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BIOGRAFIA

Una calurosa maiana del 11 de enero de 1985 a eso de
las 11 de la mafiana fue el momento en el que tuve
contacto por primera vez con esta realidad. Mis padres,
Mario Araya y Margarita Flores decidieron que su

tercer hijo llevase por nombre de Jorge Andrés.

Mi educacion basica y media la realicé en un colegio
cientifico humanista, mixto y perteneciente a los

Marianistas. El afio 2002 fue el afio en el cual se podria

decir que se cerr6 uno de los primeros ciclos en mi vida, salir de la burbuja del colegio,

realizando eso si una transicion pre-universitaria de un afio.

Luego de esta etapa, durante el afio 2004 ingresé al Programa Académico de
Bachillerato de la Universidad de Chile, dando asi inicio a lo que se podria denominar
un nuevo ciclo, durante el cual para el afio 2006 ya me encontraba en la carrera de

Ingenieria en Biotecnologia Molecular.

Durante el tiempo de permanencia en la universidad conoci a muchas personas, muchas
realidades y creo que todos quienes han vivido esta etapa saben que el mundo se abre de
una manera impresionante. .. durante este periodo creci bastante, tanto como cientifico y
como persona, hice muchas amistades y contactos, conoci personas maravillosas, vivi el
amor y el desamor, la alegria y la tristeza, la impotencia y el alivio entre tantas otras
situaciones... y es asi como hoy me encuentro a punto de realizar “el rito” que marcara
el fin de este ciclo, dejar de ser un estudiante universitario de pregrado y comenzar con

uno nuevo, con nuevos desafios y nuevas situaciones.
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RESUMEN
El sorbitol es el mayor producto fotosintético en especies de arboles frutales de
importancia econdémica para Chile pertenecientes a la familia Rosaceae. El sorbitol se
sintetiza a partir de la glucosa en las hojas y es transportado por el floema hasta los
organos sumidero, en donde es convertido a fructosa por la accion de la enzima sorbitol

deshidrogenasa (SDH).

A pesar de que el sorbitol es propio y caracteristico de especies vegetales pertenecientes
a la familia Rosaceae, secuenciaciones de los genomas de otras especies vegetales han
revelado la presencia de secuencias ort6logas del tipo SDH en especies no Rosaceae. En
este contexto, trabajos anteriores identificaron un marco de lectura abierta en el genoma
de Vitis vinifera (vid) el cual se denominé VvSDHI. VvSDHI posee 75-86% de
identidad aminoacidica con SDHs conocidas de especies pertenecientes a la familia

Rosaceae.

En el presente seminario de titulo, se construyé y comprobd la funcionalidad
transcripcional de un vector de expresién para VvSDHI (pCAMBIA-PG-VvSDHI) el
cual permite que ésta se exprese especificamente en frutos bajo el control del promotor
de la poligalacturonasa de tomate (PG). Ademas, se comprobd mediante la extraccion de
proteinas totales desde frutos de tomate transformados transitoriamente con esta
construccion, que VvSDHI genera un aumento significativo en la oxidacion de sorbitol

CcOn respecto a su control.

ix




Los resultados obtenidos en el presente trabajo, considerando que Vitis vinifera no es
una planta perteneciente a la familia Rosaceae, muestran que VvSDHI es capaz de
oxidar sorbitol, con lo cual surgen preguntas sobre la funcién que podria cumplir in vivo,

sin poder descartar que posea actividad con otros sustratos.




ABSTRACT
Sorbitol is the major photosynthetic product in fruit tree species belonging to the
Rosaceae family which is of economic importance to Chile. Sorbitol is synthesised from
glucose in the leaves and transported through the phloem to sink organs, where it is

converted to fructose by the enzyme sorbitol dehydrogenase (SDH).

Although sorbitol is characteristic of plants belonging to the Rosaceae family, the
sequencing of other plant genomes has revealed the presence of SDH-type orthologous
sequences in non-Rosaceae species. In this context, previous work has identified an
open reading frame in the genome of Vitis vinifera (grape) named VvSDHI. VvSDHI1
has 75-86% amino acid identity with SDHs from species belonging to the Rosaceae

family.

In this work, pCAMBIA-PG-VvSDHI was constructed, which allows VvSDHI to be
expressed specifically in fruits under the control of the promoter of the tomato
polygalacturonase (PG), and subsequently tested for transcriptional functionality. In
addition, it was found, by extracting total protein from tomato fruits transiently
transformed with the construction above, that the presence of VvSDHI1 generates a

significant increase in the oxidation of sorbitol with respect to its control,

The results obtained in this work, considering that Vitis vinifera is not a plant belonging
to the Rosaceae family, show that VySDHI is capable of oxidizing sorbitol, which raises
questions about its potential role in vive, without being able to rule out its possible

activity with other substrates,
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1 INTRODUCCION

1.1 Distribucién de carbohidratos en plantas

La distribucion de carbohidrates en las plantas es fundamental para el desarrollo de las
mismas. Este proceso comienza con la fijacion inicial de carbono a través de la
fotosintesis, para continuar con la conversion metabdlica y la posterior distribucion de
compuestos de carbono reducidos a lo largo del organismo vegetal. Dependiendo de la
especie, esta Qltima etapa consiste en el movimiento de azilicares o de alcoholes de
azicar (poli alcoholes o polioles) desde los tejidos fotosintéticos hasta los tejidos

sumidero no fotosintéticos (Slewinsky y Braun 2010).

1.2 Alcoholes de Aziicar en plantas

Los alcoholes de aziicar son la forma reducida de aziicares del tipo aldosa o cetosa. La
cadena de carbon de éstos puede ser lineal (polioles aciclicos o alditoles) o dispuesta
como un anillo (polioles ciclicos o ciclitoles). El termino poliol se refiere a compuestos
con tres 0o mas carbonos, los cuales poseen un grupo hidroxilo (OH). Los alditoles
reciben su nombre de acuerdo al niimero de atomos de carbono que posean, siendo los
mas comunes aquellos gue estdn constitiridos por seis carbonos (hexitoles). En plantas
superiores se han reportado diecisiete alditoles entre los cuales al menos trece diferentes
se han identificado en angiospermas (Lewis 1984). Los tres hexitoles mas comunes en
angiospermas son ¢l manitol, el cual es la forma reducida de la manosa; el sorbitol o
glucitol, la forma reducida de la glucosa y el galactitol o dulcitol, la forma reducida de la
galactosa (Noiraud y cols. 2001). Todos estos compuestos se clasifican como “solutos

compatibles” (dentro de los cuales también se incluyen compuestos de amonio




cuaternarios, prolina y compuestos sulfonicos terciarios) con la caracteristica de
acumularse en altas concentraciones deniro de las células sin interferir con el

metabolismo de las mismas (Stoop y cols., 1996).

En algunas familias de plantas superiores, el transporte de carbohidratos se realiza en
forma de sacarosa o rafinosa en conjunto con algin poli alcohol dependiendo de la
familia a la que el organismo pertenezca. Es asi como en Apiaceas (e.g. apio), Oleaceas
(e.g. olivo) y Rubiaceas (e.g. café) se transporta manitol; en Celastraceas (e.g. Enonymus
spp.) se transporta galactitol y en Rosaceas (e.g. manzana) y Plantaginaceas (e.g. llantén)

se transporta sorbitol (Pommerrenig y cols. 2007).

Tanto el manitol como el sorbitol son productos fotosintéticos primarios en hojas
maduras (Stoop y cols., 1996). Se ha descrito, por ejemplo, que una alta tasa
fotosintética en apio (Apium graveolens) estd vinculada con la sintesis de manitol lo que
representa un sumidero adicional en la fijacion fotosintética de CO, (Pharr y cols, 1995).
Ademas de esto, se ha descrito que el transporte de polioles a través del floema de la
planta provee por lo menos cinco ventajas al organismo comparado con el transporte de
azucares, Primero, confieren un uso de carbono mds eficientemente, debido a que la
utilizacién de un alcohol de aziicar con respecto a un azicar como la sacarosa o rafinosa
tiene un mayor rendimiento neto de ATP en Organos no fotosintéticos (Pharr y cols,
1995). Segundo, otorgan una mejor proteccién contra radicales hidroxilos debido a Ia
capacidad de neutralizarlos {Smirnoff y Cumbers, 1989; Shen y cols., 1997). Tercero, en
su forma lineal son eficientes osmolitos por 1o que su acumulacion permite mejorar la

tolerancia a la salinidad (Everard y cols., 1994; Stoop y Pharr, 1994; Hu v cols., 2005;




Rejskova y cols., 2007; Pommerrenig y cols., 2007). Cuarto, pueden compensar
reducciones en el potencial hidrico, ademas de establecer puentes de hidrogeno a través
de sus grupos hidroxilos en casos de limitacién de agua (Popp y Smirmoff, 1995),
pudiendo estabilizar membranas y mantener actividades enzimdticas otorgando
resistencia al estrés térmico (Hasegawa y cols., 2000). Finalmente, son capaces de
formar complejos con el boro, el cual es un importante micronutriente para los
organismos vegetales, lo que permite mejorar la movilizacion de éste a través del floema

(Bellaloui y cols., 1999; Lehto y cols., 2004).

