntially c~prcsscd 
in rice orguns. us l lb 1 and 1-lb2 transcripts wcrc 
dctectcd in h:o.1\·cs .. ,nd only 1 lbl transcripts wcrc 
detcctcd in roots or 111atun: (6 wi:cks old) plants. 
This suggcstcd that riL·i: llh I arul hh2 genes are 
rcgulatcd by diffcrent pron1oter:-. [12). A rice J-lb1 
has bccn gcncrated in l:.· ... cherichia coli and thc 
n.:co111binant protcin W¡ts ki1h:tically charactcrizcd 
[ l 2). Rcsults sho, ... cd thal rcco111binant rice l lb 1 
has a vi.:ry high aflinity for O: bccau:-.c of an 
c~trcn1cly lo ........ dis:-.ociation constant Ck,,11 ). which 
suggc-~tcd that r-icc 1 fbl n:111ain:-. oxygcnatcd c\cn 
at low conccntrations of O:. Thus. bm.cd on thc 
gene c~pn::-.siun pattern in plant org¡ms ;111d bio
chc111ical propcrtic!-> of rcco1nhinant rii.:e l lb 1 [ 12] 
and othcr non-syrnbioth.: f lbs {3.1-"1 it ·wus pro
poscd that thi: function or non-~yn1bioti .... · Hbs is 
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othcr than thc trnnsport of 0 2 • i.c. thcy n1ay 
play spccializcd n11hcr than gcncrul roles dcpcnd
ing on thc tissucs. Ucvcloprncntul st:.agc or plant 
growth conditions [-t.5]. 

Rcccntly. Ross et -.ll. (sub111itted) used confocal 
111icroscopy to in1munolocalizc rice 11on-sy111biotic 
1-fbs. Results from thcsc authors showed that 
Hbs are synthcsizcd in sr>'!cifo.: tissucs. such us 
thc root cap. sccd alcuronc and sc-utcllmn. lcar 
sch:renchy111;1 ~hc;nh -.1nd dilTcrcnti;1ting. ~ylcn1. 
and ~uggcstcd th;ll J-lb~ nrny play spccifü: roles 
in rice tissucs. In this \.vork wc huvc ;tnalyzcU lhc 
synthcsis ol' l lbs in rice c1nbryo11k: und vcgcta
tivt.: organs. during plant dcvclopn1cnt and in 
plmlls grown u1H.lcr stn:ss conditions using anti
ricc l lb 1 :1ntibodics and \Vcstcrn blolling. 

2. i\lurcrials :uul mcrhuds 

2. /. Pla111 grou·th 

Rice (Ory=a sutira var . .fw.:kson) sccds ,..,,·ere 
gcrrnin:.tlcd ror 6 days 011 papcr towcls i111bibcd 
with ""'atcr. Gcnnin:1tcd sccds wcrc phtntcd in 
pots containing a 1: 1 Jlli:\turc or ~oil:vcnnkulilc . 
J>lants wcrc grown in a grccnhousi: ;1l 27ºC. and 
wcrc watcrcd with tap water cvcry J¡ly and with 
:1 nutricnt ~olution [ 1-i.J C\.cry 3nl <.h1y. Unlcss 
indic:llcd othcrwisc. plants wcrc grown for 14 
wccks and lt.:il\.CS and roob wcrc collcctcd at 2-
wcck intcrvals. For dctcction of 1 lbs in cn1bry
onic organ~. colcoptilc:-.. :-.i.:n1inal roots :.tnd 
cn1bryos wcrc collcctcd fro111 sccds gi.:nninatcd 
ror· ó days. Pl;1n1 <.lrg:.111~ \\Cf"C washcd with tap 
watr.:r. collr.:cti.:d in li4uid N~ ittH.I storcd nt 
- SOºC until u:o;.cd. 

2 . .2. holc11io11 1~/" total ... oluhl" protei11s .Ji·o111 plant 
orgu11 ... · 

Total ~olublc protcins \\cf"C obtaincd by grind
ing 1 g. or rk:c organs in 1 rnl or thc c.,lr:.tction 
bulkr [211 1111\I Tris-HCI (pll S)/I mM PMSF]. 
Thc rc~ulling solution ""':ts di.:;trcd by ccntrifugn
tion ;u 15 0011 x g for 30 1nin. Conc.:cntration of 
~olublc protcins wus 4uantitatcd bv ¡t dyc bind
ing. ;1s~ay ( J>rotcin Dyc Rcagcnt. • Sign1:.t) using. 
USA as a standard. 

r- --~rz-~;_{_ -----.-~--------, 
1 .. ~ . ; 
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1·1¡:. :\. S~rnhc .. 1 ... o.1f llh .. 111 11'10JcJ n.:c. 1A1 1.1>11 01.:11\11~ 111 n .. ,1 ... ll<•o•k•I 101 5 hU 11 '.\lc.111 "-tluc,. ''ere ..:.1kulo11cJ frunt dc1cnnin;1tio.1n'!lo 
pcrfo.1nrn:J hy 1npfü .. 01lc. tBI l>clr..-..:li..•n ,,f lth .. t,11Tl>\\ 1 h~ \\ c"tcr11 hh•t 11 .. 111~ th..: .11111-11.:c 111>1 .11111ho.tac .... ,\hl¡Ul•h 1111 l•l!I o.1f tu1;t1 .. ,1lublc rrutcllh 
\\etc ck..:tn•rho.1rc,.cJ un SDS-1•.·'\l.Ol: i!cl an<I \\-...· .. 1crn hh•ttc..t. ,\ff•'"'hc.10.I .. 11<''" .. thc n.-..:.11111•111.1111 ..:u111rul llhl. tCI lli,.tup.rmn th;.11 "'hº" .. 1hc 
rcl.111\c <1hu11..t;.111..:c .. ,f llh .. in llo.h><.1...-..1 h'•'"'· .uul ""•'" ..:••n .. tnu..:t..:<I IH•n1 111,,. .t...-11 .. 1!.•111..:111<.: .111;il\ .. 1 .. ••f thc 11u:111hn1nc .. inri "h••"n in 1ll). l:lott.1 
prc ... cnlc<I 111 1 H1 .111..t j(.·1 ;are rc¡•rc .. c111,1t1\C ••f l"•I rcph..:.11c.. • 

2.3. P11r(/inuio11 (~r r<'nnnhi11a111 rice l/h J u11d gc11-
crc11io11 1~/' c1111i-ricc !lh J a111ih11dic.' 

Rci..:01nbinant rkc l I h 1 ''ª'."> purilicd fn.llll 25 g 
of rci..:01nhinanl E. ndi pEJ\1BL1 X · d 1b1 i..:dls { I 2] 
lhing '.">landan.I pn .. lloi..:t..11'."> [ 15J. Bridly. ri..:1.:01nbin;anl 
cclb \\Cl"c hrokcn by '.">OlliL"alit.lll ;tnd thcn incu
batcd with l)'.">OZy111c O\.cn1ighl al 4ºC with gcntlc 
agitation. Thc 1"C"M1lling '.">olulion wa'."> i.:h:;u·cd by 
i.:cntrifugation <.ll :?O (J(J(J )o,, g r .. ., .. ~o n1in. and thc 
'.">Upcrnat:.ull \\a:-. fractionah:d with '.">Olid an1n10-

niu1n Mllphalc b..:twccn 50 and 90':,-;, (w:v) sutunt
tion. 1:ractionatc.:d protcin'."> wcrc chrornatographcd 
º' cr a J>hL:nyl Scphan.1'.">t.: ( J>harn1¡1cin i\111crsli;1111) 
;tnd DEi\E Cdlulosl.! <C>E52. \.Vhatn1an) rl.!sins. 
1:r:.tctiu11'."> l.."t.llltaining rice J lbl wcrl.! :-.pcctroscopi
l.."<.dly dl.!tcl.."tcd ;tt 41 o 11111 [ 16]. 1.:1.lnl.."i..:ntratcd by 
ultralihration using An1i..:011 conccntrutors (An1i
con). and Hbl \\,4.l'."> purilicd to ho1nogcncity by 
U'.">ing a !\.h.1110-Q rc'.">in on ;a BioC~ad \Vorkstation 
(Applicd Bio:-.y'.">tcn1:-.). Thc i.:oni.:cntr<.llion uf l lb 1 
"ª:-. t..¡u;1ntitatcd on thc hcn1c b:..t:-.is using thc pyri-
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dinc-hcn1ochro1nc 111cthod [17]. J>urification or 
1-lbl \\'as vcrilicd by SDS-PAGE (18]. Purc rccon1-
bi11ant rice l lbl was uscd to gcncnllc polydonul 
anti-rice J-lbl o.uitibodics in rabbits al thc l'vlono
clonal Antibody Facility of thc Univcrsity of Nc
braska-Lincoln~ USA. 

2 . ./.. /Je11.-c1io11 t~/" J/hs i11 orga11s Jh1111 rice plt1111s 
grou·i11g in nornwl co11clitio11s 

\Vcstcrn blot anulysi~ wo.•~ pi:rfonncd follo\l\'Íng 
standard protocols [19]. Bridly. duplicutc s;1111pli:s 
consisting or 40 pg oí lol<.11 protdns isoh.ni:d fron1 
ph1111 organs ( 1 O ~1g for lloodcd n.lols) '"'cri: i:lcc
trophorcscd in l\\·o 15",;, (,,., v) SDS-Pr'\GE gcls. 
Aíti:r cll.!ctrophori:sis onl.! g.d \l\US staini:d \vith 
Coon1assic bluc to vb.ualizc protcins and a sccond 
gel was u~i:d to trunsfi:r protcins to a nitroccllulo~i: 
n1..:n1brani: (l lvbond C • c~tra. An1crshmn>. i\s 
positi'c contn.._;I 2 pg (on hctni: ba~is) of rccon1bi
nanl rice I-lb 1 wus U~l.!d. Protdn~ "en: transli.:rrcd 
to 111c1nbrancs using an clcctroblotting apparatm. 

(Bio-Rad) und trunst"cr bufli.:r [25 1111"vl Tris ·-HCI 
(pi 1 8)í200 111I\.l glycinc/20'X1 (v/v) 111c1hanol] al 
4ªC ovcrnight. Hbs wcrc dctcctcd in 111cn1brancs 
using a 1:5000 dilution or thc anti-rki: llbl anti
bodics. and a 1 :JOOO dilution of thc sccondary 
anti-lgG-alkalinc phosphutasc conjugutc 
( Bochringcr - Ro...: he). Signa Is wcrc dctcctcd in 
111c111brancs using thc cl1ro1nogcnic 111ix NBT/ 
BCIP (Bochringi:r-Rochc>. Rclo.1tivc abundancc or 
l lbs in planl organs wo.1s cakulatcc.I using thc N 1 H 
ltnagc 1.6. 1 progrmn ( http://·rsb.infl"l.nih.gov/11ih
i111agc). 

2.5. [Jctectio11 ,~f" J/hs i11 organs Ji·o111 rice plt1111 ... · 
grtnt·iug undcr stre.,s co11t!itio11s 

2.5. l. 1:.-tio/atct! rice 
Etiolat1.:d plants \vc1·c obHlincd fro111 rkc 

~ccdlings g.rown al 14ªC f'or 1 wi:i:ks in durkncss. 
Etiolutcd lcavc~ wcn.: collcctcd in liquid N 2 and 
~lorcd at - XOºC until uscd. Solubli: protcin cx
tn1cts ''ere obtainclL quantit.atcd and \Vcstcrn 

- - --1+-
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blottc<l as <lcscribL-d abovc. n:-ing Jcavcs frotn 
plants grown in nornml conditions (Jight/dark re· 
riods of 12/12 h) as controls. To cstintalc thc 
cxtcnt of light cxposurc. chlorophyJJ was cxtractcd 
fron1 ctiolatcd and control Jcavcs "vith 80º/o (v v) 
iJ.Cctonc and quantitatcd using thc chlornphylJ 
J·.:M:. = 27. 7 ntM - 1 cn1 - 1 f20J. Estintations wcrc 
pcrforntcd hy triplicatc. 

2.5.2. F/ooded rice 
Rice scLxls wcrc gcrni.inatcd and grown for 4 

Wt..."'Cks as dc..~cribcd ubovc. Pots with plants wcre 
transfcrrcd lo largc containcrs and thcn tloodcd 
for 60 h "vith tap water. Roots from rloodc...'d plants 
v..·crc collected at diffcrcnt tintes atH.J soluble 
protcin cxlntcls ""''ere oblainL--d for \Vcstcn1 blot
ting and dctcrnt.inution of cnzymc activity. Ll)J 1 
activity was dctcrmincd as dcscrihcd by l lanson 
und Jolcobscn J2I J: J 33 µJ of protcin cxtracts ""'ere 
mbtcd with 330 µl of 0.5 M Tris-HCI (pli 8), 133 
µg of NADll (Sigma) and 30 µmol Na pyruvatc 
(Signm) in a final volun1c of 1 ntl. Santplc...~ '\.Verc 
incubatcd for 1 O nt.in at roont. tcmpcrature and 
LDl-1 activity was quanlitatcd by following thc 
oxidation of Ni\.DH. using thc:: NADll E~= 6.3 
nl1\.1 - a cm - 1 (21 J. Dctcrminations wc.."Te pcrformcd 
in triplicatc. 

2.5.3. Dxidative. nitrosarive and hornwnal stresses 
Rice secds wcrc irnbibcd in water for 1 h with 

vigorous agilalion. and thcn u--J.nsfcrrcd to Petri 
disbcs containing filler papcr imbibcd with stress
inducing solutions. For oxidative. nitro!'"ativc and 
borntonal strcsses., rice sc..-cds wcrc gcrntinatcd in 
10 mM H 2 0 2 (22). 100 µM SNP [23J and 2.3 µM 
2.4-D (24]. respcctivcly. Control sc..."Cds wcrc gerrrti
natcd in filler papcr imbibcd with distiJJcd water. 
Sccds wcrc gerrninatcd :'nr 7 days. and solutions 
wcrc rcncwcd cvcry day. Colcoptilcs. seminal root.."1o 
and en1bryos from plant sc...-cdlings that wcre ac
tivcly growing wcrc collectcd in Jiquid N~ and 
storcd at - 80°C untiJ ust.:d. Soluble protcins front 
cn1bryonic organs wcrc ist>lalc.."t..I and 11 h Jcvcb 
wcrc cstinrntc...xf by \Vcstcrn blot using anti-rice 
Jlbl anlihodics and thc Nlll lntagc J.6.I progrunt 
as 1..h:scrihc:J abovc. 

'J"o veril)' thal the stress solutiuns lmd affc..:lcd 
g,crntinating scc..."\.ts. Juts of 20 sct.."'\.fs wcrc gerr:ü
natcd in the ubovc strc...-ss solulit>ns for 7 days ouu.J 
h:ngths of colcoplilcs and scrnin~d rools wcre n1cu
sun.x! and con1purc.."\.I with Jcni;ths in conlroJ 

~c..-..Jlings (gcrntinah .. -d in water). Totul pcroxidot!'>t!' 
activily was cvaluatcd in extracts fron1 entbryonic 
organs of scc...xllings gcrnlinatcd in 1 O ntM 11 2 0;:. by 
following thc oxidation of guaiacoJ (25J. Rcacliun 
n1ixturcs (1 n1J) conlaincd l J.-il of protcin cxtr:.ict. 
12 n1f\..1 ll:?Oz and 7.2 ntl\.1 puaiacol (Sign1a) in ::;n 
n1~1 Na phosphatc buffer (pH 5.8). Sarnplcs wcrc 
incubutcd al roont tcntpcraturc for 1 n1in. and thc 
activity was calculated in triplic-..1tc using /:.~70 = 
26.6 mM - 1 cnt - 1 for lctraguaiacol J25.26J. 

3. RcsulL.,. und dl.,.cus..,.ion 

3. J. A11alysis of /lb synrhesis in rice e111hryo11ic 
a11d i:ef{eUllit•e orga11s 

In rice al Jcast thrL-""C copies of thc hb gene cxi~t. 
of wbich hbl and hb2 are cxprcsscd diffcrcntially 
in roots and Jea.ves of rnaturc plants (12J. llow. 
evcr. not rnuch is known about thc svnthesis of 
Hbs during dcvclopn1cnt of plant orga-ns. In this 
work wc uscd \Vcstern blotting and polyclonal 
anti-rice Hbl antibodics to analyzc lhc synthc...-sis 
of Hbs in entbryonic and vcgctativc organs and 
during dcvclopmcnt of" rice plants growing in nor
mal or stress cond1tions. Ross et al. (subnüttc...xJ) 
sbowcd that thc anti-rice l lbl antibodics :-cact 
equally to rccombinanl Hbl and 1-lb2 and thus 
can be u~d to dctcct total l lb Jcvels in tissues or 
tissuc cxtracts. 

·ro analyzc IcvcJs of 1-1 bs in rice organs. cxtracts 
containing cqual amounts of total soluble protcins 
wcrc scparatcd by SDS-PAGE. Signals corrc
sponding to protcins that co-ntigrated with thc 
control rc...<>combinant rice J-Jbl wcre detccted in rice 
organs by Western blot (lowcr pancls in Figs. 
1 -3). Few wcak signals corrcsponding to non-spc
cific intcraction bctwccn anti-rice l·lh1 antibodics 
and abundant proteins of Jarge mok<>cular wcight 
( > 60 KDa) wcrc onJy obscrvcd in ovcrcxposcd 
men1brancs. indicating that the rcaction of nnti
rice llbJ antibodies with !lbs fron1 rice org;.1ns ""'ª~ 
highly spccific. 

Hbs wcrc dctcclcd in embryonic orguns front 
sc:t:..Js gc:rn1i11utt.."J for 6 days (Fig. 1 ). Quulito1tivc:ly. 
rhc abundance of J lbs v¡1ricd anton,!! cn1hryonic 
orgouts as shown hy highcr lcvcls of 1 J hs in crn
hryos than in colcoptiks and sctnirrnl roo Is. l n 
;.tddition to 1 Jh signnls. signals corrc..-sponding to 
lowcr molc..~uhtr wdght pcptide~ lhat ntign1ted he-
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lo\v thl.!' l lhs wcrc dctcctcd in scn1inal rc_'lnts ath.t 
cmhryos. ll is likcly that thc:sc p.:ptidcs rcsultcd 
fron1 protc<.'llytic dcgradatiun of J lbs in scminJl 
root and cn1hryo cxtracls. 

Riel.!' varicty Jackson flowcrs approximatdy 16 
\Vccks aftcr gcrmination {27). To analyzc thc syn
thcsis of 1 fhs in rice vcuctativc nrl!ans. ricc h!"Vcs 
¡tnd ronts wcrc cn11ect~d cn~·ry 5: \Vccks fnr 14 
wccks. and prntcin extracts \\'ere procc.:sscd hy 
\Ve!stcrn hlntting. The n:sults SIH)\\cd that 1 lbs are 
synthcsizcd in rice: !caves and rnots fron1 ~ to 14 
wccks aftcr gcnnination (Figs. 2 and 3). In rice 
)caves. thc highcsl lcvcl of 1-lbs occurrcd in plants 
8 \.vccks aftcr gcrmination ( Fig. 2). In rice roots. 
the Jcvcl of J lbs was apprnximatcly thc samc in 
plants of difforcnt agcs ( Fig. 3). 

