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RESUMEN

Los carbohdratos cumplen ir¡portantes funciones en pantas, sendo su transporte y

trans ocación por e f oema fundamentar para crec m ento y cresarroflo de los dist ntos órganos y

telidos. En la mayoría de las especies vegetales Ia princjpal forma de carbohidrato transportado

es la sacarosa. sin embargo existen famil as de plantas en que la cantidad de sacarosa es

reducrda en comparación a otros carbohidratos transportados como es el caso de la rafinosa y

a coho es de azucares o polioles Polioles son el producto prir¡ario de la fotosÍntes¡s en d versas

y económicamente importantes familias de plantas super ores. El sorb tol uno cle estos

alcoholes de azúcar. es s ntetizado y translocado a través del floema en especres de las familias

Rosáceas y Pantagnáceas en las cuales las enzimas encargadas de su sintesis (adosa 6-

fosfato r-eductasa) y degradación (sorbito deshidrogenasa sDH) han siclo amp ramente

estudradas En plantas no-Rosáceas, que no transportan ni acumulan sorbitol se han

encontrado genes ortólogos a las sDH ya descritas como es el caso del tomate, soya y maíz

En un reciente estudio (Nosarzewski y cos, 2a12) y en nuestro grupo de investigación, se

dentfcó rnedante genética reversa un marco de lectura abierto que podria codlflcar para una

enzima sDH de Arab¡dops¡s thalana (AtsDH). La secuencia amlnoacid ca de la proteina

codificada por AtsDH trene una identidad mayor a175o/o con as SDHs ya descritas, y presenta

los n'roirvos y dom nios conseTvados propios de enzimas sDH La iclent ficac ón de una enzima

re ac onada con e rnetabo ismo de po oles en Arabidopsis genera la gran inquietucl cle cuál es

el rol f sioógico que cumplen alcoholes de azúcar en esta especte vegetal como modelo de

especies que no acumu an ni transportan polioles como principales fotos ntatos

Ut rzando Arabldops s como mode o de estudio y en el marco de la caracterizac ón bioquím ca

de AISDH. en e pTesente trabajo de ies¡s se rea izaron ensayos cinéticos que permtieron

confirn.rar aciiv dad sDH de la proteina recombinante H¡s-AtsDH sintetlzada in-vitro. En

presencra cie NAD* pero no de NADP- His-AtsDH fue capaz de oxidar una amplia gama cie



alcoho es de azúcar con una clara preferencia por sorb tol rlbitol y xilitol como sustratos frente a

otros polio es presentes en Arab dopsis La activ dad con sorb tol de la proteína fue analizada en

sus parámetros cinéticos Kr¡, Vr,r¡x y kca obteniéndose valores s¡milares a Ias constantes

pub cadas para otras enzimas SDH descritas en espectes no-Rosáceas.

Para deiermlnar e rc ¡n-v¡va de AtsDH en Arabidops s, fueron identiflcadas y caracterizadas 3

lineas mutantes insercionales homoc gotas en as cuales la inserclón de ADN-T nterrumpió la

secuencia transcrita del gen en distintas regrones, dlsminuyendo los nivees reiativos de

expresón en rnás de un g7% con respecto a pantas silvestres Anáisis morfométricos de las

distintas íneas, permitieron observar que bajo condic ones estándar de crecim ento la carencia

de AtsDH no afecta e desarrollo de Arabidopsls s n embargo este desarrollo se v o alterado

cuando las d st ntas líneas fueron sometidas a condiciones de estrés. En rnedios de crecimlento

slrpementados con sorbitol las tres líneas mutantes exhibieron una reducción de peso seco y

la long tud de la raíz principal en comparación a plantas silvestres. l\,4ientras, que balo

cond c ones de estrés por deshidratación, plantas carentes de ATSDH son más resistentes a la

pres ón que p antas silvestres, reflejado en una dlsminución en la pérdlda del contenido de agua

en sus hojas ai ser ellmnado e rego y una mayor tasa de sobrevivencia una vez que eL riego

fue reanudado en condciones control. Estas importantes evidencias sugieren que imtaciones

en e metallo smo de po oles endógenos y exógenos afectan el crecim ento de Arabldopss y

alteran su respuesta a sequia, ncrementando su to erancla.
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ABSTRACT

carbohydrates play important roles ln plants, and their transport ancj translocat on through the

phloern are essential for growth and deve opment of organs and tissues ln most plant spec es

the malor form of carbohydrate transported is sucrose. However, there are fanrilies of p ants in

which the quantity of sucrose is reduced cornpared to other carbohydrates transported, such as

ralfnose and sugar alcohols or polyols. polyos are the primary product of photosynthes s in

several mportant fanrl es of h gher plants. sorbitol one of ihese sugar alcohols s synthesized

and transiocated through the phloem in species of the Rosaceae and plantaginaceae fam y, n

which the enzymes lnvolved ln the synthesis (adose o-phosphate reductase) and degradation

(sorbto dehydrogenase, SDH) have been extensvely studed. ln non-Rosaceae species that

do not transport or accumu ate sorbitol ortho ogous genes to previously-described sDHs have

been found (tomato soybean and maize). ln a recent study (Nosarzewski et a, 2012) and ln our

research group an open reading frame encoding a potential SDH enzyme of Arab¡clopsis

lha/iara (AtSDH) was identfied by reverse genetcs. The amino acid sequence of the proteln

encoded by ATSDH has an dentity of more than 7 Sa/. wIh prevtously-described SDHS, and

presents conserved motfs and domains proper of SDH enzyrnes. The ¡dentif cation of an

enzyme nvoved n polyol metabolism in Arabidopsis, generates significant lnterest concerning

the phys o og ca ro e of sugar alcohols in this spec es as a model for spec es that do not

accumu ate or transport polyo s as pr rnary photosynthate.

. Uslng Arabdopss as a model system, in ths Thesis, ktnetic assays were perforrned to

deternrine SDH activity of recomb nant Hls-AtSDH protein synthesized ¡n vitro. In the presence

of NAD- but not NADP., His-AtsDH was able to ox dize a wtde range of sugar alcohols with a

cear preference for sorbtol r¡bitol and xyl tol as substrates, agalnst other poyols present n

Arabdopsis Sorbitol acivty of the protein was analyzed in deta I and the values of the kinetc



paTameters (Kr¡ Vr,¡¡r y k."r) obta ned were s milar to those publlshed for other SDH enzymes

des.'ibed ^ non RosaLeae species

To determine the role i/r vlvo of ATSDH in Arabidopsis three homozygous insert ona mutants

nes were dentif¡ed and characterized rn which the nsert¡on of a T-DNA rnterrupted the coding

sequence of the gene in different regions, reducing the relative levels of expresslon by >97 %

compared to wild type p ants. Morphometric analysis of these I nes, revea ed that under standard

growth conditions ATSDH defcency dd not affect Arabidopsis development. However,

developrnent was altered in the mutants when subjected to stress cond t ons ln growth med a

supp emented with sorbltoL, the rnutant lines showed a reduction in dry weight and prirnary root

ength compared to wild type plants. Under dehydratlon stress. ATSDH-deflcient plants were

more res stant than wild type p ants. reflected by a decrease n the relative water content of the

eaves once rrigaton ceased and increased survival rates once irrigation was resumed under

control conclliions These results suggest that lmitations in the metabo ism of endogenous and

exogenous polyols affect Arabidopss growth and alter its response io drought increaslng their

tolera nce

I x'1, iaa



l. lntroducción



I . Carbohidratos y su forma de transporte en planlas.

Los carboh¡dralos son los componentes más abundantes en los organ¡smos v¡vos. Sin

embargo su importancia no sólo se debe a su gran abundancia, s¡no más bien, a los

importantes papeles que desempeñan en el funcionamiento y mantenim¡ento celular. En

plantas, los carboh¡dratos son utilizados para la síntes¡s de varios componentes

estructurales, como es el caso de la celulosa. Presentan un rol central en el metabolismo

energético de las células a través de su part¡c¡pación en reacc¡ones de glicól¡s¡s y ox¡dación

de pentosas, procesos que permiten generar los intermediar¡os necesarios para la síntesis

de lípidos, ácidos nucle¡cos y proteínas. Además, constituyen la princ¡pal reserva y forma de

transporte de carbono por el organismo (Pessarakl¡ y cols, 2010).

El transporte de carbohidratos a largas distancias ocurre entre los distintos tej¡dos y órganos

de las plantas mediante el floema, desde aquellos órganos capaces de realizar fotosintes¡s

llamados tejidos fuentes (hojas maduras) a aquellos tejidos u órganos que debido a su

estad¡o de desarrollo o fisiología no son capaces de fotoas¡m¡lar suficientes carbohidratos,

llamados tej¡dos sum¡deros (raíces, flores, frutos y hojas en estadio juvenil). En tejidos

sum¡deros, la incorporación de carbohidratos exógenos permite el desarrollo de éstos,

siendo fundamental para su crecimiento (Leegood y cols, 2000).

En plantas super¡ores, la pr¡nc¡pal forma de carbohidrato fotoas¡m¡lado y transportado

mediante el floema es la sacarosa. S¡n embargo, existen familias de plantas en las cuales

la cantidad de sacarosa transportada se encuentra en cantidades minor¡tarias en

comparac¡ón a otras formas de carboh¡dratos transportados, como son la rafnosa (en la

fam¡lia de las Cucurb¡táceas; Kandler y Hopf, 1982) y alcoholes de azúcat.