1.3 El sorbitol en los organismos vegetales

Junto con la sacarosa, el sorbitol es el mayor producto fotosintético en muchas especies
de drboles frutales de importancia econdémica para Chile pertenecientes a la familia
Rosacea tales como manzana, pera, durazno, cereza, damasco y ciruela. Tanto el sorbitol
como la sacarosa son transportados desde las hojas hasta los 6rganos sumidero como son
los frutos y raices (Bieleski, 1982; Loescher, 1987). El sorbitol es un alditol cuya
formula molecular es CgH;404, posee una masa molecular de 182.17 g/mol y su nombre
segin la nomenclatura JTUPAC es (2R,3R,4R,55)-hexane-1,2,3,4,5,6-hexol
(http://pubchem.ncbi. nlm.nih.gov). En sistemas vegetales, el sorbitol se sintetiza a partir
de glucosa mediante la catdlisis realizada por tres enzimas, incluyendo una aldosa 6-
fosfato reductasa cuya reaccion estd acoplada a la oxidacién de NADPH. Una vez que el
sorbitol ha sido transportado a los érganos sumideros, éste puede ser oxidado en fructosa
mediante la reaccion reversible catalizada por la enzima sorbitol deshidrogenasa (SDH)

con la reduccién concomitante de NAD", formando NADH (figura 1) (Loescher, 1987).
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Figura 1: Ruta metabdélica del sorbitol en rosiceas. Resumen de las reacciones involucradas en la sintesis
y catabolismo de sorbito]l en Rosaceas, junto con la estructura molecular de los principales metabolitos
{Loescher, 1987).

1.4 Sorbitol Deshidrogenasa (SDH)

La enzima sorbitol deshidrogenasa (L-iditol:NAD+ oxidoreductasa, EC 1.1.1.14)
cataliza la reaccion reversible D-sorbitol + NAD+ <> D-fructosa + NADH -+ H+. Fue
parcialmente purificada por primera vez en 1951 desde el higado de rata (Negm y
Loescher, 1979; Blakley, 1951), posteriormente desde pera japonesa (Oura y cols., 2000)
y caracterizada desde manzana utilizando proteinas recombinantes (Yamada y cols.,

1998), mostrando que es una enzima presente tanto en animales como en plantas.




En mamiferos, SDH se expresa ubicuamente en todos los tejidos salvo en el tracto
intestinal (Estonius y cols., 1993) y ha sido ampliamente estudiada debido a la relacion
que pueda tener la acumulacion de sorbitol en diferentes tejidos con las complicaciones
de la diabetes en humanos (Gabbay, 1973). Es asf como se han obtenido estructuras
cristalograficas de SDH desde ratén (Johansson y cols., 2001} y desde humanos (Pauly y
cols., 2003). Se ha descrito que SDH es una enzima que utiliza estrictamente NAD+
como coenzima para llevar a cabo la oxidacion de sorbitol a fructosa, es un tetrdmero
con un ion de zinc por subunidad aunque puede ser considerada como un dimero de
dimeros (figura 2) y posee una relacién distante con respecto a alcoholes
deshidrogenasas (ADH) de mamiferos presentando solamente alrededor de un 20% de
identidad posicional (Johansson y cols., 2001; Eklund y cols., 1985). Si se analiza la
estructura de cada subunidad, éstas presentan dos dominios distintivos. Uno de ellos es
el dominio de unién a coenzima, el cual presenta un motivo de “plegamiento de
Rossman™ y un sitio de unién a NAD+ (similar a lo que ocurre en ADH). El otro
dominio es el catalitico, el cual posee un sitio de unién a zinc (figura 3) (Johansson y

cols., 2001).

En el reino vegetal, a pesar de que el sorbitol es un poliol caracteristico y propio de las
especies pertenecientes a la familia Rosdcea, se ha encontrado SDH en especies que no
son miembros de ésta. Por ejemplo, se ha detectado actividad SDH en extractos crudos
desde semillas de soja en proceso de germinacion (Kuo y cols., 1990). Ademas, se ha
purificado parcialmente SDH desde endosperma de maiz en desarrollo (Doehlert, 1987)

y desde tallos de Viscum dlbum, una planta parasitica (Wanek y Richter 1993).




Figura 2: Estructura cristalogréfica de SDH de rata. Homotetrdmero que se puede considerar como un
dimero de dimeros (modificado de Johansson y cols., 2001),

Figura 3: Estructura de la subunidad de SDII de rata, La subunidad de SDH presenta 2 dominios, el del
lado derecho de la imagen corresponde al dominio de unién a coenzima el cual presenta un motivo de
“plegamiento de Rossman” y de unién 2 NAD" en donde este 1iltimo se representa en modelo “ball and
stick™, A la izquierda de la imagen se muestra el sitio catalitico en donde se aprecia la molécula de zine
como una esfera negra marcada y sorbitol (modelo ball and stick) (modificado de Johansson y cols. 2001).

Ademds, los proyectos de mapeo gendmico en plantas han revelado que secuencias

ortélogas del tipo SDH estan ampliamente representadas en el reino vegetal y estan




presentes en bases de datos de marcadores de secuencia expresada (EST por su sigla en
inglés de "expressed sequence tag") de especies de plantas no rosdceas al ser
comparadas con la secuencia de SDH de manzana (Malus x domestica). Tales especies
incluyen Arabidopsis thaliana, Zea mays (maiz), Citrus paradisi (pomelo), Poncirus
trifoliata (naranjo espinozo), Medicago sativa (alfalfa), Gossypium raimondii (algodon)

y Pinus taeda (pino) (Ohta K. y cols., 2005).

1.5 LEstrategia Desarrollada

Una de las lineas de investigacion realizadas en nuestro laboratorio estd enmarcada en el
proyecto INNOVA, el cual busca obtener una variedad de manzanas mas dulce mediante
la conversion de sorbitol en fructosa (mediante SDH), siendo esta tltima un azicar que
genera una mayor sensacion de dulzor. Dentro del marco de este proyecto, se estd
identificando y caracterizando SDHs de otras especies vegetales, y se estd evaluando su
actividad enzimética comparada con las SDHs ya descritas. Ademds de esto, se estd
estudiando ¢l rol que puede tener sorbitol asi como SDH en plantas que no pertenecen a

la familia de las Rosaceas, por ejemplo en Arabidopsis thaliana.

Es precisamente dentro de este ultimo marco de investigacion que se identifico,
mediante homologia de secuencias aminoacidicas, una posible SDH perteneciente a vid
(Vitis vinifera), que llamamos VvSDHI. El ¢cDNA de FvSDH! fue aislada y clonada
durante el desarrollo del seminario de titulo de Yu-Wen Tang Hsu. Sus estudios
mostraron que VvSDHI posee entre un 75 y 86% de identidad aminoacidica con SDHs

conocidas (i.e. manzana, tomate y maiz), y que ademés posee los dominios




caracteristicos de unién a zine y a NAD+ encontrados en SDHs de otras especies (Tang,

2011; seccidn 1.4),

Con el objetivo de determinar si VvSDHI1 es efectivamente una enzima con actividad
sorbitol deshidrogenasa, durante este seminario de titulo se construyd, mediante técnicas
moleculares, un vector de expresion de VvSDHI, dirigiendo su expresion
especificamente a los frutos utilizando el promotor del gen de la poligalacturonasa de
tomate (Montgomery y cols., 1993) el cual se nombré6 pCAMBIA PG-VvSDHI. Es
importante que la expresion de SDH sea fruto especifica puesto que se ha descrito que la
disminucién en las concentraciones de sorbitol en hojas de manzana afecta el
crecimiento y normal desarrollo del organismo (Teo y cols., 2006). Es por esto que para
una futura transformacién estable con el vector construido se hace necesario que la

expresion de una posible sorbitol deshidrogenasa se realice solamente en el fruto.

Una vez obtenido este vector, se comprobd su funcionalidad transcripcional mediante la
transformacion transitoria de frutos de tomate (Solanum lycopersicum), Ademas, se

determind si es que VvSDHI posee o no actividad sorbitol deshidrogenasa.




2 HIPOTESIS
El marco de lectura abierto aislado desde Vitis vinifera (vid) VvSDHI, el cual posee
homologia con enzimas sorbitol deshidrogenasa ya caracterizadas, presentard la

actividad enzimatica necesaria para metabolizar sorbitol.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo General:
Expresion y andlisis de la actividad sorbitol deshidrogenasa de VvSDHI1 en un sistema

heterologo.

3.2 Objetivos especificos:
3.2.1 Construccién del vector binario pCAMBIA1302 PG-VvSDHI, para la

expresién fruto-especifica de VvSDHI.

3.2.2 Andlisis de la funcionalidad transcripcional de pCAMBIA1302 PG-
VvSDHI1 utilizando frutos de tomate transformados transitoriamente con 4.

tumefaciens portadora del vector.

3.2.3 Analisis de [a actividad sorbitol deshidrogenasa de VvSDHI obtenida a

partir de extractos crudos de frutos de tomate transformados transitoriamente con

el vector pPCAMBIA1302 PG-VvSDHI1.




4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Equipos y programas computacionales utilizados

4.1.1 Centrifugas

Todas las centrifugaciones de volimenes menores a 2 mL y realizadas a temperatura
ambiente se hicieron en una centrifuga spectrafuge 24D Labnet®, mientras que todas las

demas centrifugaciones se realizaron en una centrifuga Universal 32R Hettich®

4.1.2 Termociclador
Las reacciones de PCR o de Transcripcion Reversa fueron realizadas en un

M

termociclador MyCycler™ BIORAD® para gradientes y en un termociclador XP Cycler

BIOER® cuando la temperatura de hibridacion era tinica.

4.1.3 Digitalizacion de resultados obtenidos en geles de agarosa, generacién de
esquemas y estudios in-silico

Los resultados en geles de agarosa fueron visualizados mediante un trans-iluminador UV

(GeneGenius Classic de SynGene®) el cual cuenta con un sistema de fotografia digital a

través del software GeneSnap. Con respecto a los esquemas de construcciones y los

estudios in silico realizados se utilizo el programa Vector NTI 10.3.0 (Invitrogen®).

