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Blue-Lighti Activated Histidine Kinase: a novel twaComponent sensor irBrucella spp.

G. Parid, J. Rinaldt, G. SycZ, H. Bonomt, S. Klinke!, W. Briggs, R. Bogomolni and F.
A.Goldbaur.

Leloir Institute, Bueas Aires, Carnegie Institution of Washingﬁ)and Univ. of California, Santa Crtiz

Flavin containing LOV (light, oxygen, or voltage) domains are distributed in the three kingdoms
of life (Eukarya, Archaea, and Bacteria). LOV domains function as-$igtstory modules in

plant and algal phototropins and in fungal blgit receptors. In most cases, the LOV domain is
the primary sensory module that conveys a signal to protein domains with known or putative
functions as diverse as regulation of gene expmasgiegulation of protein catabolism, and
activation of serine/threonine kinases in eukaryotes and histidine kinases in prokaryotes.
Histidine kinases, used for environmental sensing by bacteriakdwponent systems, are
involved in regulation of bacted gene expression, chemotaxis, phototaxis, and virulence. We
have discovered that the prokaryoBssicellamelitensisBrucellaabortus Erythrobacterlitoralis

and Pseudomonas syringaeontain lightactivated histidine kinases (LOMK) that bind a
flavinchromophore and undergo photochemistry indicative of cystdiayin adduct formation.
Infection of macrophages . abortuswas stimulated by light in the wild type but was limited

in photochemically inactive and null mutants of LK, indicating that thdlavin-containing
histidine kinase functions as a photoreceptor regula@ing@bortusvirulence. TheB. abortus
LOV-HK appears to function as a photoreceptor that is directly relatBdutella survival and
replication within macrophages. We are studytimg downstream signaling partners of the OV

HK photosensor. Recently, we identified a response regulator that is specifically phosphorylated
by light-activated LOVHK. Although highresolution structures are available for a number of
histidine kinase doains, it is not known how signal information is communicated from the
sensor domain to the kinase domain, and how autophosphorylation is initiated. We are also
conducting structural studies of tBeucellaLOV-HK in order to answer this question.



A novel light sensor: a photoactive carotenoid protein

A Wilson, C Boulay, M Gwizdala, C Punginelli adKirilovsky

Commi ssariat ~ | 6Energie Atomique (CEA) ,-S)hnm€dntret ut de I
National de la Recherche Scierifie (CNRS), 91191 Gif sur Yvette, France.

The watersoluble orange carotenoid protein (OCP), a cyanobacterial protein of 35kDa which binds a
single ketecarotenoid was first described and isolated by Holt and Krogman in 1981. During long time its
role wasunknown. In 2006 we demonstrated that OCP is essential in a photoprotective mechanism in
cyanobacteria. Cyanobacteria protect themselves from intense sunlight by dissipating excess Absorbed
energy as heat at the level of their extramembranal antennaphyieebilisomes. This mechanism
involves a specific decrease of the fluorescence emissidimegbhycobilisomes and a decrease of the
energy transfer from the phycobilisomes to the react@mters. The process is induced by the absorbance
of blue-green lght by the OCP which acts as fight intensity sensor and is a new member of the family

of photoactive proteins. It is the firghotoactive protein containing a carotenoid as the photoactive
chromophore and its photocycle gempletely different from thse of other photoactive proteins. The
absorbance of blugreen lightby the OCP induces structural changes in the carotenoid and the protein,
converting its dark stablerange form (OCH into a relatively unstable active red form (OCROCP

form is esential for theinduction of the photoprotective mechanism. In the absence of the formation of
the red form due tpoint mutations in the OCP or to the binding of zeaxanthin, no fluorescence quenching
is inducedby strong light. The red carotenoid form Bsential but not sufficient. Specific conformational
changes occurring in the protein seem to be critical to the events leading to energy distipationin
darkness, OCRPspontaneously reverts into the orange foimvivo, the recovery of théost fluorescence

and of the full capacity of the antenna needs the presence of a recently disqoveedd, the
Fluorescence Recovery Protein (FRP). The FRP is a 13 kDa protein, strongly attattteedhembrane,
which interacts with the active red form tife OCP.In vitro this interactiongreatly accelerates the
conversion of the red OCP form to the orange form. Thus, it was propteteBRP is involved in the
detachment of the OCRom the phycobilisome and in thestabilization of OCPIn the absencef this
protein, cyanobacteria cells remain in a low antesapcity state even after being transferred to low light
conditions. In vitro reconstitution of therotective mechanism using isolated OCP, FRP and
phycobilisomes demonstrated that these ageotily three elements needed for photoprotection. These
experiments also allowed to demonstriiat only the red OCP attachs to the phycobilisome; it remains
red all the time is bound to thghycobilisome and only one OCP per phycobilisome is sufficient t
Aquencho al | fluogpebcgnceo Bhius, OGP asmessential to decrease the energy arriving to the
reaction centers undéigh irradiance and FRP is essential to recover the full antenna capacity once the
light intensitydecreases.

Some referencedaut the subject

Wilson A, Ajlani G, Verbavatz -M, Vass |, Kerfeld C andirilovsky D (2006) A soluble carotenoid protein
involvedin phycobilisomerelated thermal energy dissipation in cyanobactelaat Cell 18, 9921007

A. Wilson, C. Punginelli, A. @ll, C. Bonetti, M. Alexandre,-W Routaboul, C. Kerfeld, R. van Grondelle, B.
Robert, JKennis,D. Kirilovsky (2008) A photoactive carotenoid protein acting as light intensity selsme. Natl.

Acad. Sci. USA105, 1207512080

W Wilson, J Kinney, P Zwar , C Punginel i, S D OOH<aribvsly , C Kerfel 2010k a u M
Structuraldeterminants underlying photoprotection in the photoactive orange carotenoid protein of cyanoBacteria.
Biol.Chem. 285, 1836418375

C Boul ay, A Wi IDKwilavsky £010) dddrdifeatien,of a protein required for recovery of full
antennacapacity in OCHelated photoprotective mechanism in cyanobact@&iac. Natl. Acad. Sci. USA107,
1162611625



Integrating light and temporal information in plants

Marcelo Yanovsky

Instituto Leloir, Buenos Aires, Argentina

The main aim of my research program is to decipher the genetic bases underlying the
mechanisms through which plants adjust their growth and development to a constantly changing
environment, which isrucial to maximize crop yield. To achieve this aim we use a comparative
functional genomic approach, combined with more classic genetic, molecular and physiological
approaches. We use Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum and Nicotiana tabacum as model
systems. Some of the questions we try to address are the followings:

¢How do plants synchronize their growth and development with the daily and seasonal changes
in their environment?

¢,How do they measure the passage of time?

¢How plants integrate respg®s to environmental cues, such as light signals, with endogenous
mechanisms controlling growth and development such as those associated with circadian and
hormonal regulatory networks?

We will present our recent data on the above topics and discusstcigeas and future
perspectives of this research field.



Regulacion del sistema de defensas en plantas por el fitocromo y fotoreceptores
Carlos L. Ballaré

IFEVA, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires

Las plantas tienen sistemas de defensa efagtivos contra el ataque de insectos fitofagos y
microorganismos patégenos. Estos sistemas estan frecuentemente basados en la acumulacion de
compuestos toxicos derivados del metabolismo secundario y su expresion esta orquestada por una
serie de hormonade defensa. El jasmonato (JA) es una oxilipina que juega un rol central
activando respuestas de defensa frente al atague de insectos masticadores y microorganismos
necrétrofos. La activacién de estas defensas impone a su vez una serie de costos ecoldgicos,
pudiendo comprometer la capacidad de crecimiento de las plantas y su habilidad competitiva
frente a plantas vecinas. Este compromi so es
defenderse). En esta presentacion discutiremos como las plantdanmauespuesta a JA y la
expresion de su sistema inmune sobre la bases de sefiales luminicas que, a través de
fotorreceptores espec?2ficos, son utilizadas p
vecinas y el riesgo de competencia.



Diseccidnde las vias fotoperiodica y de calidad de luz en la regulacion de la floracion

Sabrina Ifigo, Barbara StrasselPgblo D. Cerdan

Instituto LeloirCONICET, Buenos Aires.

Para florecer en el momento mas adecuado para la reproduccion, las plantas deben
monitorear el ambiente para predecir la llegada de la estacion favorable. La tempertura y la luz
son dos de las variables mas importantes. La luz es una fuente precisa, dado que
el alargamiento de los dias que se produce al aproximarnos a la primaverante dar

misma no depende de variables menos confiables danemperatura misma o el régimen de
lluvias. En este sentido, el largo del dia, o fotoperiodo, adquiere una dimension muy importante.
Por otro lado, la luz no so6lo provee informacién sobreaggol es el dia, sino ademés de la
presencia de plantas vecinas que compiten o pueden llegar a competir por el recurso luminoso.
Entre las diversas familias de fotorreceptores que perciben la luz, los fitocromos tienen roles
esenciales. No solo contribuyandetectar los cambios en el fotoperiodo, sino que ademas, por
sus propiedades, permiten monitorear la proporcién de luz roja lejana incidente, que aumenta en
presencia de plantas vecinas. En el caso de Arabidopsis thaliana, la floracion puede ser inducida
tanto por dias largos, como por aumentos en la proporcion de luz roja lejana. La primera es una
respuesta fotoperiddica, mientras que la segunda es una respuesta a la calidad de luz. Dos
reguladores transcripcionales, CONSTANS (CO) y PHYTOCHROME AND FLBWE

TIME 1 (PFT1) juegan roles muy importantes en la respuesta de las plantas a la calidad de luz y
al fotoperiodo. CO es el componente principal de la via fotoperiddica, se regula en forma
transcripcional y podraduccional, de forma tal que su aitad es méxima cuando los dias son
largos y es en dicho momento cuando CO induce la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT),
el cual codifica para una proteina pequefia, que cuando inducida en el floema, se mueve al
meristema apical para inducir la floracidor su parte, PFT1 corresponde a la subunidad
MED25 del complejo MEDIATOR de las plantas. Su rol en la respuesta a la calidad de luz que
acelera la floracion se ha determinado genéticamente, pero si actla en la misma via de CO, en
vias separadas, es motide controversia. En este trabajo, logramos determinar que 1) aguas
abajo" de los fitocromos B, D y E, existen al menos dos vias que inducen la floracion, las cuales
requieren de CO y PFTL1. 2) Usando fusiones inducibles pudimos determinar que PFTleactiva d
forma relativamente rapida, la expresiéon de CO y FT. 3) Que PFT1 puede activar la expresion de
FT incluso en ausencia de CO. Nuestros datos, nos permitieron concluir que PFT1 puede regular
la floracibon como un promotor de los genes de la via fotopesiogiero puede actuar por
mecanismos dependientes e independientesdeAd&mas de los resultados especificos, los
altimos resultados publicados colocan a PFT1 como un integrador de variables ambientales, 1o
cual discutiremos en el marco de nuestros refusta



Repression of shad@avoidance reactions by sunflecknduction of HY5 expression

Romina Sellaro yorge J. Casal

IFEVA, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires and Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas, 1417 Buenoseij Argentina.

The light environment provides key signals controlling the growth of the stem in plants. The
reduced fluence rate and altered spectral composition of -tightlepromote stem growth
compared to unfiltered sunlight. However, while most istsichave used seedlings exposed to
contrasting but constant light treatments, the natural light environment may exhibit strong
fluctuations. Due to gaps in the canopy, plants shaded by neighbours may experience sunflecks,
I.e. brief periods of exposure tmfiltered sunlight. Here we show that sunflecks are perceived by
phytochromes A and B and inhibit hypocotyl growthAimbidopsis thaliananainly if they occur

during the final portion of the photoperiod. By using forward and reverse genetic approaches we
found that ELONGATED HYPOCOTYL 5, LATE ELONGATED HYPOCOTYL,
PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 4 and auxin signalling are key players in this
response.



Arqguitectura genética de las respuestas de escape al sombreado
Javier F Botto

IFEVA-Facultad de Agronomi&BA-CONICET Av San Martin 4453 (1417) Ciudad Autonoma de Buenos
Aires Argentina

Individuos de una misma especie responden en un rango variable de fenotipos a las sefales
ambientales, siendo un desafio de nuestro tiempo descifrar las bases molegdné&ticds que
subyacen en la determinacion de los fenotipos en un ambiente cambiante. El objetivo de mi grupo
de investigacion es entender los mecanismos moleculares involucrados en las respuestas
adaptativas de las plantas a la luz, en particular lasiestgs de escape al sombreado (SAS)
inducidas por la disminucién en la relaciéon de luz rojoftejano (R/RL) debido a la
competencia por densidad entre plantas. En los ultimos afios, hemos podido identificar y
caracterizar nuevos elementos de la red dmlzacion asociados con las SAS mediante el
mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci) en poblaciones perpetuas de lineas recombinantes y
endocriadas originadas de la cruza de dos genotiposratedopsis thaliana(BayreuthO y
Shahdara) que provienen de aerttes naturales contrastantes. En estos estudios identificamos a
EARLY FLOWERING BELF3; AT2G25930), un componente involucrado en el reloj bioldgico

de las plantas, como un gen central asociado a las SAS. Los alelos de Shahdara contribuyen a
desacoplar laespuesta de inhibicién del crecimiento en altas relaciones de luz R/RL y muestran
un aceleramiento de los movimientos ritmicos de las hojas que se correlaciona con cambios
transcripcionales de otros genes del reloj cd®®RR7y PRR9 Por otra parte, y methte la
caracterizacion molecular y fisiolégica de un mutante d@NRA con respuestas alteradas en
ambientes sombreados, identificamos a BBX21 (AT1G75540) un factor de transcripcién del tipo
ZINC FINGER con dos dominios -Box. BBX21 pertenece a una peqaefamilia de 8
miembros con funciones opuestas y aditivas en la red de sefalizacion de las SAS. En ambientes
de baja relacion R/RL, BBX21 reduce la expresion de genes involucrados en las redes de
sefalizacion hormonal de las auxinas, brasinosteroidesepaetiAdemas BBX21 interacciona
genéticamente con CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1). Mediante la
caracterizacion fisiolégica y molecular de otras BBX, proponemos un modelo de activacion
desactivacion de distintas BBX que actian regulando positivgatimemente las SAS a través

de la via de sefializacion de COPL1.