Alcoholes de az()car, también llamados polioles o poli-alcoholes, corresponden a la forma

reducida de azúcares de aldosa o cetosa, donde el grupo aldehído y cetona,

respect¡vamente, es reemplazado por un grupo h¡droxilo COH). Estud¡os sistemológicos

indican que la translocación de polioles ocurre en el -12yo de las espec¡es descritas

(Leegood y cols, 2000), entre las cuales se destacan especies de gran importancia

económica y de amplia d¡stribución, como es la familia de las Rosáceas que incluye



espec¡es frutícolas como el manzano (Malus x domest¡cal, peral (pyrus commun¡s),

especies del género Prunus (cerezo, ciruelo y durazno), entre otros frutales. En esta famil¡a

y en especies de la familia Plantaginácea (ej. Ilantén, plantago major') el princ¡pal fotos¡ntato

translocado es el sorbilol, un poliol lineal de 6 carbonos (6C), el cual constituye cerca del

80% de los carbohidratos presentes en el floema de estas espec¡es (Loescher y cols, 1982).

El manitol, poliol lineal de 5C, forma parte del 60% de los carboh¡dratos floema

translocados en miembros áe la famitia Ap¡ácea (ej. apio, Ap¡um graveotens), Oleácea (ej.

olivo, O/ea europaea) y Rubiácea (ej. cafe, Coffea arab,ca). M¡entras que en especies

Celastráceas, el galactitol (6C) const¡tuye su pr¡ncipal fuente de carbono (especies

Celastrus y Euonymus\.

2. Función de polioles en plantas

EI uso de polioles como pr¡ncipal fuente de carbono en las especies mencionadas presenta

varias ventajas. Al ser compuestos no-reductores, los polioles son químicamente más

estables que azúcares no-reducidos como Ia sacarosa, por lo que sólo son metabol¡zados

una vez ingresados en los órganos sum¡deros, s¡endo adecuados para transportar carbono

a largas distancias (D¡nant y Lemoine,2010). Además, estos carbohidralos t¡enen mayor

potencialidad para generar coenz¡mas reduc¡das tales como NADPH y NADH que a su vez

pueden ser usadas en reacc¡ones de síntesis o producc¡ón de ATP, respectivamente (pharr

y cols, 1995; Stoop y cols, '1996),

Otra ventaja asoc¡ada al uso de polioles está relacionada con el transporte de Boro en

especies que fotoasim¡lan sorbitol o man¡tol, como principal fuente de carbohidratos. Ambos

polioles, forman complejos pol¡ol-borato-poliol facil¡tando el transporte de este micronutr¡ente

esenc¡al a través del floema de estas especies, perm¡tiendo su red¡stribución por todo el

organismo. La mayor eficiencia en la mov¡l¡dad de Boro contribuye a la capac¡dad de las

plantas a tolerar suelos def¡cientes en Boro, evitando los importantes defectos en el

desarrollo asociados a su défic¡t. Dos especies, que normalmente no fotoas¡milan sorbitol y



en las cuales el Boro es ¡nmóv¡l en el floema como es tabaco (Nicotiana tabacum) y caqui

(Diospyros kak¡ Thunb. cv Jlro), fueron transformadas genéticamente con la enzima aldosa

6 fosfato reductasa (A6PR) involucrada en la síntesis de sorbitol. Plantas transgénicas

fuéron capaces de movilizar boro exógeno a través de sus floemas y fueron más tolerantes

a la deficiencia de Boro en el med¡o de crecimiento (Bellalou¡ y cols, 1999; Brown y cols,

1999; Gao y cols, 2001).

Además, los polioles son solutos compatibles y como tales, pueden ser acumulados en

altas concentraciones s¡n afectar el metabolismo celular contribuyendo a la protección de

estructuras b¡ológ¡cas en condiciones de estrés amb¡ental (Péssarakli y cols, 20l0; Stoop y

cols, 1996), Hasta la fecha d¡ferentes explicaciones han sido propuestas para comprender el

efecto protector qué se atribuye a solutos compat¡bles. La hipótes¡s más aceptada es que

estos compuestos, y en particular polioles al presentar grupos -OH l¡bres, son capaces de

sust¡tu¡r a las moléculas de agua en la hidratación de proteinas y membranas b¡ológicas,

perm¡tiendo de esta manera que ocurra actividad enzimática aún cuando las

concentraciones de agua sean extremadamente bajas (Webb y Bhorjee, 1968), Por esta

razón, la acumulación de solutos compatibles, en particular pol¡oles, ha sido relacionada con

un incremento en la tolerancia de plantas a resist¡r a varios tipos de estrés ab¡ótico, como

condic¡ones extremas de bajas temperaturas, altos n¡veles de sales y estrés por sequía.

Varios estud¡os relac¡onan el estrés por frío con la acumulación de polioles en especies

Rosáceas, Por ejemplo, se observó que la concsntraciÓn de sorbitol en el floema

incremenla con la senescenc¡a de las hojas y bajas temperaturas en manzanas (Maius

syivesf,s Mill.; Williams y Raese, 1974). Cambios similares han sido descritos en ciruela,

donde altos niveles de sorbitol fueron encontrados en la savia después de exponer las

plantas a temperaturas bajo cero (Loescher y cols, 1990). Más evidenc¡as fueron obten¡das

por Hira¡ (1983) quien reportó un drást¡co aumento de sorbitol y un ¡ncremento en los niveles

de expres¡ón de la enz¡ma involucrada en su sintesis (A6PR) en hojas de níspero durante

las estaciones de invierno,

La acumulación de polioles lambién ocune en cond¡ciones de estrés oor sequía. El sorbitol

fue el princ¡pal carboh¡drato soluble presente en árboles de ceteza (Prunus genus)

A



sometidos a deshidratación, aumentando al doble su concentrac¡ón (Ranney y cols, 1991).

En manzanos, el estrés por sequ¡a resultó en la acumulac¡ón preferencial de sorb¡tol y

glucosa a expensas de sacarosa y almidón (Wang y cols, 1995). Cuando plantas de tabaco

fueron lransformadas genéticamenle, se demostró que el ¡ncremento en la hab¡lidad para

sintetizar alcoholes de azúca¡ solubles promovió la toleranc¡a a estrés oor deshidratación v

salino. Tal es el caso de plantas de tabaco transformadas con aldosa reductasa (ALDRXV4)

proveniente de Xerophyta v,scosa Baker (planta tolerante a la desecación), las cuales

presentaron elevados n¡veles de sorbitol, y reducidos niveles de methylglyoxal, componente

citotóxico que incrementa en cond¡ciones de estrés ab¡ót¡co. En condic¡ones de estrés por

sequía y sal¡no, el contenido de sorbitol aumentó tanto en plantas silvestres como

transgénicas. Sin embargo, el incremento de sorbitol en líneas transgén¡cas comparadas

con si¡vestres fue 1,8 veces más en condiciones de estrés por sequÍa y '1,3 veces más en

estrés salino, reflejado en una mayor sobrevivencia a largos periodos de deshidratac¡ón y

mejor recuperac¡ón a estrés salino de tabacos transgén¡cos en comparación a plantas

silvestres (Kumar y cols,2012).

Otros antecedentes relacionan la acumulación de polioles con estrés salino. En llantén, una

especie que produce sorbitol naturalmente, la síntesis de este poliol aumenta bajo estrés

sal¡no as¡ como la expresión de genes que codifican para transportadores de sorbitol en el

floema (Pommerrenig y cols, 20071. Por otro lado, un estudio realizado con caqui japonés

(planta que no produce alcoholes de azúcar) transformadas con el gen codif¡cante para la

A6PR de hojas de manzana (síntesis de sorbitol), se encontró un aumento en la tolerancia a

estrés sal¡no en aquellas lineas transgénicas capaces de acumular sorbitol (Gao y cols,

2001).

La acumulac¡ón de pol¡oles, en particular de sorbitol, tamb¡én ha sido relacionada con estrés

de t¡po b¡ót¡co en especies Rosáceas. La ¡nfección "F¡re blight" causada por el patÓgeno

bacteriano Erw¡nia amylovora (Burr¡ll), es una ¡nfección devastadora que se propaga en

manzanas y otras especies de la familia. Dado que sorbitol es la principal forma de carbono

en las especies infectadas pot E. amylovora, investigac¡ones proponen que este alcohol de

ázúcar es un importante factor que determina la especifc¡dad del patógeno por el



hospedador (Aldridge y cols, 1997). En estud¡os realizados en manzanas cy Gala por

Jensen y cols. (2012) se correlacionó la suscept¡bilidad a ta jnfección bacter¡ana con et

patrón de expresión de genes involucrados en el metabolismo de carboh¡dratos. Mediante

microarreglos se observó que la expresión de Ia enzima I/dSDH (catál¡sis de sorbitol; más

detalles ver sección 3) fue elevada en aquellos árboles de manzana menos susceptibtes a la

infección. Los autores concluyen qué altos niveles de SDH reducen la disponibilidad de

sorbitol para E. amylovora, explicando la mayor resistencia de estos árboles a la ¡nfección.

Como se puede inferir de los múlt¡ples casos mencionados, el metabolismo de polioles y

principalmente su acumulación en especies Rosáceas está fuertemente relacionada al

crec¡miento y a una mayor tolerancia al estrés en plantas que los metabolizan y acumulan.

