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RESUMEN

Las plantas de la familia Rosaceae producen sorbitol durante la fotosintesis. Este es un
alcohol de azucar sintetizado por la aldosa 6-fosfato reductasa (A6PR) a partir de glucosa
6-fosfato en conjunto con la oxidacion de NADPH, y luego translocado por el floema
hacia 6rganos sumideros para ser oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa (SDH),
la cual posteriormente es almacenada o utilizada. Sin embargo, se ha reportado que plantas
que no pertenecen a la familia Rosaceae y que translocan sacarosa como principal
fotosintato poseen enzimas que metabolizan sorbitol. Es el caso de Arabidopsis thaliana,
planta herbacea de la familia de las Brassicaceae, que posee las enzimas SDH y A6PR.
Esta ultima, corresponderia a la enzima clave de la ruta de sintesis de sorbitol, y se ha
encontrado que en Arabidopsis existen 2 marcos de lectura que codifican proteinas con
una identidad aminoacidica de > 65% con AG6PR conocidas. Ambas proteinas,
denominadas AtA6PR1 y AtA6PR2, poseen las caracteristicas moleculares de proteinas
clasificadas dentro de la familia de las aldo-ceto reductasas. Ambos genes se expresan
ubicuamente en toda la planta, donde AtA6PRIse expresa aproximadamente unas 100
veces mas que AtA6PR2, y responden diferencialmente frente a estrés abiotico (frio o
salinidad). Por otro lado, se ha estudiado la localizacidon subcelular de ambas proteinas
(proteina fusionada a GFP), siendo estas citosdlicas. Sin embargo, no se ha determinado
la actividad enzimatica de ambas reductasas.

En esta Tesis de Magister, se optimizo la secuencia génica de AtA6PRI y AtA6PR2 para
su expresion en el organismo heterdlogo Escherichia coli,y se construyd y comprobd la
funcionalidad de dos vectores de expresion (pDEST17 y pDEST-HisMBP) portadores de

los genes vegetales optimizados. Adicionalmente, se realizo una primera aproximacion a

XV



la caracterizacion enzimatica de ambas proteinas, obteniendo una actividad enzimatica
parcial para HisMBP-AtA6PR1, sugiriendo que efectivamente es capaz de reducir glucosa

6-fosfato en presencia de NADPH.
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ABSTRACT

Plants in the Rosaceae family produce sorbitol during photosynthesis. This is a sugar
alcohol synthesised by aldose 6-phosphate reductase (A6PR) from glucose 6-phosphate
combined with the oxidation of NADPH, which is then translocated by the phloem to sink
organs to be transformed into fructose by sorbitol dehydrogenase (SDH), which is stored
or used. However, it has been reported that plants that do not belong to this family and
that translocate sucrose as the main photosynthate possess enzymes that metabolise
sorbitol. This is the case of Arabidopsis thaliana, aherbaceous plant of the Brassicaceae
family, which has the enzymes SDH and A6PR. The latter corresponds to the key enzyme
of sorbitol synthesis, and in Arabidopsis, there are 2 open reading frames encoding
proteins with >65% amino acid identity with known A6PR. Both proteins, called
AtA6PR1 and AtA6PR2, possess the molecular characteristics of proteins classified
within the aldo-keto reductase family. Both genes are ubiquitously expressed throughout
the plant, where A¢tA6PR1 is expressed approximately 100 times more than At46PR2, and
they respond differentially to abiotic stress (cold or saline). Moreover, the subcellular
localisation of both proteins (protein fused to GFP) has been studied; both are cytosolic.
However, the enzymatic activities of both proteins have not been determined to date.

In this Master's thesis, the gene sequences of AtA6PRI and AtA6PR2 were optimised for
expression in the heterologous organism Escherichia coli, and the functionality of two
expression vectors (pDEST17 and pDEST-HisMBP) carrying the optimised plant genes
was tested. In addition, both proteins were partially characterised enzymatically,
suggesting that HisMBP-AtA6PR1 is indeed capable of reducing glucose 6-phosphate in

the presence of NADPH.
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1. INTRODUCCION

1.1 Polioles en plantas

El proceso de la fotosintesis ha sido ampliamente estudiado en plantas superiores. Durante
éste, el principal compuesto generado en los 6rganos fuente (hojas) es la sacarosa, sin
embargo, en algunas especies vegetales los principales compuestos son alcoholes de
azucares o polioles, productos reducidos de azlicares donde el grupo carbonilo se ha
reducido a un alcohol. Ejemplos de los polioles son el manitol, forma reducida de la
manosa, galactitol, forma reducida de la galactosa y el sorbitol o glucitol, producto
reducido de la glucosa (Lewis y Smith, 1967), mientras que en érganos sumideros como
las raices o frutos, estos polioles son oxidados a azicares solubles, como glucosa o
fructosa.

En el caso del sorbitol, su sintesis en las hojas involucra la reduccion de la glucosa-6-
fosfato (G6P) acoplado a la oxidacion de NADPH por la accion de aldosa-6-fosfato
reductasa (NADPH) (A6PR; EC 1.1.1.200), generando sorbitol-6-fosfato (S6P). Luego,
S6P es desfosforilado por la accion de la sorbitol fosfatasa (S6PP, EC 3.1.3.50)
produciendo sorbitol, el cual finalmente es translocado a través del floema hacia los
organos sumideros, en donde, por acciéon de la sorbitol deshidrogenasa (SDH; EC
1.1.1.14), es oxidado a fructosa para su uso o almacenaje (Figura 1; Loescher, 1987;

Beruter y cols., 1997).
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Figura 1: Metabolismo del sorbitol. Via de sintesis (Organos fuentes) y degradacion
(Organos sumideros) de sorbitol en plantas. Enzimas que participan en la ruta: AGPR (NADPH),
aldosa 6-fosfato reductasa; S6PP, sorbitol 6-fosfato fosfatasa; SDH, sorbitol deshidrogenasa.

1.2 Funcion de los polioles

Los polioles se pueden clasificar en 2 grupos: alditoles e inositoles. Los alditoles presentan
una cadena lineal de 4&tomos de carbono y se generan cuando un grupo aldehido (CHO) o
cetona (CO) de un azucar, es reducido a un grupo alcohol (OH). Entre estos, los mas
comunes en plantas son el sorbitol, manitol, y galactitol. Por otro lado, los inositoles son
polioles ciclicos de seis atomos de carbono, presentes tanto en animales como en plantas.
En estas ultimas, el inositol hexafosfato, también llamado 4cido fitico, es la principal
forma para almacenar fosforo en semillas y en la capa externa de los granos de cereal

(Munnik y Vermeer, 2010; Gerke, 2015).

Las principales funciones de los polioles en plantas son:
1.- Ser solutos compatibles, es decir, se puede acumular una gran concentracion de
polioles dentro de la célula (citoplasma) sin afectar las funciones bioldgicas de ésta ni

dafar a las propias células (Stoop y cols., 1996).



2.- Ser reservorios de poder reductor, ya que al ser oxidados se producen moléculas de
NADH, que resultan en la produccion de ATP en la célula, mientras que en la oxidacion
de sacarosa o rafinosa se requiere de ATP (Stoop y cols., 1996; Pharr y cols, 1995).

3.- Protegen contra radicales hidroxilo, ya que tienen la capacidad de neutralizarlos
(Smirnoff y Cumbers, 1989; Shen y cols., 1997).

4.- Confieren tolerancia frente a estrés bidtico y abiodtico. Producto de las funciones
mencionadas anteriormente, se ha sugerido que plantas atacadas por patégenos responden
aumentando la capacidad de sintesis de polioles, confiriendo un aumento en fuentes de
carbono y energia para la respuesta de defensa (Williamson y cols, 1995). Mientras que,
en el caso del estrés abidtico, estos polioles funcionan como osmoprotectores, ya que sus
grupos hidroxilo pueden formar una esfera de hidratacion alrededor de macromoléculas,
evitando inhibir reacciones metabdlica y manteniendo actividades enzimaticas, ya que
pueden reducir el efecto inhibitorio de iones sobre la actividad enzimatica (Galinski y
Truper, 1994; Pommerrenig y cols., 2007; Hasegawa y cols., 2000).

5.- Forman complejos con el boro del tipo poliol-borato-poliol, el cual es traslocado por
el floema de la planta redistribuyéndolo, ya que el boro es un micronutriente considerado
inmo6vil y muy importante para las plantas en varias etapas de su crecimiento y desarrollo.
Por ejemplo, este es requerido para la sintesis de la pared celular en conjunto con el calcio,
o durante la division celular (Bellaloui y cols., 1999; Lehto y cols., 2004; Brown y Hu,

1996).



1.3 Aldosa 6-fosfato reductasa

La A6PR es la primera enzima que participa en la ruta de sintesis de sorbitol (Figura 1).
Posee una localizacion subcelular citosdlica y esta compuesta por alrededor de 320
aminoacidos, con un peso molecular de 34 - 37 kDa aproximadamente (Penning, 2015).
Es una enzima monomérica (El-Kabbani y cols., 1995; Wilson y cols., 1995; El-Kabbani
y cols., 2005) o en algunos casos dimérica como la AKR7 (AKR7A1 del higado de rata)
(Kozmay cols., 2002).

Los miembros de la superfamilia de las aldo/ceto reductasas (AKR) presenta una tétrada
catalitica conservada, compuesta por los aminoacidos Tirosina (Tyr) conservada en el
97%, Aspartico (Asp) en el 99%, Lisina (Lys) en el 97% e Histidina (His) en el 88% de
todas las AKR anotadas (Penning, 2015). Estas enzimas no requieren de iones metélicos
para su funcionamiento, aunque pueden ser afectadas por cationes divalentes (Ca*2, Mg*2,
Zn*?y Cu'?), ya que disminuyen la actividad enzimatica (Zhou y cols., 2003), utilizan
como cofactor NAD(P)H y poseen un dominio tipo barril (a/B)s en su estructura
tridimensional. El espectro de sustratos utilizados por las AKR es muy amplio, abarcando
aldehidos, cetonas, monosacaridos, cetosteroides, quetoprostaglandinas, precursores de
acidos biliares, carcindgenos quimicos y sus metabolitos, etc., y el proceso catalitico
comienza con la unidon del cofactor, seguido de la union de su sustrato respectivo
(Mindnich y Penning., 2009).

Se han descrito 16 familias de AKR, las cuales incluyen: AKRI1, aldehido reductasa,
aldosa reductasa, hidroxiesteroide deshidrogenasa y esteroide 58 -reductasa, AKR2,

manosa y xilosa reductasa, AKR3, AKRs de levadura (indole-3-acetaldehido reductasa),



AKR4, chalcona y codienona reductasa, AKR5 &cido glucénico reductasa, AKR6,
subunidades B de los canales de voltaje de potasio; AKR7, aflatoxina dialdehido y
reductasas de semialdehido succinicas; AKR8, piridoxal reductasa; AKR9, aril alchohol
deshidrogenasa, AKRI10, AKRs de Streptomices (BImT, para
biosintesis de bluensomicina, AKR11, AKRs de Bacilus (aldo ceto reductasa), AKR12,
azucar aldehido reductasa de Steptomices, AKRI13, reductasas de bacterias
hipertermofilas, AKR14, reductasas de Escherichia coli, AKRI15, reductasas de

Micobacterias y AKR16, reductasas de Vibrio cholerae (www.med.upenn.edu/akr).

La mayoria de los miembros de las AKR de plantas estan agrupados dentro de la familia
4, categorizados en 3 subfamilias (ej: 4A, 4B y 4C). Sin embargo, las A6PRs estan
clasificada en la familia 2A1 de las AKR, descrita como participante en la sintesis de
sorbitol, reduciendo G6P a S6P al igual que la sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa y la

manosa 6-fosfato reductasa, también clasificadas en la familia 2 (Sengupta y cols, 2015).



Figura 2: Modelo monomérico y tétrada catalitica de la proteina A6PR. Izquierda:
Estructura obtenida desde la plataforma SWISS-MODEL de “Malus domestica (Apple) (Pyrus
malus) NADP-dependent D-sorbitol-6-phosphate  dehydrogenase” (codigo P28475,
S6PD_MALDO). Recuadro negro indica el aminoacido Tirosina (Tyr) del sitio activo. Derecha:
Representacion de la tetrada catalitica de 3a-HSD (AKRI1C9) indicando los aminoacidos
histidina, lisina, tirosina y aspartico en coordinaciéon con NADP(H), esfera azul corresponde a

una molécula de agua (www.med.upenn.edu / AKR Superfamily).

1.4 Aldosa 6-fosfato reductasa en Rosaceas

La A6PR ha sido estudiada principalmente en especies que pertenecen a la familia
Rosaceae, ya que es en estas especies donde los polioles son los principales productos
generados en la fotosintesis. Esta familia comprende a muchas especies frutales de
consumo humano, como manzana, pera, durazno, frutilla, etc.

El cDNA que codifica para esta enzima fue clonada por primera vez desde plantas por
Kanayama y cols., (1992) donde se determind que pertenece al grupo filogenético de las
aldosas reductasa. En la actualidad, las A6PRs estan clasificadas dentro de la familia de

las aldo/ceto reductasas, las cuales son proteinas citosdlicas, clave para la sintesis de



sorbitol y que utilizan NADPH como cofactor (Deguchi y cols., 2004; Figueroa e Iglesias,
2010; Kanayama y cols.,1992; Kim y cols., 2007; Negm y Loescher, 1981; Zamudio,
2010).

Kanayama y cols purificaron la enzima desde semillas de manzana en 1993, obteniendo
una actividad especifica de 2,2 U/mg proteina de S6P oxidado, siendo un valor mas alto
que el reportado a partir de hojas de manzano (0,628 U/mg proteina, Negm y Loescher
1981; 1,25 U/mg de proteina, Figueroa e Iglesias, 2010). Ademas, se determino que el pH
Optimo para la reduccion de G6P esta entre 7 y 9, mientras que para la oxidacion de S6P
el valor es de 9,5 (reaccion reversa) (Hirai, 1981; Negm y Loescher, 1981).