Sincronizacion fética de los ritmos circadianos

Diego Golombek

Universidad Nacional de Quilmes/CONICET

El laboratorio de Cronobiologia de la UN#@rsigue estudiar los mecanismos de teimpoion
biolégica en diversos modelos experimental&nh la préxima reunion de Fotobiologia
presentaremos algunas de las lingagnvestigacion relacionadas con la sincronizacion de los
ritmos circadianas

a)

Investiga&ion delos mecanismos de sincronizacifidtica de los ritmos circadianos en
mamiferos, asi como evaluar estrategias farmacolégicas y comportamentales destinadas a
optimizar dichos mecanismos. En esta linea trabajamos sobre las vias de transduccion de
sefales responsables de la sincronizaciécadiana. El estudio de los genes del reloj
circadiano y de los mecanismos de sincronizacion proveera informacion valiosa a la hora
de entender y tratar enfermedades relacionadas con los ritmos biolégicos, tales como los
insomnios por cambio de fase, eldriome afectivo estacional, o los trastornos debidos a
trabajos nocturnos o en turnos rotatorios, o a la desincronizacion por vuelos
transmeridianogét lag).

b) Analisis delos ritmos circadianos en el sistema inmune y como éstos afectan al reloj

d)

circadianopor medio de un mecanismo de retroalimentacion. En particular, desarrollamos
modelos de desafios inmunes y estudiamos su efecto sobre los ritmos en mamiferos, asi
como las vias de esta interaccion, a nivel cellular, molecular y comportamental. Estos
expeimentos son también la base de la comprension de cémo se alteran los ritmos en
diversas situaciones patoldgicas (incluyendo infecciones y cancer).

Explorecion dela interaccion entre los ritmos circadianos y los mecanismastelwal

timing (esto es, la&stimacion de tiempos en el rango de segundos a minutos) a través de la
implementacion de protocolos de aprendizaje temporal y su modulacion diaria,
fotoperiddica y neuroquimica, asi como el desarrollo de modelos fisicos y matematicos
descriptivos y prediotos de dicho comportamiento.

Estudb los ritmos circadianos en el nemato@aenorhabditis elegansin modelo muy
utiizado en genética y biologia del desarrollo. En particular, desarrollamos la
metodologia para estudio de los ritmos de actividad locotmi@ en este modelo, lo que

nos permite estudiar la sincronizacion y realizaseneeningde mutantes circadianos.

Méas alla del avance en el conocimiento del funcionamiento y la sincronizacion del reloj
bioldgico, el presente proyecto tiene un impactedo en la salud humana y en el campo
laboral, ya que propone eventuales terapéuticas para trastornos cronobiolégicos de amplia
distribucion.



Extremophilic Acinetobacterstrains from High-Altitude Lakes in Argentinean Puna: UV-B
resistance and DNA repairng mechanisms involving photolyases.

V. H. Albarracit®® G. Pathak T. Doukf, J. Cadét C. D. Borsarelfi, W. Gartnet, M. E.
Fariad

'UNT, 2LIMLA, PROIMI, CONICET, Tucuman, ArgentindMax-Planck Institute for
Bioinorganic Chemistry, Miilheim, GermgriLaboratoire Lésions des Acides Nucléiques,
Grenoble, FrancélUNSE, Santiago del Estero, Argentina

High-Altitude Andean Lakes (HAAL) at the northwest of Argentina (from 3,000 to 6,000 masl)
are extreme environments of biotechnological interest. A ctaie of 200 extremophilic strains
which displayed multiple resistance profiles to diverse environmental stress: hipersalinity, high
UV-B irradiation and arsenic. has been built. The aim of this work is to study tkhrediBfance
profile of four extremoplhic strains from the genuicinetobacteiby partially characterize their
photorepairing mechanisms upon ¥B/DNA damage. In addition, we presektinetobactersp.

Ver3 whose recent genome sequencing revealed the presence of interesting and novel
photorecetors such as photolyases.

Acinetobacterspp. N40, Ver3, Ver5, Ver7 and sensitive strakecinetobacter baumanndSM

30007 andAcinetobacteijhonsonniiDSM 6963 where exposed to L light (38 kJ) in liquid
media. The control strains were not able to namtheir population after the UB exposure

while Acinetobactesp. Ver7 showed 100% survival after the irradiatidcinetobactesp. Ver5,

50% andAcinetobactessp. Ver3 and N40 20% and 1% respectively. After the DNA damage, the
strains were exposed tight (PR) and dark repair (DR) during 2 h and DNA photoproducts in
total genomic DNA after each treatment was measured using Hlf2/M1S. Acinetobactersp.

Ver3 and Ver5 were able to completely recover their initial population afteABIRetobacter

sp. N40 also was able to increase their population thanks to the PR (60%). In cohtrast,
baummaniiwas not able to recover after PR, while jnonsonniirecovered partially in a 15%.

DR was not efficient for recovering the initial population for all stralie most efficient strains

to deplete TICPD and CICPD under PR werdécinetobactersp. Ver3 and Ver7 with a
reduction of 90% and 100% compared to the controlsR®nrespectively.

Genome analyses (performed after pseguencing and RAST annotation)ealed the presence

of two different photolyaseoding sequences in Ver3. Upon BLAST analysis the nearest
matches of one of them (PL1) was found to be the photolyase (ZP06727183)Afrom
haemolyticusATCC 19194 (62% identity) and the photolyase (ZP060628®m A. johnsonii
SH046 (61% identity). In turn, the nearest matches for the second photolyase (PL2) were the
deoxyribodipyrimidine photolyaseelated protein (ZP06693260) froAtinetobactersp. SH024

(70% identity) and the photolyase (ZP06066462) frAmjunii SH205 (61% identity). The
conserved domain architecture retrieval tool from the NCBI database revealed a different domain
structure for the studied photolyases. Based on homology modeling, a stronditieasional
similarity to the photolyase fromE. coli (PDB 1DNPA) was observed for the PL1.
Overexpression of the Ptdoding sequence revealed it can be functional and improwd UV
resistance profiles i&. colicells. Functional characterization of the purified photolyase proteins
is ongoing.



ESTUDIO de las propiedades oOpticas DE una laguna PAMPEANA

Gonzalo Pérez, Leonardo LagomarsiHoracio E. Zagarese

Instituto Tecnolégico de Chascomus (ITECH), CONICETUNSAM

La penetracion de la luz en la columna de agua es un factor fundamentaleeodissemas
acuaticos. Desde una perspectiva basica, la relacion entre los requerimientos de energia de los
productores primarios y la cantidad y calidad espectral de luz disponible condiciona el desarrollo
de la comunidad autotréfica. Ademas, la limifecpor luz es un concepto central dentro de las
teorias ecoldgicas que intentan explicar el funcionamiento de los lagos someros. En esta
presentacion, se describe las propiedades Opticas y su variacion estacional en la Laguna
Chascomus (Provincia de Buenaies). Presentamos: (i) relaciones entre propiedades épticas
(POs) y substancias Opticamente activas (SOAS), (ii) relaciones entre propiedades Opticas
inherentes (POIs) y aparentes (POAS) vy (iii) la variacién estacional de SOAs, POIls y POAs. La
absorciorde la luz en la columna de agua estuvo dominada por el material particulado. Dentro de
este Ultimo, la contribucién de los pigmentos fitoplanctonicos y de los componentes no
pigmentarios fue similar. Las variables que mejor predijeron la absorcion defiahat
particulado, la absorcion de la fraccidon no pigmentaria, la turbidez y los coeficientes verticales de
atenuacion resultaron ser los solidos totales suspendidos. La concentracion de SOAs fue mayor
durante primavera y verano, los cual se tradujo enomgansparencia y mayor turbidez. Sin
embargo, los coeficientes de absorcion especificos de masa resultaron menores durante primavera
y verano. Por lo tanto, los mayores valores de atenuacidén observados durante primavera y verano
se debieron a mayores @@mtraciones de SOAs, con menor capacidad de absorber luz.

~ 10~



Mecanismos de fotoproteccion en organismos acuaticos de humedales de la la Patagonia
Norte (Argentina)

Pérez, Patricia A Garcia, Patricia ERerotti, Maria G.; Milano, Daniela; Zagarese, &too E. y
Ferraro, Marcela A.

L aboratorio de Fotobiologia, Centro Regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional del
Comahue. INIBIOMA. Quintral 1250, (8400) San Carlos de Bariloche, Rio Negro, Argentina.
?Laboratorio de Ecologia y Fotobiolog#cuatica, Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas, Instituto
Tecnologico de Chascomus ((IRTECH), CC 164 (B7130IWA) Chascomus, Buenos Aires, Argentina.

La radiacion ultravioletaRUV) es un factor de estrés ambiental con efectos a nivel ecosistémic

y a nivel de los organismos. La penetracion de la RUV en ambientes acuaticos pataggbaicos
condicionada fundamentalmente por los niveles de carbono organico disuelto (COD) de las aguas
naturales. Una de las adaptaciones mas comunes de los organmsuabaseelevados deUV es

la acumulacion de compuestos fotoprotectores (PPCs), tales como los pigmentos carotenoides
(PCs), aminoacidos tipo micosporinas (MAAS) y melaninas.

En este trabajo se sintetizan estudios sobre los mecanismo de fotoprotedoiica ggn
organismos plancténicos (copépodos calanoideos) y en anfibios de lagunas gateetigra de

la regién del noroeste de Patagonia. El analisis de la cinética de acumulacién de compuestos
fotoprotectores (carotenoides y MAA®n diferentes espexs de copépodos del género
Boeckella ha sido abordado en funcién de la temperatura. Al respecto, estudios experimentales
manipulando condiciones de luz en un gradiente térmico amplio, determinaron que la tasa de
ganancia neta de los PPCs se incrementarsamente con la temperatura y en exposicion a la
RUV. Entonces, en un contexto de niveles incrementales de RUV y de temperatura, algunos
organismos presentarian aptitud para explotar ambientes expuestos.

Por otra parte, analisis de la fotoproteccion devios y embriones de anfibios permitieron
determinar que las gelatinas de los huevos y la melanizacion en embriones y larvas reducen la
exposicion a la RUV, observandose patrones esgspiecifico y ontogénicos. En general, en los
estadios inmoviles, lgelatina y la melanina filtran la mayor parte de la RUV incidente, por lo
qgue la irradiancia efectiva de RUV que reciben los anfibios en el ambiente depende de la
capacidad de filtracién del medio acuético, la absorbancia de las gelatinas y la absdebncia
melanina.

~11 ~



Gadusol as a photoprotective metabolite: just a sunscreen or a reactive quencher?
E.M. Arbeloa, S.G. Bertolotti and.S. Churio

Universidad Nacional de Mar del Plata, Facultad de Cs. Exactas y Naturales, Departamento de Quimica,
schurio@ndp.edu.ar

Gadusol is structural and biosynthetically related to the mycospdikeeaminoacids, a
family of natural substances frequently associated to the physiological role of UV
photoprotection in various marine organisms.

The experimental resultsf the photochemical and photophysi@alvitro studies that
support a sunscreening role of the metabolite are addressed. In addition, the ability of the
compound towards reductive quenching of triplet sensitizers and singlet oxygen is demonstrated.

Thepotential contribution of Gadusol to the protection against UV radiation and oxidative

stress in living organisms is analyzed in terms of different but probably complementary
mechanisms.