Thcse rcsults shn, ... ·cd that l lhs are- synthesizc-d 
in diffcrcnt rice org.ans and duri11g plant devclop· 
n1cnt. Alth<.'lUg.h the function nf non-syn1biotic 
J-lbs is not known. thc cxprc-ssion pattcrn of hb 
genes and hiochcmical propcr-tics of recombinant 
non-symbiotic l lbs suggcst that this group of 
proteins havc functions othcr than transport of Üz 
{4.5). It has becn postulatcd that thc synthcsis of 
1 lbs is moduh1tcd by thc n1ctabolic status of plant 
tissues (7 .9.11 ]. Ric1.. 1 lbs are primarily dctccted in 
diffcrcntiating tissucs (Ross el al.. submittcd). thus 
il is possiblc that Hbs ha'\'c tissuc-spccific func
tions which are rclated to metabolisrn or mctabolic 
status of a particular organ. 

3.2. Anal_vsis of /lb sy11tl1esis in rice p/ants 
growing 1u1der stress co11ditio11s 

E.itprcssion of non-symbiotic hb genes is up-rcg
ulatcd in plants growing undcr stress conditions 
(J.10,l IJ, which suggests that non-symbiotic Hbs 
function in thc planl response to stress. Our results 
prcscntcd so far and thosc from Ross et al. (sub
mitted) suggcst that rice l·lbs havt! specific func
tions during normal (non-·aresscd) plant 
dcvclopmcnt. To learn more about thc rcgulation 
of rice hb genes. wc dccidcd to cvaluatc thc etTect 
of stress conditions in the synthcsis of rice 1-lbs. 

pl"hc- ctlL.~t of shutting down photosynthcsis on 
thc lcvt:ls of l lbs was evaluatcd in ctiolatcd plants. 
Fig. 4 shows that lcvels of l·lbs incrcascd 2.4-fold 
in ctiolutcd !caves con1pared to control plants 
g.rnwn undcr a n,.,rnial lig.ht/dark n:g.imen. show
ing tlwt thc synthcsis ,>f 1 lhs is up-rcgulated as thc 
extcnt or light cxposurc: (ev;lluated hy thc contcnt 

of chlornphyll) dccrcascd ( Fiy.. 4B). Thc dTcct nf 
\\.·ithdrawing light from a plant is a dccrcasc in 
chcn1ical encrgy (.ATJ>) ;:tnd rcducing powcr 
(NA.l:)I 1). which reduces lcvcls of carbon fixation. 
Thc incrcasc of J-lb lcvels in ctiolatcd rice is C<."lnsis· 
lcnt with carlicr rcports that suggest that non-sym
biotic J lhs nmintain lhc cncrgy staflL\" of ph1nl cdls 
(28]. 

·ra~dor t!l oll. f 1 OJ and Trcvaskis et ¡ti. PJ shl1wcd 
that hh genes ovcrcxprcss in harJcy and Arahidop
sis growing in microucrnhic conditions. such as 
tlooding. Rice is a llooding·rcsistunt crop and an 
intercsting modcl to ¡tnalyzc thc ctTcct of microacr
obiosis in the synthesis of 1 lbs. In this \vork. the 
ctl"cct of O~·limiting conditions in thc synthcsis of 
1-lhs \vots cvaluatcd in tloodcd rice. Glvcolvsis 
(cvaluatcd hy Ll)J J at:tivity 129]) incrcascd- in ~ice: 
roots with llooding time (Fig. 5.i\). indicating that 
thc plant roots wcrc bccoming micro¡1crobic. Un
der thcsc conditions lcvcls of J Jbs incrc-ased in 
roots from tloodcd plants (Fig. 5B and C). indicat
ing that thc synthcsis of rice l lbs increases undcr 
0:-limiting conditions. Thcsc observations are 
consistent "ith carlier rcports on thc ctTcct of 
microacrobiosis on thc cxprcssion of hh genes in 
othcr monocot [10] and dicot {3] spccics. 

\Ve also analyzcd thc effcct of oxidativc (l-1.zO.z). 
nitrosative (SNP) and hormonal (2.4-D) strcsscs 
on thc synlhcsis of I-lbs during rice .sced gcrmina
tion. Aftcr 6 days of gcrmination coleoplilcs of 
secdlings from 1-1:0:. SNP and 2,4-D trcatmcnts 
were 78. 134 and 900/o Jonger than thosc nf control 
secdlings gcrminatcd in water. Seminal roots wcrc 
30°/o longcr and J 8°/o shortcr than controls in 
secdlings treatcd with SNP and 1-1:0:. rcspcctivcly. 
and no seminal roots dc'\'clopcd in sccdlings 
trcatcd wilh 2.4-D. Moreovcr. tota] pcroxidasc 
activity in embryos from sccdlings trcatcd with 
1--1:0: was 400/o highcr than controls. Thcsc obscr
vations indicatcd that thc abovc treatments 
stresscd gcrminaling sccds. but did not cause 
sccdling dcalh. 1-lowevcr. \Vcstern blot analysis of 
protein cxtracts showed that Hb lcvcls did not 
changc bctwecn control and strcsscd sccdlings 
(Fig. 6). ·rhcsc obscrvations suggcst that. undcr 
thc conditions testcd in this work. rice l lb leve Is 
are apparently not inf1uenccd by oxidativc. ni
lrosativc and hormonal strcsscs. 

Rcsults from this work suggcst that rice.: J lbs are 
in1portant for th..: dcvclopn1cnt of norn1al ric..: 
t bsuc:s. Undcr conditions of imposcd stress. in-
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crcascd 1 lh svnthcsis in rh:c ... k.cs n. ·t .ip¡-...:..tr t...-i 1"'c 
part of a gcr;cralizcd stress rcSJ"•"'n~i.:. hut may ~e 
contincd to tissucs stn:sscd for chcmical and rc
ductivc cncrgy (etiolation) 01nd for L ... xygcn lin1i1a
tion (tlooding). 1 Iypo;da has hccn docun1cntcd to 
cnhancc 1-Ib synthcsis in othcr plants. Thus. our 
rc-sults also suggcst that rice 1 lh pn•ml-,tcrs m~ty he 
rcsponding diffcrcntially h, str""·~.;-rdatc...i ~i~
naJJing cascadcs in lite: phtnt. 
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Capítulo lllb. RESULTADOS. 

IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE UNA FAMILIA DE GENES hbns 

EN EL ARROZ. 

Artículo: 

V. Lira-Ruan, E.J.H. Ross, G. Sarath. R.V. Klucas and 

R. Arredondo-Peter. 2002. 

MAPPING AND ANALYSIS OF A HEMOGLOBIN GENE FAMIL Y FROM 

Oryza sativa. 

Plant Physiol. Biochem. :1.Q: 1 99-202. 
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Rcce1vcJ 2~ \.!ay 2001; nc.:.eph:d IM Sm•..-mbcr 2001 

.Ab!lotracl 

/\ hemoglobin (hb) gene family was 1dentitied in rice. consistmg of four functional hb copies loca1ed in U.l\C inscrts OSMJ 1719 a.nd 
OSJ\.111676. ·which contnm the gene clustcrs hb//hb.t!l1N and /lb~. resp..-clivcly. Scqucncc comparison W1th d..'.ltab.:Jscs revcaled 1hat a 
num~r of p...1tenli.al prumotcrs cxis1 upslrc.!.am frum thc hb gcnc..-s suggcsling that thcs.c ~enes are diffc.!tcntaally cxpressed in rice.!. 10 2002 
F.ditions sc1cntiflqucs el medicaks El.s.:vicr SAS. All nghL<i n:scrvcd. 

L lnlroduction 

Non.symhjotic he:moglohins (l-lbs) are widcspread pro
tdns that hav&!' beco dctcctct.J in organs ot· lowt!'r f5J and 
hig.hcr f3J plants. Genes coding for non·symbiotic Bbs are 
exprcsscd in Wvcrsc plant organs. ho\vcvcr the function of" 
non.symbiotic Hbs is still not known 13J. "Jñc hioc~m.icaJ 
propcrtics and gc:nc exprcssion pattcrns suggcst that non
symbiolic llbs play a numbcr of roh=s bcsides traru.i>on of 
0 2 , such as scnsing or scavcnging of 0 2 f23.7J. 

In monocots. non·symhiotic Hhs havc hecn studied in 
dctail from barley (l/urd~um \"U/xa~) and rice (Oryza 
satfra). In bar ley. prcsumably a single copy of thc hb gene 
cx.is1s which is cxprcsscd in sccd and root tissues. and is 
ovcr cxprcsscd whcn thc planes are g.to\\.n undc:r Inicroacro
hiosis l J 11 or whcn ATP syn1hcsis is hJockcd !9J. ln rice at 
lc;tsl 1hn:c copies l.lf 1hc hb gene wcrc cxpc:c1cd to be 
prcscnt, of lhcsc l1b/ and hb2 are functional genes that are 
diffcrcmialJy c.xpn.:s~d in plam roots and lca,,·c~. suggcsting 

--:;¡;;:;;:;:j~'""'' h.\l". h;u;1.:n;aJ .ut1J1.:1:il dtru111ul'iol>0tc; Ur. hou.: r-.&ir~ 
llt1. h.:111.,~J .. t•111. Kh. l..1lul•:1."<" ¡1;,u, 

• Cu,n.:-5p..,n.hn.,i aulhHr. F;1.,: •'.'-:! 777-329·7~0. 
J-.·.,,~,¡ ",/dn•.u. ra u . ..:1b1.wtain nL' tR. ArT.:JonJo-Peh:r). 

C' 2002 J'...t111u11.• :\o:u:nllfio.Ju.:s ..:1 m.:-•li~.:s El.!'><:'-""'-'r S.-\S. ,-\11 flithLs r~n•.:•l 
1'11: SO'.>M l-942K( 02JO1365-7 

that rice hbJ and hb2 are rc:gulatcd by differcnt promot
crs l4 J. Using anti·rice Hb 1 antibodies and con focal micros
copy und western hlotting.. Ross el al. [ IOJ and Lir-.i-Ruan et 
al. (8] showcd t.hat Hb protcins are synt.hcsizcd in spccia1-
i7.cd tissucs of rice s1.."Cds. rooLo; and Jeavcs. and that 
carbon-strcss and microacrobiosis up-rc:gulatc thc synthcsis 
of Hbs in rice lea ves and roots. rcspectively. 

Ann.lysis of recombinant rice Hb 1 [4 J showcd that this 
protcin has a vcry high aOinity for 0 2 , bccausc thc disso
ciation constant (k0 rr) is cxlraordinarily low. Analysis of 
mulant (H77L) rice Hb J indicatcd that thc dislal histidinc is 
a sixth Jigand to Fe and stabili:.-..cs bound 0 2 • resulting in an 
extrcmdy low knrr for 0 2 {4). Thus. t.ht: biochcnlical prop
crtics uf rice IIbl :-.-uggcst that thc- function ofthis prolcin in 
plant organs i~ othcr than 1ranspl1n of 0 2 . 

A major goal in tite study uf non·symbiotic llbs is to 
clucidatc thcir function(s) in plant tissucs. Although rnuch is 
kno"n aOou1 thc hiochcmical propcnics of rccomhinam rice 
non.syntbilllic 1lh1. linlc i:-> kno, ... 11 ahout thc stn1cturc and 
rcgulation of ltb gcm.:s in rice. This infonnatinn is cn1ci;:ll 10 
c1;1rilY thc limctitm 11f non.symhiotic J lbs in plants. In lhis 
work wc rcpt1n thc dclcction of a rice hh gene fomily. 
organi:.r.ation of J1b genes in thc rice gcnomc and idcntificn
tion of hb _g.cnc prontotcrs. 

42 



BACOSM11719 
(97 Kb) 

BAC OSM11676 
(5.4 Kb) 

o 20~06080 97 o 27 54 (>) ,_. __ .... _ ..... __ ... ___ • __ .. ¡.¡..._,_.,.....•--...:' 
j 

/--i... 
,,,,..,..· 1'?3Kb) ........ 

/ .""-
(\41 IQil CIWQ~ (O&:l'IQ>I - .. .., 1.U""' (27~) (2.SllQJ) 2191Ct 

hb4 tlb3 hb1 
hb2 

fíg. J. !l-1ar oflhc nce hh g~ farnily. llACs corTc~d to uts..-n.s from 1M ncc ¡¡:cnorne Jarahase (hrtr·""'""""" ricc-rc!'l<';U'ch orp:) .. \.rn-.ns $how rhc 1r.ansl01.11"'" 
oncnlarmn of hb penes. S.:..¡ucnccs rrprcscnl.:ot 1n Uus fi¡turc a.n: d.:p.1sHcJ m ~ Gcnbank .tabb~ wkJCT lhc accc$.S1on numbers ,\.J:::\35504 and AF33S503 
for lflt: hb//hb.1.'hb4 el usier and hb2 plus 5•. and ; · -n.m-cOOmp: ~u.:noes. resroec11,;cJy. ~far dr.tu.n no1 In scalc. 

2. ncsuUs HntJ discus~ion 

Previous analysis by Southem blotting sho"cd tha1 at 
lcast thrt:c copies ofthc hb gene cxist in rice. and cloning uf 
cDNAs far Hb 1 and Hb2 indica1cd 1hat hbl and hb2 genes 
were fWlCtional f4J. Linlc is known ahout thc existcncc and 
propcnics or hb copies in rice.! othcr lhan hbl and hb2. Also, 
ana.Jysis by RT~PCR suggcstcd that thc c=xprcssion of hbl 
and hb2 is rcgulatcd by diffcrcnt prumott:rs f4J, but nolhing 
is kJ1ov.·n aboul promotcr si:qucnccs Lhat rcgulatc thc cxprcs· 
sion of rice hh genes. To dctcct copies of rice hh genes and 
promotcr scqucnccs. wc uscd hbl and hb2 as probc:s to 
scrccn llAC inscrts from a rice gcnorne databa.se. lbc 
llLAST rcsults showcd that hb genes cx.i!.."t in DAC inscns 
OS!l.111719 and OSr-..111676 (Fig. 1). Rice hbl and two 
copies namcd hh3 and hh./ wcrc idcntificd in an 8.3 kh 
fragmcnt of thc 'minus' strand of OSMI 1719, and all ha ve 
a transcriptional polarity nght to kH. A single copy of rice 
hb, corrcsponding to hb2, was idcntificd in the 'plus' str.ind 
ofOSM 11676 and has a tr • .uiscripüonal polarity lcfi to right. 
No additional copies of hh genes wcre idcntificd in thc rice 
gcnome, tJ1us a hb gene family formcd by hbl, hb2. hb3 and 
hb4 cxists in rice. 

Table 1 

Rice hb genes contain threc intr.Jns locatcd at idcntical 
positions as othcr plant hb genes f4J, and scqucncc: analysis 
showcd lhat novel hh3 and hh-1 are fw1c1ional gcn.:s 1.hat 
codc for prcdicted polypcptidcs ncarly identicaJ to Hh 1 and 
llb2 (sec thc following). Si;/'.cs of hbl. hb2 and hb3 are 
similar, ranging from R26 to S4 J nuclcotid1..•s in Jcngth. but 
thc si.,_.c of hb.f is 1032 nucJcutidcs in lc:ngth bc<.:ausc intrun 
JU is -220 nuclcotidcs JonJ?,cr than thc •n:crngc kngth (97 
nuclcotidcs) of intron III in hbl, hh2 and l1h3. 

Prcdicted rice Hb3 and Hb4 are 87.1% similar to cach 
othcr. and 85.5% and 84.7%. and 79.2% and 8:?.2% similar 
to llbl and llb2. rcspectiYely. llighly conscrvcd amino acid 
resjducs includc thc di~t.'tl and proxim.."11 histidincs (1-177 and 
11112~ respcctivcly) as wcll us rcsiducs locatcd at the 
monomcr-monomcr interface of <limcric llb 1 (VSO. S53, 
El23, VJ24 and FI 27) de!l-Crihcd by llargro;.·c et al. [6] (Fig. 
2A). This obscrvation suggcsts that l lb l, l Ib2. l lb3 and J Jb4 
can potcntia:Jy fbrrn horno- or hclcro.-dimcrs in vivo. 
Moreovcr. phenctic analysis showcd tlw.t rice l lbs are 
groupcd in two clustcrs (Fig. 2ll): cluster Hb l/Hb2 and 
Hb3/l lb4. Topology of thc phonogram suggcsLo; that thc 
clush:r Ub3/llb4 is ancestral bccause it is closer to lhe 
outgroup Phy.scomitre//a J lb. 

S.:kc1cd planl unJ slotun promo1crs pru..lucmg .s1grufü::ant ahgnmcn.t.11 "-Íth upstn:am xqucnc;:cll of ncc hb gcnc.s (pr-omoacr scqocncc31 wcrc n:bicvcd (ron¡ 

the Euka.t')·oll(; Vt°"1l">ter Da1aba..<oe rd~ 4S} 

hh sene Promnl~ 
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Fig. 2. Pri.rnary ~ctwe and rclauoeutups ainon11 rice Jrk A. $o!quomce 
all1t1uncn1 of prcdlcted ncc llb pn;>ecuu.. Astcnslu show thc tu¡thes.t 
coru.:cvcd amu10 acad rc:11dues. Ol.Slal (1177) and proxunal tlll 12J huudl
ncs ar.: .sho""n in boJd. VcrtJcaJ anows show thc tntron.s romuon. 
Alpt~·h.:1" reg1orLS A lo JI are ~ JcscnbcJ for rtee iibl (6}. 8. 
phcno¡u:vn th.:11 M~""s lhe .scqucoce rclauonslup mnong ncc an..1 ~ 
inonocotylcdoncous (rnat21: (Z...., '"4.•7 ssp. ln<l'fl). ~o.s111lc (Z...U ma>' ~· 
parv/Jllu'"l'J and bw'lcy) llbs. Moss (Ph.•·,cotnJrrrl~ poU~IU) llb as thc 
outcr group. Scquence ahgnme111 and phcoograzn ""ere constructcd u.s&nil 
thc PllcL'p roucmc of the GCG prO(tr.Lm.. Gcnt>ank. acce5.Slon nunit>ers for 
Ph>$C-Off'JlllT/lg. maize, leo.s&ntc and bvlcy llhs are AF218049. AY00!5818, 
AF2910'2 iutJ U9-19G8, l"e.!irc'CflYdy. 

Rice hb genes contain ..:anonical TATA bl•:<cs Jocatcd 
ups1rcam nf 1he stan codon ~11 posidons - 1:15. -J l:ci, -ISO 
and -164 for hbl, hb2, hbJ anJ hb4. respecih·cly. Scquence 
comparison of hb 5"-upsm:am scqucnccs with euk;:lr)'otic 
pronwtcr scqw:uccs Jcpos1lcd m ilitlabascs shuwed lhal a 
nurnt->cr uf JllllCIHial pn,n1ot1 .. 'r"' cx1s1 ups1rcan1 tlf hb !!Cncs. 
includ111g 1hosc for luun.an b-g.h•hin. s1rcss-rcl:11ed anJ 
hcat-shock pni1cu1s anJ soyhc;1n ( < ;~n·1nt• "'"') m•Julin 2:l 
(TahJc 1 J- Thc c.,istcncc l)f J1vcrsc pronw1crs suggesis that 
rice hb ~cucs are rcJ!ula1cJ by Jiffcrc111 !ran.,·-aclin~ factors. 