A nivel génico se ha observado que la regulacion de esta enzima ocurre principalmente a
nivel transcripcional y su expresion y actividad se llevan a cabo principalmente en 6rganos
fuente (hojas maduras) (Yamada y cols., 2006; Kim y cols., 2007). Por otro lado, se
encontrd que al transformar establemente plantas de manzana con el gen MdA6PR, habian
lineas que lo sobre-expresaron y lineas que silenciaron el gen. Cuando éste fue sobre-
expresado, tanto la sacarosa como el sorbitol aumentaron, mientras que en aquellas que
silenciaron el gen se observd una disminucién de sorbitol y un aumento de
aproximadamente 7 veces de sacarosa, sin observarse cambios fenotipicos (Kanamaru y

cols., 2004).

1.5 Aldosa 6-fosfato reductasa en Arabidopsis thaliana, una especie no-Rosaceae
Dentro de las especies que no pertenecen a la familia Rosaceae, se encuentra Arabidopsis
thaliana, planta herbacea de la familia Brassicaceae, la cual transporta sacarosa y

pequefias cantidades de rafinosa a través de su floema (Haritatos y cols., 2000). Sin



embargo, también se ha encontrado la presencia de sorbitol y de actividad sorbitol

desidrogenasa.

Se ha observado que, al someter a esta planta a estrés abidtico, especificamente estrés por
deshidratacion, se detectan polioles como el glicerol, inositol, manitol, maltitol y xilitol
(Rizhsky y cols, 2004) ademas de aumentar el sorbitol y ribitol 1,5 y 3,8 veces
respectivamente (Nosarzewski y cols, 2012), mientras que, al someter a las plantas a estrés
por frio, los niveles de sorbitol en hojas aumentan (Kaplan y cols, 2004). Estos hallazgos

indican que la ruta de sintesis de sorbitol esté presente en esta especie vegetal.

En 2010, Sofia Zamudio realizé un BLASTp usando la secuencia aminoacidica de la
A6PR de manzana (c6digo GenBank Accesion D11080) contra el genoma completo de
Arabidopsis, encontrando 2 marcos de lectura abiertos (AGI: At2g21250 y At2g21260),
que presentaban una identidad aminoacidica de 69 y 70 % con la secuencia de manzana y
una identidad del 93% entre ellas. Ademas, ambas presentan las 3 caracteristicas comunes
de las aldo/ceto reductasas: La region N-terminal LxxxGxxxPxxGxG, la region del sitio
activo GxxxxDxAxxY y LxKxxxxxxxDxxxxH (el cual contiene los aminoacidos
conservados Asp, Tyr, Lis e His) y la secuencia IPKS. Ademas, se determin6d mediante
PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR) que los niveles de transcrito de A¢tA6PR2
(At2g21260) eran significativamente menores comparados con los niveles de transcrito

de At2g21250, denominado At46PRI (Figura 3).
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Figura 3: Niveles de transcrito de AtA6PR1 (At2g21250) y AtA6PR2 (At2g21260) en
Arabidopsis thaliana. Datos obtenidos de plantulas completas de Arabidopsis de 15 dias. Barras
corresponden al promedio de tres extracciones de RNA, con 2 repeticiones de la reaccion de
gPCR. Barras de error corresponden a la desviacion estandar obtenida. *** = P<0.001. Test t

de Student. Normalizador utilizado: PP2A (Atlg13320). (Modificado de Zamudio, 2012).

Considerando los aumentos en los niveles de sorbitol observados en A. thaliana durante
condiciones de estrés abiotico (Kaplan y cols, 2004; Nosarzewski y cols, 2012), se evalud
el efecto en los niveles de transcrito de AtA6PRI y 2 al someter las plantas a estrés por
frio (4°C) o estrés salino (150 mM de NaCl; Rojas y cols, 2019). Se encontr6 una expresion
diferencial entre los genes dependiendo del tipo de estrés. Especificamente, cuando
plantas fueron sometidas a estrés por frio, los niveles de transcrito de At4A6PRI
aumentaron principalmente en raices hacia las 24 h luego del tratamiento, mientras que
los niveles de transcrito de Az46PR2 disminuyeron significativamente en todos los tejidos
estudiados (Figura 4A y B). Por otro lado, durante estrés salino, se observo que los niveles
de transcrito de AzA6PR2 aumentaban hacia las 24 h, mientras que los niveles de At46PR1

disminuian (Figura 4C y D).
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Figura 4: Niveles de transcrito relativos de 4246PR1 y AtA6PR?2 en diferentes tejidos de
A. thaliana sometidos a estrés abidtico. Niveles de transcrito de AZ46PR1 (A) y AtA6PR2 (B)
en plantas sometidas a estrés por frio (4°C). Niveles de transcrito de AtA6PRI1(C) y AtA6PR2
(D) en plantas sometidas a estrés salino (150 mM NaCl). Ambos tratamientos realizados durante
24 h, utilizando el gen PP2A(At1g13320) como normalizador en las reacciones de qRT-PCR =+
SD. Test estadistico t-Student de 2 colas utilizado para determinar la significancia entre los
tejidos tratados y sus respectivas condiciones control (tratamiento a 0 h) *=P< 0.05; **=P<

0.01; ***=P<(.001; ****=P<(0.0001 (Modificado de Rojas y cols, 2019).

Por otro lado, se corrobor6 que la localizacion de las proteinas AtA6PRI1 y 2 es

citoplasmatica, mediante la transformacion transitoria de hojas de tabaco con la fusion de
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las proteinas a GFP (Rojas y cols, 2019). Ademads, ambos genes se expresan tanto en
organos fuente como organos sumidero (Rojas y cols, 2019), a diferencia de manzano en
donde se expresa principalmente en drganos fuente (Yamaki, 1981). Una vez determinada
la localizacion de las proteinas y teniendo como antecedentes previos que la enzima
MdJAGPR habia sido caracterizada enzimaticamente (Figueroa e Iglesias, 2010), Sofia
Zamudio en su Tesis de Magister en Ciencias Bioldgicas (Zamudio, 2014), intentd
determinar los parametros cinéticos de AtA6PR1. Para ello, extrajo proteinas
recombinantes a partir de 3 sistemas: Tabaco transformado con AtA6PRI1-His, E. coli
transformados con His-AtA6PR1 y expresion in vitro de His-AtA6PR1. Sin embargo, en
los tres casos, con extractos crudos o proteinas purificadas (mediante su epitopo de
Histidina), AtA6PR1 recombinante no poseia actividad enzimatica utilizando los sustratos
analizados (G6P, S6P, NADPH, NADP). Esta dificultad fue exacerbada por las bajas
cantidades de proteina recombinante que se acumulaba en cada uno de los sistemas

ensayados.

1.6 Estrategia experimental

De acuerdo a los antecedentes expuestos en la seccion 1.4 y 1.5 sobre la caracterizacion
enzimatica, surge una herramienta que puede ser crucial al momento de querer trabajar
con proteinas expresadas heterologamente. Es el caso de la optimizaciéon de codones, ya
que cada organismo utiliza un “set” particular de codones. Se ha reportado que los
requerimientos para obtener una proteina recombinante activa dependen principalmente
de: el microambiente del hospedero para la expresion y de la compatibilidad del uso de

codones entre la secuencia del gen nativo con el huésped de expresion (Yadava y
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Ockenhouse, 2003). Esto debido a que el uso de codones tiene un papel importante en el
control de la velocidad de elongacion de la traduccion y los codones poco frecuentes
pueden provocar un estancamiento del ribosoma en el ARNm al momento de la

traduccion, resultando en una terminacioén prematura de la traduccion (Liu, 2020).

A modo de ejemplo, en el estudio realizado por Yadava y Ockenhouse (2003), se
compararon los efectos de la modificacion de los codones al expresar el dominio F2 de
EBA-175 de Plasmodium falciparum en Pichia pastoris, utilizando 3 constructos de F2
basados en: los codones de la secuencia nativa de P. falciparum, codones de E. coli y
codones de Pichia. Los resultados obtenidos fueron una expresion de 9 veces mas de
proteina cuando la optimizacion habia sido realizada con los codones de Pichia (Figura 5,
carril 3) en comparacion con la utilizacién de los codones de E. coli (Figura 5, carril 2),
mientras que la proteina fue indetectable por western blot al utilizar los codones nativos

(Figura 5, carril 1).

1 2 3 MW
[KDa]

- %

- 62

- 49

- -

Figura 5: Expresion del dominio F2 recombinante de EBA-175 de P. falciparum en P.

pastoris. Andlisis de western blot de las proteinas recombinantes Pf-F2 (codones nativos) en el
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carril 1, proteina eF2 utilizando codones de E. coli en el carril 2 y proteina yF2 utilizando

codones de P. pastoris en el carril 3 (Modificado de Yadava y Ockenhouse, 2003.)

Para facilitar estas investigaciones, se han generado nuevas herramientas para la
optimizacion de codones. Es el caso del trabajo realizado por Kwon y cols. (2016), donde
crearon una plataforma para optimizar codones y poder expresar las proteinas
recombinantes en cloroplastos. Para ello, utilizaron los genes psbA de 133 especies de
plantas, logrando eliminar 105 y 59 de los codones raros o menos representados (cadena
pesada del factor VIII de coagulacion humano [FVIIIHC] y proteina de la capsida viral
[VP1] respectivamente).

Un ejemplo en plantas de la importancia de la optimizacion de codones fue realizado por
Liy cols (2013). En ese trabajo, se optimiz6 la secuencia del gen cryl4h de Bacillus
thuringiensis que otorga resistencia a insectos y que, al transformar plantas de tabaco con
distintas versiones optimizadas (mi-cry4dh, m2-cryAh, m3-cryAh), se observd una mayor

resistencia de las plantas frente a la infeccion (Figura 6).
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Figura 6: Apariencia de hojas de tabaco expuestas a tratamiento con larvas de
Helicoverpa armigera. WT1 y WT2 hojas de planta control sin transformar, A17 y A3 lineas
transformadas con las secuencias optimizadas m1-cryAh, B12 y B1 lineas transformadas con la
version optimizada m2-cryAh, C12 y C20 lineas transformadas con la version optimizada m3-

cryAh. Imagenes tomadas luego de 3 dias post-infeccion (Modificado de Li y cols., 2013).

Cabe destacar que cuando se expresd His-AtA6PR1 en E. coli, se realizaron esos
experimentos con la secuencia nucleotidica nativa del gen vegetal, obteniendo bajos
niveles de expresion y sin poder detectar actividad enzimatica (Zamudio, 2014). Por lo
tanto, y considerando los antecedentes anteriores sobre el efecto positivo que se suele
observar al optimizar los codones, es que en esta Tesis de Magister, se propuso optimizar
los codones de AtA6PR1 y 2 para asi expresarlas en el sistema de expresion heterologa de
E. coli. De esta manera, se utilizaron los nuevos constructos para demostrar si

efectivamente las proteinas codificadas por 4t46PR [ y 2 son aldosas 6-fosfato reductasas.

14



2. HIPOTESIS

Las enzimas AtA6PR1 y AtA6PR2 de Arabidopsis thaliana, codificadas por At2g21250
y At2g21260, son aldosas-6-fosfato reductasas y tienen la capacidad de reducir glucosa-

6-fosfato.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Expresar, purificar y caracterizar las enzimas recombinantes AtA6PR1y 2 de A4. thaliana,

optimizadas para su expresion en E. coli.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Establecer un sistema de expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

AtA6PR1 y AtA6PR2 desde E. coli.

3.2.2 Determinar los parametros cinéticos de las enzimas recombinantes AtA6PRI y

AtA6PR2.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Analisis bioinformatico

4.1.1 Optimizacion de codones

Se analizaron los dos marcos de lectura de la aldosa 6-fosfato reductasa de Arabidopsis
thaliana, At2g21250 y At2g21260, y se compararon sus secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas entre ellas y ademds con la secuencia de manzano (GenBank:
BAAO01853.1, Kanayama y cols., 1992) mediante BLAST. Posteriormente se realizo6 la
optimizacion de codones desde las secuencias aminoacidicas para expresar las proteinas
de A. thaliana en E. coli, mediante el uso del software web OPTIMIZER

(http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/).

4.1.2 Sintesis de genes optimizados
La sintesis de los genes ya optimizados para su expresion en E. coli se realizé mediante el
servicio otorgado por la empresa GenScript®, la cual sintetiza las secuencias solicitadas

y luego las envia ligadas al plasmido pUCS57 liofilizadas.

4.1.3 Disefio de partidores y programas de PCR
Se disefiaron partidores especificos para las secuencias nucleotidicas optimizadas de

ambos genes en estudio, para amplificar desde el codon de inicio de la traduccion hasta el
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coddn de término, utilizando la plataforma Integrated DNA Technologies (IDT) (Tabla I,

Tabla II, Tabla III).

Tabla I: Partidores utilizados durante el desarrollo de Tesis. Se indican los nombres de los

partidores, las secuencias y la temperatura de melting.

Nombre Secuencia Tm (°C)
AtA6PR1 F opt 5°-ATG GAA ATC ACC CTG AACTCTG-3’ 54,7
AtA6PR1 R opt 5’-TCA CGC GTA CAG GTCGATG -3’ 57,1
AtA6PR2 F opt 5’-ATG GAA ATC ACC CTG AACTCTG-3’ 54,7

AtA6PR2 R opt 5’-TCA CGC GTA CAG TTC GAT ACC-3’ 56,7
His F pDEST 5’-CCA TCA CCATCACCATCACG-3 69,5
OligoAp 5’- CGC CAC GCG TCG ACT AGT ACTTTT 51
TTTTTT TTT TTT T- 3’

Nota: en las secuencias, se subrayan los codones de inicio y de término en los partidores F y R,

respectivamente.