4.1.4 Cuantificacion de dcidos nucleicos
La cuantificacion de DNA se llevd a cabo mediante Image J 1.38X
(http:\wsb.info.nih.gov\ij\, Java 1.6.0_02) el cual analiza las imagenes captadas (seccion

3.1.3). Las cuantificaciones de RNA fueron realizadas con la tecnologia Nanodrop®.
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4.2 Material Bioldgico

4.2.1 Vectores utilizados y crecimiento de bacterias

Se utilizaron 3 clones distintos de Escherichia coli: pCR8-VvSDHI1 (en cepa DH50a) la
cual posee pCR®ZGW/TOPO® (Invitrogen) en el cual se encuentra integrada la CDS de
VvSDHI flanqueada por los sitios de restriccion Spel (5 y BstEIL (3°) (Tang, 2011;
Figura 4A); pCAMBIA1302 PG-GFP (en cepa DH5a) la cual posee una modificacion
del vector binario pPCAMBIA1302 realizada en nuestro laboratorio donde se reemplazo
el promotor CaMV 358 por una secuencia proveniente del promotor de la
poligalacturonasa de tomate (Mandujano, 2008; seccién 1.5; Figura 4B); cepa MACHI®

en estado quimiocompetente.

Todos los clones de E. coli fueron crecidos en medio LB liquido [NaCl 1% (p/v),
triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), pH 7 a 25 °C] con agitacién de 200
rpm o en placas con LB sélido [LB liquido con agar 1,6% (p/v)] agregando, segin sea el
caso, espectomicina [100 pg/mL)] para seleccionar a bacterias portadoras de pCR8-
VvSDHI1 o kanamicina (100 pg/mL) para seleccionar a bacterias portadoras de
pCAMBIA PG-GFP y pCAMBIA PG-VvSDHI. Los cuitivos se mantuvieron durante

14-16 ha 37 °C.

Ademas, se utiliz6 la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens la que fue crecida en
medio LB liquido con agitacién de 200 rpm o LB sélido por 36-48 h a 28 °C. El medio

LB fue suplementado con los antibiéticos rifampicina (10 pug/mL) vy gentamicina (50
pg/mL) para la seleccion de la cepa y del plasmidio Ti, respectivamente. En el caso de

cepas portadoras del vector pPCAMBIA PG-GFP y pCAMBIA PG-VvSDHI, se agregd
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también kanamicina (100 pg/mL).

ﬁ TOPO Cloning site

M13 reverse primer
VvSDH1 Spn promoter
BstEIL (760
Spel (2823 SpnR
o pCRS-VvSDH1
3940 bp
attL1
GW1 primer
M13 (-20) forward primer
B T transcription terminator
rrnB T2 transcription mnmtor‘/

pCAMBIA 1302 PG-GFP
10568 bp

STA region from pV51 plasmid
"/”
CIWM/

xN, A

aadA / pVS1-REP
pBR322 origin of replication
bom site from pBR322

Figura 4: Esquema de los vectores existentes utilizados. En A se muestra pCR8-VvSDHI (Tang, 2011). En B
se muestra pPCAMBIA 1302 PG-GFP siendo PG el promotor de la poligalacturonasa de tomate el cual fue insertado en
reemplazo del promotor constitutivo CaMV 35S (Mandujano, 2008). En rojo se muestran los elementos relevantes
para este seminario de titulo.
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4.2.2 Preparacion de A. tumefaciens quimiocompetentes

Se prepararon A. tumefaciens quimiocompetentes para lo cual se incubé un inéculo de
20 pl en 5 mL de LB liquido suplementado con antibi6ticos (seccion 4.2.1) con agitacion
a 28 °C por toda la noche. Al dia siguiente se traspaso el cuitivo a 100 mL de LB liquido
y se incubo en las mismas condiciones hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento
(DOsoonm entre 0,5 y 1,0). Se traspasé el cultivo a dos tubos de Falcon de 50 mL los que
se incubaron en hielo durante 10 min. Se sediment6 centrifugando (3000 g, 20 min, 4
°C), s¢ desecho el sobrenadante y cada sedimento fue suspendido en 1 mL de CaCl, 20
mM estéril. Se congelaron alicuotas de 100 pL en nitrégeno liquido para luego

almacenarlas a -80 °C hasta su uso posterior.

4.2.3 Especies vegetales utilizadas

Se utilizaron frutos de Solanum lycopersicum (tomate) comerciales de la categoria

“granel”.

4.3 Partidores, programas utilizados para reacciones de amplificacién de dcidos
nucleicos y geles de agarosa.

Todos los partidores utilizados se encontraban disponibles en nuestro laboratorio al

momento de realizar los experimentos (Tabla 1). Los partidores 1 y 2 fueron utilizados

para amplificar el CDS de VvSDHI (amplificado de 1124 pb). Los partidores 3 y 4

amplifican una secuencia interna de PvSDHI (amplificado de 758 pb). Los partidores 5

y 6 amplifican una regién interna del gen de expresién constitutiva 78S (amplificado de

200 pb). Con los partidores 7 y 2 se logra amplificar una secuencia que abarca el
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promotor de la poligalacturonasa (PG) y VwSDHI cnando éstos se encuentran acoplados
en sentido en la misma construccion. Finalmente, el partidor 8 se utiliza para llevar a

cabo la reaccion de transcripcion reversa.

Tabla 1: Partidores utilizados. Nombre, secuencia y breve descripeién de los partidores utifizados.

Nombre Secuencia Descripcitn

Sitio de corte Spel
5.GGCAACTAGTAAAATGGGAAAAGGAGGGATG-3 | Beul)  subrayado.

o Codén de inicio en
azul, Partidor en
sentido

1 | VvSDHSpe52

Sitio de corte BsEIl
(Eco91I)  subrayado,
2 VvSDHRBst33 5-GGCAGGTGACCGTCTAGAGGTTGAACATGACC-3° Codén de término en
azul. Partidor anti

sentido

Hibrida con una

’ ; 1egitn interna del gen

5 188 F 5-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3 I8S. Partidor en
sentida,

Hibrida con una

, 27 region interna del gen

6 185 R 5'-ACAATGATCCTCCGCAGGT-3 185, Partidor anfi
sentido.

Sitio de corte para
BamHI  subrayado.

7 PG-BamH-F GGATCCTAAGTACCATCACATAATTGAGA Hibrida con el
promotor PG. Partidor
en sentido
Hibrida con poli A en

. - TITTTITITITTITITTT- .
8 OligoAP 5 CGCCACGCGTCGACTAC;:[‘AC Ia rogién 3° de los

mRNA.

Para la amplificacion de las cadenas de 4cidos nucleicos, se utilizaron diferentes

programas dependiendo del molde utilizado y el producto deseado (Tabla 2).

Los geles de agarosa utilizados para visualizar los productos de amplificacién de 4cidos
nucleicos se prepararon con solucién amortiguadora TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA

1 mM, pH 8) a diferentes concentraciones de agarosa (p/v). Una vez realizada la
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electroforesis el gel, se incubd a temperatura ambiente en una solucién de bromuro de

etidio 5 mM durante 10 min y se visualizé el gel (seccion 4.1.3).

Tabla 2; Programas utilizados en el termociclador. Se muestra el nombre de los programas utilizados en el
termociclador para la amplificacién de Acidos nucleicos

Nombre N° Ciclos Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min:s)
1 Desnaturalizacion 94 05:00
Desnaturalizacion 94 00:30
VvSDHI 32 Hibridacion 59 00:50
Extension 72 01:30
1 Extensidn 72 10:00
1 Desnaturalizacion 94 05:00
Desnaturalizacién 94 00:30
PG_VvSDHI 32 Hibridacion 60 00:50
Extensién 72 01:45
1 Extension 72 10:00
1 Desnaturalizacion - -
RT 1 Desnaturalizacion 72 05:00
Hibridacion 25 05:00
Extension 42 59:59
1 Extension 72 15:00
1 Desnaturalizacion 94 05:00
Desnaturalizacion 94 00:45
185 32 Hibridacion 36 00:45
Extensién 72 00:45
1 Extension 72 10:00

4.4 Construceion de pPCAMBIA1302 PG-VvSDH1

4.4.1 Purificacion de pCR8-VvSDH1y pCAMBIA1302 PG-GFP

Se cultivaron cepas de E. coli transformadas con los vectores de interés (seccién 4.2.1) y

posteriormente se realizo la extraccién de DNA plasmidial mediante centrifugacién

siguiendo el protocolo estipulado por el fabricante (Axyprep Plasmid Miniprep).

4.4.2 Obtencion de VvSDHI y de pPCAMBIA1302 PG lineal.

Se realiz6 una digestion enzimética simple con BstEIl cuya reaccién consistié en: 1 ug

de plasmido, amortiguador orange w/BSA Fermentas® 1X, 10 U de BsrEll Fermentas®
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y H20 np (volumen final, 20 pL)). También se realizo una digestion enzimdtica doble con
BstEHLl y Spel cuya reaccién consistié en: 1 pg de plasmido, amortiguador Tango
Fermentas® 1X, 10 U de BsfEIl Fermentas®, 5 U de Spel Fermentas® y H,O np
(volumen final, 20 pL). Estas reacciones se realizaron para pCR$-VvSDHI y
pCAMBIA-PG-GFP. La reaccion se realizd a 37 °C durante una hora y se detuvo a 80
°C durante 20 min. Posteriormente, se cargaron 20 pL de la reaccién de digestion simple
para cada vector y 55 pL (se realizaron 3 reacciones de 20 uL cada uno) de la digestion
doble en un gel de agarosa al 0,5% para ¢l caso de pPCAMBIA-PG-GFP y al 1,0% para el
caso de pCR8-VvSDHI1. Ambos geles fueron sometidos a electroforesis durante 45 min
a 80 V y corriente constante, tefiidos en bromuro de etidio y se les tom$ una fotografia
(seccion 4.1.3). Luego, se purificaron los fragmentos de interés (VvSDHI de
aproximadamente 1100 pb en el caso de la digestién de pCR8-VvSDHI y pCAMBIA-
PG de aproximadamente 9800 pb en el caso de pCAMBIA PG-GFP) siguiendo el

protocolo del fabricante (Wizard SV gel and PCR clean-up system, Promega®).