~ 12 ~



Quality of UVR exposure for different biological systems along a téudinal gradient

Maria Vernet Susan®iaz, Humberto Fuenzalida, Carolina Camilion, Charles R. Booth, Sergio
Cabrera, Claudio Casiccia, Guillermo Deferrari, Charlotte Lovengreen, Alejandro Paladini, Jorge
Pedroni, Alejandro Rosales and Horacio Zagarese

Integrative Oceanography Division, Scripps Institution of Oceanography, University of
California San Diego, La Jolla, CA 9209218, USAmvernet@ucsd.edu

Exposure of organisms to ultraviolet radiation (UVR) is characterized by the climatalogasl (

cyde) and the variance (anomalies) of biologicallgighted irradiances at eight geographical
locations in austral South America, from 198802. Net effect of UVR on biological systems is

a result of the balance of damage and repair which depends on tintendi duration of
irradiance and is modulated by its variability. The emphasis in this study is eto-day
variability, a time scale of importance to adaptive strategies that counteract UVR damage. The
irradiances were weighted with DNAand phytoplanton photosynthesiaction spectra. Low
latitude sites show high average UVR. For all sites, the frequency of days with above average
irradiances is higher than below average irradiances. Persistence in anomalies is generally low (<
0.36 autocorrelation céfecient), but higher for DNA than phytoplankton photosynthesis
weightedirradiances due to their higher correspondence to stratospheric ozone. Cloudiness and
other factors with small wavelength dependenge, @erosols and albedo) are highly correlated
with UVR anomalies at low latitudes (283° S); ozone correlates higher at high latitudes-(42°
54.5° S). Our results show that organisms in this region deal with several days ofradizgEmn

and fewer, shorter and more intense periods of lower dkarage radiation. Relidfom UVR

stress (or higher frequency of days below the climatology) is more prevalent datiggties

(54.5° S). Thus, lower latitudes are more stressful to organisms not only becauighenf
average UVR irradiance but alsa the higher frequency of days above the climatology.
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Investigaciones en la Estacion de Fotobiologia Playa Union (EFPU)

E. Walter Helbling

EFPU, Playa Unién, Argentina

Las investigaciones en Fotobiologia que se realizan en la HER&h como princial
objetivo la investigacién de los efectos de la radiacion solar en diversos organismos acuaticos,
combinando distintas variables englobadas dentro de la tematica de Cambio Global, en particular
en relacion al incremento de radiacién ultravioleta caugaatola disminucion de ozono
estratosférico, aumento de temperatura, disminucion de pH, etc. Los estudios abarcan distintos
niveles troficos- bacterioplancton, fitoplancton y zooplanctode ambientes de marinos y de
agua dulce tanto de Argentina comoati@s regiones del mundo, y consideran distintas variables
/ Atargetso celul ares. L oirs situ auagbeahay ua fesege r e a |
componente experimental de laboratorio. La mayor parte de los trabajos se realizan en
cooperacion cogientificos argentinos y extranjeros (e.g., de Alemania, Espafia, Holanda, China
y México).
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UV-B effects on translation in plants

Falcone Ferreyrd orena;Casati, Paula.

CEFOBI. Fac. Cs. Biog. y Farm. UNBuipacha 531. 2000 Rosario. Argentina.
e-mail: falcone@cefobtonicet.gov.ar

Ultraviolet-B (UV-B) photons can cause substantial cellular damage in biomolecules, as is well
established for DNA. Because RNA has the same absorption spectrum for UV as DNA, we have
investigated damage to this cellulasnstituent. Previously, by transcriptome profiling using
different light regimes, it was found that the expression of a number of ribosomal proteins is up
regulated by UWB light in maize, among therRPL1Q an homolog of the huma@M transcript.

In maizeleaves, UVB radiation damages ribosomes by crosslinking ribosomal proteins to RNA.
Both in maize and Arabidopsis, this is reflected by a decrease in overall translation. After 16 h
without UV-B, damaged ribosomes are eliminated and translation is restoresrmal levels.
Neither photosynthesis nor pigment levels are affected significantly b Wémonstrating that

the treatment applied is not lethal and that maize leaf physiology readily recovers.

Ribosomal protein L10 (RPL10) is a key factor in jomithe 40S and 60S ribosomal subunits
into a functional 80S ribosome; however, evidences indicate multiplerébisomal functions.
Arabidopsisgenome contains three genes encoding RPRIFLL0A, RPL10Band RPL10C),

while two genes were identified in timeaize genome. In maize plants, ¥Bv/exposure induces
RPL1G expression, whil&tRPL10sare differentially regulated by U in a dosage and time
dependent manneRPL10Cis induced RPL10B isdownregulated at high UMB intensity and
RPL10Ais not UV-B regulated. UVB induces a similar reduction in the protein synthesi&.in
thaliana T-DNA insertional mutants on th@l10C andrpl10B genes; whereas ipl10A mutant
plants, the reduction in protein synthesis is more pronounced than in WT plants after-Bie UV
treatment, this suggests that RPL10A has an important role during translation under UV
irradiation.

~ 15~



Respuestas morfofisiologicas, bioquimicas y moleculares de vid a radiacion BV
Federico Berli, Mariana Gil, Rodrigo Alonso, Mariela Pontin, PatfRiccoli,Rubén Bottini

Laboratorio de Bioquimica Vegetal, IBAM, Facultad de Ciencias Agrarias, CONIO¥Tuyo, Alte
Brown 500, M5528AHB Chacras de Coria.

La cantidad de radiacion UB que llega a la superficie de la tierra varia con la latitudtitachl

y la estaciéon del afio. En Mendoza las vides de alto valor enoldgico se ubican a 1500 m s.n.m.,
con una alta exposicion a UR. En vitivinicultura la calidad del producto se asocia con factores

de estrés, y la pregunta que se intenta responderlesrando las condiciones de radiacion, o las

vias de sefalizacion, se modifica la sintesis de fenoles y terpenos, importantes en los vinos tintos
por su valor organoléptico (pigmentos rojos, astringencia, estructura, amargor y aroma) y su
capacidad antiogiante benéfica en salud humana, asi como en los mecanismos de proteccion de
los tejidos de la planta a la misma 4BV La idea es manipular estas variables para obtener algin
beneficio en la produccion de vinos aumentando la produccion de compuestosédesintéas
desventajas (baja produccion y deterioro de las plantas). Se realizan experimefittas en
invernaculo y a campo covitis viniferaL. cv. Malbec para estudiar los efectos de-B\¢olar,
combinados con aplicaciones de hormonas, y susaatienes, sobre variables morfoldgicas,
fisiolégicas, bioquimicas y moleculares, que modulan crecimiento, produccion y calidad de uvas.
Se espera aportar al conocimiento de las respuestas ecofisiolégicas para establecer bases técnicas
y desarrollar estraggas de manejo para producciones de alta calidad en condiciones de altos
niveles de UVB, como se da en los vifiedos a mayor altitud de la provincia.
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EFECTO DE LA FOTOESTIMULACION DE ANTRAQUINONAS NATURALES
SOBRE LOS VIRUS HERPES SIMPLE TIPO I'Y ENCEFALIT IS SAN LUIS

Beranek MD, Grasso & Konigheim BS, Aguilar J3, Comini LR, Contigiani MS, Cabrera
JL?, Nafiez Montoya S&2

1 Instituto de Virologia, Facultad Ciencias Médicas, Universidad Nacional Cérdoba. Cérdoba,
Argentina.
2 Farmacognosia, Dpto. faacia, Facultad Ciencias Quimicas (IMBGONICET), UNC.
Cordoba, Argentina.

A partir de la especie autoctona, Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae) se aislaron
derivados antraquinénicos (AQs) con propiedades fotosensibilizantes Tipo | (proddecion
anion superoxido, ,@) y/o Tipo Il (generacién de oxigeno molecular singl&@). Asimismo,

se demostré que inhiben in vitro al Virus Herpes Simple Tipo | (WH& concentraciones
iguales 0 menores a la CC80, determinada sobre células Vero metliemsayo de captacion de

Rojo Neutro.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto de la irradiacion sobre la actividad de soranjidiol
(AQ1), I-metil éter de soranjidiol (AQ2), rubiadina (AQ3)nietil éter de rubiadina (AQ4),
damnacantol (AQ5), heterofiia (AQ6), pustulina (AQ7) y 5,%isoranjidiol (AQ8) para
inactivar el VHSI; como asi también, se evalud la fotoestimulacién del efecto inhibitorio de AQ1

y AQ3 sobre el virus Encefalitis San Luis (VESL).

La inhibicién de las particulas virales se evamédiante la prueba de reduccion de unidades
formadoras deplacas (ufp) bajo agarosa en células Vero. Las AQs se probaron a 5
concentraciones decrecientes en factor 2, a partir de una concentracion que asegura la viabilidad
celular O 80% (CC80). La viabilidad cedoul ar f
Neutro. Cada dilucion de AQ estuvo en contacto con 200 ufp dell\ddfa kos y paralelamente

con 125 ufp del VESL durante 15 minutos, bajo dos condiciones diferentes de trabajo: oscuridad
e irradiacion con una lampara actinica (380 nm, Philips TL83). Cada dilucion de AQ se
inocul6 por duplicado, incluyéndose controles de virus, para las dos circunstancias
experimentales y para cada virus ensayado.

Respecto al VHS, se observo que para aquellas AQs con bajo porcentaje de inhibicion (1%) en
oscuridad, el efecto inhibitorio aumenté significativamente bajo irradiacién. En tanto que para
aquellas con un alto | % en o slduetofalcendaluz,@n 80 %)
casi todo el intervalo de concentraciones ensayado. Por otra parseueidad, tanto AQL1 como

AQ3 inhibieron entre un 50 y 80 % al VESL,; provocando, ambas AQs, la inactivacion total de
las particulas virales bajo irradiacion, en todo el intervalo de concentraciones ensayado.

Estos resultados preliminares permiten postelstas AQs inhibirian al VHEy al VESL
mediante un efecto fotosensibilizante. Esto nos motiva a realizar futuros estudios a fin de
profundizar sobre su mecanismo de accion.

Nota: Este trabajo se financié con la ayuda de SddNT, FONCYT y Agencia Cérdab
Ciencia.
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INACTIVACION FOTOSENSIBILIZADA DE MICROORGANISMOS

Edgardo N. Durantini

Departamento de Quimickacultad de Ciencias Exactas FisiQuimicas y Naturale$)niversidad
Nacional de Rio Cuartddgencia Postal Nro. 3, X5804BYA Rio Cuarto, Cérddtvgentina.
E-mail: edurantini@exa.unrc.edu.ar

El incremento en las infecciones de microorganismos resistentes a antibiéticos de uso corriente
ha conducido al desarrollo de nuevas alternativas para el tratamiento antimicrobiano. Una de las
metodologiagpropuesta es la inactivacion fotodinamica (PDI) de microorganismos, mediante la
aplicacion con fines no oncologicos de la terapia fotodinamica. Asi, los microorganismos
patdgenos que crecanvivo, en un foco localizado de infeccion sobre la piel o emugrabrana

mucosa accesible, podrian ser inactivados mediante la accion fotodinamica del sensibilizador
activado por luz visible.

En estos sistemas, el sensibilizador en estado excitado triplete puede reaccionar via transferencia
de proton o electron con usustrato apropiado para formar radicales libres o mediante
transferencia de energia para producir oxigeno molecular sing&(a’tbg)OAmbos procesos
conducen a la formacion de especies altamente reactivas que pueden atacar y dafar el
funcionamiento de lasoléculas de origen biolégico produciendo la muerte celular.

En los ultimos afios hemos estado trabajando en el desarrollo de agentes fotosensibilizadores
especificos derivados de porfirinas, subftalocianinas, ftalocianinas y fulleregoga@ la
erradi@cion de microbios.

Los estudiosin vitro indican que las bacterias Gram positivas son susceptibles al efecto
producido por sensibilizadores neutros y anidnicos, mientras que las Gram negativas han sido
inactivadas solamente en presencia de un agentestijmelle la translocacion del sensibilizador a
través de la membrana. Sin embargo, la presencia de cargas positivas en la periferia del
sensibilizador permite fotoinducir la inactivacion directa de bacterias en diferentes regdios.
mecanismo de accion da PDI en las células no esta totalmente establecido, la actividad
fotodindmica puede producir principalmente cambios en la membrana plasmatica y dafio sobre el
ADN. Los estudios muestran que si bien el dafio en el ADN ocurre con niveles altos de
irradiacion,este no seria la causa principal de la fotoinactivacion de las células bacterianas.

Esta metodologia estd también en via de desarrollo para el tratamiento de hongos. Estos
microorganismos estan rodeados por una pared celular rigida y la incorporacion del
sensibilizador a la célula esté influenciada por la distribucion de cargas y el caracter anfifilico del
agente.

La aplicacion de PDI presenta considerable importancia en la desinfeccion de microorganismos
patogenos en una infeccion localizada sobre unabmara o una superficie solida, en fluidos
bioldgicos, tales como sangre y sus derivados, en infecciones orales y en tratamiento de aguas
residuales. Ademas, la formacion de superficies fotoinactivantes presenta ventajas en cuanto a la
versatilidad para séncorporada y eliminada de sistemas a tratar, asi también como la capacidad
para mantener areas estériles en sitios de alto riesgo de contaminacion.

~ 18 ~



Propiedades fototoxicas y fotosensibilizadoras de pterinas y lumazinas

M. Paula Denofrio, Mariana VigngrMariana P. Serrano, Gabriela Petroselli, M. Laura Dantola,
Carolina LorenteAndrés H. Thomas

INIFTA, Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata,
CCT La PlataCONICET .E-mail: athomas@inifta.unlp.edu.ar

Las pterinas se encuentran en la naturaleza principalmente participando como cofactores
enzimaticos en procesos metabolicos, pero también como pigmentos en insectos y fotoantenas.
Las lumazinas, por su parte, se encuentran como precursores metabolicosicyoprde la
degradacion de las pterin&n el vitiligo, enfermedad cutanea que cursa con despigmentacion de
la piel, se acumulan diversos derivados pterinicos oxidados, tales como biopterina y 6
carboxipterind. Se cree que las pterinas y lumazinas pueganticipar en procesos
fotobiologicos perjudiciales para la salud, como por ejemplo la generacién de cancer de piel.
Ademas, las pterinas podrian contribuir al estrés oxidativo que se desarrolla en la piel afectada
por vitiligo, mediante la produccion fajuimica de especies reactivas de oxigeno.