Tabla II: Combinacion de partidores usada para la amplificacion de DNA por PCR. Se indica
la combinacion de partidores usados para amplificar los fragmentos de interés a partir de DNA

plasmidial, y cDNA, sus nombres y el tamafo esperado a amplificar.

Pares de Templado Nombre Tamaiio
partidores esperado (pb)

AtA6PR1 F opt DNA plasmidial (pUC57) - AtA6PR1 930
AtA6PR1 R opt AtA6PR1 y cDNA (CDS completo)
AtA6PR2 F opt DNA plasmidial (pUC57- AtA6PR2 930
AtA6PR2 R opt AtA6PR2) y cDNA (CDS completo)

His F pDEST Vector pDEST-HisMBP MBP-AtA6PR1 17- 2088
AtA6PR1 R opt Vector pDEST17 AtA6PR1 996

His F pDEST Vector pDEST-HisMBP MBP-AtA6PR2 2088
AtA6PR2 R opt Vector pDEST17 17-AtA6PR2 996
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Tabla I1I: Programas de PCR utilizados. Se indica el nombre del programa de PCR, los ciclos,

la temperatura y el tiempo para cada etapa del PCR.

N° de Nombre Ne° ciclos Temperatura Tiempo
programa O (min:s)
1 94 03:00
94 00:30
1 AtA6PR1 35 55 00:40
AtA6PR2
72 01:00
1 72 05:00
2 pDEST17 1 94 03:00
94 00:30
His F pDEST 30 53 00:40
AtA6PR1 02 R opt 72 01:00
1 72 05:00
3 pDEST-HisMBP 1 94 03:00
94 00:30
His F pDEST 35 53 00:40
AtA6PR1 02 R opt 72 02:00
1 72 05:00
70 05:00
4 05:00
4 RT-PCR 1 25 05:00
42 60:00
70 15:00
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4.2 Material biologico

4.2.1 Cepas y crecimiento bacteriano

E. coli TOP10 y E. coli BL21(DE3) pLysS transformadas con los vectores de expresion
fueron crecidas en LB soélido [NaCl 0,8% (p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura
0,5% (p/v), agar 1,6% (p/v)] més ampicilina (100 pg/ml) mientras que la cepa BL21(DE3)
pLysS sin transformar fue crecida en LB sélido mas ampicilina (100 pg/ml) y

cloranfenicol (34 pg/ml).

4.2.2 Preparacion de Escherichia coli quimio competente

Ambas cepas de E. coli, TOP10 y BL21(DE3) pLysS, fueron preparadas
independientemente. Se incubd un pre-indculo de 20 pl en 5 ml de LB liquido [NaCl 0,8%
(p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v)] con los antibiodticos (seccion
4.2.1) con agitacion a 37°C durante 18 h. Posteriormente se traspaso este cultivo a 100 ml
de LB liquido con igual concentracion de antibidticos y agitacion en un matraz de 250 ml
hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (D.O.soonm entre 0,5 y 0,9, JENWAY
6300 Spectrophotometer). El cultivo se traspasé a dos tubos Falcon de 50 ml y se
centrifugaron a 3000 g y 4°C durante 10 min para posteriormente eliminar el sobrenadante
y resuspender el pellet en 10 ml de una solucién de CaCl, (80 mM), MgCla (50 mM) estéril
frio. Se dejo en hielo por 10 min y luego se centrifug6 a 2000 g por 8 min a 4°C, se elimind

el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 10 ml de CaClz (0,1 M) y glicerol (50% v/v).
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Luego, se congelaron alicuotas de 300 pl en N> liquido y se almacenaron a -80°C hasta su

uso.

4.3 Obtencion y verificacion de vectores de expresion

4.3.1 Purificacion de plasmidos
E. coli TOP10 con los vectores de interés (seccion 4.3.3) fue crecida en LB liquido, y
posteriormente se extrajo el DNA plasmidial siguiendo las indicaciones del protocolo de

mini-prep (GeneJET Plasmid Miniprep Kit).

4.3.2 Vectores utilizados

Se utilizé el vector pUCS57 el cual contenia las secuencias optimizadas de los genes
AtA6PRI o la secuencia optimizada At46PR2, enviado por GenScript. Se utilizé también
el vector de entrada pCR8 (pCR®8/GW/TOPO® LifeTechnologies), el cual posee el gen
que codifica para la resistencia a espectinomicina, permitiendo asi seleccionar células
bacterianas transformadas con este vector. Este vector fue utilizado para ligar los genes
de interés y poder luego recombinarlos con los vectores de expresion en bacteria,
pDEST™17 y pDEST-HisMBP. pDEST™17 posee un promotor T7 inducible por IPTG,
un sitio de unién a ribosoma (RBS), epitopo de hexa histidina (6X-His) en el extremo
amino terminal, genes que codifican para la resistencia a cloranfenicol (Cmr®) y el gen
ccdB entre los sitios de recombinacion a#fR1 y atfR2, terminador T7 y el gen que codifica

para la resistencia al antibiotico ampicilina. pPDEST-HisMBP presenta un promotor Tac
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inducible por IPTG, epitopos de hexa histidina (6X-His) y Maltose Binding Protein
(MBP) en el extremo amino terminal, genes que codifican para la resistencia a
cloranfenicol (Cmr®) y el gen ccdB entre los sitios de recombinacion attR1 y attR2,
terminador Tac y el gen que codifica para la resistencia a ampicilina.

Tanto los vectores pCR8, pDEST™17 y pDEST-HisMBP son compatibles con la
tecnologia GATEWAY™ (basada en la recombinacion sitio-especifica entre fago A y

DNA de E. coli) (Karimi y cols., 2002).

4.3.3 Clonacion de AtA6PR1 y AtA6PR2 en el vector pCR8

Se realizd un PCR utilizando como templado el vector pUC57-AtA6PR1 y pUCS57-
AtA6PR2 para amplificar los genes de interés (seccion 4.3.7 y 4.3.2 respectivamente). Se
corrobord la correcta amplificacion de los fragmentos mediante geles de agarosa al 1,5%
(p/v) preparado con buffer TAE 1X [Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8]. Las
muestras de DNA se mezclaron con buffer de carga (6X DNA Loading Dye de
Fermentas®), y los geles fueron depositados en una camara de electroforesis con buffer
TAE 1X. Se aplic6 una diferencia de potencia de 90 V durante 50 min. Luego se incubaron
en una solucion de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 15 min. Las bandas se visualizaron
en una camara oscura equipada con un transiluminador UV y se captur6 la imagen con
GeneGenius Classic (SynGene®).

Posteriormente, se purificaron las bandas deseadas (930 pb) utilizando el kit de
purificacion Wizard® Genomic DNA Purification Kit Protocol (Promega).

Posteriormente las bandas purificadas (100 ng) fueron ligadas al vector de entrada pCR8
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(1 pl), adicionando ademas solucion salina (1 pl) a un volumen final de 6 ul, dejando la
reaccion por 1 h a temperatura ambiente para posteriormente realizar la transformacion

bacteriana.

4.3.4 Transformacion bacteriana

Se transformo6 E. coli TOP10 quimio competente (seccion 4.2.2) con los vectores pCRS-
AtA6PR1 y pCR8-AtA6PR2 y E. coli BL21(DE3) pLysS quimio competente con los
vectores pDEST17-AtA6PR1, pDEST17-AtA6PR2, pDEST-HisMBP-AtA6PRI1 'y
pDEST-HisMBP-AtA6PR2 mediante golpe térmico.

Para la transformacion de E. coli TOP10 quimio competente, se descongelaron dos
alicuotas, a las cuales se les agregd el volumen total de ligacion (seccion 4.3.2), se
incubaron en hielo por 20 min, luego a 42°C por 45 s y finalmente en hielo por 10 min.
Posteriormente se agregaron 300 pl de LB liquido (seccion 4.2.2) estéril a cada alicuota y
se incubaron a 37°C por 2 h en agitacion para luego ser sembrados 50 pl de cultivo en
medio LB s6lido con el antibidtico espectinomicina (100 pg/ml) a 37°C. El dia siguiente,
se pico una colonia de E. coli resistente al antibidtico (crecida en placas) y se depositd en
5 ml de medio LB liquido con los antibidticos respectivos (seccion 4.3.3). Luego de >16
h, se tomaron 700 pl del cultivo liquido y se depositaron en un tubo eppendorf de 1,5 ml
al cual se le adicion6 400 pl de glicerol (85% v/v) para ser almacenados a -80°C para sus
posteriores usos.

Para la transformacion de E. coli BL21 (DE3) pLysS quimio competente, se

descongelaron 4 alicuotas. A cada una se le agregd 1 pug del vector respectivo (seccion
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4.3.3), se incubaron en hielo por 20 min, luego a 42°C por 45 s y finalmente en hielo por
10 min. Posteriormente se agregaron 450 pl de LB liquido (seccion 4.2.2) estéril a cada
alicuota y se incubaron a 37°C por 90 min en agitacion para luego ser sembrados 100 pl

de cultivo en medio LB s6lido con el antibiotico ampicilina (100 pg/ml) a 37°C.

4.3.5 Secuenciacion

Para determinar si las secuencias de A246PR1 y 2 habian sido correctamente clonadas en
el vector de entrada pCRS, se enviaron a secuenciar las muestras de DNA plasmidial
purificadas previamente a partir de cultivos liquidos de E. coli (seccién 4.3.1). Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias optimizadas previamente

sintetizadas (seccion 4.1.2).

4.3.6 Recombinacion de vectores

Los fragmentos de interés en pCR8 estan entre los sitios a#fL (1 y 2) que luego por
recombinacion homologa con el vector de expresion que posee los sitios de recombinacion
attR (1 y 2) quedan flanqueado por estos sitios, en una reaccion catalizada por la enzima
LR Clonase™ de Invitrogen. La reaccion de recombinacion (volumen final 10 pl)
consistié en 300 ng de pCR8-AtA6PR1 0 2 y 150 ng de pDEST™17 o pDEST-HisMBP
purificados, ambos cuantificados mediante NanoDrop (seccién 4.6.1) y 2 ul de LR
Clonase™ Enzyme Mix (Invitrogen). Se incubo a 25°C por 2 h, se agregé 1 ul de

proteinasa K y se dejé a 37°C por 10 min para detener la reaccion.
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4.3.7 Analisis molecular de vectores mediante digestion enzimatica y PCR

Los vectores de entrada pCR8-AtA6PR1 y 2 y los vectores de expresion pDEST™17-
AtA6PR1 y 2 y pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 purificados desde E. coli TOP10 (seccion
3.3.1) se sometieron a digestion enzimatica para determinar la orientacion del gen en
estudio con respecto al promotor cobijado en el vector. Para ello se utilizaron las enzimas
de restriccion Aval y Ncol (0,5 pl de cada una) para el caso de pCR8 y pDEST-HisMBP,
y las enzimas Aval, Ncol y Xbal (0,5 ul de cada una) para pDEST™17, mas 500 ng del
vector respectivo en un volumen final de 25 pl. Se incubaron a 37°C durante 1 h y
posteriormente se detuvo la reaccion incubandolas a 65°C por 20 min. Los resultados se
analizaron mediante la migracion de las muestras en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v).
Ademas, los vectores estudiados fueron analizados mediante PCR. Para ello se utilizo la
enzima Taq DNA Polimerasa, donde las diferentes reacciones consistieron en la mezcla
de 1X buffer de reaccion con MgClI2 15 mM de Sigma-Aldrich®, dANTP 0,2 mM mix
[dATP 10 mM, dCTP 10 mM, dGTP 10 mM y dTTP 10 mM], 1 uM de cada partidor, 1
U de enzima Taq DNA Polimerasa de Sigma-Aldrich®, ~100 ng de templado y agua
miliQ estéril hasta obtener un volumen final de 20 pl. Los programas de PCR utilizados
se describen en la seccion 4.1.3 (Tabla III, programas 1, 2 y 3). Para la observacion de los

productos de PCR se realizaron geles de agarosa al 1,5% (p/v).

4.4 Extraccion de acidos nucleicos
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4.4.1 Extraccion de RNA de E. coli
Para determinar la expresion de los genes de interés, se realizo una extraccion de RNA
desde 5 ml de cultivos liquidos de E. coli TOP10 y E. coli BL21(DE3) pLysS utilizando

el reactivo TRIzol (Invitrogen) y siguiendo las indicaciones del fabricante.

4.5 Generacion de cDNA

4.5.1 Tratamiento con DNasal

Luego de extraer el RNA, las muestras fueron tratadas con el fin de eliminar posibles
fragmentos de DNA. Para esto, se trataron 2 pg de RNA total con 1 U de DNasa I (Thermo
Scientific™), buffer DNasal 1X (Thermo Scientific™) y H>O DEPC hasta un volumen
final de 15 pl. Se incubd a 37°C durante 1 h, se agregd 1,5 ul 50 mM EDTA vy se incubd

a 65°C durante 10 min.

4.5.2 RT-PCR

Para la sintesis de cDNA, se realiz6 una reaccion de transcripcion reversa a las muestras
de RNA tratadas con DNasa. Se uso el sistema de ImProm-II™ Reverse Transcription
System (Promega). Se tomaron 8,25 pul de la reaccion de tratamiento con DNasa (seccion
3.5.1), se mezcl6 con 0,1 mM oligoAp (Tablal), se incubd durante 5 min a 75 °C y luego
5 min en hielo. Posteriormente se agrego el “mix RT” compuesto por 5X Buffer ImProm-
o™ 2.5 mM MgCl, 1 mM dNTP mix en DEPC [dATP, dCTP, dGTP y dTTP; 10 mM

cada uno], 2 pl Improm-II™ Reverse Transcriptase y se llevo a volumen final de 20 pl
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con agua libre de nucleasas. Luego se llevo a cabo la reaccion de transcripcion reversa en
un termociclador siguiendo el programa RT-PCR (seccion 4.1.3, Tabla III).

Posteriormente las muestras se guardaron a -20°C.