4.4.3 Generacion de pCAMBIA PG-VvSDH1

La reaccion de ligacién consistié en: 150 ng de vector linealizado (pCAMBIA-PG), 50
ng de inserto (V¥SDHI), amortiguador ligasa Promega 1X, 1,5 U T4 DNA ligasa
Promega y H,O libre de DNAsa (volumen final, 10 pL). Se realizé ademds un control en

las mismas condiciones antes sefialadas pero sin agregar el fragmento VvSDH].

4.4.4 Transformacion de E. coli MACHI1 quimiocompetente
Se utilizé el método de transformacidn mediante golpe térmico. Se mezclé una alicuota

de 100 pul de bacterias MACEH1 quimiocompetentes (disponibles en el laboratorio) con la
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reaccion de ligacién y otra con el control de ligacién. Ambas alicuotas se mantuvieron
en hiclo durante 30 min. Posteriormente, se aplicd un golpe térmico de 42 °C durante 45
s y luego se depositaron en hielo por 2 min. Después se agregd 1 mL de LB liquido y se
incub6 por 4 h a 28 °C. Luego, se sembraron alicuotas de 150 pL y de 50 gL en LB

s6lido suplementado con antibidtico (seccion 4.2.1) y se incubaron a 37 °C por 16 h.

4.4.5 Comprobacién molecular de pPCAMBIA PG-VvSDHI1

4.4.5.1 PCR de colonias de E. coli para amplificar VwSDH1

Se picaron colonias desde las placas sembradas y se suspendieron en 10 pL de H,O np.
A partir de esta suspension, se tomé I |L de cada muestra para ser utilizada como molde
para la reaccién de PCR. La mezcla utilizada para PCR consistié en: 1X amortiguador
de reaccién Biolasa (Bioline®), 5 mM de MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM de
Vv3DHI1Spe52, 0,5 pM VvSDHIBst33 (Tabla 1) y 1 U Taq Biolasa (Bioline®)
(volumen final, 20 pL). El programa utilizado para la reaccién de PCR fue VvSDI1

(Tabla 2).

4.4.5.2 Obtencion del vector pPCAMBIA-PG-VvSDH1
Se realiz6 una mini preparacién mediante kit (seccion 4.4.1) de las colonias identificadas
en seccion 3.4.5.1 luego de crecerlas en LB liquido para obtener de esta manera

pCAMBIA PG-VvSDHI.

4.4.5.3 PCR para amplificar PG-VvSDH1
Se tom6 una alicuota de 1 pL de cada mini-preparacién para ser utilizada como molde

para la PCR. La mezcla utilizada consistié en: 1X amortiguador de reaccién Biolasa
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(Bioline®), 5 mM de MgCl;, 0,2 mM dNTPs, 0,5 pM de PG-BamHL-F, 0,5 pM
VvSDHI1Bst33 (Tabla 1), 1 pL. de molde y 1 U Taq Biolasa (Bioline®) (volumen final,

20 uL). El programa utilizado para la PCR fue PG-VvSDH]1 (Tabla 2)

4.4.5.4 Digestiones enzimaticas de pCAMBIA PG-VvSDH1

Se realizd una digestién enzimatica doble de pCAMBIA PG-VvSDHI con BamHI y
BstEIl la cual consistié en 1 pug de pldsmido, amortiguador Tango Fermentas® X, 10
U de BamHI Fermentas®, 5 U de BstEIl Fermentas® y H,O np (volumen final, 20 uL).
También, se realizd una digestion simple con BamHI utilizando 1 pg de vector,
amortiguador Orange Fermentas® 1X, 10 U de BamHI (volumen final, 20 pL). Ademads,
se realizd una digestion simple con Nsil utilizando 1 pg de plasmido, 2 pL de
amortiguador Red Fermentas® 1X Fermentas®, 20 U de Nsil Fermentas® y H,O np

{volumen final, 20 pL).

4.5 Transformacion de A. tumefaciens con pCAMBIA PG-VvSDHI1

Aljcuotas de 100 pL de A. tumefaciens quimiocompetentes fueron mezcladas con 500 ng
del vector pPCAMBIA PG-VvSDHI (seccion 4.4.5.2), se incubd en nitrégeno liquido (5
min) y se descongelaron en hielo. Se le adiciond 1 mL de LB liquido el cual se incubé a
28 °C, 200 rpm durante 16 h. Posteriormente, se sembraron en LB solido con

antibioticos (seccién 4.2.1).

4.5.1 PCR de colonias de A. tumefaciens para amplificar VvSDH1
Se picaron 10 colonias las cuales fueron suspendidas en 10 pL de H;O np. Se tom6 1 pL.
de cada suspension para ser utilizada como molde de PCR. La mezcla utilizada consistié

en: 1X amortiguador de reaccion Biolasa (Bioline®), 5 mM de MgCl, 0,2 mM dNTPs,
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0.5 uM de VvSDH1Spe52, 0,5 uM VvSDHIBst33 (Tabla 1) y 1 U Taq Biolasa
(Bioline®) (volumen final, 20 pl.). El programa utilizado para la PCR fue VvSDHI
(Tabla 2). Las colonias positivas fueron crecidas nuevamente en LB liquido (seccion
4.2.1) y posteriormente almacenadas con glicerol (50% v/v) a -80 °C para usos

posteriores.

4.6  Anadlisis funcional de pCAMBIA PG-VvSDH1

4.6.1 Transformacién transitoria de S. lycopersicum con A. tumefaciens

Para la transformacion transitoria, se utilizo la técnica de agro-infiltracién. Para ello, A.
tumefaciens transformadas con pCAMBIA PG-VvSDHI y pCAMBIA PG-GFP (como
control negativo) fiteron crecidos en LB liquido (seccion 4.2.1) hasta una DOgoonm de 1.0.
Se sedimentaron las bacterias (3000 g, 5 min, 22 °C) y se suspendieron hasta una
DOsponm de 0,8 en medio de infiltracion (MMA) [MES 10 mM pH 5,7, MgCl, 10 mM y

acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) 150 pM].

Para la transformacién de tomates, se usaron jeringas BD ultra-fine" 1I (capacidad 500
nL) con aguja de 3 mm inyectando suavemente la suspension a 3-4 mm de profundidad
con el fin de minimizar el dafio en el fruto (modificado de Orzaez y cols., 2006). Se
inyectd una seccion del fruto con 4. tumefaciens portando pCAMBIA PG-VvSDHI1 y
otra seccion del mismo fruto con pCAMBIA PG-GFP (como control negativo). Los

frutos se mantuvieron por 4 dias en condiciones ambientales controladas (secci6n 4.2.3).

4.6.2 Extraccién de RNA
Se utilizé una modificacion del protocolo publicado por Verwoerd y cols. (1989). Una

muestra de tejido transformado se molié en un mortero con nitrégeno liquido hasta
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obtener un polvo fino. Se agregaron 225 mg de tejido pulverizado a un tubo eppendorf
de 2 mL que contenia 750 pL de Fenol bésico (pH 8,0 a 25 °C) y 750 pL de buffer de
extraccién [0,1 M LiCl, 100 mM Tris-HCI pH 9,0 a 25 °C, 10 mM EDTA, 1% SDS
(p/v)]. Las muestras se mezclaron agitando vigoresamente (> 1 min) y posteriormente se
incubaron durante 5 min a 65 °C. Luego, se agregaron 375 pL de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) y se agitd vigorosamente (> 1 min). Las muestras se centrifugaron
(12000 g, 10 min, 4 °C), se extrajo [a fase acuosa hacia un nuevo tubo y se agregé 750
pl. de isopropanol. Se volvié a centrifugar (12000 g, 10 min, 4 °C), el sobrenadante fue
descartado y se suspendié el sedimento en 250 pL de H,O DEPC para Iuego agregar 0,1
volumen de NaOAc (3 M pH 5,2 a 25 °C) y 2 volimenes de EtOH 100%.
Posteriormente, las muestras se dejaron precipitando a -80 °C durante 1 h. Una vez
transcurrido el tiempo, fueron centrifugadas (10000 g, 15 min, 4 °C), se descarté el
sobrenadante y se lavo el sedimento con EtOH 70%. Se repitio la Gltima centrifugacién

y finalmente se suspendi6 el precipitado en H;O DEPC.

4.6.3 Reaccioén de transcripcion reversa (RT)

4.6.3.1 Tratamiento con DNAsa

Se cuantificd el RNA total obtenido (seccion 4.1.4) y se trataron 2 pg de cada muestra
(seccion 4.6.2) con 1 U de DNasal (Fermentas), amortiguador DNasal 1X, 10 U de
“RiboLoc RNase Inhibitor” (Fermentas®), y H,O DEPC (volumen final, 10 pL). Se
incubd (37 °C, 30 min), se dejo en hielo (1 min) y finalmente, se adiciondé 1 pL de

EDTA 25 mM para detener la reaccién.
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4.6.3.2 Transcripcion Reversa (RT)

La reaccion se llevo a cabo utilizando el sistema “RT-Improm-II Reverse Transcription
System” de Promega®. Las muestras sometidas al tratamiento de DNAsa (seccién
4.6.3.1) fueron divididas en dos tubos (5,5 pl en cada uno, llamados tubo A y B, siendo
este ultimo un control del tratamiento de DNasa). A cada tubo, se le adiciond 0,5 pM
Oligo-AP (Tabla 1). Ademads, se prepard la “mezcla RT” [1X “Improm-II Reaction
Buffer”, 3 mM MgCl,, 0,5 mM dNTPs, 0,5 U de “RiboLock RNAase Inhibitor”, 1 ul
“ImProm-II .Reverse Transcriptase” y H,O DEPC suficiente de tal manera que al
adicionar la mezcla de RNA tratada con DNAsa y Oligo-AP, el volumen final fuese de
20 pl] y la “mezcla sin RT” la cual fue exactamente igual a la antes mencionada salvo

que no contiene “ImProm-II Reverse Transcriptase”.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador, en el que se ejecutd el protocolo RT
(Tabla 2). En el paso a 70 °C, se colocaron solamente los tubos en presencia de RNA y
oligo-AP. Luego, se detuvo el programa y las muestras fiteron incubadas en hielo (5
min). Posteriormente, a los “tubos A” se les afiadi6 la “mezcla RT” v a los “tubos B” la
“mezcla sin RT”. Una vez agregado, se volvieron las muestras al termociclador y se

continud el programa.