En la ultima década nuestro grupo de investigacion se ha interesado en el estudio de las
propiedades fototoxicas y fotosensibilizadoras de pterinas y lumazinas sobre distintos sustratos
bioldgicos. En particularse ha demostrado que estos compuestos tienen actividad fotodindmica
sobre células procariotas y eucaridtaor otro lado, se ha comprobado que son capaces de
fotoinducir oxidaciones en el ADN y sus componetitgs actualmente se ha iniciado el estudi
de su accion sobre proteinas y aminoacidos. Los mecanismos mediante los cuales estos
compuestos producen alteraciones en biomoléculas incluyen produccion de oxigeno singlete
(*O,) ° y procesos de transferencia de electrénes.
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Relacién estructura /actividad de macromoléculas fotactivables
J. Awruch, L. E. Dicelid®, M. C. Garcia Vidt, V.E. DiZ, G. Gaun3 N. C. Lépez Zeballds

4INQUIMAE, Departamento de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica Fisica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Ciudad Universitaria, Pabell§rnk28 Buenos Aires, Argentina
’Departamento de Quimica Organica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Junin 956, 1113 Buenos
Aires, Universidad de Buenos Aires, Argentina

Obtencién y caracterizacion fisicoquimica de ftalocianinas convenientemente castitgue
presenten una baja agregacion, alto rendimiento cuantico de especies citotoxicas, compatibles con
medios biolégicos. Se caracterizan las propiedades fotofisicas de los fotosensibilizadores en
medios homogéneos y microheterogéneos, se miden fienthis cuanticos de generacion de
especies reactivas (mecanismos Tipo | y/o Tipo IlI) de los mismos incorporados a liposomas,
micelas y otros vehiculos como albumina y formulaciones del tipo polietiléngtaabl y
nanoparticulas de Au.

La accion fotobithgica de estos fotosensibilizadores se estudia en lineas celolaies e in

vivo para determinar su potencial actividad como agentes para terapia fotodinamica. Estos
estudios se realizan bajo la supervision de las Dras. Leonor P. Roguin y Juligia, Ma
Departamento de Quimica Bioldgica, FFyB, UBA. Asimismo se estan realizando estudios
prelimires con bacterias con ebbjetivo de utilizar la Quimioterapia Fotodinamica
Antimicrobiana para potabilizar agua de distintos origenes, asi como llevar proabsos de
descontaminacion y/o remediacion de efluentes; recurriendo también a sistemas nanoparticulados
para dicha funciéon. Estos estudios se realizan en INQUIMAE, FGEBAL
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PROPIEDADES FOTOSENSIBILIZADORAS DE b-CARBOLINAS, FAMILIA DE
ALCALOIDES NATURALES

M. Micaela Gonzale’z Matias AlésGandolfd, Federico A. O. Rass8urianf, Santiago Roldan
Mariano Farace Rosa ErreBalsells y Franco M. CabreriZo

! CIHIDECARCONICET, Facultad de Ciencias Exactas ytNales, Universidad de Buenos Aires,
Pabelldon 2, 3p, Cdad. Universitaria (1428). Buenos Aires, Argentina.
21IB-INTECHUNSAMCONICET. Camino circumtaguna Km 6CC 164 (7130)Chascomus,
Argentina.E-mail: fcabrerizo@intech.gov.ar

Las b-carbolinas BCs) representan un grupo de alcaloides heterociclicos derivados del
norharmano (Esquema 1) que se encuentran presentes egramavariedad de sistemas
biolégicos (animales, plantas, insectos, et&3tos alcaloides han demostrado ser buenos
fotosensibilizalores. Bajo irradiacion WA son capaces de inducir relajaciéon y dafio en
moléculas de ADN plasmidico y ADN cromosomico en células eucariotas, como asi también
pueden inactivar virus y bacterias. En plantas, su rol biolégico estaria relacionado con los
mecanismos de defensad.€., via efecto fototdxico) contra agentes invasores. A pesar de su
amplia distribucion y de su participacion en diferentes procesos biolégicos ain quedan varios
interrogantes por responder.

El objetivo principal de nuestras investigaws esta orientado a examinar, de manera
sistem8tica, |l as propiedades fotoqu?2micas Yy
irradiacion UM-A. En particular, se evalta el dafio fotosensibilizado sobre diferentes sistemas
bioldgicos tales comdiomoléculas de bajo peso molecular (nucleétidos, aminoéacidos, etc.),
macromoléculas (polinucleotidos, ADN, proteinas, etc.) y sobre sistemas de mayor organizacion
(virus, bacterias, células eucariotas, etc.).
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Figura 1. Estructuras de los dervads de bHbC m8s representativos
|l as bBCs pr esent abase den pker.gEl mittdgehorinddico §eme wh walor de
pKs~12. Donde X puede ser-€l, -Br, -NO,; R; y R, pueden setfH 0 -CHz y R; puede ser =H
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New strategies in the development of photo(bio)avctive nanomaterials

Cristian A. Strassert.uisa De Cola

Physikalisches Institut and Center for Nanotechnologiestfalische Wilhelmgniversitat
Minster. Heisenbergstrasse 11-:4B149, Germany
e-mail: ca.s@unimuenster.de

Aggregation of planar chromophores greatly affects their photophysical performance.
Phthalocyanine derivatives tend to form inactive dimers or oligomers, while Pt(Il) complexes can
show efficient emission from the MMLCT triplet stateis possible to avoid the aggregation of
phthalocyaninates by axially binding them to the surface of aluminosilicates. We have recently
designed a multifunctional zeolite -hkased hybrid material able to target, label and
photoinactivate pathogenic andtiiotic resistant bacteria. A highly green luminescent dye was
inserted into the channels of zeolite L nanocrystals for imaging and labeling the cells. The outer
surface was functionalized with a Si(IV) phthalocyanine derivative that forms toxic singlet
oxygen upon red light irradiation, and with amino groups for targeting the living microorganisms
[1]. On the other hand, we recently develoedtraightforward onpot synthesis ofeutral
solublePt(Il) coordination compoundsearing a dinionic tridenate, terpyridindike ligand. The
emission intensity of the complex reached up to 87% PLQY in thin films, with concentration
independent colour and efficiency. We digered that this complex mble to seHassemble to
bright nanofibers, which can intedk to yield highly emissive gels (90% PLQY), thus
constituting a versatile building block for luminescent architecturberefore, it is possible to
monitor the selassembly process with high sensitivity by the tomof the emission upon

aggregation [R

[1] Strassert, C. A., et ahngew. Chem. Int. E@009,48, 7928 7931
[2] StrassertC. A., et alAngew. Chem. Int. EQ010,accepted
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Desarrollo de metodologias analiticas basadas en fluorescencia, reflectancia e imagen para
evaluacion no destrutiva de salud vegetal

Gabriela B. Cordon, Analia Iriel M. Gabriela Lagorio

INQUIMAE/ Dpto. de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica Fisica, UBA. Ciudad Universitaria,
Pabellon 2, 1428 CABA.

El objetivo general de nuestro trabajo es estudiar lasqutages fotoquimicas, espectroscopicas

y de imagen de las plantas, que estén intimamente ligadas a la evaluacion de factores de dafio en

el material vegetal y/o a variaciones en su eficiencia fotosintética y que permitan desarrollar

metodologias analiticake control vegetal. Asimismo, se estudia el desarrollo de métodos 6pticos

que puedan implementarse en la tecnologia de sensores para una valoracion cuantitativa, rapida y

no destructiva de sustancias de interés farmacolégico o nutricional contenidasives cul

plantas silvestres.

En particular, nuestra investigacion aborda los siguientes aspectos sobre hojas de plantas sanas y

de plantas sometidas a algun tipo de tension ambiental:

- Estudio de los parametros Opticos (coeficientes de absorcion y de idispdes luz)
relacionados con el contenido de agua, estructura celular y contenido de pigmentos.

- Analisis exhaustivo de la emision fluorescente estacionaria y resuelta en el tiempo (cinética
de Kautsky). Evaluacion de la eficiencia de fotosintesis.

- Determiracion de intermediarios reactivos oxidantes, tales como oxigeno singulete, en hojas
intactasyr egi stro de fAi m8genes de ox2geno singul
fluorescencia.

El propdésito integrado es correlacionar entre si los diversos aspestudiados y obtener

conclusiones que logren por un lado avances en el conocimiento basico de la interatwém luz

y por otro lado el desarrollo de metodologias que posibiliten el diagndstico a distancia y no

invasivo de la salud vegetal. Esto tigmgortancia en cultivos extensivos sometidos a estreses

biéticos y abidticos.

En otro aspecto, se determinan en hojas, flores y/o frutos, el contenido de pigmentos o de

sustancias de interés por via himeda, y se correlacionan estos resultados contloscégpeas

y de imagen a fin de desarrollar sistematicas para la evaluacion no destructiva de concentraciones

en forma remota. Esto tiene importancia en producciones intensivas como la floricultura o

fruticultura.
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El lado "bueno” de la radiacion UV-B: efectos sobre las interacciones bidticas en el
contexto agraecoldgico

Carlos A. Mazzd", Patricia Giméne?, Adriana Kantolid?, Carlos L. Ballaré”

D IFEVA, CONICETFacultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires
@ Ccétedra de Cultivos Inditriales, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires
e-mail: mazza@ifeva.edu.ar

La radiacion ultravioletd8 (UV-B: 290315 nm) solar es una pequefia banda en el extremo mas
energético del espectro solar que llega a la troposfera. Su relativatteectrga energética y su
capacidad de ser absorbida por numerosos componentes celulares generan dafos en los tejidos, lo
que suele provocar reducciones en el crecimiento y rendimiento de los cultivogfdeste

directo del UV-B ha sido observado a pesde la activacibon de numerosas respuestas
mitigadoras que ocurren en la planta, como el incremento en la capacidad antioxidante o la
acumulacion de compuestos fotoprotectores en las epidermis foliares. Al mismo tiempo, se han
observado niveles reducidos derbivoria en parcelas expuestas al-B\én comparacion con
aguellas en donde se excluye esta pequefia banda de radiacion. Esta disminucién en la herbivoria
podria causar un aumento en el rendimiento en plantas expuestasBaf{ud\éfecto indirecto

de esh banda de radiacién). Con el objetivo de evaluar las consecuencias directas e indirectas del
UV-B sobre el rendimiento de un cultivo se realizaron dos experimentos con cinco cultivares de
soja: en el primero de ellos se redujo la incidencia de herbieoto®/és de pulverizaciones
regulares de productos comerciales de uso habitual en la produccion agricola, mientras que en el
segundo no se realizaron pulverizaciones permitiendo por lo tanto la herbivoria natural. Los
resultados que hemos obtenido muestae, en el primer experimento (con baja carga de
herbivoria), se indujo la acumulacion de compuestos epidérmicos fotoprotectores, los que fueron
parcialmente eficientes para evitar el dafio oxidativo en los tejidos, como se desprende de
mediciones de actidad de las enzimas antioxidantes catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa
(APx). Finalmente, el UMB solar redujo el rendimiento de los cultivares de soja, reproduciendo
resultados de muchos trabajos ya publicados. Los resultados mas interesantes delkialesent

son los que muestran que, en el segundo experimento (donde no se controla la herbivoria natural),
se observa menor herbivoria en las parcelas expuestas-Bldd\ar, y, en este caso, el tB/

solar tiende a aumentar el rendimiento. t@sclusioresde nuestros experimentos indican que:

1) El UV-B solar, a pesar de activar respuestas de protecciéon, reduce el rendimiento del cultivo
de soja.

2) Sin embargo, también reduce la abundancia natural de insectos.

3) La menor herbivoria que sufren las péntgue crecen expuestas al -BVsolar puede
compensar el efecto negativo directo del-B\obre el rendimiento.
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Mecanismos de Fototransduccién Neisual y una Nueva Clase de Fotorreceptores
localizadosen la Retinalnterna en Aves

Dr. Mario E. Guidg Departamento de Quimica Biologi€aQUIBIC- Facultad de Ciencias
Quimicas Universidad Nacional de Cérdoba, CONICEMguido@fcq.unc.edu.ar

En la naturalezae ha descripto una variedad importantejdsedistintos sin embargoexistirian
solo dos clases dier ent e s de c¢c®l ulas fotorreceptoras:
bast odeela dgetina de vertebradosesponsables de la vision diurna y nocturna
respectivamentey los fotorreceptores rabdoméricos de los invertebrdgesientemente se ha
propwesto qudas CGRsy otras de la retina interrde vertebradogamacrinas y horizontales)
podrianderivarde un ancestro comun con los fotorreceptoabsloméricosEvidencias recientes
de nuestro grupo han demostrado que algunas células ganglionarestoha |ElCGRSs) de pollo
serianintrinsecamentéotosensiblegCGRIip) (Contin et al., 20062010. Estas células expresan
dos genes ortologosiel fotopigmento melanopsin@®pn4x y Opn4m) opsina similar ads
fotopigments de invertebrados, y marcadores dpegificacion(el gen maestr®axg Brn3y la
proteina G tipo jj(Verra et al 2011)Las CGRp responden a la luz a través decascadgue
involucra activaciénde la fosfolipasa C ymovilizacién de C#. En ausencia de células
fotorreceptoras clasicasgnos y bastonesgn un modlo de ceguergpollos GUCY1*), estos
animales perciben luz a través de su retina intelicha fotosensibilidad permigncronizarlos
ritmos diarios de alimentacion y reguldr reflejo pupilar (Valdez et al., 2009L.as CRip
aparecen muy temprano en el desarrollo-§E4ntes de cualquier vestigio de vision formal, y
formarian parte de un circuito Raisual involucrado en la regacion de distintas funciones
independientes da formacion de imagenes.
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Antraquinonas aisladas deHeterophyllaea pustulatddook f. (Rubiaceas) y su potencial
aplicacién en quimioterapia fotodinamica antimicrobiana.