4.6 Cuantificacion y corroboracion de integridad de acidos nucleicos

4.6.1 Cuantificacion

Para la cuantificacion de DNA plasmidial y RNA, se utilizd6 un espectofotometro
NanoDrop®ND-1000 UV-Vis. Se midieron las absorbancias 230 nm, 260 nm y 280 nm,
con las cuales se calcularon los indices de absorbancia Axeo/A280 y A260/A230. Cuando el
indice Az60/A2s0 €s cercano a 1,8 (para DNA) o 2 (para RNA) se considera que las muestras
estan libres de contaminantes como proteinas o compuestos fendlicos, mientras que
cuando el indice Aze0/A230 estd dentro del rango 1,8 — 2,2 indica que las muestras no
presentan solventes orgdnicos y sales. Valores menores a los mencionados anteriormente,

indican contaminacion de las muestras.

4.6.2 Determinacion de la calidad e integridad de acidos nucleicos

Para determinar la integridad del RNA extraido, éste fue sometido a una electroforesis en
condiciones no denaturantes. Se prepard un gel de agarosa al 2% (p/v) en 50 ml 1X TAE,
al cual se le agregd GelRed a una concentracion final de 1%, y luego se le aplicé un voltaje

de 75V durante 45 min.
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Para determinar la integridad y calidad del DNA plasmidial y cDNA, se realizaron PCR,
amplificando los genes de interés utilizando los partidores AtA6PR1 o 2 F opt y
AtA6PR1 0 2 R opt, y His F pDEST y AtA6PR1 0 2 R opt (seccion 4.1.3, Tabla I);
los programas de PCR utilizados fueron los descritos en la Tabla III. Los productos de
PCR fueron cargados en geles de agarosa al 1,5% (p/v), resueltos por electroforesis, se
visualizaron las bandas en una camara oscura equipada con un transiluminador UV y se

capturo la imagen con GeneGenius Classic (SynGene®).

4.7 Expresion y purificacion de proteinas

4.7.1 Determinacion de condiciones de induccion

Se probaron distintas condiciones para la induccion de la expresion de proteinas y asi
determinar la condiciéon Optima. Se realizd un pre-indculo de 5 ml de cultivo con el
antibidtico ampicilina (100 pg/ml), luego fue traspasado a un matraz estéril de 250 ml y
se le agregd medio LB liquido hasta completar 100 ml. Con estos cultivos, se analizaron
dos temperaturas de induccion, 28 °C y 37 °C, dos tiempos de induccion, 4 y 16 h'y dos
concentraciones del inductor IPTG, 0,05 y 0,5 mM. Luego, los cultivos fueron
centrifugados a 5000 g durante 5 min a 4°C y el sobrenadante eliminado, se lavo el pellet
2 veces usando 10 ml buffer TEN (100 mM Tris-HCl pH 7,4, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA),
se centrifugoé a 5000 g durante 5 min, se elimind el sobrenadante y posteriormente se

almaceno el pellet a -80 °C hasta su uso.
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4.7.2 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccion de proteinas totales de células sin inducir o inducidas, se resuspendid
el pellet almacenado a -80 °C (seccion 4.7.1) en buffer B-PER™ (Bacterial Protein
Extraction Reagent, Thermo Scientific™) y se siguieron las instrucciones del fabricante.
Por otro lado, se extrajo proteinas totales mediante sonicacion. Para ello se resuspendio el
pellet almacenado a -80 °C en 3 ml de buffer A de resuspension (25 mM Tris-HCI pH 8.0,
300 mM NaCl, 10% (v/v) glicerol, 0,1 mM EDTA, inhibidor de proteasa 1X), y luego se
probaron distintos tiempos y cantidad de pulsos de sonicacion (Tabla IV). Entre cada pulso
de sonicacion, las muestras se dejaron en hielo durante 1 min. Se retiraron 500 pl de la
muestra sonicada y luego los 2,5 ml restantes se centrifugaron a 10000 g por 15 min a
temperatura ambiente. Se separaron las fracciones solubles e insolubles y esta tltima se

resuspendi6 en buffer A para sus posteriores analisis.

Tabla IV: Optimizacion de condiciones sonicacion. Cantidad de pulsos y tiempos de sonicacion

para la extraccion de proteinas.

N° de pulsos Tiempo de sonicacion
5 30s
10 30s
15 30s
5 1 min
10 1 min
15 1 min
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4.7.3 Purificacion de proteinas

La purificacion de proteinas His-AtA6PR1 o 2 y HisMBP-AtA6PR1 o 2 se realizo por
cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC), utilizando columnas
His-Trap™ HP de GE Healthcare Life Sciences de 1 mL, las cuales contienen una matriz
de sefarosa unida a iones de Niquel (Ni?*), al que se une el epitopo de histidinas, siendo
esta retenida mientras que el resto de las proteinas fueron eluidas en las primeras
fracciones. Luego de extraer las proteinas (seccion 4.7.2), éstas fueron resuspendidas en
buffer de extraccion (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 30 mM Imidazol) y luego
cargadas en la columna. Se lavé la columna con buffer de extraccion y para la elucion de
éstas, se utilizo buffer de purificacion (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 500 mM

Imidazol) y se recolectaron fracciones de 1,8 ml.

4.8 Analisis de proteinas

4.8.1 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante el uso del Pierce™ BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific™). Se realiz6 una curva de calibracion utilizando la proteina BSA
como estandar, agregando desde 0 hasta 10 pg de proteina, en un volumen final de 200 pl.
Para las muestras de proteinas en estudio, se utilizd 5 pl del extracto proteico (proteinas
totales) o 1 pl de proteinas purificadas, la reaccion se incub6 a 37°C durante 30 minutos
y luego se midio la absorbancia a 562 nm usando el equipo EPOCH 2 microplate reader

(BioTek).
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4.8.2 Geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes SDS-PAGE

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% (p/v) [1,7 ml agua destilada, 1,25 ml 1,5 M
Tris-HCI pH 8,8, 25 ul 20% (p/v) SDS, 2 ml de solucion de 30% (p/v) acrilamida/0,8%
(p/v) bis-acrilamida, 50 ul 10% (p/v) APS y 5 ul TEMED]. El gel concentrador fue
preparado al 4% (p/v) [1,54 ml agua destilada, 625 pl 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 125 ul 20%
(p/v) SDS, 335 ul soluciéon 30% (p/v) acrilamida/0,8% (p/v) bis-acrilamida, 25 ul 10%
(p/v) APS y 5 ul TEMED].

La electroforesis en condiciones denaturantes se realizd sumergiendo los geles en buffer
de corrida [250 mM Tris-HCI pH 8,8, 200 mM glicina y 20% (p/v) SDS]. Las muestras
fueron mezcladas con buffer de carga 4X [125 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% (v/v) glicerol,
2% (v/v) B-mercaptoetanol, 0,1% (p/v) azul de bromofenol, y 4% (p/v) SDS], luego
hervidas por 1 minuto y cargadas en el gel. Se utilizaron 20 pug de proteina totales o 5 ug
de proteinas purificadas, las cuales fueron corridas por 30 min a un potencial de 90 V' y
luego por 90 min a un potencial de 200 V. Los geles se revelaron mediante tincion
Coomassie R-250 0,3% (p/v) disuelto en una mezcla de metanol 50% (v/v) y &cido acético
10% (v/v), tiiéndolos durante 1 h y luego destifiendo con solucion de destefiido [metanol
20% (v/v), acido acético 10% (v/v) y agua destilada] durante 24 h o transferidos a una

membrana de nitrocelulosa.
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4.8.3 Western blot anti-histidina

Para determinar la presencia y el tamafio de la proteina de fusion His-AtA6PR1, His-
AtA6PR2, HisMBP-AtA6PR1 y HisMBP-AtA6PR2, se realizaron ensayos de western
blot anti-Histidina. Para ello se transfirieron las proteinas resueltas en el gel SDS-PAGE
a una membrana de nitrocelulosa utilizando el equipo Trans-Blot® SD “Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell” de Bio-Rad. La transferencia fue efectuada durante 30 min
aun potencial de 10 V, posteriormente la membrana fue lavada con agua destilada y luego
incubada con Rojo de Ponceau [0,1 % (p/v) Rojo de Ponceau, 5 % (v/v) acido acético]
durante 30 s en agitacion. Se lavo la membrana con agua destilada y se incub6 durante 1
h con TBS-T [20 mM Tris-HCI pH 7,5, 140 mM NaCl y 0,1% (p/v) Tween 20] y 5% (p/v)
leche Svelty a 37 °C en agitacion. Se lavo la membrana 3 veces por 10 min con TBS-T' y
luego se incubd la membrana con TBS-T, 5% (p/v) leche y el anticuerpo primario
Histidina (1/5000 o 1/3000, anticuerpo monoclonal anti poli-His producido en raton,
Sigma-Aldrich®) durante 1 h a 37°C en agitacion. Posteriormente se lavo 3 veces la
membrana durante 10 min con TBS-T y se incub6 con TBS-T, 5% (p/v) leche mas el
anticuerpo secundario (fosfatasa alcalina 1/5000 o 1/10000, anticuerpo anti IgG de raton
producido en cabra, Sigma-Aldrich®) durante 1 h a 37°C en agitacion. Se lavo la
membrana con TBS-T 3 veces por 10 min, luego se lavo 2 veces por 5 min con buffer
alcalino [100 mM Tris-HCI1 pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2] y finalmente se incubo
por 30 min con 10 ml de solucion buffer alcalino mas 66 ul NBT (50 pg/ul) y 33 ul BCIP

(25 pg/pl) para el revelado. Esta reaccion se detuvo con 400 pl 0,5 M EDTA.
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4.9 Ensayos de actividad enzimatica y determinacion de parametros cinéticos

4.9.1 Curva de absorbancia de NADPH
Se prepar6 NADPH 10 mM en agua destilada estéril, se midio su absorbancia a 340 nm
mediante un barrido de absorbancia entre los 240 y 700 nm de éste en un lector de

microplaca (Epoch 2, BioTek).

4.9.2 Medicion de actividad enzimatica y estimacion de pardmetros cinéticos

Para determinar la actividad enzimatica, se realizaron ensayos de oxidacion de NADPH y
reduccion de glucosa 6-fosfato. Para ello, la reaccion contenia 0,1 mM NADPH, 50 mM
G6P, 100 mM Tris-HCI (pH 8) y distintos volimenes de enzima (proteinas del extracto
crudo o proteinas enriquecidas), en un volumen final de 200 pl. Se utiliz6 como control
positivo la enzima comercial purificada Aldosa reductasa humana (Sigma-Aldrich,
SRP6371), mientras que como control negativo para la reaccion se utilizaron extractos
proteicos solubles de bacterias E. coli BL21(DE3) pLysS sin transformar. La reaccion se
inici6 al momento de agregar el sustrato (G6P), y luego se fue monitoreando la
desaparicion del NADPH mediante la disminucion de la absorbancia a 340 nm registrada
por el equipo EPOCH durante 30 minutos a 25 °C. Se utiliz6 la ecuacion 1 para determinar

la actividad especifica.
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Pendiente

Actividad = ( X Vc) + C,

Envappr X L XV,
Ecuacion 1: Actividad especifica. Ecuacion que permite calcular la actividad enzimatica,
donde ¢ corresponde al coeficiente de extincion molar del NADPH, [ corresponde al largo de
la cubeta utilizada, V, corresponde al volumen de la enzima utilizado, V, al volumen final de

reaccion y C, a la concentracion de enzima.
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5. RESULTADOS

5.1 Optimizacion de secuencias aminoacidicas de AtA6PR1 y AtA6PR2

Las secuencias nucleotidicas de los genes codificantes para las enzimas AtA6PR1 y 2
fueron optimizadas desde su secuencia aminoacidica, con el fin de poder expresar estas
proteinas de manera heterdloga en E. coli. Para esto se utiliz6 la herramienta
bioinformatica web OPTIMIZER, donde se depositaron las secuencias aminoacidicas de
cada proteina vegetal y se seleccioné la especie en la cual se queria expresar. Luego de
esto, se obtuvieron las secuencias nucleotidicas optimizadas de At4A6PRI y 2, las cuales
poseen alrededor de 77% de identidad nucleotidica con sus respectivas secuencias nativas.

A Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1 2

1: AtAG6PR1_nativa 102.00 76.88 L AtAGPRI nativa

2: AtAGPR1_opt 76.88 100.00 2: AtA6PR1_opt
B Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l
1 2

1: AtA6PR2_nativa 100.00 76.88 1 AtAGPR2. nativa
2: AtAG6PR2_opt 76.88 100.00 2: AtAGPR2_opt

Figura 7: Porcentaje de identidad entre las secuencias nucleotidicas nativas y optimizadas
de AtA6PR1 y AtA6PR2. A: porcentaje de identidad de las secuencias nucleotidicas de
AtA6PRI nativa comparada mediante BLAST con la secuencia de AtA6PRI optimizada, B:
porcentaje de identidad nucleotidica utilizando las secuencias At46PR2 nativa y AtA6PR2

optimizada.
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Las secuencias nucleotidicas optimizadas fueron sintetizadas por la empresa GenScript,
las cuales fueron ligadas al vector de entrada pUC57 y enviadas liofilizadas para sus

posteriores usos.

5.2 Obtencion de vectores de entrada pCR8-AtA6PR1 y pCR8-AtA6PR2

5.2.1 Clonacion de AtA6PR1 y AtA6PR2 en vector de entrada pCRS8

Con el fin de sub-clonar los genes optimizados en vectores de expresion, los insertos de
interés en pUCS57-AtA6PR1 y pUC57-AtA6PR2 fueron amplificados mediante PCR
utilizando los partidores detallados en Tabla II (seccion 4.1.3). Los productos de PCR
fueron cargados en un gel de agarosa al 1,5% (p/v) y visualizados luego de su tinciéon con
bromuro de etidio bajo luz UV. Se observaron las bandas del tamafio esperado de

aproximadamente 930 pb.