-'· ("onclu!!oion .. 

Ucnc analysis reponed in this work shows 1h.al ;1 fomily 
uf funclional hb genes exist in rice, and that Hb prolcins are: 
highly conscn.•cJ suggcsting that thcy havc similar func. 
lkins. l lowevcr, thc cxislcncc of diffcrem promotcr~ up· 
!'itrcan1 of lhcsc ,genes su,ggcsts 1ha1 iruJivi<lual hh"!o an: 
rcgulatcd by scp<1rate signals. and could rcsull in thc 
diffcremial e:<prcssion of lhc four hb ~cucs in lhc Jiffcrcm 
tlrgans or unJr.!'r ditlCrent conJnions of plant ,µnn\"th 

4. _:\.!ethods 

Rice hhl and hh2 genes (Cicnh;mk acccssion nwnhcrs 
LJ76028 ant.1 U76029. rcspcctivdy) " .. ·ere usccJ a!' probcs hl 

!'Can 1hc rice gcnome frurn .;1 l\1onsan10 < 'umpany d.aL.itiasc 
(http://www.rice-research.org) using thc Blas1n routinc llf 

tl1c HLAST prog.ram 1 J J. J•arttal sc:quenccs (-JtHJO bp tn 
length) wc::re retrievcd hy walking up and dm.\'11 from thc 
targcl sequencc. and wen: proccsscd using thc fullowin!! 
routines oflhc GCG (Generics Computing Uroup. Mad1son. 
WI) program: purtial sc::quences wcre copicd ¡1s im!h.;tlual 
files with GclEntcr, cdircd with UclAsscmbJc amJ dispJaycd 
with GcIVicw. Full scqucnccs wcrc oOt.aincd from thc 
consensus scqucnce uf thc GdAsscmbh: routinc. 

lntron positions wcrc iJcntificJ by comparin!! rclricvcJ 
hb gene sequcnces with rice hbl and hb2. CuJing scqucnces 
were translatcd into prediclc<l proteins ¡Uld scquencc a!ign
ment and cluster analysis wcrc performed using thc Trans· 
late and PilcUp routincs of thc GCG progmm. rcspectively. 
To identify promolcrs. the 5'".non-coding sequcnces of rice 
hb genes werc comparcd with promotcr scquences dcpos
itc<l in the EPD (Eukaryotic Promo1cr Dalabasc at 
http://www.cpd.isb·sib.ch) databasc. 
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Capítulo IV. DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES. 

LAS Hbns, DEL ANÁLISIS BIOQUÍMICO Y MOLECULAR AL ANÁLISIS 
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Las Hbns se han caracterizado en diferentes especies de plantas, desde los musgos (Arredondo-

Peter et al.,
7

29<:><JLh<1,;!<1Ias angiosper:mas (Taylor eLaL, l 994;cA..,-dersson et:af., 0 1996;Duff et ·al.,·· 

1 997; Arredondo;Péier e~ al., 1997 a; Trevaskis et at; 1 997 ); E,:;tnt iascai-~cte~isticas m~s c6,:;;pÍcuas 

de este grupo de p(.;te.ín~s. ·~e .~~cuentra .• la'.hex~co~rdinadi6~ ••. del. Fierro.•del:.hem~.p;,r·fa•.¡histid.ina ·.distal 

(E7). lo cual· re~~;ta ~z-~~~~·.:~2t"lga~~'~:~ef,i9;~r,e~~~.;~~~;ébr.e~~~~~~:.~.CA,;f~~·~7d,~:P.eter et al.. 

1 997 a:· Hargrove et ª'·.: ::woo¡/ las . proi~Ínas · Hbn~· ~e'1.;~¿;Íi;z';;;::. éry.t~ÍÍd~s'Jesp~c!fic~~·de la . planta 

(Hunt et.al..·• 2001: •'Rdss''et;~;: ••• iJ61). Y.;~s···~~ll~;;~j,~~'.'.~éc~.;bi~~P;~~'ll·~k1ós i;;;;íd'6s que.se 

~;:;.::·::.:: .~~i~·~~~~·~.~!~':,!~~.~:t~IJZ,tr~V;~l~rt{;}·;;,~t;zt~~t~.~t: 
Hbns en las. plantas se :desconoéé. ·sin érnbargo; ~C,i; 6~~ ~n ~I ai'l~lisis bioqui~icd )'.f1l~rec~l~r d~ las 

--·•, r~> ,;;.'e ,, :<_,·,::<- - ,. ',.--; ,,-: ' 

Hbns de las plantas y de fas Hbs de diversas· organismos, se ha sugerido que estas proteínas funcionan 

al actuar' com.;'.~llsores de la concentración _de ()2 , secuestrar el 0 2 , controlar el nivel de especies 
. . . 

reactivas del o; (ERO) y transferir electrones (Wiu~nberg yWittenberg, 1 990; Arredondo-Peter et al.. 

1998; Suzu.ki e fmai, 1998; Weber y Vinogradov. 2001). 

El. estUdio molecular, bioquímico, biofísico y estructural de las Hbns del arroz ha aportado un 

cúmulo de información que es importante para comprender el escenario en el cual funcionan estas 

proteínas. •En los capítulos anteriores se presentan los principales resultados que se obtuvieron en esta 

tesis, los cuales permiten entender la síntesis y regulación de las Hbns del arroz. En este capitulo se 

incluyen algunos resultados preliminares que se obtuvieron durante el desarrollo de este trabajo. los 

cuales aporta·n. información que resulta de interés en la discusión de fas características y posibles 

funciones de l~a·s ·:~blls del arroz. la discusión global de los resultados que se obtuvieron durante este 

trabajo. en conjunto con los resultados publicados por otros. autores, permitió elaborar un modelo que 
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explica las posibles funciones de las Hbns en los órganos de la planta. el cual se presenta en las 

conclusiones_ de es_te capitul_o. 

LAS Hbns SE SINTETIZAN EN NUMEROSOS ÓRGANOS Y EN TEJIDOS ESPECÍFICOS DEL ARROZ 

El análisis de.la expresión de los genes hbns en diferentes especies vegetales. como la soya. A. 

tha/iana y la cebada.' sugieren que las Hbns se sintetizan en órganos específicos de la planta (Taylor et 

al.. 1994: Andersson et aL. 1996: Trevaskis _e'i:al.. 1997). En el caso del arroz. el análisis por 

.. westernblot°·. -q~~~:~ presenta en el capitu,lo IUa ~~-esta tesis. mostró que las Hbns se sintetizan en los 
'-':.->·. -<.L'.~;-· 

órganos e,,'.¡briC>n~riC>~ :y_;vegetativo_s dü'rante el'cl~rrollo _de la planta de 2 a 14 semanas de edad 
. . ·<>~-:>- ·<·,,< ic--· ·:~<.>.· ' -.. '-•,.:!;·.:·~~·:.\; \~··' 

(Figuras 1.'2y 3 ;'Capitulo llla)iEstós resulta'cÍ~';; sügÍeren que las Hbns realizan una función importante 
,',,: .... !·'~ ~·.<>, -.: ·' ,__ ,:;21 ·:.· . . ~~ ;~ .;-.:_; .·." · .. x.~L ·, < :~\·.: --

en diferente~ organC>s' y durante_ el des~riC>11C;;·c:leJa planta: Sin embargo. el análisis por .. western blot .. 
,r. ::·>;·,·'.;-·.''"• -'.- ;,:;; 

nO permite deteetar a las Hbns er1 lo~-~~lld~~--4~~ í6i.na~ a los órganos de la planta. lo cual es 

importante para determinar el tejido e'.n _~~;~~~j-~~i_'lb~alizan las Hbns y. por lo tanto. el contexto 

fisiológico en donde actúan estas pro_tein¡,s::; Pc;>f.esta razón, Ross y colaboradores (Ross et al .• 200 1) 
, ·_:;· _ _:<,,/e 

realizaron la inmunolocalización de las: Hb,'15 en )os tejidos del arroz. mediante el uso de la técnica de 
-:- : ~;·· . -.·: ~-;:·. -, ~ '' ~' , 

microscopia confocaL la figura 1 ·de'R()~~ ~t~~t: (2002) del capitulo 1 de esta tesis. muestra que las Hbns 

se localizan en numerosos órganC>s d¡;I ~r~C>z';' pero en tejidos específicos, como la aleurona y el escutelo 
\~;< :_::;: < ·./:~ 

de las semillas. la cofia de la ldi¡:y.el_e!ii:l~rénquima de las hojas. Con el objeto de analizar con mayor 

detalle el lugar de síntesis ~~ la~i~~~s-·al nivel intracelular. en esta tesis se utilizaron los anticuerpos 

anti-Hb 1 para i~munocitoloc~liza;:;~~ las Hbns en las células de la aleurona del arroz, mediante 

microscopia electrónica de transmisión. Este análisis se realizó al utilizar técnicas estándar (ver por 
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ejemplo a Goodchild y Miller [ 1 997 )). los resultados que se oblllvieron muestran que las Hbns se 

localizan en el _cltopl~¡;ma. paEticul¡ir111ente alrededor de los oleosomas (Figura .1 ), lo cual sugiere que 

las Hbns realizan una función en el meÍabolismo de estas células,' probablemente en' el metabolismo 

oxidativ:::a:: 1::i::sr~~iae:¡:~a~~·I~ ·~~ill~; ,:~•cél~;~~ de I~ ~l·e~ro~~· ~i~te~i~~~:· ylib~ran _enzimas 
.·,)?'.::\-'.:';c::;;.~.'.:~'.~,~5 ó'.L·,> •. -+.':.?-<-'-- ,_._, "º:·,-~.:-=::<·-'<--"'·.,:_,~:--· ·- - -i:=.~·'. -;; ~}~~·?:~~,~--:- ~:::-:'::,;~· ).-'7" · -,-_,-; -- -~·;:·:,- -· 

hidrolíticas. coÍno Í~· ·cc'-a'n.;iia'~a;'.qúe'se~;.,pl~a';, ~ erl la ;.,.;~iÍi~~~iÓ~ h-~~i~ ei. ~~t>~iórl .• de 1c:>s ;,Útrientes 

que se .almacena.~ •• <;~.~.' e'~C!ofref~o<li'~Sti~-i~Yd,~·,~~§~1p1~.~-~e1~·~1eg~.;B~i.;qJier~}nergia:1a mal 

se obtiene mediántl la B'.oxidaciÓn de lo/lí~idos ~;J~ :§e"'alina'cenan en l~s Óle~~omas (Fath et al.. 

2002)~ Además:;~~ si~t~~~ .• ~~1:.~~-~n+Fa·:0:h;~rol~~.i:~s ~:·,: ~-l~u~Óna se regula por el ácido giberélico. el 

cual también.activá el proc~o d~.rriúerte'celulár programada (MCP). Durante el proceso de MCP se 
- ·. ·~.::::-,~ •::"-'·; _·:' .'!; .'._ ~" 

genera un estréS.oxi~fali~h.''e'ri'~1~Ja1 las ERO (como el H,O, y NO) operan como moduladores de las 

señales que controlan el proceso de MCP. y a la vez como agentes citotóxicos (Bethke et al.. 1999). Se 
' . . ·-.' ~~: .. · ·::r:'J: . ~··;' ·- . 

ha propuesto qlJe lás}i.b~s'p~rti¡:ipan .en el mantenimiento del nivel energético de la célula (Nie y Hill • 
. :_ " . -. ;, _. -"' .•./ . ~ ' -- ; ' : -· 

1997; Sowa_er.¡¡L'. } 9.!:).S):· y se ha observado que las Hbs de diversos organismos tienen actividades 

pseudoenzimáticas;·como"laactividad peroxidasa y dioxigenasa en el metabolismo del NO (Wittenberg 
- ·- ,_:, '-'i·-·,,,,-·,_:_,.,c.: -

y Wittenberg/' i 9~o; Gardner et al., 1 998). Por lo tanto. es probable que en la aleurona del arroz las 
:,'- "··,.,, .. · .. _ 

Hbns realicen dif~~entes funciones que se relacionan con el mantenimiento del nivel energético. y que 

al mismo tiempo;·p:articipen en el control de las ERO que se generan durante la 6-oxidación de los 

lipidos y la' MC;p'~:~: ocurre en este tejido. la acumulación de las Hbns en los tejidos que se encuentran 

en diferenciación. y .en donde se lleva a cabo la MCP. tal como la cofia de la raíz. las células del 
~' .. .,' ' -

protoxilema (Ros~·: el al .• ·2001) y la zona de absición de las hojas (Ross EJH. 2002. Tesis de 

Doctorado. Universidad de Nebraska en Lincoln, EUA). sugiere que las Hbns podrían desempeñar una 
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Figura 1 . Micrografía dectrónica que mut..~tra la localización de las Hbns (puntos negros) en el interior de las células de la 

alt.!'urona del arroz. C. Citoplasma: O. oleosomas: V. vacuola. 
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función que se relaciona con el metabolismo de las ERO durante el proceso de MCP. 

MODULACIÓN DE LA CONCENTRACÍÓN DE LAS Hbn~ CUANDO LA PLANTA CRECE EN 

'c:6;;.,b1b10NES DE ESTRÉS 

Como se describió en'~Í ~a'~ít.~1º'.~~1~'~e."~:l~·i~is~1a;~C:·ú:,4u1#ci<5~T~f ia~··8b,;~ ~:u11le~ta en los 

órganos vegetativos del arroz. cuarldil iasi'jJ1al'lta~c~/~o~eíell a co~cfiC:íones efe t?stré~ p;,r: !"iipoxia y 
.. ;: r-:, ·"' ·.:." "~ -. . . .-:.,."''-':. ·-~· ,' ·- -, - ,. -, , __ .. 

estrés energético. es decir. en las ral~~·¡¡,'~';;dad~s ~~rl~1¿~1'1i:,;~~'2~qJéi::tÍ~~~.'.r~~~~~t¡'~~;riéi,te (Figuras 

4 y 5. Capitulo llla). Estos resultad~1 f·ll~t~ari7i~~ ,1.~~·:Hb~~~~f ~;~o~'.'.~~~~?~g()~~.~.~~f0~~;~~~lmilar 
a las Hbns de otras especies vegetales rf~~Íor et aL; 1994; Nie y Hi1l,''1 g97;~freva~kis,et aL.· 1997; 

~~- <:;-r'· ~ . .'_'-:--:.:-';::.~'.>· ~....,_.\(;.::<:. ;.;.~'';·· -~=:'.~::: .·.r:~~-¿~>L:·:~--·---· ··-

Sowa et al.. 1 998). ya que responcfe~p~sitivamE!nte'a las c~n~iclo.nes de estrés.,'Sin'embargC>; en este 

trabajo no se detectaron va~ia~Í~n~~el'l ~¡ 
7

~Í~~I ci!' ~~~~ e~ l~~~<~:~~t~l~s ~~ ir~oz'~~e: ~~·~C>~etf~ro~ a 

estrés oxidativo (por la adición'~~~j~~).nitro~~tivo (por la adición de SNP) y ho~mo~al (Po~I~ adición ' ' . -··'.- .· .:· .. :; ''· "(" .:¿;:·.': . :. ·. _',,,_ ,·,. . ., ·, :·. . . . . -: :_.; -. ;·:·· - i - . '···'. ~ ,_,,· ' • • 

de la auxina 2,4-D) (FigJra 6; Capítulo lila). la interpretación inicial de estas obse~aC:iones 'f.:;e C¡t;e las 
.·,"._ 

Hbns del arroz &o ;:espi:>~d"e'~ a,élichas ~ondiciones de estrés y, por lo tanto, 

parte de.la respieJ~~~~''1i~lanta~·;~ndiciones generales de estrés. 

- - •;-.; ~·:.-' -- ;-. ; -~: . ' 

que las Hbns. ·"º;.forman 

Sin emb~;~~; el :~~~ce;:~i~nté en el estudio del papel que juegan el NO y H,O, en la fü;i~logia 
- . __ .i- ::;~~-- >~~~;_-=-~-~~;: __ 

vegetal in.di can qÜe l?xisté U~a r~lación sinérgica entre estas dos moléculas. ya que regulan proceSOS 
. ···.-.,:··-··· .. -

fisiológicos que s~'~ iríJ~~·l"tantes en la planta. Por ejemplo. la respuesta de defensa contra el ataqÚ~· de 

patógenos genera una e~~l~sión oxidativa que conduce a la MCP (Durner y Klessig. 1999); asimismo, 

el daño rnecánico a los tejidos de la planta promueve la MCP que está mediada por el incremento de las 

ERO (Delledonne et al .• 1998). la alteración del balance entre la concentración del H,O, y NO en las 
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células que se retaron previamente con un patógeno, o que sufrieron un daño mecánico. inhibe el inicio 

de la MCP, lo cual pc:_i:~~CI c:~m~~orneter lasup~rvi\/~llC:ia d~~ la_planta ([)elledonne et al.. 20()cl ). fv1ás 

aún, los estudios sobre el papel que juegan· 1as ERO en. la· MCP de. las células vegetales reveló que el 

efecto regulatorio·;~el ~l~l p¿ec:i~ a iterarse s~le~tiva~erite llledÍante la presencia de ho~monas. como el 
. ' '. i " . . . . , --· , '. . . -· ... , . -. . ·~ i_",.' ., ' . - . ' . - ' .. ' -

ácido gibe~élÍ.;o y E!1 /áci
0

do, ~bs.;i~i¿o (Fath .et a L. 2C>()2).; p()r otro lado,.· el NO desernpeña diversos· 
3:e.~-c..;'. ""-"-' - .!'.] ; ·C:' "':;:.{._•; -··~- ---- -,.....:.·;:~·;,"~e::.~:_·_, ·:~::f:'·_,--_,1' ~.'i• ._, 

papeles en. la fisiología vegeiá1; yiJ que paríicfpa en la defensá con ira el ataque de patógenos (Dumer et 
.... - - ·- ··- - '' - .. - ··--· -·' ,. ·... -. ·-'·,·' .. ' ' .. - . ,, .... -.. '; ·.- . ·-