Comini L.R!, NGfiez Montoya S.¢,.Garagiola B, Paez P.E, Albesa I, Arguello Gustavo A.y Cabrera
J.LL

'IMBIV -CONICET. Dpto.Farmacia, Facultad Ciencias Quimicas, Universidad Nacional Cé@nluad
Universitaria- 5000Cérdoba, ArgentingHigiene y Microbiologia, Dpto. Farmacia, Facultad Cs. Qcas.,
UNC. *Dpto. Fisicoquimica (INFIQG&ZONICET). FCQ, UNCCérdoba, Argentina.
Icomini@fcg.unc.edu.ar

La quimioterapia fotodinamica antimicrobiana, que involucra la presencia de un
fotosensibilizante (FS) y luz visible o ultravioleta, ha sido propuesta tanto en el tratamiento de
infecciones locakk como asi también en heridas infectadas. Algunos FS producen
fotoinactivacion bacteriana mediante una fotosensibilizacion fotodinamica actuando
principalmente a través de la generacibn de especies reactivas del oxigeno (ERO),
particularmente oxigeno simge (O,)’. Heterophyllaea pustulataes una especie vegetal
fototdxica, a partir de la cual hemos aislado e identificado nueve antraquinonas (AQSs):
soranjidiol (), 1 metil eter de soranjidiol2), rudiadina 8), 1 metil eter de rubiadinad),
damnacanta(5), damnacantol6), heterofilina ¢), pustulina 8) y 5,5'bisoranjidiol ©)>> En
estudios complementarios pudimos demostrar que estas AQs exhiben propiedades
fotosensibilizantes mediante la generacion de anién SUpréXiébW@loz4'5. Nuestro olgtivo

fue determinar si las AQs aisladas ¢ pustulata tienen efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureuBTCC 29213y si dicho efecto es debido solamente a un proceso
fotodindmico o0 a la combinacién concurrente entre los procesos ocurridos edamsgubajo
irradiacion. La actividad bactericida fue determinada medlante el recuento en placa de unidades
formadoras de colonia por mililitro. La produccién dQ €fue determinada mediante la
aplicacion de un ensayo fotobioldgico indirecto (Nitroblerazolium) y la produccién de©,

fue seguida utilizando un método indirecto en estado estacionario que emplea Metionina como
desactivante quimico d&D,. Todos los experimentos fueron llevado a cabo en oscuridad y bajo
condiciones de irradiacion. Cuatme las nueve AQs1, 3, 5 y 9, mostraron actividad
antibacteriana (bacteriostatica/bactericida) s&raureusNuestros resultados demostraron que
luego de la adicion de AQs, en la bacteria existe usualmente un incremento en los niveles de O
y/o 'O, los cuales son atin mayores bajo irradiacién. Ademés nuestros resultados sugieren que, de
las diferentes ERO estudiadas!@®} es la principal especie involucrada en el efecto bactericida.
Estudios similares han comenzado a realizarse sobre una segupda baeteriana:
Staphylococcus epidermiddsTCC 12228. Hasta el momento se ha avanzado en la determinacién
de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de las AQs mayoritarias aisladds plestulata

1, 3 y 4, utilizando el método de macrodilucion en caldos resultados obtenidos fueron
satisfactorios para las tres AQs ensayaBaspidermidisnostrd susceptibilidad con MIC entre
125250 nmg/ml.
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Optical properties of Argentinean lakes: shallow Pampealakes and deep Patagonian
lakes.

Gonzalo Pérez, Maria Llames y Maria del Carmen Diéguez

In this work, we study the phytoplankton community as an optically active particulate component
of water systems. A detailed optical characterization of sevendlasting Argentinean lakes is
presented. From large deep oligotrophic Andean lakes to very shallow eutrophic Pampean lakes,
we describe these aquatic systems usingpptacal properties (i. e. inherent and apparent optical
properties) together with optaity active substances (i. e. TSS, DOC and @l Spatial
variability of optically active substances and their optical properties were used to confront
different group of lakes. Finally, throughout the study of phytoplankton absorption coefficients,
acclimation and adaptation processes in contrasting lakes is revised
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Efecto fotodindmico de pteridinas sobre células eucariotas

M. P. Denofrio, F. M. Cabrerizo, S. Hatz, P. R. Ogilby, C. Lorente, A. H. Thomas

INIFTA- CCT La PlataCONICET, La Plata, Argentan Univ. Aarhus, Dinamarc&-mail:
athomas@inifta.unlp.edu.ar

El estudio de las propiedades fotosensibilizadoras de las pterinas se ha vuelto relevante
desde el punto de vista fisicoquimico y biomédico desde que se demostrd que estos compuestos
son capaes de fotoinducir dafio al ADNAdicionalmente, erel vitiligo, enfermedad cutanea
que cursa con despigmentacion de la piel, se acumulan diversos derivados pterinicos oxidados,
tales como biopterina y-@arboxipterin&. Se cree que las pterinas y lumazipasden participar
en procesos fotobiolégicos perjudiciales para la salud, como por ejemplo la generacion de cancer
de piel. Ademas, las pterinas podrian contribuir al estrés oxidativo que se desarrolla en la piel
afectada por vitiligo, mediante la prodidrt fotoquimica de especies reactivas de oxigeno.

Hemos estudiado las propiedades fototdéxicas de pterina y lumazina sobre células
eucariotas HelLa. En particular, se estudié la incorporacion de los fotosensibilizadores a las
células mediante andlisis de mxttos celulares por fluorescencia y se estudio la fototoxicidad de
los mismos empleando los ensayos de la Rodamina 123 y Azul de Tripano. Los resultados
muestran que ambos compuestos investigados son incorporados a las células y que poseen
actividad fotoighamica>“ generando alteraciones a nivel mitocondrias y membranas celulares.
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Fotoquimica de pterinas con relevancia biolégica

M. Vignoni, M. L. Dantola, M. P. Denofrio, C. Gonzalez, B. Zurbano, C. S. Giménez,
C. Lorente, A. H. Thomas

Instituto de Investigacias Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA), Dep. de Quimica,
Fac. Cs. Exactas, Universidad Nacional de La Plata, CCT La FI&@NICET, (1900) La Plata,
Argentina. email: athomas@inifta.unlp.edu.ar

Las pterinas son compuestos heterociclicos presentelferentes sistemas bioldgicos.
Estas moléculas poseen distintos sustituyentes, pudiendo contener sélo un 4&tomo de carbono,
cortas cadenas hidrocarbonadas o una molécula de @eaishdncbenzoico, el cual, a su vez,
puede contener otros sustituyenteigffa 1). Por otra parte, estas moléculas pueden encontrarse
con el anillo pirazina totalmente oxidado (pterinas aromaticas), parcial o totalmente reducido
(dihidro o tetrahidropterinas, respectivamente).

Raecalte et ”zf@'i

Biopterina (Bip) 7 8d|h|drob|opter|na (H -Bip) Acido félico (PteGlu)

Figura 1. Estructuras de algunas pterinas de relevancia biolégica

El estudio de las propiedades fotosensibilizadoras de las pterinas se ha vuelto relevante
desde el punto de vista biomédico desde se demostré que estos compuestos son capaces de
fotoinducir dafio al ADN. Es importante mencionar que las reacciones de descomposicién
fotoquimica (fotdlisis) de las pterinas son interesantes en si mismas, pues se ha demostrado que
algunos de estos comgstos, en particular &cido félico (PteGlypiopterina (Bip): se degradan
por efecto de la radiacidn vivo.

El objetivo de este trabajo fue analizar las diferentes reacciones de fotodegradacion de los
derivados pterinicos méas relevantes desde ebpim vista bidlogico (bBip, PteGlu, Bip,f:>°
En particular, se investigd el rol de los diferentes estados excitados de los reactivos y la
participacion del @y de especies reactivas de oxigeno (EROs) en los mecanismos de reaccion
(H,0,, '0.). Los resiltados muestran una sorprendente variedad de mecanismos que incluyen
procesos de transferencia de electrones, fotodimerizaciones y efecto autofotocatalitico producido
por procesos de oxidacion fotosensibilizados por los productos de reaccién. Asimismo se
determinaron rendimientos cuanticos de consumo de reactivos, formacion de productos de
oxidacion y EROs. Se discuten las implicancias biol6gicas de estas reacciones de fotoxidacion.
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2R. F Branda, J.Ean W.Science201, 625 (1978)

®H., Rokos W. DBeazley., K. U SchallreuteRiochem. Biophydkes. Commun292, 805 (2002)

4 M. Vignoni, F. M. Cabrerizo, C. Lorente, C. Claparols, E. Oliveros, A. H. ThoBras,Biomol.Chem, 8, 800 (2010).

5. M. L. Dantola,M. P. Denofrio,B. ZurbanoC. S. Gimenez?. R. Ogilby, C. Lorented. H. ThomasPhotochemPhotobiol.
Sci, 9, 1604 (2010)

6, M. Vignoni, F. M. Cabrerizo, C. Lorente, A. H. ThomB$otochemPhotobiol, 85, 365 (2009).
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Andlisis de la regulacon de los geneASF1 en Arabidopsis thaliana
Lario, L.; Spampinato C, Casati, P.
CEFOBI, Universidad Nacional deosario, Argentina

La proteinaANTI-SILENCING FUNCTION1 (ASF1) es una chaperona de histonadH#3
altamente conservada evolutivamenteniiama fue identificada por primera vez en levaduras, y

se encuentra presente en todos los organismos eucariotas. En levaduras, ASF1 interviene en los
procesos de transcripcion, replicacion y reparacion del ADNA&bidopsis thalianagxisten

dos genes wp codifican para homélogos de ASF1, denomina®idsSF1Ay AtASF1B cuyas
funciones han sido poco caracterizadas en esta especie. En este trabajo, observamos que estos
genes se expresan en distintos tejidosAdabidopsisen donde existe replicacion activ
Mediante analisis bioinformaticos de los promotores de los ge€BE$Ay ASF1B identificamos

sitios putativos de union de los factores de transcripcion E2F, los cuales regulan la transcripcion
de genes requeridos para la progresion del ciclo celul neplicacion del ADN. Estos
resultados fueron corroborados ensagogvo (mediante coinmunoprecipitacién de la cromatina,

ChlIP) ein vitro (mediante ensayos de movilidad electroforética, EMSA). Ademas, se observo la
induccién de los transcriptos de IgsnesASF1Ay B en respuesta al tratamiento con radiacion
UV-B. Estos resultados indican que los gei8&1se encuentran regulados por el ciclo celular y

gue intervienen en la respuesta al estrés provocada por la radiacidn UV
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Factor de Transcripcion P1 R2R3MYB: Andlisis de la estuctura molecular de los alelos
presentes en variedades de maiz de altas altitudes y su rol en la respuesta a la radiacion
UV-B.

Rius SP, Grotewold E, Casati P

'CEFOBICONICET Fac. Cs. Biog. y Farm. UNR Rosafdpt. Plant Cel. Mol. Biol.Ohio
State Univ. USA. #ail: rius@cefobiconicet.gov.ar

P1 es un factor de transcripcion R2RYB que regula la acumulacion de un grupo
especifico de flavonoides (flobafenos y flavonas) en tejido floral de maiz. En este trabam, hemo
analizado la actividad de la region basal del promotor de-P1)ple una raza de maiz (Mishca;
22002800 m.s.n.m.) adaptada a mayor incidencia de radiacié WMuna linea cultivada de
baja altitud (W23b,pl) en respuesta al UB. La region correspomehte a dicho promotor
(1100bp) para ambas lineas fueron clonados en el vector pMSZP1L: C) y se analizo la
actividad de las mismas en respuesta a la radiacioB.URara ello, se utilizaron protoplastos
aislados de ambas lineas, los cuales fueranstormados con su propio constructo y el
correspondiente a la otra linea analizada. Protoplastos de la linea B73 transformados tanto con el
p-P1 de W23 como con elpl de Mishca no mostraron inducciones de la actividad luciferasa
luego de un tratamientoon UV-B. Por el contrario, cuando el ensayo se realizé utilizando
protoplastos de la linea Mishca, se observé un incremento de la actividad® tleduando se
transformd con ambos constructos. Teniendo en cuenta la alta identidad de secuencia de esta
regon del pP1 entre Mishca y W23, nuestros resultados estarian indicando una regulacion del
tipo TRANS por UVB, al menos para esta region del promotor de P1, lo cual implicaria la
presencia de un factor de transcripcion no identificado, que se encopttesgate o activo en la
linea adaptada a altas altitudes (Mishca) y no en W23, el cual participaria en la regulacién por
UV-B de P1 en las lineas de maiz de altas altitudes.
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Rol de distintas proteinas remodeladoras de la cromatina en la respuesta al {Bv/en
plantas deArabidopsisthaliana

Campi, Mabel D6 An dr e Bmilian dulai Gasatl, Paula.