C- At6PR1_opt C- AtA6PR2_opt PM

Figura 8: PCR de pUCS7 portadores de los genes AtA6PR1 y AtA6PR2 optimizados.Se
observan bandas en los carriles AtA6PR1_opt y AtA6PR2 opt de aproximadamente 930 pb,
correspondientes al tamafio esperado para el CDS del AtA6PR respectivo. El carril C-
corresponde al control negativo de PCR usando como templado agua. La flecha indica los 1000

pb del marcador de peso molecular (PM).
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Corroborados los vectores, se procedié a purificar las bandas (seccion 4.3.3) de dos
formas; purificacién de banda desde gel de agarosa y purificacion desde productos de
PCR. A partir de esto, se obtuvo mejor rendimiento y pureza al purificar desde producto
de PCR (seccion 4.6.1, Tabla V), por lo que se continud con estas muestras para realizar

la ligacion al vector de entrada pCRS8 (seccion 4.3.3).

Tabla V: Cuantificacion de DNA de purificaciones por banda y producto de PCR. Se muestra
la cuantificacion de 2 purificaciones realizadas por banda desde gel de agarosa (banda) y una
cuantificacion de purificacion a partir de producto de PCR para cada constructo (AtA6PRI y

AtA6PR2). Se indican las concentraciones obtenidas en ng/ul y los indices de absorbancia.

Muestra Concentracion (ng/pl) A260/280 nm A260/230 nm
AtA6PR1 banda (1) 57 1.9 1.3
AtA6PR1 banda (2) 48.5 1.732 0.795
AtA6PR1 producto PCR 281.5 1.810 1.889
AtA6PR2 banda (1) 107.4 1.838 0.968
AtA6PR2 banda (2) 89 1.788 1.099
AtA6PR2 producto PCR 343.5 1.837 1.908

5.2.2 Transformacion de E. coli con pCR8-AtA6PRI1 y 2 y verificacion por PCR

Ligados los genes de interés al vector pCR8 (seccion 4.3.3), se transformo la cepa de E.
coli TOP10 con los vectores pCR8-AtA6PR1 y pCR8-AtA6PR2 mediante golpe térmico
(seccion 4.3.4). Se seleccionaron 10 colonias para cada construccion y se realizaron
cultivos liquidos los cuales fueron sometidos a mini preparaciones para la purificacion de
los vectores y su posterior verificacion mediante PCR 'y digestion enzimadtica. Los PCR se

realizaron utilizando los partidores de la seccion 4.2.1, y los productos fueron cargados en
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un gel de agarosa al 1,5% (p/v) observandose las bandas del tamafio esperado de 930 pb

(Figura 9).

AtA6PR1 opt

AtA6PR2 opt

Figura 9: PCR de mini preparacionesde E. coli transformadas con pCR8-AtA6PR1 y
pCRS8-AtA6PR2. Amplificacion del gen de interés (A) Atabprl opt 'y (B) Atabpr2 opt. Se
observan bandas del tamafio esperado de 930 pb. El carril C+ corresponde al vector pUCS57-
AtA6PRI1 o 2 respectivamente, como templado, y el carril C- corresponde a producto de PCR
utilizando como templado agua. La flecha indica los 1000 pb del marcador de peso molecular

(PM).

Adicionalmente, se realizd un ensayo de digestion enzimdtica para determinar la
orientaciéon de los genes de interés in silico e in vivo con respecto a los sitios de
recombinacion atfR1 y attR2 (seccion 4.3.7). En todos los casos, se obtuvo un patrén de

direccionalidad en sentido, concordante con lo realizado in silico, es decir, el gen en la
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orientacion correcta para su posterior recombinacion en los vectores de expresion. Para
ambas construcciones se esperaba un patron de bandeo de 1543, 1300 y 904 pb, lo que es

observable en la Figura 10 A y B.

A pCRS-AtA6PR1 opt

B pCRS-AtA6PR2 opt

Figura 10: Digestion enzimatica de las mini preparaciones de E. coli transformadas con
pCR8-AtA6PR1 y pCR8-AtA6PR2. Digestion enzimatica de los vectores pCR8-AtA6PR1
(A) y pCR8-AtA6PR2 (B) con las enzimas de restriccion Aval y Ncol. Los carriles del 1 al 10
corresponden a las 10 minipreparaciones ensayadas, D corresponde al vector digerido con
ambas enzimas y SD corresponde al vector sin digerir. Las flechas indican los tamafios del
marcador de peso molecular (PM) de 1500, 1200 y 900 pb. Los recuadros indican las colonias

que no presentaron mutaciones en su secuencia.
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Las 10 muestras para cada constructo fueron enviadas a secuenciar para verificar que no
hubiese ocurrido alguna mutaciéon durante su amplificacion (seccion 4.2.1). Para el caso
de pCR8-AtA6PR1, las mini preparaciones de las colonias 5 y 8 no presentaron cambios
comparada con la secuencia sintetizada, mientras que para pCR8-AtA6PR2, las
secuencias de las mini preparaciones 1 y 3 eran las mismas al compararlas con las

secuencias optimizadas previamente sintetizadas (recuadrados en Figura 10 A y B).

5.3 Generacion y analisis molecular de los vectores de destinacion.

Se realiz6 la recombinacion entre los vectores de entrada, pCRS8 y destinacion, pDEST17
y pDEST-HisMBP, donde el primero posee un epitopo de 6X-Histidina y un promotor
inducible por IPTG, mientras que el segundo posee el epitopo 6X-Histidina y la secuencia
MBP que permite solubilizar las proteinas de interés generadas, ambos epitopos en el
extremo amino terminal (seccidon 4.3.6). Luego, se transformaron células de E. coli TOP10
y BL21(DE3) pLysS (seccion 4.3.4). Las bacterias transformantes de E. coli TOP10
fueron corroboradas mediante PCR de colonia y digestion enzimatica (seccion 4.3.7). Para
el PCR, se seleccionaron 3 colonias por cada construccion, y los partidores utilizados
fueron MBP-AtA6PR1 o 2 para pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2,y 17-AtA6PR1 o 2 para
pDEST17-AtA6PR1 y 2 (seccion 4.1.3, Tabla II), respectivamente. Los productos de PCR
se cargaron en geles de agarosa al 1,5% (p/v) y se observaron bandas del tamafio esperado
correspondientes a 2088 pb para pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 y bandas de 996 pb para

pDEST17-AtA6PR1 y 2 (Figura 11 A y B).

39



A pDEST-HisMBP-AtA6PR1_opt pDEST-HisMBP-AtA6PR2_opt

5.1 5.2 5.3 C- PM 1.1 1.2 1.3 C- PM

B pDEST17-AtA6PR1_opt pDEST17-AtA6PR2_opt
5.1 52 53 C- PM 1.1 1.2 1.3 C- PM

Figura 11: PCR de colonia de E. coli TOP10 transformadas con pDEST-HisMBP-
AtA6PR1 y 2 y pDEST17-AtA6PR1 y 2. A: PCR del gen de interés y su epitopo
correspondiente (HisMBP-AtA6PR1 o 2) con un tamafio esperado de 2088 pb. La flecha indica
el marcador de 2000 pb. B: PCR del gen de interés y su epitopo (His-AtA6PR1 o 2) de 996 pb.
La flecha indica el marcador de 1000 pb. Los carriles C- en A y B corresponden a productos de

PCR utilizando agua como templado. PM, marcador de peso molecular.

Posteriormente, estas mini preparaciones fueron analizadas mediante digestion enzimatica
in silico e in vivo. Para pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 se utilizaron Aval y Ncol, mientras
que para pDEST17-AtA6PR1 y 2 se utilizaron Aval, Ncol y Xbal. Se obtuvo el patrén de
bandeo predicho in silico, observandose bandas de 4662 y 2922 bp para pDEST-HisMBP-

AtA6PR1 y 2 y bandas de 4538 y 1118 bp para pDEST17-AtA6PR1 y 2 (Figura 12).
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A B
pDEST-HisMB-AtAGPR1_opt pDEST-HisMB-AtAGPR2_opt pDEST17-AtAGPR1 opt pDEST17-AtAGPR2_opt
53 1.1 53 1.1
D SD PM D SD PM PM D SD D SD PM
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Figura 12: Digestion enzimatica de las minipreparaciones de E. coliTOP10transformadas
con pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 (A) y pDEST17-AtA6PR1 y 2 (B). Se muestra la
digestion enzimatica de una minipreparacion representativa por constructo. A: Se utilizaron
Aval y Ncol para digerir pPDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 obteniéndose bandas del tamafio de
4662 y 2922 bp. B: Se utilizaron Aval, Ncol y Xbal para digerir pDEST17-AtA6PR1 y 2,
observandose bandas de 4538 y 1118 bp. D, vector digerido con las dos o tres enzimas de
restriccion (segun corresponda). SD, vector sin digerir. Las flechas indican los tamafos de

marcadores de peso molecular (PM) de 5000 pb y 3000 pb en A, y de 4000 pb y 1000 pb en B.

Por otro lado, las células de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformadas fueron corroboradas
mediante PCR, amplificando los genes de interés y su epitopo correspondiente. Se
obtuvieron las bandas de los tamafios esperados de 2088 pb para pDEST-HisMBP-

AtA6PR1y 2,y 996 pb para pDEST17-AtA6PR1 y 2 (Figura 13).
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Figura 13: PCR de colonia de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformadas con pDEST-
HisMBP-AtA6PR1 y 2 y pDEST17-AtA6PR1 y 2. Una colonia de E. coli fue seleccionada
por constructo para amplificar los genes de interés y el epitopo. Se utiliz6 una mini preparacion
dependiendo del vector utilizado como control positivo (C+) y para el control negativo (C-) se
utiliz6 agua como templado. Las flechas indican los 2000 pb (superior) y 1000 pb (inferior) del

carril del marcador de peso molecular, PM.

5.4 Analisis de expresion génica a partir de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformadas

con vectores de interés mediante retrotranscripcion (RT-PCR).

Obtenidas las bacterias transformadas con los vectores de interés, primero se analiz6 la
expresion de los genes en estudio incluyendo sus epitopos. Considerando que la
transcripcion de ambos genes es regulada por un promotor inducible (promotor Tac
presente en pDEST-HisMBP y promotor T7 presente en pDEST17, donde ambos
aumentan los niveles de expresion de un gen blanco ya que son inducibles por IPTG), se

indujo su expresion en condiciones no-optimizadas, es decir, agregando al medio de
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cultivo 0,5 mM de IPTG, suplementadas con el antibidtico ampicilina y crecidas durante
toda la noche. Luego, se extrajo RNA (seccion 4.4.1), se sintetizd cDNA (seccion 4.5.2)
y se realizo6 un PCR amplificando el gen recombinante de interés desde la region que
codifica el epitopo (5°), hasta el codon de término de los genes (3’). Se obtuvieron las
bandas del tamafio esperado de 996 pb aproximadamente para pDEST17-AtA6PR1 y 2y

de 2088 pb aproximadamente para pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2 (Figura 14).

AtA6PR1 _opt AtA6PR2 opt
pDEST pDEST
pDEST17 HisMBP pDEST17 HisMBP

53 8.3 53 8.3 1.1 3.1 1.1 3.1 C+ C- PM

Figura 14: RT-PCR de E. coli BL21 (DE3) pLysS transformadas con los vectores de
expresion. Se observa las bandas de los tamafios esperados para pDEST17-AtA6PR1 (A) y 2
(B) de 996 pb y de 2088 pb aproximadamente para pDEST-HisMBP-AtA6PR1 (A) y 2 (B). Se
utilizd como control positivo (C+) los vectores de expresion obtenidos luego de Ia
recombinacién con el vector de entrada, y como control negativo (C-) se utiliz6 agua como
templado. Las flechas indican 2000 pb (superior) y 1000 pb (inferior) del marcador de peso
molecular (PM).
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5.5 Expresion y purificacion de proteinas

5.5.1 Optimizacion y extraccion de proteinas mediante sonicacion

Una técnica utilizada para la extraccion de proteinas fue la sonicacidon (seccion 4.7.2).
Para ello se crecieron cultivos liquidos sin induccién (usados como control negativo) e
inducidos con 0,5 mM de IPTG de bacterias portadoras del vector pDEST-HisMBP-
AtA6PR1, luego se realizd una optimizacion de los tiempos y pulsos de sonicacion
(seccion 4.7.2, Tabla 1V), para extraer posteriormente las proteinas solubles. Mediante
geles SDS-PAGE y Western blot (anti-Histidina) se observéd que a los distintos tiempos
de sonicacion, no hubo una mayor diferencia en cuanto a la intensidad de la banda
estudiada en los extractos crudos. Sin embargo, al separar el extracto crudo en fracciones
solubles e insolubles, y luego analizar las fracciones solubles, se determind que el mejor
tiempo de sonicacion correspondia a 5 pulsos de 30 seg (Figura 15), ya que la banda

observada es mas intensa (se predice que HisMBP-AtA6PR1 posee un peso molecular de

70 kDa).
A B
Extracto crudo Fraccion soluble Extracto crudo Fraccion soluble
I & o S 1 1 & ot . ol
& &S & S & DS & &
S F oSS RSN NS SRS RSOOSR &
PM % & 8 o 9 ST N PM 57 N B ot oS e
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Figura 15: Optimizacion de extraccion de proteinas obtenidas por sonicacién. A: 20 ug de

proteinas totales (extracto crudo) y proteinas solubles totales inducidas con 0,5 mM de IPTG
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fueron resueltas por SDS-PAGE, corridos durante 30 min a 90 V y luego 90 min a 180 V, y
posteriormente tefiidos con azul de Coomassie. B: Western blot anti-Histidina (1:5000) para
detectar la presencia de las proteinas recombinantes pDEST-HisMBP-AtA6PR1. La flecha
indica los 70 kDa.