-'C·" ";,> ,.,,,,,.,_,,,• 

al.. 1 998) •.. é:ont~ola;1.l(co'nce'1i:rációh/de/alguílas·~ E .. ~O;;(Beligni y:LárriauiÍla; ·io<JI) •··.yfü.nciona 
'"'-.'-~ ,'-}_ :;;,..__:·:- ·< ,_, ·--~-- .-.--;_: :-~ :~_:\ : ,:_:.:::'.)_~-:.· _. ! ' •. , __ •• -

conjuntamente.e~~ ~~rmon~~ .r~;~et:le; e;~ ~i~e:r~-~sproc~o~ •. d~1,~~árr~,11o>íal. éo~~·~.• la ge~Íninación y 

el cierre de losesí().:nas (Beligni y. L~matlina; 2000;: G~fé¡~'.~átá y La~1attlna; :2~2r~:·EI c6~junfo de 

estos· res~I ta~~s ~~u~i:r.~{~~~,~iste<~ria,r~cl ~e~~~¿l~~~:·i~t:;i~cfa~;,~·~fr~;cf~al Í~;,~~cS;;1 ; ~Ó···Y · 1as 

hormonas~ei~1~i~·~gt¿~~~~~~~:~jJ~i~~~;r~zr~~~l~;i'.'~if.:~;~~ffi~;gg~.;,.~Viitio.ltS.'g.Ic.~s-~ll;~~t'~'.io~l,~xto. la 
~'\:,:·_;,":>~;· .. - - .'',' 1>- - -

afirmación de que las Hbi:.s del arroz rió r~pondéíl al estréS .oxidatlvo. nit~osatiyC> y; hor~orial. podría 

no ser cond~y~~,te, y debe revisarse con cuidado al tomar en cuenta· que;i~~JH:~~;~-~~ a;\~o y 

catabolizan el H2 0 2 (Davies et al.. 1999; Durner et al., 1999) lo que lleva f ~~~i~~qué .las Hbns 

podñan: participar en procesos complejos de transducción de señales al interiCl~Yci·e:t:; iC:é1.:i1a.: Para 
•'- ., ;,,., -· ''fi,·-,.-.·:_,·,~- -·- _. "' 

·"·\-

abordar este problema, es decir. la posible participación de las Hbns en la modülaciÓn'dé los niveÍes de 

NO y H20 2 , es necesaño diseñar un modelo experimental que permita evaÍ~ar',~{;i~ci6'ci~1 cambio de' 

la concentración de H20 2 y NO en la acumulación de las Hbns cua..;do }~ >~I:~;~ .;r~~~ bajo ~trés 
oxidatívo y/o nitrosativo. Por otro lado. también es necesario continuar:·col'l-el análisis de la respuesta 

de los promotores de los genes hbns a la presencia de diversas hormonas. vegetales (ver más adelante). 

las cuales modulan la respuesta de .los· tejidos de la planta a diversos estimulos internos o 

medioambientales (externos). 

r--· 
l :··.: 

i ¡~: ;- ~ l ~-
' .l. .'.·Ll_ .. : ;_ ~~; ~-,: 
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INTERACCIONES POSIBLES DE LAS Hbns CON DIVERSAS MOLECULAS, Y LAS CONSECUENCIAS 

FUNCION~LES.DE DICHAS INTERACCIONES 

-,:..;·_.·. 

sensores de est•a molécula; debid•o a que estasprot.eí~as tief1e~una afi~ícfad muyelevada· po~el O,. la 

cual es conse~~~~~;~·-~e · ~;~ª ;c·~~t·~~'.br~f~~;í~~i~~~·~c ~~¡~~·~¡·~::~r¡:~¿:2 ¡~,~~;~~-~~-h~ p¿~u~~to que 

in vivo estas ·p~Óteí,:¡as p~dríanJnieract~·~~ ~o~•dr0~rsos'c~~~o~:,,tes. celu;~;es~lo que traería'. consigo 
,_. ,,,o;·:::;!.~~·· .;:;.,.;.- ·;:,\'.:;,:· .. <·"...,~ .:l'~<.,.<,·-· .-,-_:o·v: .-

Una modificación estrt1'ctural qÜepodríar~~Ítar en el ca'mbio en las <"onst.an'tésciné.ticas\Je la proteína, 

lo. ct1a l. a f eét~ ~¡~¡. s~i f ué'{,b_¡¿~:i~~::~~ª:.¿;;~l~:(;h~()~~~;Pi:e~~-~·~;·~.·.··;·~9~;·: 7~\J~--~t-~L:':;:~·~ ~·Í·. 
Aunque a·.¡_~ fecha_' ne:> se.h<Ín .• public~éiciPevíd~·r1;é:i~s qlie d~muestren 'qu~ li!s Hb~s interactúan 

con componéf1t~s.,:fl~!~r~~!.~?···'7~~.i;~~~j6J~;.•~ttu~i~t5~-:~¿iJ~~~i~s i~~p_;~¡~i1 jqh~:st~ieren._que. las 

Hbns interactúa.i1. corl' un;componeritt? 2~1~1~·;; q~'e -z~~~lp·r~~,:;~~ . en -lá~ h~jatdel ; arroz,. Cuando el 

extracto so·l~ble ~É~:~~ ,bt;1t~6~~y· ~;riít~He',l,~~?'i~1~~P,}~~~~i';h_~!~{f}7; ~·¡~~: d~I .· a~;;~;,:~e. sometió a 

electroforesis.·_n~tivay '.'weZi:~~ .. b.lot.7/fue•p~s!ble;'detect~ra-él~sHbn{enlos e,(tractos~e·._1a .• raiz· (las 

::::.ziJt .r;f ~~f~\1~i~iJ~!~i~l~l~~~i~~iKr~?ifti;~[~~::,:: 
:::::·.:7.:~~~~f ~ii~iW.%1t~~9~iEF~~~.~¿;t í~~i~~i1W~~Y:r·: 
forma nativa \as· Hbn~ ~ encue~tr~~ ~rl los coleoptilos y las hojas en forma 'de multimeros.y, por lo 

tanto. no pued~n ent~~r e~·~l ~el~~~ido·a su tamaño. Se ha observ~d6;que l~{~~n~~er~~ et~ Hb l 

recombinante forman'dir1l~r()/~~ cooperativos cuando la concentración del monómero. es s~perior a 

0.S mM (Hargrove et al .. 2000). Los residuos de aminoácidos .que están implicados en la 
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A) e H R 

Hb1 < 

B) Con-trol Hbl recombinan-te Ex-to. de ho.ias 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Hbl _.IW •111 .. 11 .. 
1 tullt-1 1 

Figura 2. Detección de Hb 1 y Hbns nativas de arroz mediante ''western blot- a partir de geles nativos de poliacrilamida. A) 

Detección por "western blot" al utilizar anticuerpos anti-Hb J del arroz de Hbns en extractos solubles (40 µg de proteína 

total) de coleoptilos (q. hojas (H) y raíces (R): Hbl, Hb 1 recombínante control. La flecha índica la señal que corresponde a 

Hb 1 recombinante. y la punta de flecha señala a las Hbns nativas. B) "Western blot" a partir de u~ gel n.3tivo al~ 1 0% que 

contien~ los ensayos :en. donde. se. incubó -Hb 1 ·. rKo~bi~ante ·con -ext'rac.ios solubles '·dé:,;: l~s .hÓi~~:·~J·~{'~~i~z·: Ú3s cuales 
.-. . -- ' " . . .. ' . . . - - . . . . '".--· ' ' ' . . ... -. . . ~,, .. - - ' . ·-' . -

crecieron dUiante -S sef!!anas~én : .. ~ondi~iones n~rmal~):~:;c~~rilés"_.; 1::: Y'.,2\'cO.rlt~olés.,co;, · Hb.1- "reConlb·iriante 4.5-: y 0.6 µM. 

resp«tívam~nte' En eÍ pa~:I ~~;,t~I se i~~~b~rém IO';d~,~~1°.ht~<:~~ soluble de hojas· con Hb 1 4.5 µM (carril 3), Hb 1 l .S 

µM (carñl 4), Hb, 1 o.9 µM (;,,arñl 5) y 0.6 µM (..,,;r~íl G): E;; ·;,1 p,;nel derecho se incubó Hb 1 l.S µM con volúmenes 

crecientes del extracto -solu.ble de hojas ( 1 µL del extracto de hojas contiene 3.2 µg de proteina total): 1 µL (carril 7), 5 µL 

(carril S), 1 O µL (carñl 9); 1 5 µL (carñl 1 O). 
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formación de los dímeros en Hb 1 se encuentran conservados en las Hbns del arroz (figura 2A. Capitulo 

lllb). de modo que es pro_bab1e,51Je __ las~.':1~11_s ~·. 3_Y..<l •. ta.rnbién sean capaces de-formar estructuras. 

cuaternarias y complejos de alto pe5o molecuf~r. Pa~a verificar ~l fa ausenc;a de la s~íial cfo las Hbns en 
';~· -- \-_- - ,.._ -:· ~ 

las hojas y _los cC>l~ci~ti,lo~ S~ :dl'b~ ~ la fir1t1a~i~5~e .-ifas_~~lt,Í":'~rl.c.~~.· ~~J~~.f~z{~n~ t?f1Sa~o,,del tipo 

"western brot ·: ª p~~u; d~ un•-~í?1:i:Je ~c~ilamid~ nátiv¡; enull grac:iienle.C1é·~¡;;:;.:ér;·tr-a.:ió¡;':ci~i.s ~T.20%. 

En este ensayC>·_íá~~<:º t ~e~te~ió' ,: ·señ~{ cor;~~~~~;:ii;;;;~;·;af~~~-:,-;~·,¡s .•. ~;ia'.~jyicC>reoptilos. 
aunque fue po~i~I~ d~ieft~:I~ ·~~· 1b: ~t~~¿;~~8~ ;¿·r~;;; (il ;~~¿l¿d6'ri~ ·~~ m'~~·¡:~~).i;l.J(l~ cd~~l¡j~¡ó~ de 

.-· :~f-;:~ .· '~-:,~.,: ,·_,-~·')~_-:':._-:-¡,, ,,•:.--·. ·- ~·-"·;-'o< ·.--"···.e,,.·~~' 

esta. observación es·que lasHbns'.del arroz no'. fo~mán ·multi~er~s de ;lto' peso mcilecufa~ y. por· 10 

tanto. es p~ob~blé~~~-,~{~~~J;~t~~~tÚ~~coH -~l~ú~·~~]~~rie~t~-~~fuf~;:-~~-··,~-~--~~j~~ d~:f~pfanta. lo 

cual impide su·~;i;cciÓ'~ al 'utilizar~~~ ~nlic~:~os'.:~u}1--f61 ': • · • ' < '· ·.·.• ? ;. • ····· ... 
Con í?r ~~;í?i~-~~ i;c,i,:;ff~iió~~i~-:~i~t:Jici~;··~~·i~cÜbó.• Hbl ~~~o~bi~~n~~ c:n·•ei .e~~racto 

... -)\ -,·_ ./ -:····.:. ~>.'-::· l:·:~,/· j_;~·:'// .. ·-~::~~-· ,.,.·~·- >'1; ·'·' _.·;·k~.- ._.;,·-' 

soluble de las hoja~; eri'do;:¡éfe pei-surnibfemente ~Íste~ fos'cornponentes qlJe interactúan con las Hbns. 

Los ext~ctos s0f~bles~ ;o~·~q¡¡e 5e'~~.;Jió'~~··,'.;~~~f~c;~ba·;;'ri a'óÓ.;c por 30 min. fa mezcla se separó 
":~ ~ .. -.. , ,.' -. \ ·'·:·: 

por electrC:,f~resi~'e..; 'IJn ge(nath;_C>' aÍ :1 Oc%; y I~~ HbÍis se d~tectaron por "western blof". En la figura 2 B 
"' - ··-- _ .. , -· . _;_ -.·-. -· ---· ~--<--- -.,.,,·· .. r;' - - . , 

se muestra·que.·!:f~.1·~;-~t~()l.'~~~et~~tcf.en;la concentración 4.5 µM (carrill), pero no en la 

concentración p:i:i.·µM (car~il :2), y que en todas fas muestras se detectó fa señal correspondiente a fas 

Hbns (car •ifE?!;·3~!~a.:io)._ Una observación interesante es que la intensidad de la señal en el carril 3 fue 

mayor que fa· 'i~ié,;sidá.d del control que se encuentra en el carril 1 • aún cuando ambas muestras 

contuvieron Hb 1·4·.5 µM. Del mismo modo, la señal de Hbns se detectó en el carril 6, pero no en el 

carril 2, aún· cuando ambas muestras contuvieron Hb 1 0.6 µM. Estas observaciones sugieren que el 

aumento en fa intensidad de fa señal en los carriles 3 a 6 se debe a las Hbns que existen en el extracto 

de las hojas. Por otro lado, en los carriles 7 a 1 O de fa figura 2B se analizaron muestras de Hb f f .8 
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µM las cuales se incubaron previamente con concentraciones crecientes del extracto de las hojas de 

arroz. El resulta.do· mostró que la intensidad de la señal aumenta confoEme .. se~,-_ incrementa_ la 

concentración del extracto. de~ hojas; lo cual sugiere qlle él aur1lento en la- ¡;:..te;;skl~d .j~-1as señales 

también se debe ; la ~éñal d~Hblmái la s~ñal~e la~ ~bn~ de las :;1oj~~-. Por .lo ~a~;~, a~~:re~_temente 
--,'/ •""-"'=·"· -- ·- .:<\'."-;/·-'· ., '_:__,,.'._. 

fue posibÍ.;d;téct~r ¡fbrí~ enlo~~~t~a~Í;,s d; hojas al.incu~ar•.las m~estras a'20ºC 'duran.t.?'.'30,'rnir¡. lo 

cual no ocur;ió ••- ;,n-· j~f ~;t~~t~~/~.~~~¡~;~-{F~~ufr'.!~~).i~~; ~~.nit;~¿;:~_¿+~;;~)~"~•a;~~viero·;: a.·~-~C. 
Estos resultados sugie~erÍ'.qlJe erÍ las h;,ja~. del. ar;oz 'exist~.urÍ•cor1lpone¡.,te r1lo1eC'uíar'que~se úf1e a·.· las 

: . -.'~ ",._ ·- _-.... . ·- ·--· 

Hbns a. baj~ t<?rnpf !~t~-~f,<i•~~~), ~r-~2~-~1-~: fi~fa.~-2~3~C::XY~~~.L?t~~~~~~f%S-.•~;~~~#~i~~~-~~e 1~~ Fbns 

al utilizar.- anti~ue~p.;s a'rlti_-Hb.1 :~Estos ':'resultados_'. préliminarE!S, soné (:fe''. gran interés,• debido i a -que 
.,-... e. -, •• _.-:-_,}~~; -;·-:.,: ,.:<C;...,:~ 1 /;._: •. ~\ ~-~---;~ <"·\} '-~··/L··.···'>·';·:··.::f~:~ -, 

sugieren que. l~s corÍdiC'iOrÍes -·éf1'' la~ q;;é ~ .• encue~[~an las. Hbns scÍ,.; diferentes e11 la~·hC:Íjas ~-. raí.'.'es 
0

del 
~ :(· ' • ·>.;': .• , -, .· · -.:'·.,_:. " -.. ·• ; .. '. _;: .; __ A·:''. _ ., ·· .'- ·: :-:-t .. ;>-~ :-;~·;_, ·. ~--·~·:.-,-,_'.~ ;: '- ;_.\~'./,--~ ·.··. 

arroz. -Además~ est()s resultad()s tambÍén sugieren qúe. en los órganos fotosi¡;-tétic()5;' é:omí:> las i.C>¡as y 

los · coleoptilos,. la~· Hbns. ~~ter~~t·¿:n crin ~~~~~n~~~~ ~~l~lar~ que pod;ía~ ~odifi~¡:.; o -re~~lar su 

fundón.Un mé<Ó~: '.•l<=m•<iVi, po~ >xpl:~;• 10 ~é~;1iJ;~ ~ IL<~l~:L: ,!: ;~"' y diversas 

moléculas ~ el a'náli~i~ d~¡1a''<i.!St~c[¿~~t~r~i~ri~;d~,'.1~~J--fb~s .. Por ello, en esta tesis se analizó la 
:, .·.-,_., ", . --~·' ~ ,,;:::-_-, "' 

estructura terciaria de Hb ¡~ recoml:iinante del arroz (Hargrove et a .• 2000) con el uso del programa de 
' :'· . . . :: .. ;·_, :-:~-- ; \_'- . -~-. ' ' ' 

cómputo SwissP'dbVi_~~r. (1Í!tJ>:/J'.1"'ww:expasy.ch/spdbv/). Los resultados de este análisis permitieron 
-. -.-,·-:·-::·:-,,-·-.. ::;..-:.~~-'~;:·~-.:·~·-_·J.~- .e_--!,.,;·. -

indentificar llf1~','.d~~Íc:Í~'cf' ~~e '5~'fonna ~ntre los extremos N- y C-terminal de la proteína. en la cual --·- .... __,.. __ _,_,.-' 

podrían alojar~·lll'c>Í~~~l~;··;;,•rgánicas o dominios proteínicos. El análisis de la distribución de cargas en 

la superficie d~'~t:~ d~~·id~d:mostró que existe una proporción alta de aminoácidos con carga positiva 

o negativa en esia ~~gió~'(Figura 3A). Una observación de especial interés es la localización del residuo 

de lisina K94, ~fcuaÍ se lo~;liza en el asa que une a las hélices E y F, y que se orienta hacia el centro de 
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A) B) 

•. 

r· 
Hemo ·····' 

N- "terminal 
e- "terminal 

Figura 3. Análisis de la cavidad que se fonna entre los extrem'os N· y C-terminal de Hb 1 del arroz. así como la posición del 

residuo K94. A) Modelo de la región de Hbl del arroz en donde se localiza la cavidad entre los extremos N- y C-terminal. 

La distribución de cargas en la superficie d~ la proteína se muestra. con los -colores azul y rojo para las regiones con carga 

positiva o negativa. respectivamente. B) Modelo que muestra las regiones -que_ forman a la- cavidad que se localiza entre el 

N- y C-terminal en Hbl. así como la proyección de K94 hacia Ja región central de dicha cavidad. Pre-hélice A (rojo). hélice E 

(amarillo). asa E-F (azul). hélice F (verde). hélice G y C-terminal (lila). 
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el centro de Ja cavidad N/C (rigura 38). Recientemente se realizó un análisis similar al deHb 1. pero 

sobre la estructura de la Hbns del maíz (HbMJ.(S.áe~nz~Rivel"i)}; . .2()().2._.Tesis.de Maestría.Maestría en 

Ciencias<:luímicas; UAP). Lo~ resultadosi'nostrarorique,'áJ lguálqUe e'1 Hb·I. e ... HbM también exis;e la 

cavidad que se fórn:;;,,' enire Jos ~xtr~;.;.¡()s N. y c;t~;ri,in~J. El ~~áli~i~ por con.;~utad()~amost;ó que en 
>: .• ' ._:, __ :_>'. '~o:::c: - ;:; 

-~ --
HbM el canibí() de Órientación del· residuo K94 pr:óduce un ca_rribioen la posició·n de I~ _tiéJice E; la cual 

- .·~:·;-: > -, • .,:.,: •"-·•' < ,·_:::-_:· ::-·,\ "•/: "' •• ':-:.,._~-.- ·-~~H_;~ :~•:O."-•;~,-~--=-'"•,:,·- -~~-_:,:o'>;,.,:;.,,,,. ', ·-·--.,,.·-

contiene a la histidin¡{dí~taÍ (Sáe'1z Ri~era J.' op::'<Cit).' Debido a -que enJibl y'HbM el residuo K94 se 
-:C: '·''" ·;;-;·-.· -2·'· , .. //" - '-·~-: "-\ 

localiza en Ja mis;;:;.;~posi~iÓ,:, y éiri~nt~clÓn. ~ prc::>babÍe q~~ ~I ca'mbio_~n ia p()si~ió'1 de K94 -afecte las 

constantes_ cinétié::·s}~~ Hb 1 ;·á1 ·i,.,nui~ :~"Ja ;pos;~;~~ de las·-~éli:_~ · F;·Fi9;~,;- é:ó~secu-encia también 
:,~·.·:,;;·'.,,;•,: ,·- •:,·~,· ;:.:.;;• -:~_>: '•--C- <·;,-;.-~·:. ~.;_::,-.'-"~ ',:t.-:;• <: :- ºi,•;_,--;c• • > Ó' • •":;;.,,;~:¡ 

podría modifica~ Já dis~-ailcia 'qué eX-iste entre las _His dist~I y/ o p~o,Cúnal y el f'.e del--henm. Si -esto es así. 