4.6.4 PCR para amplificar 185y VvSDHI

A todas las muestras obtenidas luego de realizar la RT, se les realizaron reacciones de
PCR que consistieron en 1X amortiguador de reaccion Biolasa (Bioline®), 5 mM de
MgCls, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM de partidor en sentido, 0,5 pM partidor en anti sentido,

I pL de molde y 1 U Taq Biolasa (Bioline®) (volumen final, 20 pL). Una reaccion se
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realizé a todas las muestras utilizando el programa 18S y los partidores 18S_F y 185 _R.
Posteriormente, se utilizo el programa VvSDHI con los partidores VvSDHSpe52 y
VvSDHBst33 (véase Tabla 1 y Tabla 2 para mayor informacién sobre los partidores y

programas utilizados).

4.6.5 Extraccién de proteinas totales de frutos de tomate

La extraccion total de protefnas se llevé a cabo modificando el protocolo descrito por Lo
Bianco y Reiger (1998). Se extrajo 3 g de tejido del mesocarpo de tomates 4 dias
después de haber sido transformados transitoriamente (seccién 4.6.1) en una mitad con
bacterias portadoras de pPCAMBIA PG-VvSDHI y la otra mitad con pCAMBIA PG-
GFP a modo de control. Estos fueron macerados en un mortero, previamente enfriado a
4 °C, en presencia de 5 mL de solucién A [Tris-HC1 0,1 M (pH 9 a 25 °C) y glicerol 8%
(v/v)] y 5 mL de solucién B [Tween-20 0,1% (v/v), PVPP 1% (p/v)] que fue agregada
durante el procedimiento. Una vez homogenizado completamente, la mezcla resultante
fue filtrada a través de una gaza y vertida en un tubo Falcon de 50 mL, para luego
centrifugarla (3500 g, 15 min, 4 °C). Finalmente, las proteinas de interés se encuentran
en el sobrenadante el cual fue almacenado en alicuotas de 200 pL. El contenido de
proteinas totales en el extracto se determiné mediante el método de Bradford (Bradford,

1976).

4.6.6 Ensayo de actividad SDH a partir de extractos crudos.

Los ensayos de actividad se realizaron segiin lo descrito por Lo Bianco y Reiger (1998).
Para estos efectos se hicieron reaccionar 100 pL de extracto crudo con 900 pL de

“solucion de reaccion” [Tris-HCIE pH 9 a 25 °C, 1 mM NAD", 300 mM sorbitol]. La
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reaccion se llevd a cabo en una cubeta de cnarzo a 25 °C midiendo cada 5 s durante 6
min a 340 nm (espectrofotémetro Lambda Ez 201, PelkinElmer®). Se realizaron

ensayos con 3 réplicas biologicas y 2 réplicas técnicas para cada muestra.

4.7 Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos a partir de los ensayos de actividad fueron analizados
estadisticamente a partir de un estudio ANOVA de 2 vias y t-test de 2 colas, mediante el

programa “Prism 5" (versi6én 5.00 for Windows)
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5 RESULTADOS
5.1 Construccion del vector binario pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI.
Considerando los antecedentes con respecto a la expresién constitutiva de SDH en
organismos vegetales (seccion 1.5) y para determinar la posible actividad de VvSDHI1
en fruto, lo primero que se realizé6 fue construir un vector que cumpla con estas

caracteristicas. Es decir, se generd un vector para la expresion de VvSDHI en frutos.

5.1.1 Purificacion de pCR8-VvSDH1 y pCAMBIA 1302 PG-GFP

Una vez crecidas las colonias portadoras de los vectores de interés (secci6n 4.2.1, Figura
4) se realizé la extraccion de los mismos, y se visualizaron en un gel de agarosa en
donde se aprecia la presencia de pCR8-VvSDHI en carril 1 y de pCAMBIA 1302 PG-

GFP en carril 2 (Figura 5).

0 10000 pb

6000 pb

3000 pb

|

Figura 5: Purificacion de pCR8-VvSDHI y pCAMBIA 1302 PG-GFP. Gel de agarosa sometido a
electroforesis y tefiido con bromuro de etidio. En el carril 1 se cargé una alicuota de Ia purificacién de
pCR8-VvSDHI mientras que en el carril 2 se carg una alicuota de la purificacién de pCAMBIA 1302
PG-GFP.

Y

5.1.2 Obtencion de VvSDHI y pCAMBIA-PG
Se realizaron digestiones simples y dobles (seccion 4.4.2) para ambos vectores obtenidos
(Figura 6) en donde la banda 2 de Ia figura 6A corresponderia a PvSDFHI mientras que la

banda 1 en la figura 6B corresponderia a pCAMBIA1302 PG linealizado. Ambas bandas
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posteriormente se purificaron (seccion 4.4.2) y se corroboré su pureza mediante

electroforesis en geles de agarosa (Figura 7)

Figura 6: Digestitén enzimatica para la obtencion de fragmentos de interés, Geles de agarosa sometidos a
electroforesis y tefiidos con bromuro de etidio. En A se muestra el vector pCR8-VvSDH digerido por una
(BstEIL, DS) o por dos enzimas (BsfEIL y Spel, DD), 1 corresponde a una banda de alrededor de 2500 pb, 2
a una banda cercana a 1000 pb y 3 a una banda de alrededor de 750 pb. En B se muestra el vector
pCAMBIA PG-GFP tratado con las mismas enzimas, 1 corresponde a una banda superior a 10000 pb
mientras que 2 es de alrededor de 750 pb.

1 2 L IRb
- st 110000 pb

Figura 7: Bandas de interés purificadas, Gel de agarosa sometido a electroforesis y teffido con bromuro de
etidio. En el carril 1 se observa una tinica banda de pCAMBIA1302 PG con un tamafio cercano a las
10000 pb mientras que en el cazril 2 se observa una tinica banda de PvSDFH{ cercana a las 1000 pb.
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5.1.3 Generacion y comprobacion molecular de pPCAMBIA 1302 PG-VvSDH1

Una vez realizada la ligacion entre las secuencias de interés VwSDHI y pCAMBIA-PG
(seccion 4.4.3), se transformaron bacterias E. coli (seccion 4.4.4) y se corrobor6 que la
construccion obtenida fuese correcta (secciones 5.1.3.1 a 5.1.3.4). En la figura 8 se

muestra el vector esperado.

Spel (5)

VvSDHI1

Nsil (971)

terminador en mis per8 es TAG

PG
Bam HI (10109)

CaMV3552 BstEIT (1113)
Nsil (1255)
nos 3UTR
right border T-DNA repeat
el pCAMBIA 1302 PG VvSDH1
w091 bp
STA region from pVS1 plasmi
left border repeat from C58 TONA
aadA
N5il (6458)
pBR322 origin of nphcaum pvsmsp

hommtnmm

Figura 8: Vector pCAMBIA 1302 PG VvSDHI. Esquema del vector esperado de acuerdo a las
secuencias aisladas y el correcto funcionamiento de la reaccion de ligacion. En rojo se muestran los
clementos relevantes para este trabajo tales como los sitios de corte de enzimas de restriccion (BamHI,
Spel, Nsil y BstEll) ademas del promotor PG y el gen VvSDHI.

5.1.3.1 PCR de colonias para amplificar VvSDH1

De las colonias obtenidas luego de la transformacion (seccion 4.4.4) se seleccionaron 10
desde la reaccion de ligacion y 2 desde la reaccion control (sin inserto). A las 12
colonias, se les realiz6 un PCR para amplificar VvSDHI (seccion 4.4.5.1). Los

resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9: PCR de colonias para amplificar PvSDH1. Gel de agarosa sometido a electroforesis y teflido
con bromuro de etidio. Los carriles del 1 al 10 corresponden a reacciones de PCR utilizando como molde
colonias de E. coli transformadas luego de la reaccidn de ligacién (ver texto). Los carriles 11 y 12
corresponden a amplificados de colonias que crecieron en la placa de control negativo de transformacién.
El carril C- es un control negativo de la PCR (H,0 como molde) y C+ una reaccion en que se utilizé el
vector pCR8-VvSDHI como molde. En todos los carriles, exceptuando el 11, 12 y C-, se observa un
amplificado cercano a 1000 pb.

5.1.3.2 Amplificacion de PG-VvSDH1 desde pCAMBIA 1302 PG-VvSDH1

Se seleccionaron 8 de las 10 colonias positivas para la amplificacién de FwSDHI y luego
de purificar el vector (seccion 4.4.1) se realiz6 un PCR (seccion 4.4.5.3) para amplificar
el promotor PG y VvSDHI, el cual debiese generar una banda de aproximadamente 1900
pb. Todos los vectores aislados amplificaron una banda cercana a las 2000 pb (Figura
10), mostrande que VwSDHI se inserté en la orientacion deseada con respecto al

promotor (Figura 8).
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Figura 10: Amplificacién de PG-FvSDHI desde pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI. Gel de agarosa sometido
a electroforesis y teflido con bromuro de etidio. Para todos los vectores analizados (niimeros del 1 al 8) se
observd la amplificacién de una banda de alrededor de 2000 pb, sin observarse amplificacién para el
contro] negativo sin molde (C-).