Así, el comprender y conocer sobre las enzimas claves involucradas en las diferentes rutas

metabólicas de pol¡oles en plantas es relevante para evaluar la potencial adaptación de

estos organismos a diferentes amb¡entes. A la fecha, la ¡nvestigación relacionada con el

metabolismo de polioles ha sido limitada y d¡rigida princ¡palmente al metabotismo det

sorbltol, debido a las importantes espec¡es que naturalmente Io fotoasimilan y transportan

como fuente de carbono.

3. Metabolismo de Sorbitol en especies Rosáceas

En especies Rosáceas, la biosíntesis de sorbitol ocurre en el citoplasma de células de hojas

maduras (tejido fotosintético) por la acción de la aldosa 6 fosfato reductasa dependiente de

NADPH (AOPR). Esta enzima cataliza la reducc¡ón del producto de fotosíntes¡s glucosa-6-

fosfato en sorbitol-G-fosfato (Figura 1), el cual es convertido a sorb¡tol por la subsecuente

acc¡ón de una fosfatasa (S6PP; Zhou y cols, 2003). Una vez s¡ntet¡zado, el sorbitol es

transportado a través de la membrana plasmática y traslocado por el floema en d¡rección a

órganos sum¡deros (Teo y cols, 2006). Var¡as proteínas transportadoras han s¡do

identificadas ¡nvolucradas en el traslocamiento de polioles hac¡a el floema. Por ejemplo,

PmPLTI y PmPLT2, proteínas de membrana plasmática descritas en llantén se encuentran
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especílcamente localizadas en células acompañantes de hojas maduras (Ramsperger y

cols,2004). En manzanas también ha sido identificada una famil¡a de transportadores de

alcoholes de azúcar involucrada en la descarga de sorbitol desde hojas maduras hacia el

floema (Watari y cols, 2004).

Translocado por el floema, el sorbitol es ingresado a órganos sumideros a través de la vía

apoplástica en forma act¡va mediante transportadores específlcos (Gao y cols, 2005; Figura

'1). Varías proteínas transportadoras ¡nvolucradas en este proceso han sido clonadas y

caracterizadas. En cerezas fueron identif¡cadas las proteínas transportadoras pcSOTl y

PCSOT2, cuya expresión heteróloga en levadura ind¡c,ó que ambas proteínas son capaces

de transportar sorbitol (Gao y cols, 2003). En manzana se han identificado dos proteínas

capaces de transportar sorb¡tol, MdSOTI y [,4dSOT2, aitamente expresadas en órganos

sumideros (Gao y cols, 2005).

Una vez ¡ncorporado el poliol en los órganos sumideros, su oxidación es llevada a cabo en

el citoplasma generalmente por deshidrogenasas y oxidasas NAD* dependientes (Teo y

cols, 2006). En Rosáceas, las enzimas sorbitol deshidrogenasa (SDH) y sorbitol oxidasa

(SOX) están involucradas en la conversión de sorb¡tol a fructosa y glucosa,

respectivamenle. Depend¡endo de la especie, estos carbohidratos pueden ser almacenados,

proporcionado dulzor al órgano en el caso de los frutos o pueden ser fosfor¡lados e

ingresados a la vía gl¡colítica. Actividad §OX ha s¡do detectada en tejidos sum¡deros de

manzanas (Yamaki, 1980) y duraznos (P. pers¡ca: Lo Bianco y cols, '1999; Mauret y cols,

2004). Sin embargo, hasta la fecha no existen datos dispon¡bles con respecto a la clonación

del ADNC correspondiente a esta proteína. A diferencia de SOX, un gran número de

publicaciones evidencian y caracterizan enzimas SDHs. Durante el proceso de maduración

de frutos se ha demostrado que la actividad SDH ¡nctementa drást¡camente. En manzanas

se registró un claro aumento de act¡vidad SDH (-7 veces más) durante la 2" y 3'semana

después de la floración (Yamada y cols, 2001), tendencia que tamb¡én ha s¡do observada en

frutos de durazno (Lo B¡anco y cols, 1999), pera japonesa (Pyrus pyifolía; Oura y cols,

2000) y níspero (Er¡obotrya./'apon,ca; Bantog y cols,2000), y en los últimos años var¡os

ADNc correspondienles a enz¡mas SDH han sido clonados de éspecies Rosáceas; (yamada



y cols, 1998, 1999; Park y cols,2002; Nosarszewski y cols,2004; Wang y cols,2009; Oura y

co¡s, 2000; Bantog y cols,2000; Guo y cols,2012). Deb¡do a estos antecedenles, se

cons¡dera a SDH como la pr¡ncipal enz¡ma del metabol¡smo del sorbitol en frutos.

F¡gura l: Metabol¡smo de sorbitol en espec¡es Rosáceas: El sorbitol (Sor) y la sacarosa (Sac) son
sintetizados en hojas maduras desde G6P (glucosa 6 fosfato). El sorbitol es sintetizado mediante la
enzima aldosa 6 fosfato reductasa (A6PR) y sorbitol 6 fosfato fosfatasa (S6PP). Translocado hacia el
floema, el sorbitol es egresado hacia la vía apoplástica de órganos sumideros mediante
transportadores especificos. En el fruto, sorbitol es convertido a fructosa (Fruc) por la enzima sorbitol
deshidrogenasa (SDH) y almacenada en la vacuola mediante transportadores de hexosas (Hex). La
sacarosa es convertida a fructosa y glucosa (Glu) por invertasas (VlN). Modificado y traducido de Teo
y cols, 2006

4. Enz¡mas Sorbitol Desh¡drogenasas

Enzimas sorbitol deshidrogenasas (SDH, EC 1.1.1.14) han sido ¡dent¡fcadas y

caracterizadas en una gran variedad de organismos fuera del reino vegetal, incluyendo

mamiferos (humanos, oveja y bov¡no; Pauly y cols, 2003; Lindstad y cols, 1998; Marini y

cols, 1997); ¡nsectos (mosca de la fruta y mosquita blanca; Luque y cols, '1998; Banf¡eld y

cols, 2001) y m¡croorgan¡smos (bacterias y levaduras; Ng y cols, 1992; Sarthy y cols, 1994).

La mayoría de las enzimas SDH ident¡ficadas hasta la fecha presentan regiones

conservadas en au secuencia, incluyendo un dominio de un¡ón a zinc, sitio de unión a la

coenz¡ma nicot¡namida adenina d¡nucleótido (NAD.) y los res¡duos involucrados en el sit¡o



catalítico de unión preferente a sorb¡tol. Actualmente, se cuenta con 3 estructuras

cristalográficas obtenidas de SDH de humano (PDB 1pl6; Pauly y cols, 2003), rata

(estructura no disponible en formato PDB; Johansson y cols, 2001) y oveja (pDB 3eE3;

Yennawar y cols, 201 1) en las cuales se evidencia la conformación de una estructura homo-

tetrámera de la proteína, con sit¡os de unión a Zn*2 en cada subun¡dad.

Enzimas SDH calalizan la reacc¡ón reversible de oxidación que convierte sorbitol a fructosa

con !a concomitante reducción del cofactor NAD. (Figura 2). Sin embargo, se ha observado

que otros polioles presentes en los distintos organismos también son sustratos de reacción

para SDH, exhibiendo en la mayoría de los casos una menor afin¡dad catalítica que con su

sustrato preferente, sorbitol. AsÍ, por ejemplo, Ia enzima SDH de humano es capaz de

oxidar varios polioles incluyendo sorbitol, x¡litol, rib¡tol y L-threitol (lvlaret y Auld, 1987).

Sr»hitol
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Figura 2: Reacción catalizada por sorbitol deshidrogenasa (SDH). La reacción favorece la
oxidación de un grupo alcohólico secundario presente en el carbono 2 del sorbitol a un grupo ceton¿,
convirtiendo sorbitol en fructosa. Para catal¡zar esta reacción SDH requiere NAD* como cofactor
(Pauly y cols, 2003)

Dependiendo del organismo, SDH cumple diferentes papeles. En humanos el rol de

enz¡mas SDH está involucrado con el metabol¡smo de varios polioles, cuya des-regulación

ha s¡do asociada a algunos síntomas de d¡abetes y formación de cataratas (Srivastava y

cols,2005). lvlientras que en insectos, la actividad de SDH ha sido relacionada con el

desanollo del embrión durante las ultimas etapas de hibernación del huevo (Yaginuma y

cols, 1990). En plantas, SDH cumple un importante rol en el metabolismo de sorbitol en los

frutos de especies Rosáceas, su alta activ¡dad en órganos sum¡deros permite generar el
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gradiente de concentración necesar¡o para la translocac¡ón de sorb¡tol a través del floema,

siendo fundamental para el desarrolto de estas especies (Nosarszewski y cols, 2OO4).