CEFOBI.Fac. Cs. Biog. y Farm. UNRuipacha 5312000.Rosario. email: campi@cefobi
conicet.gov.ar

Diversos procesos involucrados en el desarrollo fisialogia de las plantas se encuentran
afectados por la radiacion UB. Entre otros efectos deletéreos, el-B\induce la formaciéon de
dimeros de pirimidina (DPCs) en el ADN, lo que ocasiona cambios en las propiedades
estructurales y dinamicas de la caiina. En nuestro laboratorio, identificamos genes de maiz
que codifican para proteinas remodeladoras de la cromatina, talestoobdd nfc102y sdg102

que son regulados por esta radiacion. Ademas, en esta especie la acetilacion de las histonas H3 y
H4 en sus extremos-drminales se ve aumentada luego del tratamiento con 8 hs ke BV

este trabajo, analizamos el rol que poseen genes homologos a los de mMa#@bidapsis
thaliang y estudiamos el rol de dos histona aetetinsferasas pertenecienteta familia MYST

de arabidopsis, HAM1 y HAM2 en la respuesta al-BVSe realizaron ensayos fisiolégicos de
sensibilidad al UVB, demostrandose que mutantes en los gemek sdg26 nfc4, hamly ham2

de arabidopsis son mas susceptibles a esta radiqe&plantas salvajes. También medimos la
acumulacion de dimeros de pirimidina luego de 4 hs de irradiacion ce® YMego de 4 y 24

hs de recuperacién, en plantas salvajes y mutantémrag ham2y mutantes deficientes en
ambos transcriptos por insemgsi@le un ARNI, observandose en todos los casos que las lineas
mutantes acumulan mayores niveles de dafio en el ADN, lo que estaria sugiriendo que tanto
HAM1 como HAM2 estan involucradas en la reparacion del dafio al ADN ocasionado por la
irradiacion con UVB.

~ 33~



Regulacion del desarrollo de hojas dA. thalianay maiz por radiacion UV-B.
Romina Casadevall, Ramiro Rodriguez, Javier Palatnik y Paula Casati.
CEFOBICONICET; IBRCONICET. Suipacha 532000 Rosario

Por su condicion sésil, las plantas han evohmim diversos mecanismos de adaptacion a
diferentes situaciones ambientales; por ejemplo, condiciones de crecimientptisuds

provocan diversos cambios fisiolégicos y morfolégicos en las mismas. En especies
dicotiledoneas, el desarrollo de la hoja cstesen una etapa de proliferacion celular, seguida de

una etapa de crecimiento celular. Por este motivo, plantas sometidas a condiciones de estrés
pueden presentar cambios en la forma y el tamafio de la hoja madura segun cual de estos procesos
se vea afectin. El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el efecto de la radiacié® &ivia
proliferacion y el crecimiento celular. Utilizando plantasAdehalianay maiz, observamos que

la radiacion UVB induce la expresion del miR396, el mismo participa erefaesion de los

factores de transcripcion de la familia GRF (Growth Regulating Factor) que regulan la division y

el crecimiento celular. Ademas, un tratamiento corBJprovoco el arresto en el crecimiento de

las hojas deArabidopsis Observamos que lasojas de plantas tratadas con 4BVson mas
pequefias y determinamos que ello es debido a que poseen un menor nimero de células. Por otra
parte, plantas sobreexpresantes del miR396 son mas pequefas que las salvajes ya que poseen un
menor nimero de célulasmp muestran un arresto mayor del crecimiento luego del tratamiento

con UV-B, por lo que la cascada regulada por este miARN podria ser responsable del efecto
observado.
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Rol de una flavonol sintasa de maiz en la proteccion contra la radiacion U¥/

Julia Emiliani®, ErichGrotewold, Paula CasdtiMaria Lorena Falcone Ferre§ira

ACEFOBI, UNR, Rosario, Argentinamiliani@cefobiconicet.gov.ar® Department Plant
Cellular Molecular Biology, Ohio State Univ.; USA.

Los flavonoides son metabolitos secundaangliamente distribuidos en plantas superiores, que

a diferencia de los metabolitos primarios, no son esenciales para la supervivencia de la planta; sin
embargo poseen importante funciones vitales tales cequdar el transporte da hormona

vegetal auma, modular los niveles de especies reactivas del oxigeno (RiaB)xolor a las

flores para atraer a los polinizadores y absorber la luz UV, entre otras. Un grupo de éstos, los
flavonoles, son sintetizados a partir de los dihidroflavonoles por la ageiénenzima flavonol

sintasa (FLS). Con el objetivo de estudiar eld®lestos compuestos en la proteccion frente a la
radiacion UVB, se transformaron plantas d&abidopsis thalianaecotipo col 0 con la
construccion p35S:ZmFLS1, sokegpresando de estmanera la FLS1 de maiz. Lineas
homocigotas para el transgen fueron seleccionadas. Ademas, se generaron anticuerpos
policlonales contra la enzima ZmFLS1, los cuales fueron purificados y ensayados mediante
analisis de western blot, demostrandose un aumdatda proteina FLS1 en las plantas
transgénicas respecto de las salvajes. Por otra parte, se realizaron tratamientosBcam UV
plantas de Arabidopsis salvajes y transgénicas, y mediante ensayos de dot blot se evalu6 el dafio
en el ADN, observandose unaminucion en la formacion de dimeros de pirimidina en estas
Gltimas. Para correlacionar la mayor proteccion atRJde las plantas transgénicas con niveles
elevados de flavonoles (quercetina y kaempferol), los mismos estan siendo cuantificados
mediante HBC. Asi, estos resultados confirman la importancia que presentan los flavonoles en
la proteccion frente a estrés medio ambiental como la radiaciéB.UV
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Diseccién de las vias fotoperiédica y de calidad de luz en la regulacién de la floraciéon
Sabrina ligo, Barbara Strasser y Pablo D. Cerdan

Instituto LeloirCONICET, Buenos Aires.

Para florecer en el momento mas adecuado para la reproduccion, las plantas deben
monitorear el ambiente para predecir la llegada de la estacion favorable. La tempertuma y la

son dos de las variables mas importantes. La luz es una fuente precisa, dado que
el alargamiento de los dias que se produce al aproximarnos a la primavera y durante la
misma no depende de variables menos confiables dantemperatura misma o el iéwgn de

lluvias. En este sentido, el largo del dia, o fotoperiodo, adquiere una dimension muy importante.
Por otro lado, la luz no so6lo provee informacion sobre el largo es el dia, sino ademas de la
presencia de plantas vecinas que compiten o pueden deganpetir por el recurso luminoso.

Entre las diversas familias de fotorreceptores que perciben la luz, los fitocromos tienen roles
esenciales. No solo contribuyen a detectar los cambios en el fotoperiodo, sino que ademas, por
sus propiedades, permiten mitorear la proporcién de luz roja lejana incidente, que aumenta en
presencia de plantas vecinas. En el caso de Arabidopsis thaliana, la floracion puede ser inducida
tanto por dias largos, como por aumentos en la proporcién de luz roja lejana. La psinneaa e
respuesta fotoperidédica, mientras que la segunda es una respuesta a la calidad de luz. Dos
reguladores transcripcionales, CONSTANS (CO) y PHYTOCHROME AND FLOWERING
TIME 1 (PFT1) juegan roles muy importantes en la respuesta de las plantas a tadmliday

al fotoperiodo. CO es el componente principal de la via fotoperiodica, se regula en forma
transcripcional y pograduccional, de forma tal que su actividad es maxima cuando los dias son
largos y es en dicho momento cuando CO induce la e&prde FLOWERING LOCUS T (FT),

el cual codifica para una proteina pequefia, que cuando inducida en el floema, se mueve al
meristema apical para inducir la floracién. Por su parte, PFT1 corresponde a la subunidad
MED25 del complejo MEDIATOR de las plantasi 8l en la respuesta a la calidad de luz que
acelera la floracion se ha determinado genéticamente, pero si actia en la misma via de CO, en
vias separadas, es motivo de controversia. En este trabajo, logramos determinar que 1) aguas
abajo" de los fitocron®B, D y E, existen al menos dos vias que inducen la floracién, las cuales
requieren de CO y PFTL1. 2) Usando fusiones inducibles pudimos determinar que PFT1 activa de
forma relativamente rapida, la expresion de CO y FT. 3) Que PFT1 puede activar |aexgeesi

FT incluso en ausencia de CO. Nuestros datos, nos permitieron concluir que PFT1 puede regular
la floracion como un promotor de los genes de la via fotoperiddica, pero puede actuar por
mecanismos dependientes e independientesdeAd@mas de los redaldos especificos, los
altimos resultados publicados colocan a PFT1 como un integrador de variables ambientales, lo
cual discutiremos en el marco de nuestros resultados.
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Altura del Noroeste Argentino

Ordofiez, O.F, Cortez, N. y kas M.E.

LIMLA -PROIMI-CONICET (Laboratorio de Investigaciones Microbiolégicas de Lagunas
Andinas- Planta Piloto de Procesos Industriales Microbioldgicos)
S M de Tucuman, Argentina-faai: omar_federico@yahoo.com.ar

Resumen

Las lagunas de altura de la Puna y cordillera del NOA se encuentran ubicadas a mas de 3.800
m.s.n.m., se tratan de ambientes pristinos, inexplorados, de dificil acceso para el hombre y
expuestos a condiciones extrentales como alta salinidad, radiacion ultravioleta (RUV), bajo
contenido de fésforo, gran amplitud térmica, alto contenido de metales pesados, etc. Estas
caracteristicas hacen de ellas un escenario particularmente interesante para llevar a cabo estudios
de resistencias a RUB.

Fue investigado el efecto de la radiacion ultravietgRUV-B) en la sobrevida de
Exiguobacteriunsp., una bacteria Gram positive, aislada de Laguna Negra, ubicada en la Puna
del Noroeste Argentino, a mas de 4.000 metros sobrizedlde mar (m.s.n.m.) con un maximo

de irradiancia registrado de 10.80 Wm2. Los perfiles de resistencia é@BRUAfon comparados

con una cepa de coleccién del gen&dguobacterium arantiacunDSMZ 6208; y con las
muestras colectadas, se realizo eldéatesis en gel de dos dimensiones

Metodos

Para cuantificar los efectos de la RIBV312nm), las células fueron irradiadas con lamparas de
RUV-B artificial (I: 0.423 Wn¥), durante 6 horas, siguiendo la curva de sobrevida cada dos
horas, y calculando sugistencia, mediante la determinacién de unidades formadoras de colonia
por mililitros (UFC/ml).

A partir de muestras obtenidas a las 6 horas de irradiacion, se prepararon extractos celulares
libres de células para su posterior visualizacién por electsi$cea gel de dos dimensiones.

Resultados

Alta resistencia a RUAB fue encontrada en la cepaiguobacteriunsp. N30, con un 90 % de
sobrevida después de una dosis de 68, hon RUVB artificial. A diferencia de las cepa de
coleccion E. aurantiacum DM3 6208 quien mostré una disminucién en la sobrevida de hasta

un 50%.

En los perfiles electroforeticos de dos dimensiones, se observo diferencias en los patrones de
proteinas, tanto para las cepas expuesta como para la cepa controlBa RiJsual evidenia la
expresion de proteinas necesarias para la sobrevida frente a altas dosis de radiacion ultravioleta.
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DERIVADOS DE FULLERENO C o COMO AGENTES FOTOSENSIBILIZADORES
ANTIMICROBIANOS
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Los compuestos derivadae fullereno G han mostrado ser fotosensibilizadores eficientes en
diversos campos de la biologia. Los anillos aromaticos condensados producen una extension de la
conjugacionp, causando una absorcion significativa de luz visible. Los fullerenos et esta
triplete pueden reaccionar formando radicales libres (tipo I) o transferir la energia al estado
fundamental del oxigeno (tipo Il), con la consecuente formacion de oxigeno molecular singlete,
Oz(ng). Asi, los fullerenos han sido propuestos como agéoteterapéuticos en la inactivacion
fotodinamica (PDI) de microorganismos.

En este trabajo fueron sintetizados derivados de
fullereno Go mediante la cicloadicién l-@polar a
partir de (o, N-metilglicina y el correspondiente
benzaldehido. La distribuim de cargas positivas en
el fullereno dicatibnico DT&>" le confiere un
elevado caracter anfifilico con wuna polaridad
intramolecular de 46 D. El efecto fotodinamico fue
dependiente del medio, aumentando en un
microentorno biomimético apropiado formador po
micelas inversas. Los estudios en medios biol6gidd4Csy : Ri=NCH;  R,=NHCOCH;

fueron realizados en cultivos #@sscherichia coliy de DACq," : R;=N"(CH;), R,=NHCOCH;,

Candida albicans La pérdida de viabilidad de la$TCy,?": R,=N"(CH;), R,=N*(CH;),

bacterias fue de ~4 log para los cultivos tratados con 1

nmM de DTG e irradiados por 30 min con luz visible. Resultados similares fueron obtenidos
paraC. albicansutilizando 10rmM del fotosensibilizador. Ademas, el crecimiento de cultivos de
C. albicansfue detenido en presencia de Q'(E?Cy luz visible. Pomtro lado, la viabilidad no fue
afectada cuando se utilizé el fullereno no cargado BRACos resultados indican que los
compuestos cationicos derivados de fullereggpfesentan caracteristicas interesantes para ser
utilizados como agentes fotosensitalilores en la inactivacion de microorganismos.
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SUPERFICIES ANTIMICROBIANAS GENERADAS A PARTIR DE LA
ELECTROPOLIMERIZACION DE PORFIRINAS

Matias D. Funes, M. Gagriela Alvarez, Javier Durantini, Miguel Gervaldo, Luis Otero y Edgardo
N. Durantini

Departanento de Quimicaracultad de Ciencias Exactas Fis@@oimicas y Naturales,
Universidad Nacional de Rio Cuarfsgencia Postal Nro. 3, X5804BYA Rio Cuarto, CArdoba,
Argentina.E-mail: edurantini@exa.unrc.edu.ar

En la inactivacion fotodinamica (PDI) de noorganismos puede ser necesaria la remocion del
fotosensibilizador con posterioridad al tratamiento para evitar la permanencia en los organismos
vivos. Esta acumulacion del agente fototerapéutico puede conducir a dafios severos en los tejidos
expuestos a thacion solar. Una solucion a este inconveniente es utilizar sistemas heterogéneos
formados por superficies fotoinactivantes.