Ja afinidad d~ ~~(; ~~rrei •o~ pc;d~~; di~mi~Úi~-'~,-,i~~:ra;t~ar co,n m~léculas q~e se 'ubiquen en Ja 

cavidad N)cy:qu~>~~~l~c~~~'a;l(9,¡ de;sú ;bs~~ión i'r~in;I, i~ qÜ~ ;;~ü1i:rt~ en que e!:ta proteína 

podría· funcionar com~'IJn·Í.:ri;~~~ador o~ ;énsor éJe O,: < ~ _' • >'. ,, ~? -•: . •-

Para· probar_ la ~i.~~t~:\t~j·t~~i~r:~é·:~~c:.~~~~~:.A;'i~~~~·-~~'~?:~'ll~ro '"'ª~or z~.;~~~d~llcias que permitan 

confirmar·-que las• .. H~nSjÍnteractú~n con;otras{~yléculas y. si es el casó, •. caracterizar a dichas 

moléculas. La 1t~~t:;z.dr1~~.1~J;¡~:~~z¿'~~·~6:r,_}~b~.-asi como la naturaleza de los aminoácidos 
"'-<<'.' -::':·- :-~-:r,::,-,· ... ·-.C~~~-; --r ·.:¿,.2(-: -- -·,, .... , .--~-

que la conforman/en particularJa Posición dél re5iduo K94. junto con los resultados que se obtuvieron 

a partir de Jo:~• gel~s'.(~~iiµ~·s3:(Fi~Eia'i·i);~·~ugieren que las Hbns interactúan con algún componente 
~f. :-\\.::'e, ~·::::;~. ·•.o.o-. _ r".•"' 

celular. el __ cua1:podría·alterar.·:1~s·;;:;.6¡:>1:dade5 bioquímicas y la función de estas proteinas.····oicha 

interacción. pod;ia ser'~pecifica ,eii'dertos órganos de la planta, lo que podría ser un mecanismo que 
·-.·':.>:·--.::-::"·.--:····· 

permite regular la· -función de _las Hbns de acuerdo con las condiciones fisiológicas de los tejidos 

vegetales. 
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El COMPORTAMIENTO DE LAS Hbns EN LOS SISTEMAS BIOLÓGICOS 

2_ -. • -

A pesar de que se ha publica90 abundante iriforriíaci.ón sobre las carac.terlsticas moleculares, 
--.: .. ·---- .. :.:· : ,· . •' .. : _· ".''-":·~:_, ·,:· •:'' <- :.·.·:_ ··:. :_ .... ··.: __ :;>:<>:.~ ->.-/ ':; :·-·· :.<">~ -~- .,·'. ·,_;.::.'\'-_ :_:.-;·,:-.:~<·'.~~".'< -;~·-y:!,,:;-.:.~:-: 

bioquímicas. estructurales y d;{éticas Cle.1~; Hb·,.;s,~se conoce poco aceré a .del comportamiento de estas 
º-,. . :~ .. _:·.-) :--:·· _:_:.º,,~ ~--~--: ~::'.~f :-~::?.-~-~--~-~L~'.~~::·_~2-~ .. :~¡:)S''.,;~.---::i_~-:~~::_~--:·~~ .. :·::;:_::·>·; .. ~·;·~~,!;: <~-f ~<;-~_:--~~;i.~:f~:\·?/k;<\~~:.'.~-s~1f-~'.'.·~;c2~~:;:-:\~-~:-'.·A;::,~<-;-~_:·::-· " ---·' e .. 

proteínas dentro: de la• célula. vegetal.>.e:', decir, Jn.: vivo, ,,i:sto se ;debe; principalmer:ite a que la 
o" _·:::.;.\ . .>''.:,.';·,, • /',.·'· , /.;:_; - -> •. :;-~:·:-

COnCentraciÓn d~ Hbris eri los te;i<lC>s de la plant<I ~ rrllly ba¡a; y reslllt)a dificil ~~1."údia~ a'éstas proteínas 

en e1 estado nalivo:~pc:i:~·:ta .:Iión··;~ 11ª" p-.=oi~~ido ~b~: ;eco~;;~ª"tes e~ ~sche;icJ1jª coli. 10 que ha 

permitido ·ob1~ner'~ªºtici~f;~\.~llfi~ie~:1~·:·de'· e~tªs'::.~:°,~~,Eír1~¡,".:i>ªH:fsu·,·:c~{f ~ti~¡2~.:1~~ ~¡¿química 

(Acced•:~::;;~;~;·;tcbi~1.~9'?~2~:~,~l~~f ~~f Jl~~l\~~¡~~f ff J¡~~rifil .. t,"ª' y 

plantas ha aportadC:Í infci'rniaCión _valiosa p'cira f;~~ender j~ r.'.iricióri de las Hbs'. Por ejemplo. la sin tesis de 
. : ,. ·:<~:. ;· '.:~-,.:_ ~'.>-"/·~;_'-¡ .·:;_.;~·.::'.·,:.-::·,·?-:C:~-:,~:.-:~:.r' .,;~;~-: (y<:·~~,i- ~··'·:~;-:«- -~~.:~\-:.,_-,--.:~~>>-. ~;::.:; :C.:'>;:-- . -. -. ' - -,::-' ' ·'::: ' 

la Hb de la ba~tfdriCl';vJi;ci;;ciÍl~~sp'.',(VHbf~n E.ccC:Íli;imo'stró que una función de VHb es faéilitar la 

difusión del ol~~ c&~~~ii~~~,~~~i~;~~~~(:,~¡;;,~isl 1;;'c'lla1 .re:ulta en el aumento de la masa ~el~lal- en 
~ · -·--~"-:i:~S:--:':';-;,-::~~::~ --~:-:.-\/~ .. L'.o~, --.:.:;.-:-::;·-· -~,,_7,2 '-::e::;;:::;.::-::· 

los cultivos deE.colÍ (KC:Íshia y:Bailey; l 9SS; Kallio et al .• 1994). Así mismo, la expresión deVHb en 

plantas de .t;b~;o· •• ;¿;~!~--;-,~~"i;¡.~¡~!~i!Z~'.~~;~ .. ~ :1 crecimiento de las plantas e· inc~eme~ta la 
- ··e•. ::-;.:,J· ·~·::.~_,~{ ',~,:-~.:~~:·.::.:, ,,.,·,:e 

producción de.riicoÜna Cl-folrnbe'i-g étal./1997)> Estos estudios permitieron demostrar que in ~JvoVHb 
. ~,·:. ~- '-;;:·~,'~ .·~.;-=o:~~°'-·'- - - . ; -~--- --~;:,, .e:;-_--: ·. ',:~-::. 

funciona. co~o .t,:~~sport~do~ d~, o,H. En estt! ~6f'.texto; recientemente en nuestro laborato.:io:~.;· ~ii~luó 

el efecto que tiene lii' expresión ~onstiniiiZra ~i ~iferentes Hbs recombinan tes en E.coli TB l. ~·{~~.;parar 
las curvas de: cr~ci~~.i~td'~1?'1a cepa~sil~~tr.i· ~~~,las cepas que sintetizan Hbs recombinantes de 

diversos organismos. i~~·,L;Y~;,~~ ·~-Hb 1' )1 Hb2.~er arroz (Álvarez-Salgado E. y Arredondo·Peter R .. 

comunicación perSonal). Los r~suha~os de ~-te a~álisis indican que la síntesis de Hb 1 y Hb2 tiene un 
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o?focto diferente durante el crecimiento de E. co/i recombinante. la curva de crecimiento de E. coli que 

sintetiza Hb 1 es similar_ a las __ curvas_qlle se obtienen cuando E.. coli sintetiza Hbs que funcionan como · 
---e-=-------- :-_:-.--.---~------e----, - . ,.- ___ ----· --- ·. --(~-. _.-·> - _--~-"_::_~.-; .· , ·: __ ":. ,:~ 

transportadores de 0 1 ; _lo cual sugiere q_ue en E. ,;olí Hb 1 recombinan~e <il;:tú~ ~orno ur:i traÍisportador 

de 0 1 • En camblC>,';;1 creci;,:;ient::i_.de E: Í::oli que sintetiza Hb2 es 36% m~no~~con respecto' a E .. C:oli que 
'.-,;..,,,·>-:·:.:::~·'._·; .-~ .. -~~~:·- :\--:;";- __ .. .;-_:-,:~;--· -o---.'-·.;- "-~-"~~-- - - ·--

sintetiza -Hbl .-. Debid.oaqJeHb2 tiene-_unaºafinidaCf;'~-uyele~adapClr;;l•·•O,. la cual·~nimilar a_ la 

afinidad de Hb 1 -¿~~~;~ ~~¡~!uiJ;(~~fR~:~.-~~;:-~'~-~~:.)~:~~~~~~bi::qJ~-~~i ~Ü~~i~n~.:~~--- E: ;olí 
",.''7\-'-· . . ~--- .;:: ;_;-

como un secuestrador C!ér o;,. lo que resúlíaria ~nla _di~minudón-Cté la siriiesis de:A."f P_ y;'pOr lo tanto. 
::_·._._,.-; ,:,,·-- ·::_·;··-· -::.:__., - "~--, 

en la disminución ;del :·nhiel_'e_ricergéÚco" que'~é'' ;:'~q~i~r.,;1pa~.t: el -~~e~i,-,1ie,-,to --cÍ~ 141·-ba~teria'. Estas 

observacion~s ;~~'.Ít'.~n';J~/~:f ~5h~-:};;ir~J;~~id~"\!;~~~\dgieren que in vivo las ci:lr~cterísticas 
bioquímicas y 1'i:l'fu,'..~ió~ de Ht{I Y.:Hb2_ probablemente son ºdistintas. a pesar de que est~S proteínas 

tienen una similiú°id 'i:l1-~~; .lan-i~: ;~ -1i:l0'.~~cte'~~;a ~e ~minoácidos (93%). como en las constantes 
.. ., . :;·· .. _,;,··_.·· 

cinética:as 'obsé.Va:i~n~;sjL~I ;;~~to q~2ti~ne I~ síntesis de Hb 1 y Hb2 en el crecimiento de E. coli 
/·.··<·'~-~ ~< ···(J .. ~,,'.·-- ">~< "·:;;'.· ,' t 

sugiere que en la célÚla \,,'¡;getalfas Hbns realizan·fundones que son adicionales al transporte de 0 1 • En 
. -_ --, '":,-.... _,---.--·~--.-.-:,_~,:-· .. .::·_-;·:~~-:t:{·~\'" ,. -. : 

este sentido. es importáñre recordar; que en el arroz existe una familia que está compuesta por cuatro 
·-··. --•. e,-· :;;~,:._z::~;>;~J-:-',"'·.·.-~ ... -,."~. , .. ;;.· .. · 

copias del gen hbf1~ (Fig~ral: Capi
0

t~lo lllb). de las cuales hbl y hb2 se expresan diferencialmente 

(Arredondo-Peter et a'f:.{ l 9EÍ_~a¡'(ver más abajo), de modo que cada Hbns podría llevar a cabo una 

función especifica, la cual podría depender de las condiciones metabólicas de la célula. 

CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE LA FAMILIA DE GENES hbns DEL ARROZ 

Al inicio del estudio de las Hbns del arroz se identificaron al menos tres copias del gen hbns 

..------------ -·-·---
TESIS C'X·1 

Flllil~J~~ DT': c·····~-~~~·-~~.~T 
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mediante hibridación del llpo "Southern blot", de las cuales se clonaron y caracterizaron los genes hh 1 

y hb2 _ (_A.rred1md_o-P~ter~et ill:· cl.E,!:J.7.<1l-__ Enc-~!ª.tes.is se_ ide_ruificó a la familia. completa de genes hbns 

del arroz (Capitulo Ulb), la_ cual l?s_tá compu~ta po,.: ~uatro c~pias del gen' hbns. 'que se designaron 
. ' '. ·.-:::-·---,- .~-:o. o º· ._ ··~--

como hb i. hb:i;111.J3 y hb4: El ,análisis dé lasectiencia de lós genes l1b3 yhM indica qu'eestos genes 
- ;__.'' ; ' • -,~~ - "------ .r.· ~. ',.--.~; ~ 

son fu_nc,icinales .. ~~~i~~--~·-~-~~:~~~:ie.~é~-~~~~f()~~n~s;~/~i.~i~~:y-~u:~:f~i~<?_r,,-~~'.t_~~'~:~*~·-~~··c~.~¡·¡;;(!¡_~ª- que 

no se· trata cié pseudogé'íi.;' ¡, geri.g·híte'~.-Unipidos: -Adenl"á5;<· é1 análi~is Cle 1a'región' s '/l"í_o · arñba del 

inicio de I~ t~nsi~í~~i:ó~ ~~1~~;2~:~~¿,~;~~~j,f;);'s *~~~~ó ~u~ ~~istfnd~(e~~llt~~-~~c4~~~¡·~.;\~rom('.)toras. 
lo cual sugiere} que' ~i~~ ~~eg:t?i; s~ .~~ul~,íi cdfré'reric_i~~~~-i'ii'~:-_ ~~;. c.:~~~-"~':~:~ié~ <~e ,•I:~. -~ec¡;encia de 

aminoáci~~~ ·;~~¡~~ i~'.s Hb~~-1 >a 4-!;;;~~!~ó 5'~~~~iiai·•'¡::¡¡;·~5cd~l ·a~iói\se~6r~~~¡i~i!Cen [ci¿,~>s~Lpos. ·uno 

formad: ~~; Hb 1 •.• y· H~;{;;,'~t~:.:'.j¿~~~JJi:;~~-; H-~-~ ; y Hb4 {(Flgu;a, :lB, 'dpit'Ü1CÍ lllb). Estas 

observa~¡¿)~~ sdg{i;~~·i¿~~;'e~'íiterí'~it~r~~d:s_;~;:~2~~·i'cas~ -~ ~;~~áb1e;J1~~iefllnciona·1~.- entre las 
;,':;,_;'~ ·-· - .~:.-·· ,_ ... ,, ... ,' ··:b!:~\.':.;..;),: ~\2;tt· ... _ .. " ,-_, .'· " .. " . -· ..... 

Hbns clel arré>~. y qúe'estas protefnás podi-íán sintéJ1tizarse. diÍerencial,.;.¡eme é,{ 1é>s Órganos de la planta 
·'S'. :; -

bajo difér~ntes coÍÍdic'lones ·~étabólicas'. de'ill~;;éi-i:t'_si~ila;:-'a lo qúe. oéllrre con ÁHb 1 y AHb:l de A 

thaliana (Trevaskis et al~. 1997; Hun_t et al~.<2~1 ):~· . '.·~·'. /< 
Con el objeto de.caracterizar a 1;,¡:f:~~~j:hb;3'Y hb4:del .irro~. ~n eSte tra~~jo ~e diseñaron 

iniciadores esJ,écificos que pennitle~C:,n am~
0

1iflc~~-~; ~1C:,ri~~ ~ichos ge~~ (Figura 4A). Para este fin se 

compararon las regiones de inicio y,t~~j~~:;:1: .ira~~cció,:¡ de los c'uatr() gene5 hb-,:,s, se diseñaron 
•.'-... ~-.e\::-.~~~ ___:;.._.. '<é.-:-' '-o.---'-': o--'-,'-:--~'· .• _:>;ó .: ~~~-

iniciadores que permitieron la amplificaciórÍ por PCR de fragmentos cuya 10,'..gitudfÜecte 861 y 1,093 

pb, los cuales corresponden al_ tamáfio:de'.l?s•ge,.¡~ '1J.>30 y, hb4:.;re5pe~tfvamente; (~igllra 48). La 

identidad de los genes hb3_y.hb4 ~{~~rif.có.,al cl~,:¡~:1c;~~r~~~~tos,de PCR enel vector pCR:l.I 
·. :.· ..... - -·. -· ,_,_. - : ~- .. · . - . - -. . ' . 

(lnvilrogen) y al secuenciarlos parcial~1ent~ PC)r el mét~do deSa~ge~ (Sangei- et al., 1977). El resultado 

de la secuenciación de los genes hb3 .- y· hb4. permitió verificar que los iniciadores que se diseñaron 

¡-- TESIS -;~D~- ---: 
~.D:;~~I,c.fr -~1 ~? ~·>~:~~~tU 

61 



A) 

hbl 

hb2 

hb3 

hb4 

B) 

ATG TGA 
5' 

3' 

5' 3' 

5' 3' 

5' ~ 3' 

~c:====i---========---c:===::::::11 ...... ====::;¡¡;:::~~~--t 

2,000 -
1,600 -

1,000 -

500 -

1 hb3 hb4 

1,093 pb 

861 pb 

Figura 4. Amplificación y clonación de los genes hb3 y hb-1 a partir del DNA total del arroz. A) La comparación entre la 

s«uencia de los- gen_~ --~~ns.·-~,el -arroz permitió localizar las regiones que presentan mayor~~ di~.!~encias·._(~reas 

sombreadas). lo que per:-~i't~Ó _·dis~fiar iniciadores que reconocen específicamente a hb.3 y hb4. Las· flechas indican la 
~--'" ·_: .. - . ' ' - . 

localización de la sec~enci~ qUe_-:i:or:-1-esponde a los iniciadores para hb.3 o hb4. Las_ áreas·negr~~- en_·c~da:_gen indi~an la 
- - '~ - > -~ .. :-2. ,'-

posición y- el tamaryo· áj>~O~i~~~O~-d_e_-ioS -iOtrones. B) Electro~~resis en un ge_I de ag~_r'?-~~- _q~!:,~~-~-~~)_~s _pro~-~-~tos _de la 

amplificación po~ ~CR ·que ·se ~biuvieron al usar como·molde_el DNA tOtal del arrO-z:y· los' ¡.:,i~iado~~ ;hb3\;' hb-1 'que se 
' . . ,:, . "' . . ,.~ .. ~- . - ' - - ' ' - . 

ilustran en (A). -los·:·~~i-~_res deÍ ·,marcador -de taln~ño m~i~~Í~~:~·(~~·r~PT>':·'.;~~·--.-~~~-{;;n-:.·:~~:-.·~b· .. ·L~· ~~~-~~~¡~"-de los 

iniciadores que se emplearon fue la siguiente: 5'-CCATGGCTGCGAACGGAAGC-3' (Hb3 sentido), 5•. 