Debido a su ¡mpoñante función en prantas de ra fam¡ria Rosáceas, ra caracterizac¡ón de

enz¡mas sDHs en estas espec¡es ha s¡do blanco de estudio de numerosos trabajos. En

manzana, cuyo genoma ha s¡do l¡berado recientemente (año 2010) se han ident¡ficado 17

genes putativos que podríáh codificar para enzimas §DH, cuyas secuenc¡as comparten tos

dominios conservados propios de enz¡mas SDHS (Velasco y cols, 2010). Hasta la fecha, 9

putativos genes han sido clonados a partir de manzana, cuyo transcrito fue identificado

principalmente en frutos durante ras pr¡meras 5 semanas de desarroflo (Nosarszewsk¡ y

cols,2004). De estas secuencias,4 isoformas ¡dent¡ficadas como MdSDH2,3,S y 6 han sido

parcialmente caracterizadas en sus prop¡edades b¡oquim¡cas, de las cuales MdSDHs

presenta la mayor act¡vidad especlf¡ca lVror¡ usanao sorUitol como sustrato; 0,79 pmol min 1

mg-] proteina (MdSDHl-4, Park y cots, 2002; MdSDH 5-6, Wang y cots, 2OO9). En pera

(Pyrus serot¡na) se han aislado parcialmente 5 genes putativos para SDH, cuya secuenc¡a

aminoacidica comparte entre un 94%-98% de ¡dent¡dad con las isoformas descritas en

manzana (lto y cols, 2005),de los cuales, una secuenGia ha s¡do clonada a partir de frutos y

evaluada en sus parámetros c¡néticos (JpSDH: Oura y cols, 2OOO). En níspero, durazno y

rec¡entemente en ciruela, se ha logrado clonar el ADNC correspondiente a SDH, cuyas

secuencias comparten alta identidad con las isoformas SDHS ¡dentilcadas (>70%; Bantog

y cols, 2000; Lo B¡anco y Rieger, 1998; cuo y cols, 2012).

S¡n embargo, la ¡dentiflcación de enzimas SDH no ha s¡do l¡mitada sólo a especies de la

familia Rosácea. En espec¡es no-Rosáceas en las cuales no ocurre acumulación de sorbitol

también ha sido ¡dent¡ficada act¡v¡dad SDH, tal es el caso de maiz (Zea mays,. Doehlert,

1987), tomate (Solanum lycopers¡cum; Ohta y cols, 2005), soya (Glycine max: Kuo y cols,

'1990) y Arabldops¡s fhallana (Nosarzewski y cols, 2012'). En tomate, et gen responsable de

codif¡car para una enz¡ma con act¡vidad §DH, llam-ada LeSDH, presenla >77Vo de ident¡dad

am¡noacÍd¡ca con secuenc¡as SDHs de especies Rosáceas. Mientras que en maí2, se logró

caracletizar pa¡cialmente a SDH purificada a partir del endospermo de la semilla.



La caracterización b¡oquímica realizada hasta ra fecha demuestra que enz¡mas sDHs

vegetales, proveniente de especies Rosáceas como no-Rosáceas, son capaces de catal¡zar

la conversión de sorbitol a fructosa con mayor ef¡c¡enc¡a que ¡a reacc¡ón reversa

(reducc¡ón de D-fructosa a D-sorbitol). Las cuatro isoformas caracter¡zadas en manzana

(l\,4dSDH2,3,5 y 6) exhibieron una tasa de oxidación de sorb¡tol 4 a 6 veces mayor que la

registrada en la reacc¡ón inversa (park y cots, 2002; Wang y cols,2009). Mientras que los

parámetros cinéticos obtenidos de JpsDH revelaron la mayor afn¡dad que presenta esta

enzima por sorb¡tol (Kr\¡: 96,4 mM) que por fructosa (Ky:4239 m[,4). En espec¡es no_

Rosáceas (LeSDH), la tendenc¡a se mantuvo, registrándose valores de K^¡ para sorbitol

cercano a 2 ordenes de magn¡tud menor que para la catálisis de fructosa (KM 2,39 mM vs

99,5 mM; Ohta y cols, 2005). Estos antecedentes sugieren que SDHS vegetales, son

enzimas esencialmente unidireccionales en cuanto a su constante catalít¡ca KM.

Anális¡s c¡nét¡cos demostraron además que enzimas sDHs caracterizadas son capaces

de oxidar otros pollolés, en presencia del co-sustrato NAD' con menor preferenc¡a que

con su sustralo preferente, sorbitol. Análisis de especif¡c¡dad de sustrato de sDH de ciruela

revelan act¡vidad deshidrogenasa con los poli;les xititot y riUitot con una eficiencia con

respeclo a sorbitol de¡ 625ok y 15% respect¡vamente, mienlras que con otros polioles

usados como sustratos (arabitol, galactitol y eritritol) no se detectó actividad aparente (Guo y

cols,2012). En pera, act¡v¡dad SDH fue registrada al usar L-¡d¡tot (83o/o), x¡l¡tol (77olo), L-

treithol (41%) y ribitol (14%) como sustratos. En tomate y maíZ, especies no-Rosáceas, SDH

fue capaz de oxidar sorb¡tol con mayor eficiencá qu" otroa polioles como L-iditol, xilitol, y

ribitol. Los autores concluyen de éstos y otros análisis, que la estereoquímica quiral

especÍfica en el C-2 (S) y C-a (R) de la molécula podría ser la clave para una mayor

actividad catalÍtica de SDHS. Esta hipótes¡s explica que otros poli-alcoholes evaluados a

modo de sustratos para las distintas enz¡mas, como man¡tot (C-2(R), C-4(R)) y galactitot (C-

2(S), C-4(S» no sean catal¡zados o presenten un poreentaje de actividad muy bajo con

respecto a sorbitol (<7%; Oura y cols, 2000; Ohta y cols, 2005).



En cuanto a la configura.ión estructural de SDH. vegetales, poca información se dispone

hasta la fecha, sin embargo la investigación realizada por Oura y cols (2OOO) determina que

en cond¡c¡ones nativas la proteína JpsDH está conformada por cuatro subunidades de -40

KDa, formando un estructura homo-tetrámera, al igual que en SDHS mamíferas (pauly y

cols, 2003; Johansson y cols, 2001 ; yennawar y cols, 2Ol 1).

F¡nalmente, con respecto al patrón de expresión de enz¡mas SDH vegetales, una importante

diferencia puede ser apreciada entre espec¡es Rosáceas y no-Rosáceas. En plantas que

acumulan sorbitol, la expres¡ón de SDHS ha s¡do reportada como órgano específica, siendo

su expres¡ón confinada pr¡ncipalmente a tejidos sum¡deros (Nosarszewski y cols, 2OO4). Aún

cuando la mayoría de las enzimas SDHS caracterizadas de esta famil¡a presentan el patrón

de expresión descrito, en manzanas se ha identificado que una de sus ¡soformas, MdSDHl,

tamb¡én registra expres¡ón en órganos fuentes (Park y tols,2OO2). En tomate, transcritos de

LeSDH han s¡do identificados de forma ub¡cua, tanto en órganos fuentes como sum¡deros al

igual que MdSDHl, sug¡riendo un papel diferente de eslas enzimas al descr¡to en forma

general para SDHs vegetales.

5. ldentificación de pol¡oles en espec¡es no-Rosáceas

La presencia de enz¡mas SDH en especies vegetales no-Rosáceas, en las cuales la

fotoasimilación y el transporte de carboh¡dratos ocurren en forma de sacarosa, genera la

inquietud de cuál es el rol de estas enzimas y el metabol¡smo general de polioles en

espec¡es que naluralmente no acumulan alcoholes de azúcar.

Hasta la fecha algunos antecedentes revelan la presenc¡a de pol¡oles en especies no-

Rosáceas, aún cuando la concentrac¡ón es sustancialmente menor a la registrada en

espec¡es transportadoras de polioles. En plantas no-Rosáceas, se ha observado un

¡ncremento en Ios niveles de varios poli-alcoholes pr¡nc¡palmente en cond¡c¡ones de estrés,



lo cual se relac¡ona posibremente con er carácter soluto compat¡bre que caracteriza estos

compuestos.

En lomate las concentraciones de sorb¡tol en frutos son bajas (1,7S Umol/gpf; Roessner y

cols,2003). Sin embargo, arabitol se acumula en concentraciones considerables en hojas

de tomáte infectadas con Cladospor¡um fulvum, unpatógeno fúngico (Clark y cols, 2003). La

acumulación de arab¡tol es fundamental para la palogen¡cidad del C. fulvum, por lo tanto, el

catabolismo de arabitol por LeSDH podría cumplir una función ant¡fúng¡ca en esta especie

(Ohta y cols, 2005).

En Arabidopsis, utilizando perfiles metabolóm¡cos, se determinó que el sorb¡tol presente en

bajos niveles en hojas, aumentó su concentración considerablemente al apl¡car un golpe de

frío (Kaplan y cols, 2004). En cond¡c¡ones de estrés por desh¡dratac¡ón otros polioles fueron

¡dentif¡cados en Arabidops¡s (glicerot, lact¡tol, inositol, maltitol, manitol y xil¡tol) de los cuales

los niveles de xilitol aumentaron -4 veces su concentrac¡ón en hojas rosetas luego de ser

sometidas al estrés (R¡zhsky y cols, 2004). En condiciones s¡milares de estrés por sequía,

un reciente estudio revela la acumulac¡ón de sorb¡tol y ribitol en hojas de plantas de

Arabidops¡s, cuya concentración basal aumenlo -1,5 y -3,8 veces más, respectivamente,

transcurridos 14 días el¡m¡nado el r¡ego (Nosarzewsk¡ y cols, 2012). De esta forma, los

polioles mencionados, en part¡cular sorb¡tol, x¡l¡tol y rib¡tol podrian cumplir un papel

osmoproteclor en Arabidopsis, siendo posibles sustratos de actividad SDH.