En este trabajo fueron formadas peliculas mediante la polimerizacion
electroquimica d&,10,15,2&tetrakis[3(N-etilcarbazoil)]porfirina (Sup

CP) sobre electrodos transparentes de 6xido de indio dopado con estaf
Los estudios espectroscopicos indican que la superficie absorbg
intensamate en la regién visible. El efecto fotodinamico y R
produccion de oxigeno molecular singlete(ng), de las superficies fue
evaluada en presencia de 9difhetilantraceno y i#riptéfano en

R

solucion. En estas condiciones, la irradiacion con luz vigilelelas R
peliculas poliméricas produce la oxidacion eficiente de ambos sustratos. N//
Las investigaciones de PDn ivitro fueron realizadas en la levadura

Candida albicansLa accion fotocitotoxica de la superficie produce ug. Q

decrecimiento de ~1,7 y 2,5 log enMiabilidad celular después de 30y

60 min de irradiacion, respectivamente. Esta actividad fotoinactivante dEFRSipe también
confirmada mediante el retardo en la curva de crecimientcC.dalbicans Estudios en
condiciones andxicas mostraron que labilidad celular no se ve afectada, indicando que el
oxigeno es indispensable en la inactivacion celular.

La principal ventaja de utilizar superficies poliméricas es producir la fotoinactivacién de los
microbios introduciendo las mismas en una suspengjaia e irradiando con luz visible, sin
contaminar el medio con el sensibilizador. Ademas puede ser utilizado para el recubrimiento
permanente de superficies propensas de contaminacién, como zonas fijas de salas de cirugia o
regiones hospitalarias dealtiesgo. La diferencia con otros sistemas es que ademas de producir
una inactivacion elevada, similar a los sensibilizadores disueltos en solucion, se puede extraer y
reutilizar con facilidad una vez finalizado el proceso de PDI.
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INACTIVACION DE LEVADURA S FOTOSENSIBILIZADA POR FTALOCIANINAS
TETRACATIONICAS

A. Laura Ochoa, Albana DiPalma, M. Gabriela Alvarez, M. Elisa Milanesio y Edgardo N.
Durantini

Departamento de Quimiciacultad de Ciencias Exactas Fis@@oimicas y Naturales,
Universidad Nacionale Rio CuartoAgencia Postal Nro. 3, X5804BYA Rio Cuarto, CArdoba,
Argentina.E-mail: edurantini@exa.unrc.edu.ar

Las practicas médicas que producen una inmunosupresion profunda del paciente trajeron
aparejado un incremento notable en la frecuencia § gravedad de afecciones fungicas. En los
altimos afios ha aumentado la incidencia de infecciones de hongos causadosngiola
albicansy otras especies de levaduras oportunistas. Las candidiasis son infecciones dificiles de
diagnosticar y de tratar, pwido ser a menudo fatales. La resistenciaCdealbicans ha
incrementando incluso en contra de los agentes antifungicos tradicionales. La terapia
fotodinamica originalmente desarrollada para el tratamiento de tumores, puede ser modificada
para la erradicagén de microorganismos patdgenos. En esta metodologia, el agente sensibilizador
se acumula en las células microbianas, las cuales en presencia de luz son inactivadas por la
accion fotodinamica. En particular, las ftalocianinas presentan propiedadesamtsesomo
agentes fotosensibilizadores en sistemas bioldgicos debido a la absorcion intensa en la regién roja
del espectro visible y un tiempo de vida largo del estado triplete para producir eficientemente
oxigeno molecular singlete. Sin embargo, las devas estan rodeados por una pared celular
rigida y la incorporacion de la ftalocianina a la célula esta influenciada por la distribucion de
cargas Y el caracter anfifilico del agente.

En este trabajo se sintetizaron y determinaron las propiedade
espectoscopicas y fotodinamicas de ftalocianinas tetracationicas
(ZnPyPé&* y ZnAmP¢&") en solucién y en cultivos d@. albicans \ N
Los estudios espectroscOpicos indican que presentan un y
rendimiento cuantico de fluorescenciaFle-0,2 y una produccion

de oxigeno miecular singlete d& ~0,6. En sistemas bioldgicos, TN
el efecto citotoxico fue evaluado variando la concentracion dﬁ -
fotosensibilizador (4LOMM) y el tiempo de irradiaciéon con luz
visible. Los cultivos tratados con 5 y & del sensibilizador por zppypctt R. O—CN*—

30 min mastraron una incorporacién de 1,3 nmof/t6élulas para 5 Z

mM y 1,76 nmol/16 células para 1GvM, respectivamente. LosZnAmPc*" R: N+

cultivos incubados conPyPé* (10 mM) e irradiados con luz

visible (30 min) presentan una disminucion de las células viables de ~9 loggll representa

mas de un 99,999% de inactivacion. Ademas, los cultivos tratadoZngyPé" e irradiados
muestran un retardo en la fase lag y ausencia de crecimiento exponencial. Por lo tanto el efecto
fotodinamico producido por el sensibilizador eagancia de luz visible es efectivo para producir

la pérdida de la viabilidad celular y representa una alternativa interesante par la inactivacion y el
control del crecimiento de levaduras.
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ASPECTOS MECANISTICOS DE LA FOTOINACTIVACION DE BACTERIAS
SENSIBILIZADA POR FTALOCIANINAS
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En los ultimos afios, el patrén cambiante de enfermedades infecciosas y la resistencia emergente
a antibidticos de uso corriente han hecho necesario encontrar nuevas alternativas para el
tratamiento de infecciones bacterianka inactivacion fotodindmica (PDI) de microorganismos

ha sido propuesta como una modalidad alternativa para el tratamiento de bacterias patogénicas
resistentes a antibioticos. Esta metodologia se fundamenta en la acumulacion preferencial del
fotosensibiizador en las células microbianas. Posteriormente, la irradiacion del cultivo con luz
visible induce el desarrollo de fotoprocesos que afectan el sistema celular, conduciendo a un dafio
letal en las bacterias. Las bacterias Gram positivas son susceptiletiesta producido por
sensibilizadores neutros y anidnicos, sin embargo las Gram negativas han sido inactivadas
solamente en presencia de un agente que estimule la translocacion del sensibilizador a través de
la membrana. A pesar de esto, la presenciacalgas positivas en la periferia de los
sensibilizadores los hace aptos para la fotoinactivacion directa de

ambos tipos bacterianos.

En este trabajo se investigaron aspectos mecanisticos de I
de una bacteria Gram negativiascherichia coliy una Gram
positiva, Streptococcus mitisen presencia de ftalocianinas
tetracationicas.

Los ensayos muestran que si bien las ftalocianinas interaccionan
y fotodescomponen al ADN en solucion, el analisis del material
genético aislado de los tratamienbowitro no muestran cambios
significativos. Por otro lado, en los estudios de microscopig —
electronica las bacterias presentan agregacion de lasznPPc** R:4<\://\N+—
macromoléculas citoplasmaticas y en algunas regiones, znepc* R:—\_

disrupcion de la membrana celular. Sin embargo, estas N*(CHz)s
modificaciones B la membrana no son suficientes para permitir la liberacion de los biopolimeros
intracelulares. Los resultados muestran que los sensibilizadores derivados de ftalocianinas
cationicas son agentes fotodinamicos efectivos tanto para el tratamiento deadbastarn
negativas como Gram positivas. Sin embargo, dependiendo del microorganismo a tratar cambia
la eficiencia de los sensibilizadores. Asi, atn cuando ZiiRBanas efectivo que ZnEPpara
inactivar células dé. coli, este resultado se invierte enhcaso deS. mitis Ademas, de los
resultados se desprende dde coli es mas resistente qu& mitisa la PDI, reflejando las
diferencias en la estructura de la envoltura celular. En ambos casos la accion fotodinamica
principal producida por estos senBr#adores parece afectar principalmente el normal
funcionamiento de la pared celular mas que alteraciones en el material genético.
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Photophysics and photocytotoxidy of 2,9(10),16(17),22(25etrakis[(2-N,N-
dimethylamino)ethylsulfanyl]phthalocyaninatozinc(ll) incorporated into liposomes
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Ciencias Exatas y Naturales, UBA, Ciudad Universitaria, Pabellén 11, 1428 Buenos Air8s,

IQUIFIB, Departamento de Quimica Biolégicd)epartamento de Quimica Organica, Facultad
de Farmacia y Bioquimica, UBA, Junin 956, 1113 Buenos Aires.

Liposomes with varioudipid compositions are widely used as carriers systems for water
insoluble compounds in experimental studies and clinical tiTdle. extreme hydrophobicity of
phthalocyanines makes necessary the use of specific carriers for their delivery into biological
systems for photodynamic therapy (PDThe presences of cholesterol in the liposome
formulations enhance their mechanical stability, avoiding structural disintegration in blood.
2,9(10),16(17),22(25%trakis[(2N,N-dimethylamino)ethylsulfanyl]phthalocgaatozinc(ll)

(ZnPc)was incorporated inttwo different liposome formulations d@f 2-dipalmitoylsn-glycero
3-phosphocholine, with (D1) and without cholesterol (D2). Both systems were studied in order to
evaluate the photophysical properties, as well #seir photocytotoxicity using human
nasopharynx KB carcinoma cells.

The average diameter of liposomes varied from 49. 82100 nm. The polydispersity (i.e., the
measuremendf size heterogeneity) for the size distribution of liposofoahulations range

from = 0.088 to #0.35. Spectroscopic characterization of free and incorporated into liposomes
ZnPc absorption and emission spectra were used to establish the incorporation of the dye into
liposomal formulations. ZnPc into D1 and D2 formulations shovaradkat 648.5 and 642.5 nm
respectively corresponding to di mer pareRP2. The
x 10° and 8,3 x 18, and he singlet oxygen quantum yield productiany values aré,34 and

0,42 for D1 and D2 respectively.

The effect of different concentrations of phthalocyanines on KB cell survival was evaluated in
the dark and upon exposure to a light dose of 4.7 3Jlm@tween 63700 nm during 40 minutes.

No dark cytotoxicity was observed when cells were exposed upto@a @00 mL concentr a
liposomes. On the contrary, when cells were treated with ZnPc incorporated into D1 and D2, cell
viability diminished in a concentratiesiependent manner, the 50% inhibition of cell proliferation
(ICs0) being obtained ataconcentrabn | ess t han 1 ¢ M.

In conclusion, ZnPc liposomes have a good cytotoxic behavior, despite the fact of the dye

dimerization.
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Photodynamic efiect of isosteric watersoluble phthalocyanines on human nasopharynx KB
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Bioquimica, Junin 956, 1113 Buenos Aires, Argentina
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Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, ciudad Universitaria, Pabellon I,
1428 Buenos Aires, Argentina

Phthalocyanines have been found to have applications as phototoxic drugs for. PDBiT
addition to their wetknown chental stability, phthalocyanines possess characteristic absorption
spectrd, with a Soret band at approximately 350 nm and a usually narrow but very stzagiQ
around 675 nm, with a molar absorption coefficient in the range®afit@m™.

The photodynams activity of watersoluble cationic zinc(ll) phthalocyanines using human
nasopharynx carcinoma (KB cells) was investigated. A sliiked cationic dye, named:
2,9(10),16(17),23(24etrakis[(2trimethylammonium)ethylsulfanyl]phthalocyaninatozinc(ll)
tetraioidide TAES) is the most active of four sensitizer assays simows a singlet oxygen
quantum yieldf 0.58 and a higher bathochromic shift of 10 nm for tHea@Qd as compared with
the oxygedinked cationic aliphatic philocyanine: 2,9(10),16(17),234)tetrakis[(2
trimethylammonium)ethoxy]phthalocyaninatozinc(ll) tetraioidat®d the best photstability in
water in comparisowith their tetraa-substituted counterparis8(11),15(18),22(25etrakis[(2
trimethylammonium) ethoxy]phthalocyaninatozii(tetraioidide and 1,8(11),15(18),22(25)
tetrakis[(2trimethylammonium)ethyl sulfanyl]phthalocyaninatozinc(Il) tetraioidide
PhthalocyanineTAES, partially localized in lysosomes, led to cell photoinactivation in a
concentrationand light dosalependenmanner. Ater photodynamic treatmentAES induced

an apoptotic responses indicated by morphological cell changes increase in the activity of
caspase3 and the cleavage of PeADP-RibosePolymerase substrate (PARP). Necrotic cells
accounteddr less than 10% of total cell population.
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PHTHALOCYANINE-STABILIZED GOLD NANOPARTICLE:
A POTENTIAL DELIVERY VEHICLE FOR PHOTODYNAMIC THERAPY
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In the fast-developing field of nanotechnology., Au nanoparticles have served as a
versatile platform for exploring many aspects of basic science. Metalics nanoparticles
have been modified with a great variety of organic functional groups to stabilized the
nanoparticle nanoparticle’. The great interest in the development of those systems led us
to synthetize macrocyclic phthalocyanine ligands protect Au nanoparticle. To obtain
stable SPc-protected Au nanoparticles we focussed on gold nanoparticles formed
through multidentate ligation using the macrocyclic phthalocyanine thioester derivative
tetrakis[(3-acetylsulfanyl)-propoxy]phthalocyaninatozinc(Il) (SPc)”.; from by ligand-
exchange reactions from citrated-protected Au nanoparticles according to the method of
Slot® After ligand exchange, the nanoparticles became insoluble in water but soluble in
N N-dimethylacetamude, ndicating that ligand exchange was accomplished. The
functionalized Au nanoparticle have swtable properties for singlet oxygen
photoproduction as second generation photosensitizers in the modality termed
photodynamic therapy (PDT). The visible absorption spectrum of the Pc-coated gold
nanoparticle shows a typical Au plasmon bandwith at 525 nm and a Q-band at 693 nm
corresponding to phtalocyanine coordinated Au nanoparticle. Transmission electron
micrographs of the Citrate-capped Au nanoparticles with sizes between 7 and 26 nm are
consistent with those previously reported by several groups.
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FOTOSENSIBILIZADORES EN NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE PLGA
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Introduccion. Los sistemas nanoparticulados pcliméricos han sido estudiados en los
tltimos afos con sumoe interés, ya que los mismos presentan potencial aplicacion para
cuestiones biomedicas, tales como Terapia Fotodinamica del Cancer, asi como en
procesos de descontaminacion y/o remediacion de efluentes.