GCTGCTGCGTAATACGTGTGAATTC-3' (Hb3 antisentido),5':~~ATGGA~~~GA.ACTTGGTAGAT-3' (Hb4 sentido) y 

5'-TAAGCGTACTGCCTCAGCGAATTC-3' (Hb4 antisentido). La· temperatura de alineamiento que se empleó para la 

reacción de PCR fue de 60 y 4SºC para hb3 y hb4, respectivamente. 
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amplifican específicamente a los genes hb3 y hb-1. Con base en esta observación, se analizó la 

expresión de los genes _hb_f._/1_l!~~ ,!1b§ y/1_b-I_ en lps Arganos embrionarios Y-V¡?gelalivos del arroz. 

mediante la técniéá de RT;PCR y al 'utilizar los inició:ldores ~~pé~ificos para l~s ~opi~s de 1.;s genes hbns 
' ' . . . ' . . . '· . ·,- ' ' - . . ·,- ''-- · .. ~, -- }" _____ , . -.•. ·- .,-:-., 

1 al 4 del ar~o:Z. incr¿y~;,do ~ los ;;,ici~do~~s ~ara hbJ.'yÍ;b.i qlle,d~~criben Arréélondo~Peter et al., 
.·· .. ,·-,_,_ ·' .,:; ._ . .,•· .·."_-.) .. ,,~---".'~:-~ .-.,-,-,,-__ ·,,.'..._,::_,---:·:·:_.,-:--_.,-•·~---.~--= .• -<---\ --~-:;-._.,- __ , ,_.· · .. -;· .--

los transcritos para Hb3 y Hb4: lo que sé puede deber a que el riivel de ios tran~c,:.iios de los' genes hb3 
,._, ,;»: •; •. ~,;' < ;, ·-'.-'~''.•.-'-·-·,,,•e•~:-'.'•',~· '• >",,~:: - ·, 

y hb4 es_tá por debajo del li~lte de-deteccio-;, 'été tac ié~ni.;~~o bf~;.;;:;-qi.e ;..;i.;~ genes ,no están activos 
•:_º:;;., 

en los órg~no~ y/o báio I~~ éondléiones que se an~lizaroh en éiii~ estudio. 

En es'te ~e,:;tfcÍo, el -análisis de la secuencia 5;_ riCl'a~rib~- del inicio de los genes hbns del arroz 

mostró q~e e:i~t~~-s~~¿~~cias •que son similares a la~ ~ecu~~cias promotoras de diversos _ ~e~es · hb y 

otros genes vegetales';(Tabl~ f, Capítulo lllb), así como tá existencia de cajas que son modÚlad~s por 

hormonas veget_al~ (do~o las citocíninas y el ácido abscisic~) y señales de defensa (Ross EtlJ: 2002. 

op. cit.). Existen n~merosas evidencias que indican que los genes hbns de diversas especies ~e ~presan 
'· " - __ ,. ,- .---:-.~--' - - . - -

en tejidos e5p';~¡fi~~~:.~ bajo condiciones metabólicas particulares (Andersson et al .• 1996; T~e~~~lcis et 
;::;v 

al., 1997; Hiri'd;ik~ ~~;al., 1998). Recientemente, se analizó la actividad del promotor del -g~,:; hb2 
. · .. >:--' _,_ , , .i -~, • -.-

fusionado con'_e(;~~·:y~~ortero gus (Ross et al .• enviado a publicación). El análisis de la actlvidad_de _· 
. ·-,.>.- -, •. '.,';:~" .« .. . - --,·~- . 

GUS en dis~o~ <le'"r~ba~~:-;,-;ostró que el promotor hb2 se regula positivamente por la prese'1Cía de· 

citocininas, espeCÍficamente. por la benziladenina. Más aún, en las plantas de A. thaliana transformadas 

con la fusión d~Í ~~~~()¡~,;, l~b2::gus se detectó la actividad de GUS en la cofia de la raíz. el tejido 
.. "~, .·, ,. '.·:-'. _· -. <'·'·': .. " -.. -·, - , ,:,' 

vascular de las' hojas. las an,téras ylas zonas de abscición de las flores. así como en sitios de la planta 

que sufrieron daño físico (Ross EHJ. 2002. op. cít). El patrón de expresión del promotor hb2 del arroz 
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A) 

Coleop"tilo Embrión Raíz seminal 

Hbl Hb2 Hbl Hb2 Hbl Hb2 

B) 
Raíz 

Hbl Hb2 

figura 5. An.:ilisis di.? la expr\?Sión de los genes hb I y hb2 en el arroz. A) Detección de los transcritos Hb 1 y Hb2 por RT· 

PCR en órganos embrionarios de pláraulas después de 7 días de la germinación. B) Detección de los transcritos Hb 1 y Hb:J: 

por RT ·PCR en los órganos vegetativos de plantas después de 6 semanas de la germinación. 
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coincide con los resuhados reportados para los promotores de los genes nb de otras plantas. tal como 

ahb / y ahb2 de A. thaliima (Hunt er al. . .200 1 ). hbns de la soya (Andersson er al.. 1 996). hb de 

Parasponia (Bogusz er al.. 1 990) y lb// de lupino (Strozycki et al.. 2000). Estos resultados muestran 

que las Hbns de las pl"ntas se regulan por esrimulos que son comunes en dilerentes especies. 

El análisis detallado de los promotores de los genes hbns de arroz y A. thaliana mostrC> que los 

genes hbns tient>n elemt>ntos cis que responden a señales honmonales. como el ácido abscísico. etileno 

y las cítocininas. ~- """ resput>Sta al ataque por patógenos (Hunt er al.. 200 1: Ross EHJ. 200.2 op.cit). 

los g.enes hbns de la mayoria de las espt>cies que se han estudiado forman ramilias muhigenicas. cuvas 

copi.;s se regulan diferencíalmente en los órganos de la planta (Andersson er al.. 1 996: Trevaskís et al.. 

1997; Ar~haga-Ocarnpo et al .. 2001; Figura 5). Por otro lado. diversas evidencias sugieren que las 

Hbns de la misma t>Specie tienen características bioquimicas particulares v. por le> tanto. runciones 

diferentes. El análisis de la expresión de los genes hbns l é' 4 del arroz (Figura 5 ). y los resultados de 

otros autores. sugieren que las Hbns se regulan diferencialmente en la planta. lo que les pennite realizar 

más de una función en los tejidos en respuesta a una variedad de estimulos fisiológicos y 

medioambientales. El avance en el análisis de la actividad de los promotores de los genes hbns del arro:: 

y otras especies vegetal.,.; brindará mayor información acerca de la regulación de estos genes y la 

función de las Hbns en la planta. 

LAS Hbns DURANTE LA HISTORIA DE LAS PLANTAS 

las Hbs han estado pre:>entes a lo largo de la evolución de los organismos. desde las primer.~s 

bacterias hasta Jos animales y plantas superiores actuales. Durante la historia evolutiva de los 
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coincide con los resultados reportados para los promotores de los genes hb de otras plantas. tal como 

ahb I y ahb2 de A. tha/iana CtJunt e! ª!·~.:2~1 ) •. ~h!'17s09e~la.s~ya (Ariclersso.ri .et ~al .• J 996). hb de 

Parasponia (Bogusz eLal .. l 990)ylbllde lupino (Stróz~cki .et ~1:. :!000); Esios r~~~ltados muestran 

que las Hbns dé las pla,:;tas'se ~égulan po;·~tímulds qÚe son c6~une~ en diferentes especies.> 
.:·-.~_· 1 • ,' -.·. , .·~~{-· -.C:•';é -/.'.:~;:o;. - -of·>:;',-'"-o.:.·=;:';·o-;:;~-~ . ~ 

El a;,álisis detall~d~~d.:;Jo~ p~;;.Tioíor~ de los' genes hbns 'de ¡;.rroz y ·:A; thaliana''Oio~fró que los 

genes hbns ti~~~~···~Í~~·;~¡;;; ~ii)~J~'.~L~~d~il ·~ ~éii:1~~?~¿~:~·~:·1~: ;;~~1~-~·:-~~~!~~~slís~~ •· etileno 

y las citocinina~.··. ~'.¡ri;,f;;~Xl'i~·.·~;,;~-~a,~~~:t()~-~~·t~~f Hi~:'.·{~~~{:1:~ai'.'_"~·~•1·:'k~~~·~~Ú:2?6p2:op.cit). 
Los genes hbn~de ¡~: n~.;·yo'~fá s~ ,;;ei~e~ie~q~e~~h~~~túdiad~fdr'ma'n 'r~~n1iri~~';r;;Gi1íiti~i~~~; cuyas 

i): :- '··»·::; ~ i:;;:;; ' - -:(f( . ~ ,, ~.- ·~;; .;~(. •'\'.:.;t;,,'_:;-:~ ·.-<;'-~"'-·'- . ., ---·-:;·~~;':,·:':~".;;:'.:":; ,. ;.;;'". 

copias se régÜlan'dlierencialrTI'eii"teefi ,..;:~ó~gancis Cf~ 1á'¡)1ánta (Andersson et á1.;o1'996;'Tr~vaskis et aL 
.. ;c;J, <,-~_!,_:é ·;·,:/ ·.·,<\'./'::- .:';''···.·:,~-:~" ;;.;.:_:··_;;;._,; ··; -;0:···-,,J."•<''' );:-~~~~ 

1 997; Aréchag'ii-o~altlp;,· et ar: •. ~:i='<'' ( FigJr<{sj. p;,~ otro lado. diversas. ~~icie~CÍa~'.~lí~Í~~~~ ~~e. Ías 

Hbns de la Ínisina ~~P~~íef~i~;,e~·ti:'i:i~cterístícas bioquímicas particulares y. ~.;5:'.'1o'·:~a~io.,fi:tni:'iones 
;·.;:?_:-;;; :· '~ic·:.<~;' '~? ~ ':::· .. •: 

diferentes. Ela;,á}ísís dé,fa1ex¡:)resiÓn de los genes hbnsl a 4 del arroz (Figura sj, y los'''restil~ádos de 
:'.·.::-· '~~:f,;.:-.,~·-~·L·:-::!?/c 

otros aUtorei: sUgiere,i;i'í:¡ué las Hbns se regulan diferencial mente en la planta. lo é¡Ue léS.-pérmíté realizar 
'.'._, ':: .~.- ~ 

más de un~':•fu~ciÓn ;·éri<ios tejidos en respuesta a una variedad de estílllur;,s fisiológicos y 
- ·- -- ',_ - - ., _., --:::·:..·~ ~-" -

medioambientales; El .. :ava.nce. en el análisis de la actividad de los promotores d~ los genes hbns del arroz 
. _-._: __ - ,\·:.-:,:·,' 

y otras especies .vegetales brindará mayor información acerca de la regulación de estos genes y fa 

función de las Hbns en la planta. 

LAS Hbns DURANTE LA HISTORIA DE LAS PLANTAS 

Las Hbs han estado presentes a lo largo de la evolución de los organismos. desde las primeras 

bacterias hasta los animales y plantas superiores actuales. Durante la historia evolutiva de los 

65 



diferentes grupos de organismos. las Hbs han conservado las características estructurales y bioquímicas 

que les permiten llevar a cabo diversas furi_cícmes, por ejemplo,_~-~r<lns¡;~r:tar __ y __ almacenar, eL O,. 

transportar el-CO_yNO, nietabolizart?I NO yH,02 .-y transfe~Írelectrorlés (Wittenbe'rg yWittenberg; 

1990; Arredond<:l~Peter .;t•a1:; 199s( Weber_ y' Vinog~ac:fC>v; :fo01):Au;,que la funciórl cié las Hbnsse 
···.: :...<- ' .>,'-·--- ... ·.\.;;J:._:\; ~f"~-:?; ----,. .: 

::2000) hasta las angiospermas (RévisadÓ poi-' ~Óss :et al.; ::20C>::2;'; en 'el Capítulo 1 de 'esta tesis).·sugiere 
... ' ~",'·- .. :_ ;~";-: :·::-.-.·¿; - ' """''-":".~°." :__ ;:·' - . "·~'~,.-~ --~;' .·,.-

que estas proteínas ~é~n:ián furl~iones que harl ~ído Ímportáíiiesdurahte la evóh.icíÓn' de las plantas; 
.- - .; .. : . ··. '.:_;>_: ~<''.'"~: :.;>.t>.\: :_; ·,>· _:;~_::_', '~-:~ .. ': ::·,: .. /.¿', :',~;':~,.'--~~,- 1:: ~ .::·:;- ,• :>:-::--'.~.>--: .'':~·~:·:/ ~--./-·~.~. ·./,','5·;:. -.:>:,~:: ,~:~:;·:·:: <' :;: .. -_ .. ;·,:;,. : . -·-·-;-::· .-~-;.,'.. -~ ·: ··. -

El agáns:t:~~;,:~~l~t,ns·~~--1:;~;-~;~r0~'rn;.t~,ts;:~'.~il-~s.:r;i~~~~~'.~!;~~~.s~~tf~ir~Tt~l;'~!~"·lª.s.~Lle_ 
sintetizan los musgos,·es un modeló útíl pa~a reconstruir.la evolución' de las Hbns:•_EI alineamiento de la 

!;_·,,/ .. :>,.·_. . _,~;..~,,· ._,·.-.·:"'.>:· .··::_,_,,:_:·.:e"<--,·:' ".'.:.<;' --~ 

AF30956::2 -en I~ base. c!I? .::la't~¿ Gi?~8<J~k) ;~ ;Physi:omÚrella patens (Arredondo-Petl?r :?i ¡';j}; 2600). con 
--.:.::"":-_.-<.:·· \.-,. -,:~>-: >·>.:: ~ .. ···i· ··,':·.:·c.- . ~--. 

otras Hbns y Hbsim, muestra que el tamaño de los péptídos disminuyó durante la evoluéíón'de las Hbs 

vegetales. El cambío principal se debe a la reducción en el tamaño de la pre-hélice A. ~~~i~1:;~~1i'ia e~ 
el extremo N-terminal de las Hbns (Figura ::2A en Ross et al., ::200::2, Capítulo 1). El a,.;álisis de la pre-

hélice A de CerHb muestra que en esta regíón existe una secuencia que es similar al sitio de corte por 

peptidasas. específicamente aquellas que eliminan las secuencias líder de las proteínas que atraviesan a 

las 1o1embranas. Esta observación sugiere que las Hbns pñmitivas pudieron ser exportadas desde el 

citoplasma al interior de un organelo. las Hbtr del alga Chlamydomonas eugametos tienen un péptido 

señal para ingreso al cloroplasto que se localiza en el extremo N-terminal de la proteína. La función de 

las Hbtr de C. eugametos se desconoce, sin embargo, se ha observado que estas proteínas se localizan 

en el cloroplasto y que se regulan positivamente por la luz. lo cual sugiere que estas Hbtr funcionan 

durante la fotosíntesis {Couture et al .. 1994). La comparación de la pre-hélice A de Ceratodon y 
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Physcomitre/la con las Hbtr de C. eugametos mostró que existe homología en los aminoácidos que 

- ' - . - ' . ' . 

musgos, partic~larmente en CerHb e$ el níi,srr,io que ~I del péptido señal de la Hbtr di! c. euga~etos. es 

decir. esta re~{ó~ ~s ii~a e~>~mi~iá~ÍdoS~ol~~es ~ ~~ pola;~SV ~ar~c~ de alninoá~idos, ácid~~(Figura 
·~ --~ ·'·-~:-= __ -, __ . ~. '_·:_.:: ':. _·. --

2B en Ross et al., 2oOi;'Capit~lo l):;El análisisdn siliéo de la pre:hélice Ade CerHb(Figura 6rpermitió 
.·..,,-:_~.., '.>::.;.;/ '--.-;-' i') . .;;_~ ~;,.:·. :,.':~_:,r;,_~::c._; ~:''--·> -,'..".'~·~_,,,___ :~:~.< -~:"-¡.-_~,:.~:- .. -"- _.,·~~_:0\'~?--':-- -· -:-:· .• :;.-,;:--~:-;.:'~'·'.- _ . · ,-;.,.-.. :-

detectar la existenCia de una ti~lic~ '(i,' la éual esti\ formad¡,, por aminoá~idospolare5 y no polares. Esta 
-- :. : : .: : __ ._, :··· ._-._~_\:-.~; :.;: __ ;¡., ':: .. ~:;.>-;, ),¡~~ •J'_.-.;. ::::-. -.~-:;;::: ~ 'i.'t- ''.- .,>. ,::-:···':' ··> -- -' .. '. '. ._· -:::-·.~:.::. -";~/- --'·-.·-'.- :_: .: -·• ::·~:' · .. ,',': -> 15~:-, - . ,_·-.::: __ .:·.e";~' "°--:.:; 

observación .• res~l~a ·.inter~a,nte; debido <i.· que•·.1a:fonnaéiól1 dé estrÚétli~as<sécl.lndarías ell '.el· péptido 
~ ;>_•,:•' .':·:~, '»", ~~·:·_-';_·• ;, 'C'':--•,, •:.'·.,:,, <•)•>• ~i._;/r'• 

señal es una cara~teristica •c.;~¿~ de \,aria~ piot~illas é¡ue'~e imp'8rtan á1c1oi'cipÍastO':ci<éei:~i·~a. 19s9) . 
• -.'·'.,,::.;. _;::.;~:. ~' ·~·-: -; .~:-;.,,_;-.:.·;,· - •. ·::.'" "_:·. _. : -, :,·- -'.!- _,;--·.:.,,-~-,>- ~~-- - ;·,;:-;.:' 

Aunque las Hb~s fq~e '~e édn~bén s.;ri prÓÍeínas citOpÍásmÍcas; éí anállsis ci~ 1á pi,e'.Jiélice Ade CerHb 
- r·:.:_·;:•_ ·~,,-~-O:·';~,:,·,,;-; . J'·, ·;. ~:,-·>~: _,=.·->," . ·~~ :_· _;_,: -·.> >;--:-, 

sugiere que ias Hbns' prin.;Ígenias fueron J>Í-.;tein~s' que se locali:Zaban en los :o;:ganelos; y· que con el 
, r ,- • '•.\,~.-,· ,_:,J;.:• e,!·".<·'' e ~ 

tiempó se ~dapta~;;~ ~~;.;,,¡~~~'r,'á ~ág::, sJ(s) f~nci6~(~~) en' el cit~plasllla' de~púéS'd~ ~é~~er. ~e~iduos de 

aminoácido en el.~t~~~J;'~-~f~fn{~á(,, '.; '):, 'e ··· ... · •· · • · ··'·'• · · 

Debido'aiá;~1iii''an;;iciáci qJe tie;;en ,1is.Bf:>·~spo~ el O;; se ha 'pro~l.l~tci~~u~ ~·tas proteína~ 
-:. ,-~\-~ -';~'"-,'•,· :..._,~:2~,·. '•"' ·.;•','.'.(/'·, 

desempeñaron unj.)ap~l,importante;.eri 1 la',adaptación .de los organismos a la atmósfera oxidante 
-- - -- ;:__ •• • ~-· .. ,-,-. • ·,.~,e!-,--...-._~- • - ~' ·-.. --.-.,-- ',';"--, .,, .. , • - • , • • ·. -. - •' • ·., • 

durante el a'dve'ni~le~[(,cí'kiif'';¿,tJ~¡~;'.ts¡~'¡'~;qG~~~4~~ción p~imigenia fue secuestrar el 0 2 o transferir 
-~ ... ' ,.-.,;::":.-~'-- )~~\):>,_,-y~:~;_-;.,~-.-; ',~:;:,_··. :~< 

electrones (ArredC>rició:Pete~' et'aL':'.' J 99Si Suzuki e lmai. 1998). Se ha reportado que las Hbs de 
•;v ·::C-" •,-,:;'.\'·: 'j:~~.:-~- *.::· .~,.·,· '._•:0,(-.. .,7:_,-. ·5.--:C..i•" 

diferentes organis~C>;i'presentiin 1 actividad~ peroxidasa y dioxigenasa (Arredondo-Peter et al.. 1998; 