Aún cuando los antecedentes mencionados vinculan el metabolismo de polioles en especies

no-Rosáceas con la func¡ón de protecc¡ón atr¡bu¡da a solutos compatibles, la información

sigue siendo escasa hasta la fecha. En este contexto, la func¡ón y caracter¡zación de

enzimas SDH en especies no-Rosáceas perm¡tiria diluc¡dar cuál es el rol de poli-alcoholes

en estas especies, constituyendo un foco ¡nteresante de estud¡o en el área de la fis¡ología

Z-r AD Dr\-o
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6. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Para estudlar el ról de SDH en espec¡es vegetates no traslocadoras de sorbitol, se requ¡ere

un modelo adecuado que se encuentre caracter¡zado genéticamente y prop¡cio a la

manipulación genét¡ca.

Usar tomate como planta modelo presenla dificultades, debido al desconoc¡m¡ento de su

genoma y su ciclo de vida anual. Aún cuando la enzima SDH de esta especie ha sido

clonada y caracletizada en sus principales parámetros c¡nét¡cos (Ohta y cols, 2005) la

func¡ón flsiológica de LeSDH podría ser aclarada med¡ante !a investigac¡ón y evaluación

morfológica de plantas de tomate transformadas genét¡camente con secuencias LeSDH en

antisentido, por ejemplo, proceso que sin duda compromete un per¡odo extenso de tiempo.

Sin embargo, como modelo de especies no-Rosáceas, Arabidops¡s (angiosperma

d¡cotiledónea de Ia famil¡a Brassicácea) presenta varias ventajas, debido a su ráp¡do

crecimiento en comparación a la mayoría de las plantas (8-12 semanas), a su genoma

completamente secuenc¡ado y al corto tiempo que ¡mplica su transformac¡ón genética,

Además, ex¡sten numerosas líneas transgén¡cas disponibles de Arabidops¡s con genes

específ¡cos ¡nterrump¡dos por inserciones de ADN-T, como Ia colección SALK

(http://www.arabidops¡s.oro/; W¡enkoop y cols, 20 1 0).

7. Evidencias del metabolismo y transporte de polioles en Arab¡dopsis.

Arabidopsis utiliza sacarosa como pr¡ncipal fotos¡ntato floema-translocado con pequeñas

cantidades de rafinosa y no acumula poli-alcoholes, salvo en ciertas cond¡ciones de estrés

como fue descr¡to previamente (secc¡ón 5; Har¡tatos y cols). Estudios de perfiles

metaból¡cos med¡ante GC-MS han determinado la presencia de distintos polioles en sus

hojas, tales como myo-inositol, glicerol, eritritol, xilitol, manitol, lactitol, maltitol, ribitol y

sorbltol (Kap¡an y cols, 2004; Nosárzewski y cols,2012', Rizhsky y co¡s, 2004; Ebert y cols,

2010). Mediante genética reversa se ha ident¡f¡cado una familia de seis genes,

14



estrechamente relacionados con transportadores de alcoholes de azúcar, los cuales

comparten sobre un 75% de identidad aminoacidica con protelnas transportadoras

caracterizadas en especies que translocan pol¡oles como cerezas, ap¡o y llantén (Keplek y

cols,2005). Una detallada caracterizac¡ón ha sido realizada en un miembro de esta familia,

A\PLTS. Ensayos de trasporte en ovocitos de Xenopus y en levadura que sobre-

expresaban AIPLTS mostraron que podía ¡mportar lanto sorbitol en simporte con H*, como

también otros polioles (xilitol, eritritol e ¡nos¡tol) y hexosas (glucosa y fructosa; Keplek y cols,

2005; Re¡nders y cols, 2005). Además, una investigación más reciente caracteriza dos

nuevos transportadores de polioles en Arabidopsis, AIPMTl y 2, los cuales se localizan

principalmente en membrana plasmática de células de polen y x¡lema, con una alta

preferencia para el transporte de xil¡tol y fructosa (Klepek y cols, 2010).

l\,4ediante genética reversa ha sido posible además identificar secuencias que comparten

alta homología con enzimas ¡nvolucradas en la b¡osíntesis de sorbitol en especies

Rosáceas, como sorb¡tol-o-fosfato deshidrogenasa, cuya expres¡ón es ubicua en los

distintos órganos de Arab¡dopsis (AtS6PDH; Zamudio, 2010). Además, en el cromosoma 5

de esta espec¡e, se encuentra una sécuencia que codifica para una potencial SDH, como

será presentado a continuación.

8. Sorbitol desh¡drogenasa en Arabidopsis.

En un reciente estudio (Nosarzewski y cols, 2012) y en nuestro grupo de investigación, se

identificó mediante genética reversa un marco de lectura ab¡erto en el locus Atsg5'1970 que

codifica para una enz¡ma SDH en Arabdopsis thal¡ana, la que hemos llamado AISDH, La

secuencia aminoacídica de la proteína codificada por AÍSDH tiene una identidad cercana al

75olo con SDHs caracterizadas en especies vegetales (Tabla 1), siendo la única secuenc¡a

en el genoma de Arabidopsis con potenc¡al actividad SDH ya que el segundo ortólogo más

cercano (locus At5963620) comparte un -23 Yo de ¡dent¡dad con enzimas SDHS. ATSDH

posee los domin¡os conservados prop¡os de enzimas SDH como los residuos claves de

t5



unión a zinc, el sit¡o de un¡ón a NAD'y los res¡duos involucrados en el s¡t¡o catalítico de

unión preferente a D-sorb¡tol (Mandujano, 2010).

Tabla l. Porcentaje de ¡dent¡dad am¡noacídica de AÍSDH con diferentes enzimas SDHS
vegetales. Arab¡dops¡s ¿harana (número de acceso AF370161) presenta alta homología con SDHS
caracterizadas en especies no Rosaceas como tomate (BAE47038) maíz (A8A70761), y soya
(XP 003548224), y en especies Rosaceas como nfspero (A8042810), pera (BAD911B9), cereza
(MK71492), ciruela (ACL18054), durazno (8M94084)y la isoforma 5 de manzana (AAW33B13).

Anál¡sis de expresión por RT-PCR en tiempo real ¡nd¡ca que AISDH, se expresa en los

distintos órganos de Arabidops¡s, al ¡gual que LeSDH en tomate, registrándose una mayor

expres¡ón en semilla y hojas caul¡nares (Ampuero, 2012). Esta expresión ubicua ha sido

corroborada a nivel prote¡co utilizando un ant¡suero policlonal anti-AtSDH (Mandujano,

2010).

Anális¡s fi-sil¡co revelan que ATSDH correspondería a una proteína citoplasmática dado la

ausencia de dominios transmembrana en la secuenc¡a y carenc¡a de pépt¡dos de

señalización hac¡a vÍas secretorias. Tales pred¡cc¡ones bio¡nformáticas fueron confrmadas

usando fraccionam¡ento sub-celular med¡ante el cual se logró detectar la presencia de

ATSDH endógena sólo en la fracc¡ón enr¡quecida en citoplasma (Mandujano, 2010).

Estudios de los elementos regulator¡os en el promotor putativo de AÍSDH mediante

herramientas b¡o¡nformát¡cas revelaron la presenc¡a de elementos de respuesta a h¡po-

osmolaridad (PREATPRODH) y la sobre-representac¡ón del mot¡vo de respuesta a

luzloscur¡dad (L-box) sug¡riendo que ATSDH podria ser regulado por tales cond¡ciones

fisiológicas (Parada, 2010).
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F¡nalmente, estudios ln-sl/,co sobre la conformación estructural de AtsDH mediante

modelamiento por homología ut¡lizando como molde. estructuras de sDHs resuertas por

cristalografia (secc¡ón 4) reveraron que AtsDH une preferentemente NAD* en vez de

NADP*, en presencia de zinc (Mandujano, 2010). Estud¡os rec¡entes, reve¡an la presenc¡a

de una cola N-terminal de 11 aa sin estructura aparente en el modelo, la que podría

estabilizar la protéÍna al interactuar con otras subunidades, sugiriendo una posible

conformac¡ón multimérica de AtsDH en cond¡ciones nat¡vas, al ¡gual como ha s¡do descr¡lo

en otras SDHS (Maldonado,20l2).

9. Trabajo propuesto

La ¡nformación obtenida a la fecha constituye importantes antecedentes que permiten

catacterizar a AISDH, s¡endo fundamental corroborar tales resultados obtenidos ln-silrco

med¡ante diseños experimentales in-vivo. Para entender el rol que desempeña ATSDH en

Arab¡dops¡s, un aspecto fundamental a evaluar es su actividad. Tanto los parámetros

cinéticos como la espec¡ficidad de sustrato que presenla la protefna son herram¡entas

esenciales que permiten d¡lucidar en qué papeles f¡siológ¡cos podría estar ¡nvolucrada la

enzima en plantas.