5.1.3.3 Digestion doble de pPCAMBIA 1302 PG-VvSDH1

Se seleccionaron todas las colonias positivas para la amplificacién de PG-VvSDHI y
luego de purificar el vector (seccién 4.4.1), se realizé una digestion doble (seccidn
4.4.5.4) con las enzimas BamHI y BstEIIl (ver Figura 8). A partir de esta reaccién se
deberia obtener una banda de aproximadamente 2000 pb, la que corresponderia al
fragmento que abarca la region promotor-gen, PG-VvSDHI. En cinco de las colonias, se
obtuvo el patron de digestion esperada, aunque en las otras tres, se observd una banda

inesperada de alrededor de 750 pb (Figura 11).
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Figura 11: Digestién doble de pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI, Gel de agarosa sometido a electroforesis y
telido con bromuro de etidio. En A se muestran los resultados de digestiones dobles y simples con las
enzimas BamHI y BstEll realizadas a vectores provenientes de 4 colonias (nimeros del 1 ai 4). Se observa
una banda esperada de alrededor de 2000 pb para colonias 2 y 3, mientras que para 1 y 4 se observa
ademds una banda inesperada de alrededor de 750 pb tanto para la digestién con Bs¢EIl sola como para la
digestién doble. En B se muestran los resultados de una digestién doble con BsEIl y BamHI para vectores
provenientes de colonias 5 al 8. Se observa una banda esperada para colonias 3, 6 y 8, mientras que para 7
se observa ademds una banda inesperada de 750 pb. Tanto para A como para B se muestra un estindar de
peso molecular (de 1000 pb) indicandose la banda correspondiente a 2000 pb

5.1.3.4 Digestion simple de pCAMBIA1302 PG-VvSDH1 con Nsil

Dado los resultados inesperados obtenidos en el ensayo anterior para 3 de las 8 colonias,
se realizo un segundo ensayo de restriccion para la corroboracién del vector mediante la
enzima Nsil (ver Figura 8). El ensayo se realizé con 4 vectores provenientes de clones
positivos mostrados en Figura 12 y uno que arrcjé una banda inespecifica en el mismo
gel. Considerando la estructura del vector, se esperarfan bandas de 284, 5203 y 5432 pb

si la construccién del vector fuese exitosa,
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Figura 12: Digestion simple de pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI con Nsil. Gel de agarosa sometido a
electroforesis y tefiido con bromuro de etidio. Los carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a muestras
provenientes desde clones que resultaron positivos para los andlisis anteriores al vector (Figura 11). Se
aprecia una banda de aproximadamente 200 pb (A) y una banda de alrededor de 5000 pb (C). El carril 5
corresponde a una muestra proveniente de un clon con resultados inesperados para los andlisis anteriores
al vector (Figura 11). Se aprecia una banda cercana a2 1000 pb (B} que no aparece en las demés muestras,
ademds de no presentar la banda cercana a 200 pb (A).

En resumen, mediante técnicas moleculares, se determiné que se habia obtenido por lo
menos cuatro clones portando el vector pPCAMBIA1302 PG-VvSDH1 (Figura 12). En
los andlisis de los clones, el uso de digestiones enziméticas (en vez de confiar solamente
en los resultados de PCR) fue extremadamente informativo. Por lo tanto, el objetivo 1 de
este Seminario de Titulo se ha cumplido exitosamente y de todas maneras, los resultados
inesperados anteriormente expuestos serdn analizados més adelante (Seccién 6.1,

discusion).
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5.2 Andlisis de la funcionalidad transcripcional de pCAMBIA 1302 PG-VvSDH1
5.2.1 Transformacion y corroboracion de la presencia del vector em A.
tumefaciens.

Una vez verificada la correcta construccion del vector y con el objetivo de comprobar la
funcionalidad transcripcional del mismo, se procedid a realizar la transformacion de A.
tumefaciens con pCAMBIA1302 PG-VvSDHI. Una vez obtenidas colonias
transformantes de A. tumefaciens (seccion 4.5) se procedid a verificar la presencia del
vector a través de la amplificacién del VwSDHI mediante PCR de colonias (Figura 13).
Cuatro de ocho clones arrojaron resultados positivos en este andlisis, y se escogio uno de

ellos para continuar con los siguientes ensayos (clon 8).

Figura 13: Amplificacion de VwSDHI mediante PCR de colonias en 4. fumefaciens. Gel de agarosa
sometido a electroforesis y tefiido con bromuro de etidio. Se tomaron 8 colonias crecidas en las placas
luego de Ja transformacion. Se observa una banda cercana a las 1000 pb para las muestras 2, 3, 5, 8 y C+;
siendo este ultimo un control positivo utilizado pCR8-VvSDHIen la reaccién de PCR. El controi negativo
{C-) no posee molde.

5.2.2 Reacciones de Transcripcion reversa
Considerando que el vector generado posee un promotor fruto especifico, y que el
tomate es un organismo modelo para los anilisis en frutos (Orzaez y cols., 2006), se

eligié este sistema para evaluar la funcionalidad de pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI. Por
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lo tanto, se infiltraron frutos de tomate con A4. fumefaciens portando este vector o
pCAMBIA 1302 PG-GFP {como control negativo; seccién 3.6.1). Luego de 4 dias, a
partir de RNA aislado (seccion 4.6.2) desde los frutos transformados, se realizd la
reaccion de RT (seccidn 4.6.3). Posteriormente, se realizaron reacciones de PCR tanto
para 185, a modo de comprobar la integridad det cDNA y descartar la presencia de DNA
genémico (muestras 1 y 3 Figura 14B), como para VvSDHI, resultados que se muestran

en la Figura 14.

PG-VvSDHI1 PG-GFP
1 2 3

500 pb

o

200 pb

frm——

Figura 14: Resultados del andlisis de la fincionalidad transcripcional de pPCAMBIA1302 PG-VvSDHI.
Gel de agarosa sometido a electroforesis y teiiido con bromuro de etidio. En A se muestran los productos
de PCR para la amplificacién de ¥»SDHI utilizando ¢cDNA como molde proveniente de RNA extraido de
tomates infiltrados con PG-VvSDH1I en 1 y PG-GFP en 2, ext C- se utilizd agua como molde 2 mado de
control negativo y en C+ una alicuota del vector pCR8-VvSDIHI a modo de control positivo. Se aprecia
una banda cercana a 1000 pb solo en 1 y C+. En B se muestran los productos de PCR para la
amplificacion de una parte del 78S. Como molde se utilizd: RNA extraido desde frutos infiltrados con PG-
VVSDHI sin tratamiento de transcripasa reversa en 1 y con tratamiento en 2; RNA extraido desde frutos
infiltrados con PG-GFP sin tratamiento de transcripasa reversa en 3 y con tratamiento en 4; H,O 2 modo
de control negativo en C- y un ¢cDNA de A. thaliana previamente comprobado en nuestro laboratorio por
Lorena Pizarro a modo de control positivo en C+. Tanto para 2, 4 y C+ se aprecia una banda cercana a las
200 pb mientras que en 1, 3 ¥ C- no se aprecia banda, lo que indica que no existe contaminacion por DNA
gendmico.
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En resumen, mediante técnicas moleculares se comprueba que el vector PG-VvSDHI es
funcional a nivel transcripcional, con lo cual se cumple el objetivo especifico numero 2

de este Seminario de Titulo.

5.3 Anilisis de la actividad enzimatica de VvSDH1 con sorbitol como sustrato
Los andlisis bioinformaticos de la secuencia aminoacidica de VvSDHI indican que
posee las caracteristicas moleculares de una sorbitol deshidrogenasa de vid (seccién 1.4).
Para verificar su actividad enzimética experimentalmente, se¢ realizaron ensayos
utilizando D-sorbitol y NAD" como sustratos, monitoreando la formacién de NADH.
Los ensayos se realizaron a partir de extractos de proteinas totales (PT) obtenidos de
tomates transformados transitoriamente con el vector en estudio (pPCAMBIA 1302 PG-
VvSDHI) y con un control (pCAMBIA 1302 PG-GFP). En cada réplica, una mitad del
tomate fue infiltrada transitoriamente (secci6n 4.6.1) con pCAMBIA 1302 PG-VvSDH]1
y la otra con pCAMBIA 1302 PG-GFP. Ademas de esto, se realizaron controles sin
agregar extracto crudo y sin agregar sorbitol en el medio; para ambos casos no se
registr6 aumento en la absorbancia. En la Figura 15 se muestran las cinéticas
enzimaticas de tres réplicas biologicas (A y B, C y D, E y F, respectivamente), siendo la
diferencia entre ambas muestras la actividad atribuible a VvSDHI. Los datos obtenidos
fueron analizados mediante un analisis de ANOVA de 2 vias.

Considerando que la actividad atribuible a VvSDHI es la diferencia entre los
extracciones de proteinas totales provenientes de las transformaciones con pCAMBIA
1302 PG-VvSDH1 y pCAMBIA 1302 PG-GFP, se analizaron los resultados de actividad

por minuto para cada réplica bioldgica, lo cual se validé mediante un t-test (Figura 16).
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Figura 15: Cinética enzimatica de VVSDHI1 con sorbitol. En la figura se grafica la aparicién de NADH en
el tiempo para los extractos de proteinas totales (PT). A representa la cinética enzimética en el tiempo de
una réplica bioldgica, mientras que en B se comparan los valores por minuto, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas a 180, 240 y 285 segundos. C representa la cinética enzimética en el tiempo
de la segunda muestra bioldgica, mientras que en D se comparan los valores por minuto encontrandose
diferencias estadisticamente significativas a 120, 180, 240 y 285 segundos. E representa la cinética
enzimatica en el tiempo de la tercera muestra biolégica mientras que F es la comparacion de los valores
por minuto, encontrindose diferencias estadisticamente significativas a los 180, 240 y 285 segundos (las
barras representan la desviacion estandar de 2 réplicas técnicas, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <(0.001).
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Figura 16: Actividad de sorbitol deshidrogenasa en frutos de tomate infiltrados. Se muestra el promedio de
formacion de NADH por minuto tanto para los extractos de proteinas totales (PT) provenientes de la transformacién
con pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI1 y pCAMBIA 1302 PG-GFP A, B y C corresponden a las 3 replicas biologicas.