Gardner et ,a;7.~;I ~gs'f}¿yicp()~'ell; ;~~~:~;~~~Jlas Hbns funcionaban en los organelos al controlar Jos 
.... --. ·',, '"- .. ,; .. ·-

niveles d~ o;y1 ~R() (coí;no\~1,~2h2:',N~'/e2·.que se producen en la fotosíntesis y la fosforilación 
- .. _.... -;-., ---~·¡,·.: -, .. , . ''·1' 

oxidativa) dLÍrañte la c~l°,0ización deJ "'l}(!¡c):terrestre por las plantas (Das et al.. 1999; Neill et al., 

2002). Sin eÍnbargo •. durante Ja evolución las Hbns de.los organelos pudieron ser reemplazadas por las 

Hbns citoplásmicas; las cuales se especializaron en realizar funciones variadas en Jos tejidos de 
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Gin 11 

Ala 10 
Ala 12 

Gli 7 
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Tre 8 Gli 7 

Gin 11 

' ., ;;/'\ 
1 • ·." \ .. · 

Ala 12 
Gin 9 Val6 

Figura 6 Modelamiento in silico de la pre-hélice A de CerHb. En el recuadro se muestra la vista frontal del esqueleto 

carbonado de la hélice que forman los aminoác!do~ 6 a 1 2. A la derecha se muestra la vista lateral de la misma hélice con la 

estructura de cada residuo de aminoácido. En ·col~r- morad'?·Y magenta se muestra el modelo de listón predicho para esta 

región. Los colores de los aminoácid~s in.~ican .sú .naturaleza .. qÚÍ~ica: los aminoácidos no polares se muestran en amarillo. y 

los aminoácidos polares en verde. La caracterizac:ión de 1-'.I pre-hélice A de CerHb se realizó mediante el uso del programa 

SwissPdbViewer (http://www.expasy.ch/spdbv/) 
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la planta y en respuesta a cambios metabólicos y del medio ambiente. 

CONCLUSIONES 

El análisis de la expresión y síntesis de las Hbns que se llevó ª. cabo en esta tesis aportó 
'"" .. . .:·· '".: ·.-.--' _: ~- . -- - - ;.. .. . -,. ,_·_ . . - '. - - .· ·,:- . .: _- -:· 

inf o rmació.n que es útiÍ pa~a entender las posibles funciones ele. este grupo"de proteínas e,:;;1a célula 

vegetal. Desde el punt~ de vista ni~lecular,s~ mostró I~ ex;st~,:;~ia,de inaia~ma:~'~ ge~~ hbns en el 

genoma del arrc)z; la cual está .for111a_da¡)orlas c_opias.'If?nl;l~a f;E,.¡)á,regió,n)'..rio.a;ril.Ja de,los_genés 
- -.-:-F·.·'' .. '---;·'.·'-~.c:1~ .. \,-~oc'_• .. º;_·.:-_,, . .-·)·--. ;.---.--,.,.--._,,-,~·:,_..~_·.·-:. -->,,.-.:-:_:.:··-':·:·",'_.-e,'-'.•".\.··,'>··--··,·,.,-'>-·~-'._.·;,·,·.'.; .. ···• ·. 

hbns• del ·,arroz/se·.de't~~t'a~~n>~~cue;,~icis.;qu~ ~i~r:i.~ri '·ún1ilitÚd: .;c;n/105' i:i'~oi'.r~6t6;e~:de.'~'í~os genes 

vegetales y 'ge~~ '1Íi el~ clif~r~r11~' 6r~á,:;Js~o~O~si ~o.'r.c; cájas.::6n~en~6 que ~e'sponcÍe~ ·',/í~s h..;r~onas 
,-. : .'·. - - - -~ ~ - . , ¡:.; :r~·- -· ::1 •; ':>.- • • • ·:-- • , ·'" ,, 

vegetales y qÜe. pahici~a~'e;,<ía. defen~a d~. la' plaHt.i'~o;,tra'•.lo.s'p~tÓge~o~ {dpÍtulÓ·, lub; RÓs~ EHJ. 
'·'·- . '< ~, "·' 

2002 op. cit.):··. E~t~~c~;;;Ültad6; ~Ugi~~~~ que 165' g~~~s!J1biis ·.del ~~rOz s~ ;;güiCIX'.cj¡f~rei;ciaÍ,:;,ente en 

los órganos_d.?1il ;~¡~~t:f t~icC>~~'''o~urré•.~o;,· 1ót~eX:?~t~s;~~ Á. • ch~~iana 't'rre~a~~is O:!iái.. i 997: 

Hunt et al .• ' io61).EI ~li~eClrnie~to',cÍ~if1~~~e~Cia~e 'arnino~cfdo~;~~·i~s Hbns ~:; a;rdz ;ndicClque la 

similitud. enfr~·~;é:has' ~roteí~~~·~~- n1J~~~clt~: ;~·¡dentidaél m~xima ~~i;t~ :..;·~;~~ ~b 1 i y Hb2 (93~). en 

tanto qu.; l~··¡d~~fo¡;cÍ ~~riJ;•:c;itrie~·~n~;~; t:fk1 .••~_.Hb~"c'j9j;i%).i(J:;~~;t~¡Q~~ri:~,:;t~:y~-In~;;án que 
'"j;,'.... ~;;; ::,':o···· . ·'>. '<:···: . .;:: .. ·; 

Hb 1 y Hb2 tienen, una áfÍriídad 'e)(tl'emaélal11enté alta po~ ~I o;.1a •\::úal se'del:Íe a ~que)a constante de 
~::::.·-.~~_::~< .. :/e;:·-:~.;~-·'.:~~~';:;~:;·~:.:.~; i ~-·.:.~~\~~ce~-'~ • :_;__:_,,·,. --o-:-,~;_:o "'~:;~~~·-~::./.:;.;- -.é-':>-: .,,_-c._'.'.~~;:~·;'-.-...~,+'-:··.' >t:"::-. 

disociación (k~). es muy baja >(Afredo¡:;do-Peter (;t ~I:, 1997.á¡ Ross EHJ;: 2002::op?cit:) ·. Ó;bido a esta 
:- ·-·: -. ---.:::- ~: :,_·_ '»·-~-· .: :'{·:,!·:. ·;-:::,·:::-. .. '.-,~:::_.- ', __ :~:-:'.:. ~.;~·-.;·-: - ;-__ : ,:_; _ ; -· •. _ .. ,: : ··'i;: :, <::: "·."---:: ... ,:'.'::Ci' ~)·:~.: .--.·...-:->·.~-,:,.::-:··-~·:.· · ·_<.-,· · -·; '. ··:;.:·:·-~-·-·,,·\o-·., · 

característica .es 'po~c) pr~b~bl~\.qi.Je' las•; Hbn~ f~n;:ione,:; ••. en. ,los. Ó~gano~ d.e/1aC planta como 
:: ~ -•/ ' 

transportadores o se¡:..sores de'O~:;(Arredondo~Peter,ettai;, 1 g9S:Hil{ 1998). Si,:; embargo .. las 

diferencias que. é:is~=~ ;,.; ~{~.:;~i~li~~t·o ;~e~l~s ~ulii~~~·d'ei~. c~//.~ec~mbinante cuando sintetizan a 
.·.'. •. ,"; e :. "-, ·,·: 

Hb 1 o Hb2 del arroz, sugieren que Hb 1 actúa in- vivo i:omo ~n t~nsportador de 0 2 , en tanto que Hb2 
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actúa corno un secuestrador de O, (Álvarez-Salgado E. y Arredondo-Perer R., .comunicación personal). 

Estos datos rarnbién sugieren que la afinidad de algunas Hbns por el O,-(Hb I~ effesie~casÓcpá;.ti;;ular) 
.c-.o:-0 ------- -- ----o=--,--=-- -- - - • • . _ .• -

se modifica in_i:-ivo: Se hapropuesto que las consta-ntes cinética!i c:lt?-,a~_-Hbris se podrían modificar 
--.;" . · ... •o:•."•-·-· -.F_ '·-· ,· • 

mediante la intera<:~ión c;n otras moléculas, corno re;;Ultado d~ Gn'cámbio ·t?~ iá estru<:íura terciaria de 
--• .. ;~·';·":··~·-,-'-~-- ,.-~-··'~-,,e·--

:::::~::~e:::;i1~;:t:O:::·:::~:r;~ ·:~~···::J18~it1(!1~J~:i~~tr~::~i:ititJt?~;l:::~:~:º0n:~~je~:: 
está prese~~e-~n :l~s ~~r~~~os sol~bles. d/i~ihoi~~ /·a0~~¿5::~~~¡~·~,t~,,~I •.¡~~·,¡~;~;~:¡, ~;/);~-~~ ;d~~iificó 
una cavidad quese .. tor~:;·e~ii-élos:ex[~O,"~~:~~y éi~r~iria(~:~~··,.-.·(FÍgura 3)ien·~:rÍde se plleden 

;:::::::~~~t~~~~~~j~f t~~t!~~~;1§~~~~~~~t1~:;.:::;~:: 
El análisis del~·~eie<:(:¡~~·~:~~s':~~~i·e~;•;¿,s.ór;~nos del arroz mo~tró'que.esta~ proteínas se 

.. ;:e ':',¡.: ·.·,, O .- :·,\.,, ",, 

localizan e~ lo~·~;~~ilb~~,iit>',:j~~~;:¡:;~~,,.~g~;~~ivC>~ cuando las plantas crecen en condiciones normales 

(Capituló llla).·Además-,)a_loéaliiaciónde las Hbns por microscopia confocaf, y el análisis de expresión 
, . . - -::--_ .• ~ .• ·;_-i.':'-,' ~- • e ;_ ·:_;;· 

del gen hb2 mostraron'(iuejá§ Hb'ns se expresan durante la diferenciación de los tejidos a lo largo del 

desarrollo de 1:~~~~tz.i¡~'~;~~en~o a tejidos como el escutelo y la aleurona de la semilla. la cofia de la 

raíz. el tejido .v~s~u'iár dt! la raíz.".hoias y tlores, así como en la zona de abscición de las tlores (Ross et 

al., 2001; ·.ioc:b.''-.5p.':'cit) .. Es~os resultados sugieren que las Hbns realizan funciones que son 

importantes"·dui~~te_'er~esar~ollo de la planta. Además, las Hbns del arroz, al igual que fas Hbns de 
;._;:.-

otras especies; tál.:como la: cebada. y A. thaliana, responden posilivamente a condiciones de esrrés, 

como la hipoxia·~·e/~~;¡s me:abólic~ (Taylor et al.. 1994; Trevaskis et al.. 1997; Sowa et al., 1998; 

Capitulo llla). Estos reiultados sugieren que fas Hbns participan en la respuesta de la planta a ciertas 
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condiciones de estrés. particularmente al estrés energético. 

La exi_s~e.nci¡i _cje,_familias_,de, genés)1bns_en_el _arroz (Capítulo lllb), maíz (Sáenz Rivera J. op. 

cit.), A. tl1aliana (Trevaskis et al .. l 997-) Y la 'soya (Andersson et al., 1996) resÚIÍa d~ gran interés, 

debido a que se ha--d~ITl;s'tr~~o que los ge~~ Í16~i s:,~x.~r¡~~~' difer~~dalme~te en ;cis' tejidos de la 

planta _(R~ss,EJH. ;i:00•2~-op.ccii,: Hunt'et al .• ?~ _IX,Fig'u'ráS).:10 ~u~p~d~ía d~r ÍLJg~.ra iá _síntesis de 

Hbns con ~;f~~:~t~·~;~~:~.;~~'.;:;:~~~;~~[¡~::?~~:~~:;~~~: •. ~~ -~odrf~~: si~!~~¡~~~ díf~~~~t~ Hbns en los 

tejidos' vegetales colT1o r;;pllestá a diven;as'céíndicici'ríes-fisfolÓgica's du.'ante el de~a~~olio de la planta. y 
~· • e· • ·._:~:.:·.-:_,.:,::-..,;f'~:·.~·-s·~--Y:·:·,.:·::~0;:::· •• :· ./,_,_:_·- __ ···~<-.:-::~':-_;.: . .-,;~_-.,·c:,'.>:>··:'>':>.:·:~·:·:-.:.-· . .:._·.·-·j,'~-~ .:.·:,· - _.:-_"':· -. · : :' .':: .. ..;_··. ,i~.~-,·-· ___ -_.· --

en respuesta a l~s'coridicion~s d~-:estr~'biÓÚc=o·~-\~ióti~6\g,;-·~t~s,ci~cLJn~t~rícias~ la~ H~~s --::~getales 

podrían- Uev~r a,cábJ'.\unci¿~~q~?son ~-l~:in,~s; "!l ._,t~~n~po,rt_ed,el O,>como, ~S· pr~~e.núir actividad 
.";;·,' -' '. : ,! <·:.- _. ,; ' - e•,~.> ;•;. ;'¡ t •,-. 

pseudoenzim•Úica al'• metab_ollzar. el'H~o;. y• NO, •transferir'elect~ones:o·· funci();,á~/como'oxidasas 
: .. '.' - .. -:.:>.· - ·:: ' -- ~ .. , ·-:.;.~':;~; -;--J·:· ·~. ;" ·.. ~4(:.-.. . ·.:';': --~·.'~'.;:, < . -•' ' ...... ;; :;:·". ;.,_;}·:.,;: . .. - :- - -· - .. '.'. .. e • "!:'.' '·; J,_ .. • - .. _,"' - .. ·:.,' . 

terminales (WÍ1tenbergy0.Witrenbérg:.199o:<Arredondo:Peter' et' al;;yl 998; _Gardner;ét>a1.; '1998).· 

Esta va~iedádde f~~~?·~~.~lic.~~ia~'.;e~il~r'~~·~ife¡e~~es ni~~;l~.;o~~jenlplo, d~deiit r~gúl~ción de 

la expresión ~~ 16s'g~;,~/¡,~~~;;~~~,•Ji1~:rnti~r~~d~·1<l'd~;~,• ~6rrio las hormonas vegetales. hasta la 
- . ;,'.;'f,: _·:,.':,-::: \:). K¡.'. , • ·. ,,,· •. ,,~,..;· 

modulación' de las co11stantés cinética¿, n1édiante la interacción de las Hbns con otras moléculás~ --
. -. --~ ·;_~: ·(" .·' ,:::·~,::. 2 

Ccin base en los:re5ultados de esta tesis, y la información que se tiene acerca de las propiedades 
.-.-./2-:-- ---~:""~':·,-" -

de las Hbns, en la•·figura '7 ·se presenta un modelo general que ilustra las posibles funciones de las Hbns 

en la plánt~.:t:~ii'~ ;nita l. de este modelo se propone que la interacción d~ las J-f~~s' con alguna 
:~:- ~:. - _-

molécula orgánica o un dominio proteínico (que se representa como laimolécula X) podría inducir un 
-, '.:·.·· .·.:' =·<:.\,::~ .':·.::·.", ,"- " 

cambio co.nformacional en la estructura de las Hbns, lo que resultaría ,ei;i ia ,disminución de la afinidad 

de la Hbns porel O~-; como consecuencia. esta situación permitiría q;_.e las, Hbns funcionaran como 

transportadores'o ~en~ores de 0 1 • De este modo. las Hbns podrían contribuir a mantener el nivel 

energético cuando la célula tiene un metabolismo elevado, como en las células que forman a los tejidos 
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'" Figura 7. Modelo que ilustra las posibles funcion<'S de las Hbns en las plantas. La explicación de las vías propuestas se describe en el texto . 



en diferenciación, al transportar el 0 2 hasta las mitocondrias para la síntesis de A TP. Por otro lado. las 

Hbns podrían íuncionar,en el sistema de réguláción del metabolismo-aerobio/aniú!fobio ál-detecú3r los 

La sobreexpresión de lo'sgefles Í1bns}n las pla_ntasqu'ese'sorrietén a estr~por. hipóxiá o estrés 
,_.:_,_ ·- :;~ ::_' .. --· , ~:.._-o.-~ -'- .· '"> =.e- . -, -.. -.. e_- _,, e·-:., , , -··'< -, ., · ,·. . -,. . ·- , .. -_. · . . . . . ·-

·' '""!:~·>.·· :~'.:·· -: 

metabólico_ res•ufr~:d~_-,ill_~~~~-~e~f~;;;~;'.#~éf~:({?;?~l~f ()f~ f~s:Íof~gi~~:;.~.~~ ·~e~~;:h ~si~~- lij)OS de -~trés 
en la célula SOfl· opuéstas: Esci~éir/ éfl< los tejidos que se~someíefl á.'tiipoxía 'se genera'.un. ambiente 

'_, ..•.. -" ·' .. ·. ·-· .. ,_,,- .... ,. ,.- .. ..'.·· ... ;, ', - ···.·. ' - ... - ..•. \'·~-- -· ··.· -.r. '· ...• , .. ~- :: . . - ,, ·. : . ,- . - ,,·\·, .. ' . ., . 

reductor debído.i la_ adclifisafió'~ d~I ~;;di~~~ I~ a;;~T~lacÍÓn de. NAoi-1 • (~i~~;•'1 -~·~.1;~~-- E_ll 'éambio. en 

ras planr~~ • .:;~q~é~f¡~-.l~~~~~-~ieri,~f'~-~b:ífr~e}¡;xi~-~~W.~fa~id~-~~-f~;.;~~°:~~i~~ié;n· cié r'JÁc,:>f:' 'ª•-_cu~r 
resulta _de .• lá ause~da d~ la acti~idá~ fotosi5tética."'E~ ~st¿_crntextÓ., a.sHbns• podríanjug<Jr uij papel 

dual en 1~ regula~;ón:~.:, h~.~~~~i~1-i~%~·~,-~~i~g-e1:~~~~~;: ~~S~ ~;~~l~ ,~·~-~~~'.~• -~ª~·· ~~nten~r 
la glucófisis (Hilf. 1998); ~·ar reduci~'al~fl,JAO~ ~ NAÓH 'éri la~ h¡;ja'.i C:áqlJééticaspar~ generar el poder 

:::::~:":·.7.Jii~~t~~:~:~flf~~~f!~[:t~i~~;~~~{~ff5ÍE:::·:: 
proteína: Bajo ~()-~dicione:;; de hipoxía la existencia· de1~k·tb~~ ·e;.¡ :,~'-;oi;ü~"i=e•~~per'ffi'iti~Ía'la C>xida~ión 
del NADH~p~r~ ~;~,~~ar al NAO+ y Hbns>+ (fa cua; p;u~~~~~~y~~I~i~~~·/~·:d~~,~~;~'~:Hb~~,:d,).Por 
otro ladÓ. en los tejidos caquécticos fa existencia de las:Hb~~-e;,:1~.'fonl1a F~J~ í:>errnith-íá'la r'educ~ión 

del NAO•; . para·.· dar fugar a NAOH y hbns,. (la c~;f~~f~~~~··t ;,~~.;~~'~;c:c;·~~ .~ctívidades 
pseudoenzi!11átícas; como la actividad peroxídasa): la consec~~;,~ía ge,neral de la ~á'C:iividad dé, las Hbns 

en es ras cdndíciones se traduce en la regulación de divé~sas ~ví~s-~l1etabÓli~a~ meciiant~ ~1 control del 
' ', '.: '~-<. ·,, 

potencial redox; es decir. la proporción de NAO+ a NADH; en. 11.' :~éruia' v~get~L 
• -_ .· ' '· _-_. ' - - ---- .- . -.,.·: ·-O,·. 