Paru caraclerizat b¡oquímicamente una proteína es necesario disponer de un sistema

adecuado de síntesis. Trad¡c¡onalmente se ut¡lizan sistemas ln-ylyo de expresión heteróloga,

en los cuales se usufructa de la maqu¡nar¡a metabólica de bacterias y levaduras, para llevar

a cabo la síntesis de proteínas de interés. Hasta la fecha varios han s¡do los intentos por

pur¡ficar y caracferizat la proteína ATSDH a partir de s¡stemas de expres¡ón m-yiyo

(Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coÍ; Mandujano, 201O; Ampuero, 2012). l,4ediante

estos s¡stemas se ha logrado sintetizar la proteína recombinante en grandes cantidades

pero debido a la formación de cuerpos de inclus¡ón ¡mposibles de re-naturar (expresión en

E. coli)- y la obtención de formas inactivas de la enzima (expres¡ón én levaduras) no se ha

logrado la caracterización bioquím¡ca de la proteína. Dado estos antecedentes en el



presente trabajo se propone como una nueva alternativa, la slntesis lr-ylfro de AtsDH.

Antecedentes indican que ¡a síntesis de proteínas in-v¡tro provee potenc¡ales venlajas en la

producción dé proteínas citotóxicas, ¡nestables e insolubles (K¡m y Swarts, 1999)

constituyendo una adecuada pos¡bilidad para la obtención de ATSDH en forma activa y

soluble a partir de reacc¡ones de síntesis in-vitro, cuya posterior purifcación y evaluación

b¡oquím¡ca perm¡tirá disponer de fundamentales antecedentes para dilucidar el rol que

desempeña ATSDH en Arab¡dopsis.

con ¡gual f¡n, la evaluación fenotíp¡ca de plantas incapaces de sintetizar AtsDH permitiría

determinar ¡n-planta qué proceso fisiológ¡co podría estar s¡endo alterado en Arab¡dopsis

debido a la ausenc¡a de sDH. En er presente trabajo se propone ra rdent¡frcación,

caracter¡zación y evaluación morfométrica de líneas inserc¡onales de Ia colección de¡ sALK

lnstitute, en las cuales la región transcrita de ATSDH es ¡nterrumpida por un ADN-T de un

tamaño sufcientemente extenso para ¡mped¡r la correcta transcripc¡ón del gen (4,S kb,

http://arabidoosis.¡nfo; Alonso y col. 2003).

Con las herramientas propuestas en el presente trabajo de tesis de Magister, se espera

proveer de antecedentes que contr¡buyan a la investigación realizada en el marco de la

caracter¡zación de enz¡mas SDH y el rol de polioles en especies no-Rosáceas y en

particular en Arabidopsis.



ll. Hipótesis y Objetivos
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1. HIPÓTESIS.

El locus At5g5'1970 codifica para una sorbitol deshidrogenasa de Arabldopsls

thaliana que cataliza la reacción de ox¡dación de sorbitol con mayor eficiencia que

otros polioles y una disminución en los niveies de transcr¡to de este gen afecta la

respuesta de la planta en condiciones de estrés abiótico.

2. OBJETIVOS.

2.1, Objetivo general

Caracterizar bioquímicamente y determinar el rol in vivo de AISDH.

2.2. Objetivos específicos.

1, Determinar la actividad y especificidad de sustrato de AtSDH.

2. ldentificación y análisis molecular de líneas mutantes insercionales

homocigotas en AÍSDH de Arabidopsis.

3. Anál¡sis fenotíp¡co de líneas mutantes insercionales en AISDH.
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lll. Materiales y Métodos
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1, REACTIVOS

Se util¡zaron react¡vos de calidad apropiada para las técnicas empleadas de biologÍa

molecular, b¡oquím¡ca y cult¡vo de plantas. Estos productos fueron fabricados principalmente

por Fermentas, Promega, lnvitrogen, Axygen, Merck y Phyto Technology Laboratoies. El

proveedor de los reactivos claves util¡zados será indicado a medida que sé presenta la

metodo¡ogía relacionadá.

2. MATERIAL BIOLÓGICO

Para la real¡zación del presente trabajo se ut¡lizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo

Columbia 0 (Col-o), s¡lvestres e ¡nsercionales (SALK, de linea parental N60000), estas

últimas adquir¡das de Nott¡ngham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

Las cepas bacterianas ut¡lizadas fueron Escherichia coll qu¡miocompetentes DHSo y One

Shot@TOP10 (lnvitrogen) con genót¡po: supE44, A/acU169 (q8o/aczA[/]1 5), hsdR17, recA1,

endAl, gyrA96, th¡-1, relAl y F- mcrA 
^(m 

rr-hsdRMs-mcrBc) OSolacZAN¡'f 5 AlacXT4 recAl

araD139 A(araleu)7697 galu galK rpsL (StrR) endAl nupG, respectivamente.

3. METODOS DE BIOLOGíA MOLECULAR

3.1 EXTRACCIONES DE ÁCIDOS NUCLEICOS

3.1.1 Pur¡ficación de ADN genómico desde A/abidopsis thaliana.

Para evaluar la homocigos¡s de líneas SALK (secc¡ón 6.1) se extrajo ADN genóm¡co de

ho.las rosetas de plántulas de 15 días de crecimiento poslsiembra mediante una variante al

protocolo descr¡to por Doyle y Doyle (1987). Para llevar a cabo la extracción, se molieron

100 mg de tejido con pistilos plásticos estériles en presencia de Nrlíquido y 700 pL de



tampón CTAB 2X ICTAB 2% p/v; NaCt 1,4 M; Tr¡s-HCt lOO mM pH B,O; EDTA 20 mM; B_

mercaptoetanol 0,1% v/v (agregado antes de usar)]. La mezcla se ¡ncubó a 65 .C durante 1

h, mezclando por inversión cada 10 min. Se elim¡naron los restos de hoja mediante

centrifugación (20.000 g,5 m¡n) y se rescató el sobrenadante a un nuevo tubo de

m¡crocentrífuga. Posteriormente, se agregaron 700 uL de una mezcla de cloroformo:alcohol

¡soamílico (en proporción 24:1) y se agitó por 5 min. Una vez disuelta la muestra, se

centrifugó (7.000 x 9,5 m¡n) y se transf¡r¡ó el 70olo del volumen de la fase superior a un

nuevo tubo de microcentrífuga (-500 pl)- Se rep¡t¡ó una vez más la extracción con

cloroformo:alcohol ¡soamílico y la separación de fases por céntrifugación. posteriormente, a

la fase acuosa recuperada se agregaron 250 pl de isopropanol, la mezcla se ¡ncubó a -20

"C durante 30 min y se centrifugó (2O.0OO x g, 15 min) para luego descartar e¡

sobrenadante. Al prec¡p¡tado se Ie agregó 700 pL de etanol 70% frío, se centr¡fugó (S min,

15.000 x g) y se elim¡nó el sobrenadante. El ADN se secó a TA, durante 20 min y se

resuspendió en 50 pL de agua NP.

3.'1.2. Pur¡flcac¡ón de ARN desde Ara bictopsis thaltana,

Se siguió el protocolo y se usaron los reactivos proporc¡onados por el kit powerplant@ RNA

isolat¡on (MO-B|O). Las muestras dé ARN obtenldas fueron cuantificadas y analizadas

(sección 3.2) de manera prev¡a a ser ut¡l¡zadas como templado en reacciones de

retrotranscripción (RT-PCR, secc¡ón 3.4.2), s¡endo almacenadas a -80 .C hasta el momento

de su uso.

3.1.3. Purif¡cac¡ón de ADN plasmidial desde Escherichia coli.

Para la extracc¡ón de ADN plasmid¡al desde E. colii se dejó crecer en agitación durante 16 h

un cultivo de 5 ml con el ant¡biót¡co de selección correspondiente (sección 4.1).

Posteriormente, se extrajo el ADN plasm¡dial utilizando el kit AxypreprM plasmid m¡n¡prep

(Axygen Biosciences) según las especificaciones del fabricante, el cual fue almacenado a -

20 "c.

De forma excepc¡onal se ut¡l¡zó el k¡t comercial W¡zard@ P/us Midipreps DNA purification



System de Promega para obtener mayor cantidad de ADN plasm¡dial del vector de

expresión in-vitro pÉXP5-AtSDH(sección 3.5.1).

3.2. CUANTIFICACIóN Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS

3.2.1. Cuantificación y anális¡s mediante espectrofotómetro.

Las extracciones de ARN total de Arab¡dopsis (sección 3.1.2) y de ADN plasmdial para

expresión ,n-yrfro (sección 3.1.3) fueron cuant¡ficadas (4260) y anal¡zadas para constatar su

pureza usando un espectrofotómetro (NanoDrop@ ND-1000 UV-Vis). Et valor de la relación

A26o/A2so aceptada para extracciones puras de ADN y ARN es entre 1.g y 2.0,

respectivamente, mientras que para la relación A26dA2jo los valores para muestras puras de

ADN o ARN se encuentran en el rango de 1.8 y 2.2. Las muestras que presentaron valores

d¡ferentes a lo mencionado en ambos parámetros revelaron la presencia de solventes

orgánicos, algunas sales y proteínas, s¡endo descartadas.