Todos los resultados anteriormente expuestos sugieren que efectivamente VvSDHI se
esta expresando en frutos de tomate transformados transitoriamente y que se esta
traduciendo a una proteina que es capaz de oxidar sorbitol con la produccién de NADH

con lo cual se cumple con el objetivo especifico niimero tres (seccion 0).
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6 DISCUSION
A pesar de que sorbitol es un alcohol de aziicar caracteristico de especies vegetales
pertenecientes a la familia de las Rosaceas, en la literatura se puede encontrar
publicaciones que informan la presencia de SDH en especies que no forman parte de
esta familia (Kuo y cols., 1990; Doehlert, 1987; Wanek y Richter 1993). Ademds de esto,
se han descrito en especies no Rosaceas secuencias que son ortélogas a SDHs de plantas
Rosdceas (Ohta y cols.,, 2005). Con el objetivo de identificar y caracterizar un ORF
clonado desde Vitis (Tang, 2011), el cual presenta >75% identidad aminoacidica con

SDHs ya descritas, es que se comenz6 con las investigaciones de este seminario de titulo.

Ademas de lo antes mencionado y enmarcado en el proyecto INNOVA, el cual busca
obtener una variedad de manzanas con mayor dulzor mediante la conversion de sorbitol
en fructosa, FwSDHI podria ser un candidato para la obtencién de esta nueva variedad si
es que posee actividad del tipo SDH. Es por esto que, considerando que la expresion
constitutiva de enzimas con actividad SDH no permite un crecimiento normal del
organismo (Teo y cols., 2006), lo primero que se realizé fue la construccion de un vector

que fuese capaz de expresar PvSDHI especificamente en frutos.

Para esto se construy6 el vector pPCAMBIA 1302 PG-VvSDHI (Figura 8) el cual posee
el promotor fruto especifico proveniente de la poligalacturonasa de tomate y que fue
construido en nuestro laboratorio (Mandujano, 2008). Trabajos previos (Aguayo, 2010)
mostraren que efectivamente el promotor PG es fruto especifico puesto que al comandar
la expresion de GFP se observa fluorescencia en frutos de tomate pero no en hojas de

tabaco.
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6.1 Construccién y verificacion del vector pPCAMBIA 1302 PG-VvSDH1

A través de todos los andlisis moleculares realizados para la comprobacion de la
construccion del vector de interés se puede afirmar que al menos 4 clones cumplieron
con las pruebas realizadas (Figura 12 carriles 1, 2, 3 y 4) con lo cual se¢ cumplié con el
objetivo especifico nimero uno (seccion 0). Sin embargo, durante la construccién del
vector de interés se obtuvieron algunos resultados inesperados al momento de

comprobar la integridad del mismo.

Luego de realizar una reaccion de PCR para amplificar la regién promotor-gen (PG-
VvSDHI) se quiso hacer una doble comprobaci6n y se realizé una digestién enzimatica
con BamHl y BstEIl cuyo producto debié ser la aparicion de un fragmento de
aproximadamente 2000 pb correspondiente a la regién promotor-gen (seccion 5.1.3.3,
Figura 11). Sin embargo, los resultados mostraron una banda inespecifica cercana a las
750 pb en algunos clones (Figura 11A muestras 1 y 4 carril Bs¢EIl y doble, Figura 11B
carril 7). Para comprobar este resultado inesperado, se realizé una segunda digestién

enzimatica con Nisil (seccidn 5.1.3.4).

A pesar de que la reaccion de ligacion entre PvSDHI y el vector se realizd mediante
corte y empalme con enzimas que no poseen extremos cohesivos entre si, la reaccién de
digestion con NsiI permite descartar la posibilidad de que VvSDHT se haya insertado en
orientacion inversa con respecto al promotor. En caso de que el empalme de VvSDHI en
el vector sea en sentido con respecto al promotor PG, al digerir con Nsil se esperan
bandas de 284, 5203 y 5432 pb lo cual es concordante con los resultados obtenidos para

las muestras 1, 2, 3 y 4 (Figura 12; por la resolucion del gel, las bandas de 5203 y 5432
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pb migran juntas), las cuales habfan sido seleccionadas dado los resultados positivos al
digerirlas con BamHI y BstEIl (seccion 5.1.3.3). En el caso de que la insercion hubiese
sido en sentido contrario, la teoria indica que las bandas esperadas son de 5203, 4620 y
1097 pb lo cual es concordante con el resultado obtenido en el carril 5 de la Figura 12.
Sin embargo, considerando que el DNA plasmidial ensayado y cargado en el carril 5 de
la Figura 12 fue analizado por la reaccién de PCR que amplifica la PG-VvSDHI, resulta
imposible que el gen se encuentre en sentido contrario con respecto al promotor puesto
que no se generaria el producto de PCR esperado (en la Figura 10 se aprecia que todas
las muestras cargadas salvo el control negativo amplifican para el producto esperado).
Ademas de esto, tal como se menciond, las enzimas utilizadas para la construccién del
vector no poseen extremos cohesivos. Por lo tanto, jcémo se puede explicar los

resultados obtenidos con la muestra 57

Luego de examinar la estructura del vector pPCR8-VvSDHI1 (Figura 4A, seccién 4.2.1) y
los resultados mostrados de la digestion enzimatica con Spel y BstEIl (Figura 7A,
seccidn 5.1.2), se observa que al digerir pCR8-VvSDH1 con BstEIl, se genera una banda
de aproximadamente 750 pb, la cual coincide con la banda inespecifica observada para
algunas muestras al realizar la digestion doble de pCAMBIA1302 PG-VvSDHI con
BamHl 'y BstEIl (Figura 11). Esto sugiere que al purificar la banda del gel
correspondiente a VvSDHI (banda 2, Figura 6A), ésta se copurificé con la banda
correspondiente a 768 pb correspondiente a un fragmento de pCR8§ (banda 3, Figura 6A).
En la figura 7 carril 2 se muestra la purificacion del VvSDHI y en ésta no se aprecia la

banda de 768 pB lo cual sugiere que la concentracién de la banda copurificada fue
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demasiado baja para ser detectada mediante tincion con bromuro de etidio. El hecho de
que la reaccion de PCR de PG-VvSDHI es positiva para la muestra 5 de pCAMBIA
1302 PG-VvSDHI1 (Figura 10), indica que ese vector quedd construido con el fragmento
contaminante unido al extremo 3’ de VvSDHI (Anexo 1). Al realizar una digestién in
silico con Nsil de esta construccion inesperada, se liberaran fragmentos teéricos de 5432,
5203 y 1053 pb, fragmentos que concuerdan precisamente con lo observado
experimentalmente en muestra 5 (Figura 12). De esta manera, se confirma que
efectivamente el motivo de la aparicion de las bandas inespecificas al digerir algunos
clones de pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI (Figuras 11 y 12), se debid a la copurificacion

de un fragmento de menor tamaiio cuando se extrajo VwSDHI desde el vector pCR8.

A pesar que los vectores con un fragmento extra (Anexo 1) no son lo esperado, éstos
podrian ser igualmente funcionales tanto a nivel de transcripcién como para efectos de
analizar la actividad bioquimica ya que la clonaci6n original de FvSDI1 en pCRS posee

un coddn de termino de la traduccidn en su extremo 3°.

6.2  Anilisis de la funcionalidad transcripcional de pPCAMBIA 1302 PG-VvSDH1

Una vez construido el vector, el siguiente paso fue comprobar su funcionalidad a nivel
transcripcional. Considerando que el promotor que comanda la expresion del gen es
fruto especifico (Montgomery y cols., 1993; Aguayo, 2010) se decidi6 hacer las pruebas
de expresion mediante la infiltracién transitoria de Solanum lycopersicum (tomate) ya
que es un especie modelo y el método de transformacion transitoria ha sido descrito
(Orzaez y cols., 2006). A pesar de que el proceso de transformacién transitoria es simple

de realizar, la extraccion de RNA desde frutos es compleja debido a su alto contenido de
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compuestos fendlicos, polisacaridos y otras sustancias que pueden ser interferentes
(Davis y cols., 2006; Hu y cols., 2002). Debido a esto, un paso limitante en el desarrollo
de este seminario fiue la estandarizacion de la extraccion de RNA, puesto que con
soluciones comerciales como RNASOLV® o TRIZOL® fue imposible obtener
purificaciones con indices que reflejaran la pureza del RNA (datos no mostrados). Por lo
demas, con los protocolos disponibles en la literatura al igual que para las soluciones
comerciales no se lograron resultados positivos, ya sea para los indices de pureza del
RNA o al momento de comprobar la integridad del cDNA a travez PCR a 18S. Ademas,
en su mayoria los protocolos estan disefiados para voliimenes de reaccién sobre los 15
mL, lo cual excede la capacidad para la utilizacién de los equipos disponibles en el
laboratorio. Por ende, fue necesario escalarlos, resultando finalmente el protocolo
detallado en este seminario de titulo (seccidon 4.6.2). Mediante este método, se
determind que efectivamente la construccion realizada es funcional a nivel
transcripcional puesto que, solamente al infiltrar con pCAMBIA1302-PG-VvSDHI, se
expresa FvSDHI. Ademas, el segmento de ~200 pb de 18§ es amplificado solo en las
muestras que fueron sometidas a transcripcion reversa (Figura 14), lo cual descarta que
la amplificacion de VvSDHI se deba a la presencia de DNA gendémico remanente,

cumpliendo asi con el objetivo especifico nlimero dos (seccidn 0).