Diversas evidencias han mostrado que las Hb~~ ~e; l~~~fi;a~ en l~s tejidos que llevan a cabo el 

proceso de diferenciación celular, tal como la aleurona .de fa semilla. la cofia de la raíz. el tejido 
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vascular. las zonas de abscición y los tejidos que sufrieron daño mecánico, así corno en respuesta a la 

presencia ele .tiorrnonas \/egetales_(H.unt _et al., 200 1 ; • Ross EJH, • 2002 .. op. cit),-· Es· probable"que · Jas 
. - . 

Hbns funcionen al rna;,te;,er el ;,¡~~I energético en dichos- tejidos, mediante 
0 

los mecanismos quese 

describieron en la ..•. r~;a l 1e I~ . figura .• 7_~~¡~ embargo, es. inte~esa;t~. ha~~rnot~:~~~~ la_"~CP es el 

destino de.la rna~oria·de.est.ost~ji~os!~L~;MCP. se regula por. los-niveÍ~d~-~ci~,;;~llasy_~~E~O::yse ha 

sugerido q~el:s•• i1s ~;~~~~~/i·~~;~~ ~~·t_i:idades pseudoenzirnática~. -;-~~¡·~~l-pi~iP,aJ-~n ~I: rnétabolisrno 

de las ERO, i,;~JÍ.Jyend.; ;ci'r H~o; 'y NO cWittenberg y Wittenbergr (99é{ Gardrler•et al;; .·-1 998). Por 
o·;·-., '"" .-·-• .'>:•-'o··.·1•• - - ,. _-_, • • -:;·;-

esta razón. en ia ¡.¿¡á 3 ~e 1á figÍJ',:a··1se propone que Ías Hb,;s P~·dri~n ;al1ci~Ípa7erl é1 proceso de 

diferendación celular al regular el metabolismo de las ERO. 

En resumen. actualmente existen evidencias de que las Hbns son capaces de realiza·r_ diversas 

funciones que son alternativas al transporte de O,. Probablemente, estas funciones se llevan•a éábo de 

manera simultánea en diferentes tejidos de la planta, y en respuesta a diversos estímulos fisiológicos .. La 

comprensión detallada de la regulación de la expresión de los genes hbns, así como el avance en el 

estudio de las posibles interacciones de las Hbns con otras moléculas. permitirán definir el papel que 

desempeñan las Hbns en la regulación del metabolismo celular y su función en las plantas. 

TESIS CON 
FALLA D~~ C ; ___ :}EN 

--------····---·-·--- 74 



REFERENCIAS 

Andersson CR. Jensen EO. Uewellyn DJ. Dennis. ES. .Peacock. W J ( 1 996) A new hemoglobin gene 

from soybean: a role forhemoglobin iri all plants, Proc Natl Acad Sci USA 93: 5682-5687. 

Appleby CA.· .. BoguszV.,:Dennis·.Es.~. Peacock;.WJ.·( 1988) A• i-C>le··fo¡; hemoglobin in·•an. plant. roots? ·,". ·.:-. -

Plant C;UE~ti~on 11{3~9}367~'· ' . , 
-·-- ;·~·"' ';,;-. ···--·"···-··~~::~:,.-. ~"''·'''··'""'.'.- .. -·-·,.;-

Appleby ·CA; Tjepkerna)ci; ,; Tí-inick; Mi;L':9S3) J:Í-;rii_~.~lobi~ in .ª"·~~.~·~~ii,+;í~oús' plarit •. Parasponia: 

. possib.re .. geneilc .. ·~;i~ihalld-.;~~ctioni~···~·itrogen fix.at.ion .•. ,.Science· 2.20:. 9.51:9 5 3 · 

Aréchaga-Oca~p~ E. :~S~~~z-~~·Sl~ }~;?~~'.~t~ci:1ik"¡j~~~:~d·.t'Á~~2o~~~)~te:r~ R '{ioo 1) cfoning and 
. ···~-,>! ,)::' ~~~;·~:~-~·-•; ... , .. , :?. 3:~-~i-,f<, ·~·· .. i'~;'. -~'.º:(:_;;·;:~,::·:::.·<o'' ·i,'~·->'·.·,~·o'r"' ':;'"•.:; 1._:,o; •, , .. :-

expreSSÍOn.···analysiS·.·c,f; hemog~'obin'. ge~~,f ~om.maize'• ?z~~-'::ia~;ssp; mays)'• and teosint.e (Zea 

mays ssp'. ¡,;,",;;g/umi~~~.:·¡J~~¡:·~¡C:;~~~:~J~~;~~~J·~~frúc~:~~~~CC15':22:·· .. ·1.iJ: .· 
¡ • •, ', ' • ,_ • - cC' .'' ry ~ ' •' "' • '_ • •" •• '" •: ,, ' ' • ' • •_'- - • ; • , 

Arredond~-Peter R •. H~rgrove MS. Sarath G. Moran JF. Lohrman J. Olson JS. Kl~~~s ;RV ( 1997 a) 

Rice hemoglobins: gene doning. analysis and oxygen-binding kinetics of a recombinarit pi-otein 

synthesized in Escherichia coli. Plant Physiol 1 15: 1259-1266 

Arredondo-Peter R. Moran JF. Sarath G. Luan P. Klucas RV ( l 997b) Molecular cloning of the cowpea 

( Vigna unguiculata) leghemoglobin 11 geneand expression of its cDNA in Escherichia coli. 

purufucation and characteñzation of the recombinant protein. Plant Physiol. 1 14: 493-500. 

Arredondo-Peter R. Hargrove MS. Moran JF. Sarath G. Klucas RV ( 1998) Plant Hemoglobins. Plant 

Physiol 1 1 S: 1 12 1-1 1 26. 

Arrcdondo-Peter R. Ramirez M, Saralh G. Klucas RV (2000) Sequence analysis of an ancient 

hernoglobin cDNA isolated from the moss Physcomitrella patens (Accession No. AF2 I 8049). 

Plant Physiol 122: 1457. 

75 



Beligni MV, Lamattina L (2000) Nitric oxide stimulates seed germination and de-etiolation. and inhibits 

. _ elongatiC>n• !,11r:,e(? lig'1t-induciblt?_resp5>11se.s il1~ planl!i- J>lanta 21_0: 21_5~2 2 _ I . •. 

Beligni MV, LamattÍroa L(2001) Nitric o~ide inplá~ts: the hist;;,'ry i~ just beginnig.· Plant Cell Environm 

i4;;-.2·-~'j:·~~'4-s.-<--.·. ;:-Y-

Bethke Pc. ·-• Lon~~~.~ ~~. Fath ·A. Jones RL• ~ l~~~l Hormonally"regula~:d ~rog~ainmed C:ell -death in 
,, _: : ___ :..:_,., - -:,,o;_ -:;~ ;::,-., ,-. . --- ··1" --.,_~--' 

barÍ~y ~.~~rene cells. Plant Cell 1 1 : 1 ~3tXº'l} ~! / . '.;' >~/\ \ ;. 
Bogusz D. Appld,y CA, landsmann J, . O~~~¡~ ES;: '.i.T~i~l~kii\J.' ; P~~~ci~~'.WJ (I:~~ ~) Flínctioning 

haemoglobin genes in a non-nod~i;1/~~XJ1~~i_~ N~~¿:re 3 3 I~ 1 7 8~ 1 ~~ _: > · , • 
.. , .·· 

Bogusz D, llewellyn DJ, Craig S, Dermis ES, Appleby CA, Peacock WJ { l 99S>) :,N_o.nlegume 

hemoglobin genes retain organ-specific expression in heterologous transgenic plants. Plant Cell 

2: 633-641 

Couture M, Chamberland H. St-Pierre B. lafontaine J. Guertin M { 1994) Nuclear genes encoding 

chloroplast hemoglobins in the unicellular green alga Chlamydomonas eugametos. Mol Gen 

Genet 243: 1 85-197 

Das TK. lee HC, Duff SMG, Hill RD, Peisach J. Rousseau Dl, Wittenberg BA, Wittenbeerg JB 

( 1999) The heme environment in barley hemoglobin. J Bici Chem 27 4: 4207-4212. 

Davies MJ, Mathieu C, Puppo A ( 1 999) leghemoglobin: properties and reactions. Adv lnorg Chem 

46: 495-542. 

Delledonne M, Xia Y. Dixon RA, Lamb C { 1998) Nitric oxide functions as a signal in plant disease 

resistance. Nature 394: 585-588. 

Delledonne M, Zeier J. Marocco A. lamb C (2001) Signal interactions between nitric oxide and 

reactive oxygen intermediates in the plant hypersensitive disease resistance response. Proc 

TESIS C~ ~·T 76 

FALLA rn~ e -'.}EN 



Natl Acad Sci USA 98: 13454-13459 

Drew MC ( 1997) Oxygen deficiency, and __ rO()_t 111etabo_li_s111_: injury and acclimation under hypoxia and 
-=-=-=----~=--------- =--:-'="-'"-'------------------ -- .. 

anoxia. Annú Rev Plallt Physiol PÍant Mol Biol .48: 223-250.-

Duff SMG, wiu~llt;>ergJ(J> Hill RD Cl 997)E)(~~~~ion;'~l.l;;ficatioll and properties o( recombinant 
'; '-~-<:.:.~~ -~ .. ,-"'" 

barley (HÓ~d~~;,:,.~p~) he,:ri()gí()bin~Optical spect~a'and_r'eáéticills'with gaseous IÍgands. J Biol 

Chem21:ú1~j~6:,~·;~;·_}::·.~·':':"t;:· ... - - - ·- -- -. 

Dumer J, Gow ,AJ. s~:ml~r .JS; '~la~i~~:;;k .Í 'e 1 ~'g9) Ag~¡~~~· e>rigins of nitric oxide signaling in 
,.,., '-<~.[~-~"'~·' ,-.. >~ .· - ., ;O::'"" ~~ t:·: : : · .. :~:· 

biological systems. Proc NatlAcad Séi,,US¡\_96:14206~ 14207. /' Si ~E ; .· 
-. " ~-'~·- ,'-·-' ,_, " ,:;.·:5~:-. , .. · . •.-.·.,'-- ·; :.;: h 

Durner J, Klessig DF ( 1999) Nitric oxide asasignal in plant:s. Curr'Op;~PlantBiol 2: .369-374. 

Durner J. Wendehenne D. Klessig DF ( ! 99,S)_~efen~ ge~~¡~;~étion ¡f1 fob.:;cco by llitric oxide. cyclic 
,._ ,--~--.:-- -·:-¿·h;,\ ;'(:,f;~f:.~>,·" . ~-.:·,.--- -

GMP. and cyclic ADP-ribose; Pió~ Natl Acad Sci USA95:_ 10328-10333, 
~- __ ._: :.- ;--. -~--:·:-~:-"'·~-:<.::.-·-'-,,~~i(/2~-- ·,·:;:-~· _·¡. ~-.,,-/-:f. '··,· .-, ... ·_·;-.,·:--:.·>.·--.. 

Fath A. Bethke P. Beligni V. Jon~ R (2002) Acti~~ ()~E:'~n ~nd iell de~th in c~realaleurone cells. J 

Exp Bot 53: 1273-1282. 

García-Mata C. Lamattina L (.2002) Nitric oxide and abscisic acid cross talk- in guard cells. Plant 

Physiol 128.: 790-792. 

Gardner P.R; Gardner AM, Martín LA. Salzman AL ( 1998) Nitric oxide dioxygenase: An enzymic 

fun_ctionfor flavohemoglobin. Proc Natl Acad Sci USA 95: 10378-10383. 

Goodchild 'DJ, Miller C ( 1997) lmmunogold localisation of hemoglobin in Casuarina root nocf'~les; 

P~otoplasma 198: 130-1 34 

Hargrove M,, Brucker EA. Stec B. Sarath G, Arredondo-Peter R. Klucas RV, Olson JS, PhilipsJr. GN 

(.2000) Crystal structure of a non-symbiotic hemoglobin. Structure S: 1005-1O14. 

Hendriks T, Scheer l. Quillet MC, Randoux B, Delbreil B. Vasseur J. Hilbert JL ( 1998) A 

1 iCSIS \..· -
l FALr r· DR r ; · r~!i'u 1 
\ .u.,¡-l, - ........ \,.,. ..... ¡.,;.,¡!!_¡ 

77 



nonsymbiotic hemoglobin gene is expressed during somatic embryogenesis in Cichorium. 

Biochim Biophys Acta 1 4 4 3: 1 9 3-19 2· º •. 

Hill RD ( 1998) What are hemoglobins doing irÍplant5?. Can J Mícr()bíol 76: 707-7 12. 

Holmberg N. Lilius G. Bailey JE, Bulo~ L:(1997) Transge_ni~ tobacco expressing Vitreoscil/a 

hemoglobin exhibits enhanced growth and altered .~etabolite production. Nature 1 5: 244· 
··:.·'._._;,' 

247. 

Hunt PW, Watts RA, Trevaskis B,'~.·uew~fyn•DJJ.Burnell J, 
, . ¡ .. . ''. ·-~·; 'i~· ... :'~ ' 

Dennis ES, Peacock WJ (2001) 

Expression and evolution· of fúi1cti()ilally distin2t haefuoglobin genes in plants. Plant Mol Biol 

47: 677-692. 

Kallio WT,. Ki~:D~-:~r,:;i ;~. B~iley JE ( 1994) lntra~~ll~-,~~ e~pression of Vitreosci/la hemogl()bin alters 

Esche;ich;~ 'C~Jienergy metabolism under oxygen-l·i~iiéd conditions. Eur J Biochem 2 19: 201-

208>···· 

Keegsi:ra K ( '· 989) Transport and routing of proteins into chloroplasts. Cell 56: 24 7-253. 

Koshla C, Bailey JE ( 1988) Heterologous expression of a bacteria( haemoglobin improves the growth 

properties of recombinant Escherichia co/i. Nature 331: 633-635. 

Neill SJ, Desikan R, Clarke /\, Hurst RD, Hancock JT (2002) Hydrogen peroxide and nitric oxide as 

signalling molecules in plants. J Exp Bot 53: 1 2 3 7 -1 24 7. 

Nie X. Hill RD (1997) Mitochondrial respiration and hemoglobin gene expression in barley aleurone 

tissue. Plant Physiol 1 14: 835-840. 

Ross EJH, Shearman L, Mathiesen M. Zhou J, /\rredondo-Peter R. Saralh G, Klucas RV (2001) Non-

symbiolic hemoglobins are synthesized during germinalion and in differenlialing cell types. 

Protoplasma 21 8: 125-133. 

\ TESlS CON \ 
l F ALL.s\ DE OHIGEN \ 78 



Sanger F. Nicklen S, Coulson AR ( 197 7) DNA sequencing with chain-terrninating inhibitors. Proc Nntl 

Acad Sci USA 74: 5463-5467 
= - - - --- --=. -- - -- ---- · - . . - -

Sowa AW. Dúff SMG; Guy PA, Hill RO (l 998)Al~erirÍg hemoglobin lev~ls changes ene~gy status in 

. maiz~;cellsunderhypoxia. ProcNatlAcadS~iUSA9S: fo31:J:103:21'. · 

Sowa AW, · Gúy PA, Sowa S. Hill RD ( 1 999) Nonsy~~i~tichemo:~lo~i~s injiants'.~~Acta Bioc~im Poi 
:--o -~~:·.::~.:::·-~-'.~~/~· _; ,,. _ .. - _., .:.-:_ .• ;:(;~::··-.::::~--:·· -;:~·:.::·-· .---- -,-

Dessaux Y, PetitA;· ~ legocki-AB'. (~000) LJpi~¿\ Í~ghemoglobin 1: 
h;·-· :· 

46: 43 1-445. 

Strozycki · PM, Karlowski WM, 

expression in transgenic Lotus and toba eco tissues~. MolGenGenet 263~- I 73~ 1 s2:/ 
' • • •' ' e •' : .. >_.·.:- -.~-- ;_ ;." ., •.;"(·:.? •- ~ • 

Suzuki T, .. lmai~ ( 1998) Evolution of myoglobin. CMLS Cell Mol life Sci.54: 9l9-l ~~; ·. 

Taylor ER,: Nil?.xz; MacGregor AW, Hill RD ( 1994) A cereal haemoglobin gene is ~pressed in seed 

arÍ~)~b(tissues under anaerobic conditions. Plant Mol Biol 24: 853-862 

Trevaskis B, '\jVaUs RA, Andersson SR, Uewellyn DJ, Hargrove MS, Olson JS, Dennis ES, Peacock 

WJ · ( 1997').Two hemoglobin genes in Arabidopsis thaliana : the evolutionary origins of 

1€!ghe111ogÍobÍns. Proc Natl Acad Sci USA 94: 12230-12234 

Watts RA; HÜntPW; Hvitved AN, HargroveMS, Peacock WJ, Dennis ES (2001) A hemoglobin from 

planJ
0

~emologous to truncated hemoglobins of microorganisms. Proc Natl Acad Sci USA 98: 

10119-10124. 

Weber R, Vi~~g~do~: SN (2001) Nonvertebrate hemoglobins: functions and molecular adaptations. 

Physlol Rev ef 1: 5G.9~628. 

WittenbergJB:_Witt~~~e;~:BA:(-1:990) Mechanism of cytoplasmic hemoglobin and myoglobin function. 

Annu Rev Biophy~ Chern · 19: 2 17-241. 

·-.._-/,_TESIS :;:..;o SALJ,. 
: ,A, BIH~'.:.]í C)''" -.;: ,-

79 


	Portada
	Índice
	Resumen   Abstract
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Justificación y Objetivos
	Capítulo III. Resultados
	Capítulo IV. Discusión General y Conclusiones
	Referencias