3.2.2. Electrofores¡s en geles de agarosa y pur¡f¡cac¡ón desde geles

Las muestras de ADN (productos de PCR y d¡gestiones enz¡mát¡cas de ADN ptasmidial)

fueron visual¡zadas y analizadas en geles de agarosa de concentración variable (0,5% a

1,5%) según el tamaño del producto esperado. Como marcador de peso molecular se usó

Gene RulerrM (Fermentas@). Las muestras fueron mezcladas con tampón de carga (azul de

bromofenol 0.25%, xilene cianol 0.25% y glicérol 80¡/o) en proporción 4:1 previo a ser

cargadas. Todos los geles fueron preparados con tampón TAE 1X (Tr¡s-acetato 40 ml\4 y

EDTA 1 mM, pH 8) y una vez cargadas las muestras fueron resueltas en el gel a gO - lOO V

durante 30 a 40 min. Realizada la electroforesis, los geles fueron incubados durante 15 min

en bromuro de etid¡o 1 pg/mL y v¡sualizados con un trans-iluminador UV (Genecen¡us

Classic de SynGene@). Las ¡mágenes proporcionadas fueron cuantiflcadas mediante lmage

J, calculando Ia relac¡ón correspond¡ente a la cant¡dad de ng en el volumen de marcador

ut¡lizado con el volumen cargado de la muestra a ana¡izar. para clonar alguna de las bandas



visualizadas, ésta se escind¡ó del gel utilizando un bisturí para ser pur¡ficada mediante el k¡t

Wizard@ SV Gel and PCR C¡ean-Up System (Promega), siguiendo las instrucc¡ones del

fabricante.

3.2.3. Electroforesis en gelés de agarosa en condiciones desnaturantes.

Luego de constatar la puréza y concentración de purificac¡ones de ARN, se verif¡có su

calidad mediante geles de agarosa desnaturantes. Los geles fueron preparados con 1.5 %

agarosa, 1 X MOPS y 1 X formaldehído en agua DEPC. Una vez enfriado, el get fue

depositado en una cámara de electrofores¡s embeb¡da en MOpS 1 X. Las muestras de ARN

fueron mezcladas en proporción 2:1 con buffer de carga desnaturante con bromuro de etidjo

(2X Fermentas) e incubadas durante 10 min a 70 "C. Transcurr¡do este tiempo, las muestras

fueron ráp¡damente enfriadas en hielo, cargadas en el gel y somet¡das a electroforesis

durante 45 m¡n a 70 V. Finalmente las bandas fueron visual¡zadas en un trans-iluminador

UV (GeneGenius Classic de SynGene@).

3,3, PARTIDORES

La descr¡pc¡ón de los partidóres ut¡lizados en el presánte kabajo se encuentra en Tabla ll.

3.3.1 Diseño de part¡dores específ¡cos para AÍSDH.

Para el diseño de los partidores especlficos se usó la sécuencia del locus At5g5.l97o del

genoma de Arabidopsis, que codifica para una potenc¡al sorbitol desh¡drogenada (AÍSDH;

Genbank acceso: NM_124576; TAIR Access¡on locus 2173093; Nosarzewsk¡ y cols 2012).

El tamaño delADNg de AÍSDH es de 1959 pb, s¡tuándose el codón de ¡nic¡o y de término de

traducc¡ón en los nucleótidos 376 y 1840, réspectivamente. La secuencia se compone de

una región 5'no lraducible (5-UTR),5 exones y una región 3'no traducible (3'UTR; Figura

3).

se diseñaron partidores específicos que perm¡ten amptihcar et marco de lectura completo de



gen (AISDH-F y ATSDH-R, Tabla ll) para llevar a cabo ta clonación de AÍSDH en el vector

pEXPS-NT/TOPO (sección_3.s.1). Los partidores se diseñaron a partir del codón de inicio

para e¡ part¡dor sentido y el últ¡mo codón codificante (Leucina, CTC), en el caso del partidor

anti-sentido. En estos partidores, no se incorporaron nucleótidos adic¡onales ni sitios de

corte de endonucleasas dé restricción, con el fin de no intervenir en la d¡stanc¡a ópt¡ma a la

secuencia de un¡ón a r¡bosoma (Sh¡ne-Dalgano), presente en e¡ vector pEXps-NT/TOpO.

s'UTR exón 1 exón 2 exón 3 exón4 exónS 3'UTR

exón 1 l-493

intron 494-588

exón 2

intro¡ 657-1s4

exón 3 '7 55-1282

intron 1283-1366

exón ,1 1367-1554

,nt.n 
L5-:5:r641

exóI1 5 1648-1959** 
L IrrR-*- ls4i1r5'

F¡gura 3: Esquema representat¡vo del locus At5g5'1970 y sus respect¡vas reg¡ones nucleotÍdicas.

Con el f¡n de analizar los niveles de transcrito da AfSDH en llneas mutantes insercionales de

Arabldopsis (sección 3.4.3) se diseñaron partidores especÍficos en la región 3' del gen (exón

5 de la secuencia, Figura 3). Los partidores sentido y ant¡sentido fueron diseñados ut¡lizando

el programa Ampl¡fx a partir del nucleótido 1694 y 1788 de la secuenc¡a genóm¡ca,

respéct¡vamente. Ambos pares de partidores d¡señados para AÍSDH fueron analizados

mediante la Herramienta de Búsqueda y Alineamiento Local Bás¡ca, BLAST para confirmar

informáticamente Su especificidad.

Los otros partidores ut¡lizados en este trabajo de tesis fueron diseñados o bien publicados

por miembros de laborator¡o de Biología Molecular Vegetal (Tabla ll).

5' UTR



Tabla ll: Partidores uti¡izados en el desarrollo de Ia tesis.

Nombre ) Aplicación

Ol¡go-AP CG CCACG CGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTT
TTTTT

Síntesis de ADNC a partir de ARN Promega, l\,4adison, USA

Actina-F
Act¡na-R

CACACTTTCTACAATGAGCT
GCAGTGATCTCTTTGCTCAT

Control de calidad de la síntesis de ADNC. Amplifican una región interna
del gen acfna4 de 680 pb para ADNC y 800 pb para ADNg

(Tittarelli y cols, 2009)

ATTTTGCCGATTTCGGAAC Borde izquierdo T-DNA pROK2 en llneas Salk
(Alonso y cols, 2003;
http/signal.salk.edu)

UBIl O-F

UBIlO-R

26410-F
26410-R

GG CC]-IGTATAATCCCTGATGAATAAG
AAAGAGATAACAGGMCGGAAACATAGT

GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC
GGTCCGACATACCCATGATCC

Normal¡zador en reacciones de qRT-PCR. Juntos amplif¡can una
¡nterna de 61 pb de At4905320-

Normalizador en reacciones de qRT-PCR. Juntos amp¡ifican
¡nterna de 81 pb del gen 4t4926410

(Czechc¡,vsky T y cols, 2005)

una región 
(Czechc¡ /sky T y cols, 2005)

RD29A-F
RD29A"R

GMGTTTGCTTCAATG CTAGGfi ACTC
TCGTCACGGCAGACTCTGTT

Utilizado en reacciones de qRT-PCR como control en tratamientos de
inducción porfrío. Juntos amptitican una reg¡ón ¡nterna de A¿5g52310 (cuevas ycol'2008)

AtA6PR-F
AtA6PR-R

pAtSDH-F
pAtSDH-R

AGTTGTCCTGAGGTGGGGAAT
TGGTTGGTTCGTGCGGTAT

GACGGATCCTTCCTCTTTGTCTTTCCGG
GGACCCATGGAACTCTTCTCIGCTATGCTC

Utilizado en reacciones de qRT-PCR. Juntos ampl¡f¡can una reg¡ón
¡nterna de 170 pb de At2921250,Iocus que codifica una potencial aldose- (ZamudioS,2013)

Amplificación del promotor de ,AÍSDH. Juntos amplifican un fragmento de (Severin D, 2008)
692 pb ubicado rÍo arriba desde el sitio de ¡nicio de la traducción.

6-phosphate reductase (síntesis de sorb¡tol)

ATSDH-F
ATSDH-R

ATGGGGAAAGGAGGGATGTCTCAAG
TCAGAGATTGAACATMCTTTGATG

Amplificación del marco de lectura completo_de AfSDH. Juntos?mpl¡fican Este trabajo
1095 pb a partir de muestras de ADNC y -1,5 kb a partir de ADNg.

Este trabajoO.AISDH.F
Q.AISDH-R

f7 -F
T7-R

TGTGTCTTGAGTTCCTGACAAGTGGT
ATTGCTCCCACGAGCACTGGTTTCA

TAATACGACTCACTATAGGG
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Utilizados en reacciones de qRT-PCR para evaluar los niveles de
transcrito de AISDH Juntos amplifican un fragmento de 94 pb.

Secuenciaclón vector pEXP5-AISDH Macrogen Co. (USA)

M13-F
M,I3-R

GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC

Secuenciación vectores pCRS Macrogen Co. (USA)

21

Referenc ¡a

LBb1.3



3.4. REACCIONES DE PCR.

3.4.1. Amplificación del ADNc de AÍSDH mediante pCR

La reacción de PCR real¡zada con el objet¡vo de amplificar el ADNC de AISDH util¡zó como

molde una minipreparac¡ón plasmid¡al del vector pCRS-AfSDH(ADNc) (Mandujano, 2010) y

los partidores ATSDH-F y ATSDH-R (Tabla ll). La reacc¡ón se ll6vó a cabo en un volumen

final de 20 pl utilizando Pfu polimerasa, la cual exhibe actividad exonucleasa en sentido

3'-5' imp¡diendo la incorporación de nucleótidos erróneos durante la polimerización. La

mezcla conlenfa 1 X tampón de reacción suplementado con MgSOa, 0,2 mM dNTPs,0,S UM

de los partidores sentido y antisentido, I pl del molde de ADN plasmidial sin diluir y 1 U de

Pfu polimerasa recomb¡nante (Fermentas). El programa de reacción ut¡lizado se detalla en

Tabla lll, con el nombre AÍ§DH clonación.