6.3 Analisis bioquimico de VvSDHI1 con sorbitol.
A partir de un extracto de proteinas totales fite posible determinar que VvSDH] posee la

capacidad de oxidar sorbito] acoplado a la reduccién de NAD® a NADH (Figura 15 y 16).
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La complejidad de esta etapa radica en las variables implicadas durante el proceso tanto

de transformacién como en el ensayo con proteinas totales:

Primero, existe actividad endégena de tipo SDH en el modelo de estudio (Ohta y cols.,
2005) lo cual explica que la infiltracién con el vector pPCAMBIA 1302 PG-GFP registre
produccién de NADH. Al no ser igual entre cada réplica bioldgica la actividad endégena
que posee, el disefio experimental consistié en comparar la actividad de un mismo fruto
infiltrado en una mitad con el vector de interés con respecto a la otra mitad infiltrada con
un control (expresando GFP), la que se considera que posee s6lo la actividad SDH
propia del fruto. Por lo tanto, la diferencia de actividad medida entre los extractos

provenientes de ambas mitades es la actividad atribuible a la accion de VvSDHI.

Segundo, al ser una transformacién transitoria, los niveles de transcritos producidos y
por ende la cantidad de enzima sintetizada dependera en gran medida de la eficiencia de
transformacién en el fruto, la cual puede ser diferente entre cada réplica bioldgica, lo
que podria generar un enmascaramiento en la actividad de VvSDH]1 en un fruto con alta

actividad end6gena y una tasa de transformacion baja.

Tercero, el material bioldgico utilizado proviene de tratamientos de almacenamiento a
bajas temperaturas para el transporte hacia los comercios y cuando se encuentran
almacenados en los mismos. Sin duda que para obtener resultados que sean mds
reproducibles las condiciones 6ptimas de ensayo se debiesen realizar con cultivos
propios en condiciones controladas de forma tal de asegurar por una parte el estadio de

maduracion, ya que el segmento de PG utilizado posee una regulacion positiva durante

41




la maduracion del fruto (Montgomery y cols., 1993). Por otra parta, el tratamiento que
tenga el fruto antes del ensayo debe ser lo mds similar posible para de esta forma reducir
la variabilidad de actividad mdxima entre las diferentes réplicas biolégicas. Si se
consideran las diferencias obtenidas entre las réplicas biolégicas (Figura 15 A, C y E)
posiblemente los frutos comprados y utilizados no se encontraban en estadios similares.
A pesar de ello, esta variable se mitiga en parte al estandarizar la actividad de VvSDHI1
con respecto al control (PG-GFP) proveniente del mismo fruto, lo cuai se ve reflejado en
que los aumentos de actividad de tipo SDH para cada réplica biologica son
estadisticamente significativos (Figura 15). Mas aun, al calcular el promedio de la
actividad enzimética por minuto entra cada replica técnica de cada réplica bioldgica, el
aumento de actividad del promedio de este conjunto de datos continia siendo
estadisticamente significativo (validada por un t-test de dos colas; Figura 16), lo cual
indica que el modelo experimental montado para la medicién de la capacidad de oxidar

sorbitol con generacion de NADH a partir de extractos de frutos de tomate es confiable.

Finalmente, los ensayos al ser realizados con extractos crudos poseen otras moléculas
distintas de la proteina que quedan en la fase soluble (entre ellas pigmentos). La
presencia de estas moléculas podria explicar la variabilidad existente entre cada réplica
técnica, dado que cada una se realiza con alicnotas diferentes del mismo extracto. A
pesar de que se homogeniza el extracto antes de cada medicion, no se puede asegurar

que el contenido de cada alicuota sea exactamente el mismo.

Aun considerando lo antes expuesto, se puede concluir que VvSDHI efectivamente es

capaz de oxidar sorbitol, generando un aumento maximo de 3 veces en la reduccién de
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NAD+ con respecto al control. Estos resultados son concordantes con ensayos realizados
en el laboratorio para una SDH aislada desde manzana con un aumento de 2,38 veces
(Aguayo, 2010) y otra aislada desde tomate ensayada en durazno (2 veces, Mandujano,
2008). Considerando la actividad que tiene VvSDHI con respecto a estas otras SDHs,
los resultados sugieren que VvSDHI1 podria ser perfectamente una candidata para

obtener una variedad de manzanas mds dulces (proyecto Innova).

De esta manera se da por cumplido el objetivo especifico niimero tres (seccion 0) y a la
vez con el objetivo general del presente seminario de titulo al lograr determinar, que

VvSDH1 es una enzima que posee actividad enzimatica para la oxidacion de sorbitol.

Sabiendo que VvSDHI cataliza la oxidacién de sorbitol, surge la pregunta sobre el rol
que tendria la enzima, el sorbito]l y la fructosa en vides. En trabajos realizados en el
laboratorio, se estudié in silico la expresion de VvSDHI en condiciones de estrés
mediante Plexdb, encontrando que existe una regulacién positiva de la misma bajo
condiciones como aumento de salinidad v sequia, entre otros (Tang, 2011). Sin embargo,
existen pocos reportes en la literatura que describen la presencia de sorbitol en Vitis
vinifera (co-elucién con manitol, Andersen y Brodbeck, 1989; Roubelakis-Angelakis y
Kliewer, 1978), aunque enzimas relacionadas con el metabolismo de sorbitol (por
ejemplo, transportadores) han sido identificadas en estudios metabolémicos y

transcriptémicos (Zamboni y cols., 2008; Deluc y cols., 2007).

A pesar de que los resultados muestran que VvSDHI es capaz de oxidar sorbitol, éste

podria no ser su tnico sustrato. Durante la caracterizacién de otras SDH vegetales se ha
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encontrado que poseen actividad con otros polioles (xilitol, manitol, L-iditol, entre otros;
Oura y cols., 2000; Yamaguchi y cols., 1994). Ademds, cabe destacar que en estudios
bioinformaticos realizados en e! laboratorio (Tang, 2011), se encontrd que, aunque
VvSDHI posee mayor identidad de secuencia aminoacidica con otras SDHs
caracterizadas, igualmente posee una alta identidad con una L-idonato-2-deshidrogenasa
(76%). Por ende, no se puede descartar que su rol fisiologico en vid sea la participacién
en la sintesis de la vitamina C, un intermediario en la produccién de acido tartarico, el
dcido principal en la uva y el vino (Debolt y cols. 2006). Por lo tanto, a pesar de que en
las SDH caracterizadas su mayor afinidad es por sorbitol, se vuelve indispensable
realizar un estudio mas acabado con respecto a la especificidad de sustrato de VvSDHI1

y poder inferir de mejor forma el rol que juega en vivo.
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7 CONCLUSIONES
El presente trabajo se realizo continuando con la linea de investigacion iniciada en
nuestro laboratorio (Tang, 2011) y muestra que el ¥wSDHI, aislado desde Vitis vinifera,

codifica para una proteina que es bioquimicamente activa para la oxidacion de sorbitol.

En la presente investigacion, se generé un vector con un promotor fruto especifico
(pPCAMBIA 1302 PG-VvSDHI) capaz de expresar VwSDHI en frutos de tomate
transformados transitoriamente. Esta construccién permitiria a futuro transformar de

manera estable organismos vegetales sin afectar su normal desarrollo (Teo y cols., 2006).

Ademas, se demostré que VvSDHI1 oxida sorbitol con la reduccion de NAD" a NADH,
comportamiento que se vio reflejado en las tres réplicas bioldgicas analizadas,
obteniéndose un aumento méaximo en la produccion de NADH de 3 veces con respecto

al control.

8 PROYECCIONES
A pesar de que los antecedentes bioinforméticos sugieren que VvSDHI seria una SDH
y que a través de los andlisis bioquimicos realizados en el presente seminario, se
determiné que VvSDHI efectivamente es capaz de oxidar sorbitol, las SDH vegetales
caracterizadas tienen, en general afinidad por méas de un sustrato (Oura y cols., 2000;
Yamaguchi y cols., 1994). Por lo tanto, es necesario realizar ensayos de especificidad de
sustrato de VvSDH1 con diferentes alcoholes de aziicar presentes en Vitis. Si estos
experimentos fueran realizados con VvSDH1 recombinante y purificada, se podria

determinar la actividad especifica y calcular parametros cinéticos tales como la

45




velocidad méxima y la Km para cada sustrato analizado. De esta forma y al compararla
con otras enzimas caracterizadas se podria determinar si es que VvSDHI es una
candidata adecuada en el contexto del proyecto INNOVA desarrollado en nuestro

laboratorio.

Considerando que Vitis Vinifera no pertenece a la familia de las Rosaceas resulta
interesante investigar cual es el rol que cumple VvSDHI in vivo para lo que seria
necesario, ademds de caracterizar su actividad enzimdtica, determinar su perfil de

expresion en distintos tejidos y estadios de desarrollo de la baya.
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10 ANEXO

G Spel (5)

BamHI (10878) VvSDH1
Nsil (971)

BaEII(1113)

pCAMBIA 1302 PG-VvSDH1-X

nsginp
om C58 T.DNA ___—"

STA region from pV51

PpBR322 origin of replication
bom site from pBR322

pVS1-REP

Nsil (7227) / f

Anexo 1: Estructura de pCAMBIA 1302 PG-VvSDHI-X. En la figura se muestra la posible construccion
obtenida debido a una copurificacion de una banda desconocida de aproximadamente 750 pb (segmento en rojo del

vector) junto con FvSDHI desde pCR8 (ver texto para los detalles). Las leyendas en rojo se muestran los sitios
importantes a considerar para este seminario de titulo.
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