Una vez obtenido el mejor tiempo de sonicacion, se procedié a obtener proteinas a partir
de cultivos liquidos con los constructos restantes (Figura 16). Se observo que el tiempo
de sonicacion no afecto la integridad de las proteinas detectadas y que en todos los casos
se obtuvo la sefial correspondiente, es decir, una banda de aproximadamente 35 kDa para
las proteinas recombinantes His-AtA6PR1 y 2 y His-MdAG6PR, mientras que una banda

de aproximadamente 70 kDa para las proteinas recombinantes HisMBP-AtA6PR1 y 2.

A Extracto crudo Fraccion soluble
Inducido 0.5mM IPTG Sin inducir Inducido 0.5mM IPTG Sin inducir
11 ——— 1 * [ ————— 1

PM 1 2 3 4 5 6 12 3 4 5 6 PM 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

B Extracto crudo Fraccion soluble
Inducido 0.5mM IPTG Sin inducir Inducido 0.5mM IPTG Sin inducir
—e e —— ar 1L 1K \
PM 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 PM 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5

—_—

1: pDESTI7-AtAGPR1_opt  2: pDEST17-AtAGPR2 opt  3: pDEST-HisMBP-AtA6PR1_opt  4: pDEST-HisMBP-AtA6PR2_opt ~ 5: pET19a-MdA6PR  6: BL21 (DE3) pLysS

Figura 16: SDS-PAGE y Western blot de proteinas obtenidas por sonicacion. A: 20 pug de

proteinas del extracto crudo y proteinas solubles totales sin inducir e inducidas con 0,5 mM de
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IPTG fueron resueltas por SDS-PAGE, corridos durante 30 min a 90 V y luego 90 min a 180
V, y posteriormente tefiidos con azul de Coomassie. B: Western blot anti-Histidina (1:5000)
para detectar la presencia de las proteinas recombinantes. La cepa BL21 (DE3) pLysS sin
transformar fue utilizada como control negativo. Las flechas indican los 70 kDa (superior) y 35

kDa (inferior) de los carriles de peso molecular (PM).

5.5.2 Optimizacion y extraccion de proteinas mediante reactivo B-PER

Para determinar la condicién Optima para crecer las bacterias y obtener una mayor
cantidad de proteinas recombinantes, se probaron diferentes variables para la induccion
de expresion (seccion 4.7.1). Luego, utilizando el reactivo B-PER se obtuvieron las
proteinas solubles y se determiné mediante geles SDS-PAGE y Western blot, que las
condiciones 6ptimas correspondian al uso de 0,5 mM del inductor IPTG, una temperatura
de 28°C y un tiempo de crecimiento de 16 h (Figura 17), especialmente en el caso de los

constructos pDEST-HisMBP.

PpDEST17 pDEST-HisMBP BL21 (DE3). pDEST-HisMBP pDEST17 pDEST-HisMBP  BL21(DE3) pDEST-HisMBP
AtA6PR1 AtA6PRI1 LysS pLysS cistatina

cistatina AtA6PRI1 AtAG6PRI.

in:
005 05 - 0,05 05 = 005 05 1 IPTG (mM) M - 005 05 - 0,05 05 - 0,05 05 - 1 IPTG (mM)

E i~ — -

16 h de inducciéna 28°C
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Figura 17: Optimizacion de condiciones para expresar AtA6PR1 recombinante a partir

de pDEST17-AtA6PR1 y pDEST-HisMBP-AtA6PR1. A: 20 pg de proteinas solubles

obtenidas desde condiciones sin inducir (-), inducidas con 0,05 mM o 0,5 mM de IPTG fueron

resueltas por SDS-PAGE durante 30 min a 90 V y luego 180 min a 120 V, y posteriormente

tefiidos con azul de Coomassie. B: Western blot anti-Histidina (1:3000) para detectar la

presencia de las proteinas recombinantes. pPDEST-HisMBP-cistatina fue usado como control

positivo mientras que BL21 (DE3) pLysS sin transformar fue utilizada como control negativo.

Las flechas indican los 70 kDa (superior) y 35 kDa (inferior) de los carriles de peso molecular

(PM). Se observan bandas del tamafo esperado de aproximadamente 70 kDa para la

construccion pDEST-HisMBP-AtA6PR1.

47



Obtenidas las condiciones Optimas de cultivo y expresion de proteinas, se comparo la
potencia de la expresion de proteinas de todos los constructos, con y sin induccion
(pDEST17-AtA6PR1 y 2 y pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2) (Figura 18), observando
bandas del tamafio esperado de 35 kDa para pDEST17-AtA6PRI1 con y sin induccion sin
mayores diferencias en intensidad (Figura 18 A y B, carriles 1 y 2), mientras que para
AtA6PR2, no se observo bandas en el ensayo de western blot (Figura 18 B, carriles 5y
6), a pesar de que si hay transcripcion del gen (Figura 14).Por otro lado se observo bandas
del tamafio esperado de 70 kDa para las proteinas HisMBP-AtA6PR1 y 2 (Figura 18,
carriles 3 y 4 para HisMBP-AtA6PR1 y carriles 7 y 8 para HisMBP-AtA6PR2), donde se
puede apreciar una diferencia en la intensidad de las bandas para ambos casos cuando hay
o no induccion, ademés de observarse que la expresion de HisMBP-AtA6PR1 es mayor

que HisMBP-AtA6PR2.

1: pDEST17-AtAGPR1 6: pDEST17-AtA6PR2 + IPTG

2: pDESTI17-AtA6PR1 + IPTG 7: pDEST-HisMBP-AtA6PR2

3: pDEST-HisMBP-AtA6PR 8: pDEST-HisMBP-AtA6PR2 +IPTG
4: pDEST-HisMBP-AtA6PR1 + IPTG 9: BL21 (DE3) pLysS

5: pDEST17-AtA6PR2 10: BL21 (DE3) pLysS + IPTG

Figura 18: SDS-PAGE y Western blot utilizando los constructos pDEST17-AtA6PR1 y 2
y pDEST-HisMBP-AtA6PR1 y 2. A: 20 pg de proteinas solubles totales obtenidas desde
condiciones sin inducir e inducidas con 0,5 mM de IPTG fueron resueltas por SDS-PAGE,

corridos durante 30 min a 90 V y luego 90 min a 180 V, y posteriormente tefiidos con azul de
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Coomassie. B: Western blot anti-Histidina (1:5000) para detectar la presencia de las proteinas
recombinantes. Los carriles 9 y 10 fueron utilizados como controles negativos de expresion de
proteinas. Las flechas indican los 70 kDa (superior) y 35 kDa (inferior) de los carriles del

marcador de peso molecular (PM).

Para tener una estimacion de la cantidad de la proteina de interés que no es posible llevar
a la fraccion soluble, se resolvieron por SDS-PAGE las proteinas que quedaron en el pellet
de los constructos pPDEST17-AtA6PR1 y pDEST-HisMBP-AtA6PR1. Se observo que
para la construccion pDEST17-AtA6PR1 habia una mayor cantidad de proteina
inmunoreactiva en el pellet, sin embargo, las bandas observadas son de un tamafio mayor
al esperado (35 kDa para His-AtA6PR1), por lo que se descartd que fuese la proteina en
estudio (Figura 19B, recuadro rojo). Para el caso de pDEST-HisMBP-AtA6PR1, aunque
se observo senal en el pellet (Figura 19B), ésta era mucho menos intensa y difusa en

comparacion con los ensayos mostrados en la Figura 18.

A B
pDEST17 pDEST-HisMBP BL21(DE3) pDEST-HisMBP pDEST17 pDEST-HisMBP BL21(DE3) pDEST-HisMBP
AtA6PRI1 AtA6PRI1 pLys cistatina AtA6PRI1 AtA6PRI1 pLysS cistatina
PM - 005 05 - 005 05 - 005 05 - 1 IPTG (mM) PM - 005 05 - 005 05 - 005 05 - 1 IPTG (mM)
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Figura 19: SDS-PAGE y Western blot de proteinas del pellet de bacterias transformadas
con pDEST17-AtA6PR1 y pDEST-HisMBP-AtA6PR1. A: 20 pg de proteinas totales del
pellet obtenidas desde condiciones sin inducir (-), inducidas con 0,05 mM o 0,5 mM de IPTG
fueron resueltas por SDS-PAGE durante 30 min a 90 V y luego 180 min a 120 V, y
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posteriormente tefiidos con azul de Coomassie. B: Western blot anti-Histidina (1:3000) de las
proteinas del pellet. pDEST- HisMBP-cistatina fue usado como control positivo mientras que
BL21 (DE3) pLysS sin transformar fue utilizada como control negativo. Las flechas indican los
70 kDa (superior) y 35 kDa (inferior) de los carriles de MW. Se observan bandas del tamafio

esperado de aproximadamente 70 kDa.

Si bien al utilizar ambas metodologias de lisis celular, se pudo detectar las proteinas
recombinantes de interés, se observd que la sonicaciéon permitia obtener menores
cantidades de proteinas de interés en la fraccion soluble en comparacién con el reactivo
B-PER. Por ese motivo, se sigui6 utilizando la técnica de extraccion con el reactivo B-
PER para posteriormente purificar las proteinas de interés. Ademas, se enfocaron los
estudios principalmente en los constructos que poseian los epitopos HisMBP, ya que en

estos casos la cantidad de proteina obtenida era siempre mayor.

5.5.3 Purificacién de proteinas

Optimizadas las condiciones y corroborada la expresion de proteinas solubles mediante
SDS-PAGE y Western blot, se procedi6 a purificar las proteinas de interés. Esto se realiz
mediante cromatografia de afinidad por iones metélicos inmovilizados (IMAC) utilizando

una columna de Niquel (seccion 4.7.3; Figura 20).

50



Computador

Muestra de
interés

Figura 20: Equipo de purificacién de proteinas, Aktaprime plus. Sistema automatizado de
carga de proteinas y purificacion de las mismas. Equipo conectado a un computador el cual va
registrando la conductividad, pH, y absorbancia. Muestras purificadas son colectadas en tubos

de 2 ml (Fracciones).

Un extracto proveniente del sistema de expresion con pDEST-HisMBP-AtA6PR1 fue
aplicado sobre la columna y luego de las etapas de lavado y elucién se procedid a
cuantificar la concentracion de proteina en las fracciones obtenidas, las cuales fueron
comparadas con el perfil de elucion (siguiendo la absorbancia a 280 nm) obtenido desde
el equipo de purificacion. Como era esperado, las fracciones con mayor contenido de

proteina las encontramos alrededor del peak de absorbancia (Figura 21, fracciones 4 - 7).
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Figura 21: Correlacion entre la cuantificacién de proteinas de las fracciones purificadas
y cromatograma de absorbancia. Linea punteada azul corresponde a la concentracion (pg/pl)
de proteinas cuantificadas mediante BCA, mientras que la linea punteada verde corresponde al
cromatograma de la purificacion de la proteina de fusion HisMBP-AtA6PR1 utilizando 500

mM de Imidazol para la elucion, ambos analisis fueron realizados para 15 fracciones.

Conociendo qué fracciones eran las que presentaban mayor concentracion de proteinas y
correlacionadas con el cromatograma de absorbancia, se procedié a cargar distintas
cantidades de las fracciones 4, 5, 6 y 7en geles SDS-PAGE, ademas de realizar un ensayo
de Western blot anti-Histidina para detectar la proteina de interés (Figura 22),
observandose que para las 4 fracciones ensayadas, se obtuvo una banda de
aproximadamente 70 kDa, concordante con el tamafio esperado. Estas 4 fracciones fueron
mezcladas, obtenido asi una soluciébn de proteina enriquecida en la banda de
aproximadamente 70 kDa,con las cuales se procedi6 a realizar los ensayos de actividad

mostrados mas adelante (seccion 5.6.4).
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Figura 22: SDS-PAGE y Western blot de 4 fracciones de proteinas purificadas usando
pDEST-HisMBP-AtA6PR1. A: SDS-PAGE cargado con 1, 3 y 5 ug de proteinas purificadas
de las fracciones 4, 5, 6 y 7. B: Western blot anti-Histidina (1:5000). Se observa la presencia de
una sola banda de aproximadamente 70 kDa correspondiente al tamafio esperado. Carriles de
Extracto crudo usado como control de carga, Frente, corresponde a componentes no retenidos

por la columna. La flecha indica 70 kDa del marcador de peso molecular (PM).

Se logrd purificar también la proteina de fusion His-AtA6PR1, se cuantificaron las
distintas fracciones obtenidas y se cargaron en geles SDS-PAGE aquellas fracciones con
mayor concentracion (Figura 23), observandose la banda del tamafio esperado de
aproximadamente 35 kDa en las fracciones 7, 8, 9 y 10, siendo mas intensa la banda del
carril 8. Sin embargo, estas muestras no presentaron actividad enzimatica al realizar los

ensayos respectivos (dato no mostrado).
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Figura 23: SDS-PAGE y Western blot de las proteinas de fusion purificadas His-
AtA6PRI1. A: SDS-PAGE cargado con 20 pg de proteinas purificadas de las fracciones (6, 7,
8, 9, 10, extracto crudo y frente). B: Western blot anti-Histidina (1:5000). Se observa la
presencia de bandas en los carriles 7, 8, 9 y10 de 35 kDa aproximadamente. La flecha indica

los 35 kDa del carril de peso molecular (PM).

Posteriormente se intentd purificar nuevamente las proteinas de fusion His-AtA6PRI1,
His-AtA6PR2, HisMBP-AtA6PR1 y HisMBP-AtA6PR2, sin embargo, no se lograron
obtener las proteinas purificadas, solo se observaron en el frente de purificacion la
presencia de la proteina de interés HisMBP-AtA6PR1 y 2 tanto en el SDS-PAGE como
en el western blot, mientras que para las proteinas de fusion His-AtA6PR1 y 2 se observo
sefal en el frente de purificaciéon (SDS-PAGE) pero no en el western blot (Figura 24), lo
cual nos indicaria que las proteinas en estudio eluyeron antes de aplicar el buffer de

elucion.
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Figura 24: SDS-PAGE y Western blot de las proteinas de fusion purificadas His-
AtA6PR1, His-AtA6PR2, HisMBP-AtA6PR1 y HisMBP-AtA6PR2.A: SDS-PAGE cargado
con 20 pg de proteinas purificadas de las fracciones (3, 4, 5 y 6 para pDEST17-AtA6PR1, 5,
6,7y 8 para pDEST17-AtA6PR2, 11, 12, 13 y 14 para pDEST-HisMBP-AtA6PR1y 17, 18, 19
y 20 para pDEST-HisMBP-AtA6PR2). B: Western blot anti-Histidina (1:5000). Se observa la
presencia de multiples bandas en los carriles del extracto crudo y frente (componentes no
retenidos por la columna). Las flechas indican los 70 kDa (superior) y 35 kDa (inferior) de los

carriles de peso molecular (PM).