Objetivos.  Sintetizar Nanoparticulas de PLGA (Folyoly(D,L-lactide-co-glycolide)
magnéticas  (NPLGAMN), en las cuales se incorpora una ftalocianina octosustituida
(S1). Realizar bicensayocs a los efectos de verificar la influencia de los sistemas
hancoparticulados en la bioacumulacién de otras especies quimicas como cadmio en
Lumbriculus variegatus.

Resuftados. Se realizé la caracterizacion fotofisica de NFLGAMNPC y de NPLGAPC,
evaluando medidas de Absorbancia, Flucrescencia, Reflectancia Total y Difusa, asi
como de Transmitancia con el objetivo de obtener rendimientos cuanticos de oxigeno
singlete (b)) y rendimientos cuanticos de fluorescencia (©g). Se ha caracterizado el
tamafio de los sistemas obtenidos recurriende no solo a determinaciones de Dynamic
Light Scattering (DLS) sino también a imagenes de Microscopia Elecirénica de
Transmision (TEM) e imagenes de Microscopia Electronica de Superficie (SEM).
Asimismo se han realizado curvas de histéresis comparativas de las nanoparticulas
magnéticas incorporadas en estos nanosistemas poliméricos. Se estudia la eficiencia de
estos sistemas de NPs para remediar contaminantes metalices, especificamente
cadmio. Para ello, se realizaron bioensayos a 48 hs empleando Lumbriculus variegatus,
Una especie recconocida come hicindicador para ensayos de toxicidad de aguas vy
sedimentos por distintas agencias ambientales.

Conclusiones. Los estudios fotofisicos de las NPLGAMNPC muestran una banda de
absorcion a 655 nm correspondiente al colorante S1, mientras que las nanoparticulas
magneticas la muestran a aproximadamente 500 nm. Se verifica tambiéen generacion de
oxigeno singlete del fotosensibilizador incorporade en los sistemas nanoparticulados. Se
observa una significativa disminucidn en la bioacumulacion de cadmio en presencia de
los sistemas de NPLGAMN conteniendo o no el fotosensibilizador.
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Factores estructurales en la fotoquimica y fotofisica de aminoacidtipo micosporinas y
gadusol
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Los aminoacidostp mi cosporinas ( MAAs) son c i-inshtorddasxgeen on a s
presentan intensa absorcién en las regionesAlB/ El gadusol posee una estructura analoga consistente

en un anillo de ciclohexenona sustituido por un grupo OH en el cabbdmoforma estable del gadusol a

pH fisiol6gico es el enol desprotonado (anion gadusolato). La observacion de que tanto la biosintesis
como la acumulacion de MAAs son estimuladas en presencia de radiacion, ha llevado a plantear su
posible rol en fotoproteion. Ademas, existen evidencias que indican que el gadusol participaria como un
intermediario en el camino de biosintesis de los MAASs.

En los ultimos afios, nuestro grupo ha enfocado el estudio de la fotoquimica y fotofisica de estos
metabolitos aisladogn solucion con la idea de explorar las bases fisicoquimicas que sustentan sus
propiedades fotoprotectoras. En este trabajo, se analizan en particular los factores estructurales que
determinan el comportamiento de los estados excitados y los camintsateare de estas moléculas.

Si bien se conoce que las ciclohexenonas sustituidas forman estados triplete estabilizados por la
conjugaci - n -imbadraddsno setha podido betebtar la formacion de especies transitorias de
larga vida por cruce entre sistemas del gaduselatolucion acuosa. Tampoco se observa produccion de
tripletes por excitacion directa de los imiktAAs estudiados.

Los rendimientos cuanticos de fotodegradacion de tres iifwaAs y gadusolato en solucion acuosa caen

en el intervalo de 0,1 a 3,4 x},dndicando una gran estabilidad de estos metabolitos frente a la radiacion
UV.%% A su vez, esta fotoestabilidad es consistente con la ausencia de especies triplete estables.

Se interpreta que la estabilizacion por conjugacion de los cromoforos es faatiiilgdrt en las
ciclohexeniminas y se acentla en gadusolato, a causa de la carga negativa sobre el atomo de oxigeno en el
C-3. Se ha reportado ademas que factores estéricos que impiden la libre rotacion del doble@yléce C
piramidalizacion del € incrementan los tiempos de vida de los transitorios. Estas posibilidades se darian

en los imineMAAs estudiados debido a los sustituyentes voluminosos que presentan tantelecoeh@

en el G3.

En base a todas las caracteristicas estructurales menciaeatlabiera esperado que estas moléculas
formen estados triplete con tiempos de vida del orden de los microsegundos. Sin embargo, s6lo mediante
fotosensibilizacion se detectaron los estados triplete de los-M##s Shinorine y Porphyr834, con
tiemposdesi da aproxi matlios de 11 y 14 ¢s.

En el caso del gadusolato, la capacidad dadora de electrones que posee el grupo enolato conduce a la
reduccion de tripletes de benzofenona, acridina o rosa de bengala, bloqueando la posibilidad de
fotosensibilizacion.

Por lo tanto, se concluye que la elevada fotoestabilidad de estos compuestos estaria relacionada con vias
de relajacién extremadamente rapidas desde el estado singlete excitado, que compiten con la formacion de
intermediarios reactivos como los estadodété Esto podria asociarse a la presencia de intersecciones
conicas sobre las superficies de energia potencial que conecten los estados singlete excitado y
fundamental sin costo energético extra, favoreciendo asi la desactivacion no radiativa de &stiéessmol
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Interaccién entre la sefializacion luminica mediada poel fitocromo B y la producciéon de
glucosinolatos erArabidopsis thaliana
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Las plantas detectan la proximidad de plantas vecinas percibiendo una disminucion en la relacién
rojo: rojo lejano (R:RL) de la luz incidente mediante el fitocromo B. Estudios previos mostraron
que bajas relaciones de R:RL disparan cambios nfisiddgicos destinados a aumentar el
potencial de competencia por luz (fenotipo SAS), y ademas cambios a nivel de balance de
diversos metabolitos. Recientemente se demostré que la baja relacion R:RL reduce la sensibilidad
a los jasmonatos (JA), principales hormomaslucradas en la respuesta de defensa contra
factores bioticos. Este fendmeno entonces podria afectar negativamente procesos tales como la
produccion de compuestos de defensa sintetizados en respuesta al ataque de insectos herbivoros y
hongos patdgenos.

Los glucosinolatos son compuestos de defensa propios de las Brassicaceas que les confieren un
olor y sabor amargo caracteristico; estos metabolitos secundarios derivan de aminoacidos
especificos. Los glucosinolatos alifaticos se sintetizan a partir deetianina y los indélicos

(IGS) a partir del triptofano, siendo estos ultimos de especial interés porque se los involucra en la
defensa contra hongos patégenos y comparten un intermediario comdn con la via de sintesis de
auxinas y camalexina (una fitoalaaj.

En este trabajo se estudiaron los efectos del RL y de mutaciones del fitocromo sobre la
produccion de glucosinolatos en plantasAdabidopsis thaliandrente a la infeccién del hongo
necrotrofoBotrytis cinereay a la aplicacion de JA. Se observé&das plantas irradiadas con RL
presentaron disminuciones significativas en la produccion de iGS respecto de las plantas no
expuestas al RL, aumentando la susceptibilidad al ataque del patégeno. Las mutantes phyB (que
presentan un fenotipo SAS constitudiyayodujeron menor cantidad de iGS, independientemente

del tratamiento luminico aplicado. Consecuentemente se midi6 la expresion de genes
involucrados en la sintesis de iGs y camalexina. Nuestros resultados sugieren que el RL tiene un
efecto represor en kintesis de iGS y probablemente camalexina, y que este efecto se encuentra
mediado por la sefalizacién del fitocromo B.
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Efectos de la radiacion UVB sobre la resistencia dérabidopsis thalianaa Botrytis cinereay
el rol de los compuestos fendlicos
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La luz percibida por las plantas en su ambiente natural esta constituida por un conjunto de
radaciones de energia variable provenientes del sol. La radiacion ultravioleta -B, (280

315nm) es un componente menor del espectro solar (menos del 1%), pero es capaz de inducir
cambios en el metabolismo secundario de las plantas que tienen conseaugrctastes en su
desarrollo. Una de las respuestas caracteristicas a la exposiciorBastJat es el incremento en

el contenido foliar de compuestos fotoprotectores, como los flavonoides y otros compuestos
fendlicos (acidos cinamicos, sinapatos, cunasj etc). Sin embargo estos compuestos no soélo
cumplen un rol fotoprotector, sino que también se ha propuesto que podrian participar en la
respuesta a otros factores, como el ataque de insectos herbivoros y hongos patdégenos.

En Arabidopsis thaliana se hademostrado que al menos la induccién de flavonoides en
respuesta al UNB se encuentra mediada por el factor de transcripcion HY5 el cual es
positivamente regulado por el locuy¥ RESISTANCE 8 (UVR8). UVR8 es considerado como

el fotoreceptor primario de U involucrado en este tipo de respuesta de protecion.

En este trabajo se estudid el efecto de la exposicion de plantAsablielopsis thalianaa

radiacion UVB sobre la resistenciaBotrytis cinereaun hongo necrétrofo, y el posible rol de
distintos conpuestos fendlicos en la respuesta de defensa. Encontramos que la exposicion a UV

B aumenta la resistencia B cinereaen bioensayos realizad@n plantas del ecotipoek,

mientras que este efecto se ve reducido en las mutam8&4Jn analisis del petfde compuestos
fendlicos mostré que la exposicién a dBvincrementa e\. thalianala produccion no solo de
flavonoides sino también de sinapatos y que la induccion de ambos tipos de compuestos es
dependiente de UVRS8. Resultados de bioensayos emplearais utantes en diferentes
enzimas de la via de sintesis de compuestos fendlicos sugieren que el incremento en la resistencia
aB.cinereaproducido por el UWB estaria relacionado a la produccién de sinapatos.
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Vias hormonales involucradas en las respuexst de escape al sombreado (SAS). Similitudes
y diferencias rio abajo de phyB y cryl
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Las plantas responden a una reduccion en la relacién R:RL de la luz causada por la proximidad
de otras plantas desencadenando cambios morfofdgjae mejoran la captacion de luz. En
Arabidopsis esta respuesta (el sindrome de escape al sombreado, SAS) esta controlada por los
fitocromos (particularmente el phyB) y es dependiente de la via de sintesis de auxina dependiente
de TAAL. Sin embargo, aultivar mutantepphyB y mutantes deficientes en TAA%av3 en

canopeos reales, notamos que estas plantas conservan la capacidad de desplegar respuestas
marcadas al incremento en la densidad de siembra y al sombreado. La morfologia SAS
(hiponastia foliary reduccion en la relacion lamina: peciolo) también fue expresada cuando las
plantas se expusieron a tratamientos que atenuaron el flujo de luz azul. Esta respuesta a la
disminucién de la luz azul estuvo expresada constitutivamente en mutantes delejptorrée

luz azul/UVA, cryl. La evidencia genética obtenida en nuestros experimentos indica que las
respuestas SAS a la atenuacion de luz azul estdn mediadas por mecanismos de sefializacion
hormonal que muestran un solapamiento solamente parcial conakmsredlutadas por la
inactivacion del phyB. En particular, las vias para el transporte polar de auxinas, la biosintesis de
auxina y las vias de sefalizacién de la giberelina que estan involucradas en las respuestas SAS a
las bajas relaciones R:RL no fueroecesarias para la activacion del SAS en respuesta a la
atenuacion de la luz azul. La via dependiente de los brasinosteroides fue requerida para la
expresion completa del fenotipo SAS en respuesta a la disminucion de la luz azul. Las vias de
inactivacionde phyB y de cryl parecieron converger en su requerimiento de los factores de
transcripci-n de |l a familia de | os bHLH APh)
necesarios para la activaciéon del fenotipo SAS. Los resultados presentados en gete traba
sugieren que la luz azul ejerce un control importante sobre las respuestas de tipo SAS, y que PIF4
y PIF5 son nodos criticos para un conjunto diverso de vias de sefializacion que controlan la
arquitectura de las plantas en los canopeos naturales.
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