Se realizaron varios intentos para obtener proteinas purificadas de los 4 constructos
trabajados durante el desarrollo de esta Tesis, sin embargo, solo fue posible obtener una
purificacion para la proteina recombinante HisMBP-AtA6PR1. Para la purificacion de los

4 constructos, se tuvo diversos problemas. En algunos casos al momento de cargar las
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muestras la columna se obstruia. Se tratd de corregir esta dificultad centrifugando a
maxima velocidad las muestras y filtrandolas con filtro de 0,22 um, sin embargo, no se
obtenia proteina purificada. En otros casos se obtuvieron fracciones enriquecidas, pero al
momento de cuantificar y analizar mediante western blot, no se observd presencia de

proteina recombinante como se muestra en la figura 24.

5.6 Ensayos de actividad enzimatica

5.6.1 Ensayo de actividad con proteina comercial pura A6PR de humano

Se realiz6 un ensayo de actividad con la proteina A6PR humana comercial, para ello se
probaron 3 concentraciones diferentes de proteina, 5, 15 y 30 pg y se observo el
comportamiento de la absorbancia a 340 nm (Figura 25). Asi mismo, se realizaron los
controles respectivos (ensayo de actividad sin enzima, sin sustrato (G6P) y sin NADPH,

datos no mostrados).
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Figura 25: Ensayo de actividad de A6PR comercial. A: Grafica del comportamiento de la
absorbancia a 340 nm durante 29 min a 25°C de A6PR. 5, 15 y 30 pg de proteinas fueron
utilizados para el ensayo. Flecha negra indica la adicion del sustrato G6P (50 mM). B: Grafica
de la seleccion del rango lineal (entre 4 y 9 minutos ) de absorbancia a 340 nm, utilizados para

el calculo de actividad especifica de la enzima.

Se observé una disminucion de la absorbancia a 340 nm del NADPH, partiendo en 0,55
U Abs hasta aproximadamente 0,1 U de Abs, lo que daria cuenta de la oxidacion de
NADPH y reduccion de G6P (Figura 25 A). Para el célculo de actividad especifica de
AG6PR comercial, se utilizaron los datos del rango lineal de la cinética medida, es decir,
los valores entre el minuto 4 y el minuto 9 de medicion de absorbancia (Figura 25 B). La
Tabla VI muestra los valores de actividad calculados, obteniendo mayores valores de

actividad con menor concentracion de enzima utilizada.
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Tabla VI: Actividad especifica de A6PR comercial. Valores de la actividad especifica de la

enzima pura comercial A6PR, utilizando 5, 15 y 30 pg de proteina en cada ensayo.

[Proteina]
5ug 15 pg 30 pg
Actividad especifica 0,098 0,038 0,020
(U/mg)

5.6.2 Ensayo con extractos crudos y fraccion soluble de His-MdA6PR y E. coli BL21
(DE3) pLysS

Estudios previos ya habian caracterizado la enzima A6PR de manzana (ej: Figueroa e
Iglesias, 2010), por lo cual se realizaron ensayos de actividad con los extractos crudos y
fraccion solubles de proteinas His-MdA6PRcomo control positivo, extraidos mediante
sonicacion y B-PER inducidos con IPTG. Segin la grafica de la Figura 26 A
correspondiente a proteinas obtenidas mediante sonicacion (constructo His-MdA6PR), se
observo una leve disminucion en la absorbancia medida a 340 nm, tanto en el extracto
crudo como en la fraccion soluble y partiendo con valores muy por debajo de los 0,6 U
Abs esperados para el NADPH, lo cual puede ser debido a la mezcla de diversas proteinas
presentes en E. coli. De la misma manera, se realizaron ensayos de actividad con los
extractos crudos y fraccion solubles de proteinas de E. coli BL21 (DE3) pLysS obtenidas

por sonicacion, observando un comportamiento similar (control negativo, Figura 26 B).
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Figura 26: Ensayo de actividad de extractos crudos y fraccion soluble de His-MdA6PR y
BL21 (DE3) pLysS obtenidas mediante sonicacion. Grafica del comportamiento de la
absorbancia a 340 nm durante 29 min a 25°C. A: Ensayo de actividad con proteinas de la fraccion

soluble y extracto crudo de MdA6PR obtenidas mediante sonicacion, B: Ensayo de actividad
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con proteinas de la fraccion soluble y extracto crudo de BL21 (DE3) pLysS, obtenidas mediante

sonicacion. Flecha negra indica adicion de sustrato G6P.

El comportamiento observado de la absorbancia a 340 nm de proteinas obtenidas mediante
el reactivo B-PER se puede observar en la Figura 27. Se puede apreciar que los valores de
absorbancia parten en valores de alrededor de 0,5 U Abs y la disminucién observada en
el tiempo es minima, similar al comportamiento observado en la Figura 26, lo cual nos

estaria indicando que la proteina no presenta actividad.
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Figura 27: Ensayo de actividad de extractos crudos y fraccion soluble de His-MdA6PR y
BL21 (DE3) pLysS obtenidas mediante B-PER. Grafica del comportamiento de la
absorbancia a 340 nm durante 29 min a 25°C. A: Ensayo de actividad con proteinas de la fraccion
soluble y extracto crudo de MdA6PR obtenidas mediante el reactivo B-PER, B: Ensayo de
actividad con proteinas de la fraccion soluble y extracto crudo de BL21 (DE3) pLysS, obtenidas

mediante el reactivo B-PER. Flecha negra indica adicion de sustrato GOP.

5.6.3 Ensayo con extractos crudos de His-AtA6PR1 y 2 y HisMBP-AtA6PR1 y 2

Al igual que en la seccidbn 5.6.2, se realizaron ensayos de actividad midiendo la
absorbancia a 340 nm de los extractos crudos y de la fraccion soluble de las proteinas de
interés obtenidas mediante sonicacion (A) y B-PER (B) (Figura 28). Se observé en el
ensayo con proteinas obtenidas mediante sonicacion, que el cambio de absorbancia fue
minimo, ademas, se vio la misma tendencia en los ensayos con las proteinas obtenidas

mediante B-PER. Estos hallazgos sugeririan que al haber una mezcla de todas las proteinas
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de E. coli, estas comienzan a utilizar inmediatamente NADPH, lo que conlleva a que al
momento de agregar el sustrato G6P, no se aprecie un cambio sustancial en los valores de

Abs (Figura 28).
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Figura 28: Ensayo de actividad de extractos crudos y fraccion soluble de His-AtA6PR1 y
2, y HisMBP-AtA6PR1 y 2. Gréfica del comportamiento de la absorbancia a 340 nm durante
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29 min a 25°C. A: Ensayo de actividad con proteinas de la fraccion soluble y extracto crudo de
los constructos His-AtA6PR1 y 2 y HisMBP-AtA6PR1 obtenidos mediante sonicacion y, B:
Ensayo de actividad con proteinas de la fraccion soluble y extracto crudo de His-AtA6PR1 y 2
y HisMBP-AtA6PR1 obtenidos mediante extraccion con B-PER. Flecha negra indica adicion de
sustrato G6P.

5.6.4 Ensayo con proteina purificada His-AtA6PR1 y 2 y HisMBP-AtA6PR1 y 2

Los ensayos de purificacion fueron realizados con proteinas extraidas con el reactivo B-
PER (seccion 4.7.2) y posteriormente pasadas por la columna de Niquel (seccion 4.7.3).
Como se obtuvo proteinas enriquecidas de la construccion pDEST17-AtA6PR1 y pDEST-
HisMBP-AtA6PR1 (Figura 23 y 22 respectivamente), se realizaron ensayos de actividad
con estas. Para la proteina recombinante His-AtA6PR1 no se logd obtener una curva de
absorbancia descendente y por ende no se obtuvo actividad de esta proteina, mientras que
para la proteina HisMBP-AtA6PR1 se observo que los valores de absorbancia partian
desde los 0,25 U Abs aproximadamente y no desde los 0,6 esperados por la presencia de
NADPH. Ademas, la disminucién en absorbancia observada fue minima. Estos ensayos
fueron repetidos 5 veces y en cada caso; los valores obtenidos eran similares en cuanto a
una disminuciéon minima de la absorbancia, pero con datos muy distintos entre las réplicas.
Aun asi, se realizaron ensayos de actividad a modo de ejemplo, con diferentes
concentraciones de proteinas y en todos los casos se obtuvo el mismo resultado (Figura
29 A). Luego se calcul6 el valor de la actividad especifica de la enzima, para ello se utilizd
el rango lineal de la curva de absorbancia, entre los 4 y 9 minutos, observando que con

menor cantidad de enzima, la actividad era mayor (Tabla VII).
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Figura 29: Ensayo de actividad de proteinas purificadas HisMBP-AtA6PR1. A: Grafica
del comportamiento de la absorbancia a 340 nm durante 20 min a 25°C de proteinas de fusion
HisMBP-AtA6PR1 purificada sometida a ensayo de actividad. Se ensayaron concentraciones de
1,5-30-60y 100 pg de proteina purificada. Flecha negra indica adicion de sustrato G6P (50
mM). B: Grafica correspondiente al rango lineal (entre 4 y 9 minutos ) de absorbancia a 340 nm,

utilizados para el calculo de actividad especifica de la enzima.
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Tabla VII: Actividad especifica de HisMBP-AtA6PRI1. Valores de la actividad especifica de
la enzima purificada HisMBP-AtA6PR1, utilizando 1,5 — 30 — 60 y 100 pug de proteina en cada
ensayo. Sustratos: glucosa 6-fosfato y NADPH.

Concentracion de proteina

1,5 g 30 pg 60 pg 100 pg
Actividad especifica 0,268 0,0223 0,0129 0,003
(U/mg)

En resumen, se logré generar los vectores con los genes de interés optimizados, corroborar
la presencia de estos y determinar que estaban siendo expresados (transcritos y
traducidos). Fue posible calcular la actividad especifica de la enzima enriquecida, sin
embargo, los datos obtenidos para cada concentracion de enzima ensayada fueron distintos
entre si, contradctorio a lo esperado tedricamente, donde se esperaria que, independiente

de la concentracion de enzima, la actividad de ésta sea la misma.
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6. DISCUSION

Durante el desarrollo de esta Tesis de Magister, se tenia como objetivo principal la
caracterizacion bioquimica de las enzimas recombinantes AtA6PR1 y 2 de A. thaliana a
partir de las secuencias encontradas por Sofia Zamudio en 2010 de 2 posibles aldosas 6-
fosfato reductasas las cuales poseen un 65% de identidad aminoacidica con A6PRs de
Rosaceae. Para ello, se utiliz una nueva estrategia en comparacion con las ya utilizadas
en primera instancia por ella y asi poder determinar si efectivamente estas tenian la
capacidad de reducir glucosa 6-fosfato y determinar entonces que estos 2 marcos de
lectura encontrados efectivamente codifican enzimas que actian en la ruta de sintesis de

sorbitol.

6.1 Optimizacion de secuencias nucleotidicas de AtA6PR1 y AtA6PR2

La estrategia abordada para poder determinar si las secuencias génicas At2g21250 y
At2g21260 codificaban para enzimas aldo ceto reductasas, fue optimizar las secuencias
nucleotidicas y expresarlas en el sistema heter6logo de E. coli. Esto se realizé primero ya
que Zamudio en 2012, trabajando con las secuencias nativas de ambos genes y
expresandolas en 3 sistemas (a partir de plantas transformadas, expresion in vitro y
expresion desde E. coli) no logrd obtener suficiente cantidad de proteinas y
consecuentemente no pudo caracterizarlas enzimaticamente, segundo porque se ha
observado que la optimizacion de codones es una herramienta efectiva para la obtencion
de abundante cantidad de proteina, sobre todo cuando esta estd siendo expresada en un

sistema heter6logo (Yadava y Ockenhouse, 2003; Kwon y cols, 2016; Liy cols, 2013) ya
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que codones sinénimos se reconocen con diferentes eficiencias por los ARNt. En
diferentes organismos ya sea eucariotas o procariotas, el sesgo del uso de codones se
correlaciona con los niveles de ARNt o con el nimero de copias de genes de ARNt,
ademas el uso de codones regula la velocidad de elongacion en la traduccion, lo que da
como resultado tasas de decodificacion de ribosomas no uniformes en los ARNm durante
la traduccidn que se adapta al proceso de plegamiento de proteinas (Liu, 2020).

Finalmente, las secuencias génicas de AtA6PR1 y AtA6PR2 fueron optimizadas para su
expresion en E. coli y sintetizadas de manera exitosa, corroborandose estas mediante PCR

y secuenciacion luego de ser clonadas en el vector de entrada pCR8 (seccion 5.2.1).

6.2 Obtencion de vectores de expresion

Se planteod la estrategia de trabajar con dos vectores de expresion, pDEST-HisMBP y
pDEST17, ya que ambos vectores permiten generar proteinas de fusion con epitopos en
el extremo amino terminal. Se escogieron estos ya que en el estudio realizado por Figueroa
e Iglesias (2010) se observé una baja actividad especifica de MdA6PR cuando el epitopo
estaba en el extremo C-terminal, atribuible a que la enzima al actuar como dimero para
catalizar la reaccion de oxidacion de G6P requeriria de una interaccion en sus extremos
C-terminales y que posiblemente cuando el epitopo estaba en esa region, se generaba un
impedimento estérico al momento de liberar los productos generados durante la reaccion.
Ademas, como la localizacion de la proteina es citosdlica, esta no poseeria sefial de
destinacion en el extremo N-terminal, por lo que no deberia interferir con el destino final
de las proteinas recombinantes al poner un epitopo en ese extremo. Por otro lado, ambos

vectores a pesar de poseer promotores diferentes pueden ser inducidos por IPTG, lo cual
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nos permiti6 obtener mayor cantidad de proteina en comparacion a la condicion sin inducir
(seccidn 5.5.1) en el caso de la utilizacion del vector pDEST-HisMBP. Se recuerda que
este vector, ademas de poseer el epitopo de 6X-His, posee la secuencia MBP, la cual
facilite que la proteina de fusion generada sea soluble, permitiendo que esta pueda ser
extraida facilmente en comparacion con la utilizacion del vector pDEST17, que solo posee
el epitopo de 6X-His. Ademads, en pDEST-HisMBP, los epitopos evitan la agregacion de
proteinas (Waugh, 2005) y el tag HisMBP puede ser removido por la proteasa TEV,
dejando una proteina similar a la nativa (Waugh, 2011). Finalmente se lograron obtener
los vectores de expresion con las secuencias optimizadas de AtA6PRI y AtA6PR2, las
cuales al corroborarlas mediante ensayos de PCR y expresion del gen (seccion 5.3, Figura
13 y seccion 5.4,Figura 14 respectivamente), se constatd que efectivamente las secuencias

estaban ligadas en los vectores y estaban siendo expresadas.

6.3 Expresion de proteinas

Una vez obtenidos y analizados los vectores de expresion, se procedio a la expresion de
proteinas en el sistema heter6logo escogido, E. coli. Este hospedero fue elegido debido a
su facil manipulacion, y rapido crecimiento en comparacion con levaduras. La cepa
utilizada, BL21(DE3)pLysS, permite una alta expresion de proteinas de interés de genes
que estén bajo el control del promotor T7 (como lo es en pDEST17), ademas esta cepa al
contener el plasmido pLysS que codifica para la lisozima T7, reduce los niveles de
expresion basales de los genes blanco bajo el control del promotor T7, pero no interfiere
con el nivel de expresion alcanzado después de la induccion por IPTG (Studier y

Moftatt,1986; Davanloo y cols.,1984). Esta cepa también puede ser transformada con el
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vector pDEST-HisMBP, ya que como fue mencionado en la seccion 6.2, la proteina MBP
favorece la solubilizacion de las proteinas siendo extraidas facilmente.

Para determinar la mejor forma de expresar proteinas, se utilizé el inductor IPTG, ya que
los vectores utilizados en presencia de este compuesto permiten generar una mayor
cantidad de proteinas, como se logr6 observar al realizar la optimizacién de las
condiciones de induccion (seccidon 5.5.1), creciendo finalmente las bacterias con una
concentracion final de 0,5 mM de IPTG. Luego, la metodologia para extraer las proteinas
principalmente de la fraccion soluble, fueron sonicacién y utilizando el reactivo B-PER.
La primera es una técnica de aplicacion de ultrasonido a través de un medio como el agua.
En esta técnica, se produce el fendmeno de cavitacion donde el ultrasonido se propaga por
el liquido creando millones de burbujas debido a los cambios de presion; estas se expanden
y estallan, generando la disrupcion de las membranas celulares (Piyasena y cols, 2003)
liberando al medio su contenido. Luego, mediante centifugacion es posible separar
proteinas solubles y del pellet, mientras que el reactivo B-PER es un detergente no idnico
que permite lisar las células, solubilizar proteinas nativas o recombinantes sin
desnaturarlas y luego por centrifugacion separar las fracciones de proteinas solubles y del

pellet (https://www.thermofisher.com/). Para la metodologia de sonicacion fue necesario

optimizar las condiciones, ya que esta técnica es dependiente de la cantidad de pulsos y
tiempo de sonicacion; mientras mayor es el tiempo que las células son sonicadas, se tiene
el riesgo de fragmentar las proteinas (Malik y cols., 2017), dejandolas inutilizadas para
experimentos posteriores como caracterizacion enzimatica. Sin embargo, a pesar de
obtener la condicion Optima para extraer proteinas, cuando estas eran cuantificadas, el

rendimiento de proteinas era mas bajo en comparacion con lo obtenido con la extraccion

70



mediante B-PER (Figuras 16 y 17 respectivamente). De igual manera se realizaron
ensayos de actividad con los extractos crudos y fracciones solubles, sin embargo, no se
obtuvieron resultados concluyentes, ya que la curva de absorbancia medida no sigui6 una
tendencia hacia la disminucion (Figura 28 A y B). Una explicacion puede ser la alta
actividad del resto de las enzimas presentes en la fraccion soluble y el extracto crudo o
una sinergia entre las proteinas propias de E. coli y la proteina de fusion, generando una
baja abrupta de la absorbancia la cual no pudo ser medida, ya que al momento de agregar
el sustrato para comenzar con la reaccion, toma alrededor de 1 min, tiempo suficiente para
que la reaccion de reduccion del NADPH se haya realizado o ya se haya utilizado todo el
NADPH disponible, o la cantidad de NADPH usado en la reaccién no estuviese en
concentraciones saturantes. Esto se observo tanto en proteinas obtenidas por sonicacion
como por B-PER (Figura 28 A y B).

La principal razon entonces para seguir trabajando con el reactivo B-PER como método
de extraccion de proteinas preferido, fue la concentracion de estas, la cual permit6 que se

pasara al paso siguiente de purificacion mediante columna.

6.4 Purificacion de proteinas y ensayos de actividad

El método utilizado para la purificacion de proteinas fue mediante columna (seccién
4.7.3), ya que las proteinas de fusion presentaban el epitopo de histidina. Este epitopo es
uno de los mas utilizados, ya que agrega a la proteina de fusién solo 6 aminoécidos,
presenta una alta afinidad de adhesion a la resina y puede ser agregado en ambos extremos
(N y C-terminal). Para determinar las condiciones de purificacion, se realizd en primera

instancia con la proteina de fusion HisMBP-AtA6PRI1, logrando su purificacion sin
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grandes contaminaciones. No obstante, durante el desarrollo de esto, se tuvieron
problemas al momento de cargar las muestras en la columna, debido a que la extraccion
con el reactivo B-PER dejaba las muestras viscosas, generando que la columna se tapase;
esto se logrd revertir filtrando las muestras previamente a ser cargadas y con
centrifugaciones a mayor velocidad, sin embargo, esto también generaba una pérdida en

la cantidad de proteinas a cargar en la columna.

Si bien se pudo purificar la proteina de fusion HisMBP-AtA6PR1 teniendo el tamafio
esperado de 70 kDa aprox. y realizar un ensayo de actividad con esta, las repeticiones
realizadas no seguian una tendencia, es decir, los valores obtenidos en cada ensayo de
actividad (medicion de Abs a 340 nm) eran distintos. Por otro lado los valores de
absorbancia observados al inicio de la reaccion siempre fueron bajos, de 0,3 aprox., muy
por debajo del valore esperado al utilizar NADPH, esto ya que el coeficiente de extincion
molar para NADH o NADPH a 340 nm es de 6,22 I/mmol/cm y que de acuerdo a la ley
de Lambert-Beer, significa que para una solucion de 0,1 mM, la absorbancia deberia ser
igual a 0,622 U Abs. (Veskoukis y cols., 2018). Estas observaciones nos sugieren que al
momento de mezclar la enzima con el NADPH se podria estar realizando la interaccion
entre estos de manera muy rapida, evitando que la lectura de Abs. fuese de 0,6 o que el
NADPH se estuviese degradando, para esto se probo hacer el ensayo en oscuridad para
pero de igual forma, se obtuvieron resultados similares a los anteriores. Ademas, se probd
también trabajar con buffer a pH 7 y 9 (datos no mostrados), aunque Figueroa e Iglesias
(2010) determinaron que la enzima de manzano (MdA6PR) era estable entre pH 6 y 10;

aun asi, no se observo mejoras de ningun tipo.

72



Los resultados obtenidos de actividad enzimdtica especifica tanto para la proteina
comercial como para la proteina recombinante HisMBP-AtA6PR1 fueron diferentes al
usar distintas concentraciones de enzima. Se observd una disminucion de la actividad
especifica a medida que la concentracion de enzima era mayor, contrario a lo tedrico, ya
que se esperaria obtener un valor de actividad especifica igual, independiente de la
concentracion de enzima utilizada. Una posible explicacion de este comportamiento
podria ser que haya una agregacion de proteinas al momento de aumentar la concentracion

de esta, impidiendo utilizar el sustrato.

Al momento de expresar las proteinas recombinantes, siempre se observd una mayor
expresion de la isoforma HisMBP-AtA6PR1 en comparacion con la 2, a pesar de que
ambos genes estaban comandados por el mismo promotor (Tac o T7) inducibles por IPTG.
Esto podria estar ocurriendo por las diferencias que existen entre las secuencias génicas
de AtA6PR1 y 2, las cuales podrian afectar la eficiencia del acoplamiento de la maquinaria
para la traduccion de la proteina o el efecto contrario. Esta posible explicacion podria estar
ligada a lo que se observa en Arabidopsis, donde se ha planteado que los genes At46PR1
y AtA6PR2 serian una duplicacion génica, ya que poseen una alta identidad nucleotidica
y estan posicionadas adyacentes entre si en el cromosoma dos, y que en este caso el gen
AtA6PRI seria el que posea mayores elementos regulatorios (ej: elementos de respuesta a
frio) promoviendo su expresion (Figura 3). Ademas, es sabido que en A. thaliana hay una
alta tasa de duplicaciones génicas en su genoma: sobre un 50% del total de los genes
codificados en el cromosoma 2 (donde se encuentran las secuencias candidatas) son

duplicados (Lin y cols., 1999).
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Por otro lado, a pesar de que ambas proteinas aparentemente no sufren modificaciones
postraduccionales, se cree que estas enzimas posiblemente requieran de algiin componente
asociado a un tipo de estrés, ya que los genes que codifican para estas enzimas son
mayormente expresados bajo estrés abiotico, frio para AtA6PR1 y salinidad en el caso de
AtA6PR2 (Rojas y cols., 2019). Por ejemplo, se ha observado que en plantas, las especies
reactivas de oxigeno (ROS) a concentraciones bajas, tienen funciones de sefializacion
criticas en procesos como el crecimiento del tubo polinico, desarrollo y senescencia de
hojas, elongacion celular, gravitropismo, entre otros, y esto se logran con ayuda de
proteinas que son sensibles a cambios redox (proteina redox), movilizacion de calcio en
la célula, fosforilacion de proteinas y expresion génica (Pandey y cols., 2017). Por lo tanto,
si estos factores auxiliares si son esenciales para la actividad enzimatica de las AtA6PRs,
su ausencia en el sistema heter6logo de E. coli podria reducir dramaticamente la actividad

enzimatica de las proteinas vegetales de interés al expresarlas en bacterias.

74



7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Durante el desarrollo de esta Tesis de Magister, se planted estudiar las caracteristicas

bioquimicas de las proteinas AtA6PR1 y AtA6PR2 de Arabidopsis thaliana para poder

determinar si ambas correspondian a enzimas aldosas reductasas. Para ello,se optimizaron

sus secuencias y se las expresaron en un organismo heter6logo. A partir de los

experimentos realizados, se concluye que:

1.

La construccion de los cuatro vectores portadores de las secuencias optimizadas
fue exitosa, comprobando su funcionalidad transcripcional y traduccional en E.
coli.

El uso de promotores inducibles, en este caso por IPTG, aumentd
significativamente la acumulacion de las protéinas recombinantes. Los niveles de
acumulacién obtenidos fue diferente, encontrando para ambos vectores de
expresion, mayor acumulacionde AtA6PR1 recombinante.

Los dos métodos de extraccion de proteinas, por sonicacion y por B-PER.
permitieron obtener proteinas recombinantes sin afectar su integridad, al
observado por ensayos de western blot. Utilizando el reactivo B-PER, se lograba
obtener mayores concentraciones de proteinas en la fraccion soluble, lugar en el
cual estaban las proteinas de interés.

En los ensayos de medicion de actividad enzimatica de los extractos crudos,
fraccion soluble y proteina purificada/enriquecidas, los cambios en la absorbancia

fueron minimos y distintos entre cada repeticion. Por lo tanto, no se pudo
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determinar empiricamente las caracteristicas bioquimicas de las proteinas
estudiadas. Sin embargo, al momento de realizar el cdlculo de la actividad
especifica, utilizando la proteina HisMBP-AtA6PR1 enriquecida, esta presentaba
una actividad comparable a la obtenida por Figueroa e Iglesias (2010) estudiando
la enzima A6PR de manzano, para la reduccion de glucosa 6-fosfato mediada por

NADPH.

Las proyecciones de esta Tesis de Magister son multiples. Por ejemplo, aunque se logrd
detectar actividad reductora de glucosa 6-fosfato por HisMBP-AtA6PR1, es necesario
cuantificarla, tanto para este sustrato como para otros sustratos potenciales, tanto para
AtA6PR1 como AtA6PR2. Ademads, para abordar Objetivo Especifico 2, se debe clivar el
epitopo HisMBP de ambas proteinas recombinantes, antes de realizar ensayos
bioquimicos, lo cual posiblememte requeriria de mayores volimenes de cultivos
bacterianos para la induccidn, expresion y posterior purificacion de las proteinas de
interés. Como abordaje alternativo, ahora se sabe que la expresion en la planta de At46PR1
y AtA6PR2 es mayor en condiciones de estrés por frio y salinidad, respectivamente (Rojas
y cols., 2019). Al inducir su expresion en la planta bajo dichas condicionesy extraer las
proteinas nativas, es posible que utilizando protocolos ya existentes para determinar su

actividad (Lo Bianco y cols., 2000) tendran mayor éxito.
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