El orotocolo qeneral para las otras reacc¡ones de PCR realizadas ut¡l¡zó la enzima TaqrM

DNA pol¡merasa (Sigma) deb¡do a su mejor rendim¡ento. La mezcla general se compuso de

la siguiente manera: lX tampón de reacción suministrado con 2 mM [ilgcl2, 0,2 mM dNTps,

0,5 pM de los partidores sentido y antisentido, 1 U de Taq pol¡merasa, ADN como molde o lo

que corresponda a repicar una colonia de templado (PCR de colon¡a) y agua NP suflciente

para completar un volumen_final de reacción de20 pL los programas de pCR se muestran

en la Tabla lll.

3.4.2. Reacc¡ón de Transcripción Reversa (RT-PCR)

Las muestras de ARN obtenidas con óptima calidad (secc¡ón 3.2) fueron tratadas con

DNasa para el¡m¡nar posibles remanentes de ADN producto de Ia extracc¡ón. Cada reacción

se realizó con 6 pg de ARN total en un volumen de reacción de 20 pl en agua DEPC. La

composición final de cada reacción fue: 1 X Tampón DNAsa I con Mgolr; 1 U DNasa l; 1,2 U

de inhib¡dor de RNasa RiboLockrM (Fermentas). La mezcla se incubó durante 30 m¡n a 37

oC, Iuego fue manten¡da en hielo (5 min) y se agregó EDTA a una concentración final de 2,5

mM.

Para la sfntesis de ADNC se util¡zó el sistema lmProm-llo Revérse Transcription de



Promega. Se mezcló 9,5 pl del volumen de ARN tratado con DNasa con 1,5 pM de partidor

ant¡sentido Oligo-AP (Tabla tt). So sometieron las muestras al programa RT-PCR el cua¡

com¡enza con una ¡ncubación de 5 min a 70 oC. Transcurrido este tiempo se deluvo el

programa momentáneamente para incubar los tubos en hielo (5 min) y se agregó 34,5 pl de

la mezcla de transcripción reversa (1X tampón tmprom-llo, 1O mM MgCl2, O,g mM dNTps,

1,5 U de inhibidor de RNasa RiboLock, agua DEPC). F¡nalménte, se añad¡ó 1 pt de la

enzima Transcriptasa Reversa a cada tubo. El programa continuó según lo detallado én

Tabla lll.

Se confirmó la cal¡dad del ADNC obtenido mediante la amplificac¡ón por pCR de un

fragmento de act¡na, util¡zando partidores específ¡cos y el programa del m¡smo nombre

(Tabla ll y lll). Conf¡rmada la integridad del ADNC, se real¡zaron reacciones de pCR

cuantitativo (secc¡ón 3.4.3).

3.4.3. Reacciones de PCR en Tlempo Real o RT.pCR cuantitativo

Para evaluar la expresión de¡ transcrito de AÍSDH en líneas inserc¡onales (secc¡ón 6..1) y eil

plantas s¡lvestres de Arab¡dopsis sometidas a estrés por frío (sección 6.3.1) se real¡zaron

exper¡mentos de RT-PCR cuant¡tat¡vo, util¡zando la sonda fluorescente SYBR green,

conten¡da en el kit SensiMixrM SYBR Hi-Rox (Bioline) y se empleó el termoc¡ctador

Stratage ne Mx3000P (Ag¡lent Technologies).

Para llevar a cabo la técnica, se d¡señaron partidores específicos para AfsDH (sección

3.3.1) y se ut¡lizaron partidores déscritos en la literatura para Ubq10 (AGI]. AI4gOSS2O\ y

26410 (AGlt At4926410) descr¡tos como adecuados genes de mantenim¡ento (houskeep¡ng)

en Arab¡dopsis (Czechowsky y cols,2005). De forma excepc¡onal se utilizaron partidores

especlficos diseñados para amplificar AfAOPR (aldosa 6 fosfato deshidrogenasa; Zamud¡o,

datos s¡n publ¡car) para evaluar de manera complementaria los niveles de transcrito de este

gen en plantas silvestres sometldas a estrés por frío (secc¡ón 6.3.1).

Un vez obtenidos todos los partidores a util¡zar, se determinó la eficiencia de cada par, salvo

los descr¡tos para ATAOPR (previamente evaluados; Zamudio, datos sin publ¡car). para esto,

se realizó una reampl¡f¡cac¡ón med¡ante PCR en tiempo real para cinco dituc¡ones (desde



1/1oo hasta 1/1,106) de una amplificación realizadá previamente por PcR convencional,

util¡zando cada par de partidores ¡ndepend¡entemente. Luego, la ef¡c¡enc¡a de cada partidor

(E) se obtuvo de la s¡guiente fórmula:

E =70(-1t 
Petulie e) (Ecuación 1)

donde la pendiente se obt¡ene de la recta en un gráfico del c¡clo umbral (Ct) v/s el número

de la d¡luc¡ón.

Una vez obten¡da las efic¡encias de los partidores, se real¡zaron las reacc¡ones de PCR en

tiempo real s¡gu¡endo las instrucc¡ones del fabricante, ut¡l¡zando 250 nM del part¡dor én

sent¡do y antisentido para la ampl¡ficación del fragmento de 26410, m¡entras que se usaron

350 nM de los part¡dores pal.a Ubq10 y ATSDH (concentraciones en que se obtuvo mejor

eficiencia). El programa utilizado fue qRT-PCR (Tabla lll) para todas las reacciones. Luego

de cada programa de amplificación se real¡zó una curva de disociación, que consistió en la

med¡ción de la fluorescencia durante Ia denaluración del producto de PCR (95 "C por 1 min,

60'C por 30 s y 95 "C por 30 s). La presencia de un ún¡co p¡co en un gráf¡co de

Fluorescencia vs. T" fue ¡ndicativo de la presencia de ur} solo amplificado en la reacción.

La metodología util¡zada requiere de una cond¡ción que sirve como "calibrador", la cual

corresponde a las condiciones normales o sin tratamiento. En esta tesis, el calibrador

correspondió a una planta s¡lvestré para evaluac¡ones de líneas mutantes SALK, y

cond¡c¡ones de tratam¡ento T0 para evaluar la ¡nducción de frío.

La cuant¡f¡cación se realizó utilizando los datos d-e. -e ido Umbral obtenidos mediante el

programa MxPro Software. Los datos se ingresaron a la Ecuación 2 (Pfaffl, 2001), junto a

los valores de eflciencia de cada par de partidores, que fue determ¡nado previamente.

(Ecuación 2)



Los datos obtenidos fueron grafcados med¡ante el programa GraphPad Prism. Se utilizó un

test de ANOVA de una via para determinar diferencias s¡gnif¡cativas (p<0,05) en los

promedios de cada conjunto de datos, seguido de un post-test de Bonferron¡ de

comparac¡ón múlt¡ple, para evaluar s¡ las diferencias entre él promedio de las réplicas era

s¡gn¡fcat¡vo (p<0,05). En general, cada medición fue realizada en triplicado a partir de dos

replicas biológicas.

Tabla lll. Programas de PCR util¡zados en el desarrollo de la tesis.

ATSDH clonación: Programa de PCR usado para la ampl¡f¡cac¡ón det gen AÍSDH mediante pfu
polimerasa usando los partidores ATSDH-F y ATSDH-R.

ATSDH chequeo: Programa de PCR usado para la amplif¡cación de AúSDH mediante Taq potimerasa
a partir de colon¡as transformadas de E, co/i con el vector pEXP5-A¿SDH, usando los partidores
ATSDH-F y ATSDH-R.

Homocigosis chequeo: Programa de PCR usado para la amplificación de los fragmentos gen-inserto
en líneas ¡nsercionales de Arabidopsis (sección 6.'1.1) usando los partidores ATSDH-F, ATSDH-R,
pAtSDH-F, pAtSDH-R y Lb1.3, según corresponda (ver resultados secc¡ón lV 2)

Peso TemDeratura l"Cl No de c¡clos
1 1 94 5 min 1

2
1 94 30s
2 1 min
3 72 1m¡n45s

3 1 72 10 min 1

10

Páso TemDeratura f'cl I T¡emoo No dc ciclns
I 1 94 5 min 1

2
I 94 30s
2 52 1 min
3 72 40s

3 I 72 10 min 1

10

T dé iiclos
1 1 94 5 min 1

2
I 94 30s
2 51 1 min
3 72

3 1 72 10 min 1

10



Actina: Programa de PCR ut¡lizado para comprobar la integridad del ADNC mediante la amplificación
de un fragmento inteno del act¡na 4, usando los partidores Act¡na-F y R.

RT-PCR: Programa para obtener ADNc mediante transcriptasa reversa usando partidores Oligo-AP

qRT.PCR: Programa de PCR cuantitativo usado para la amplificación de los fragmentos de los genes
normalizadores Ubq10, 4t4926410 y ATSDH con los partidores detallados en Tabla ll.

I I 1s 1

2 1 95"C 10 min 1

3
95"C 15 s

402 15 s

3 15 s

4

1 95"C 5s

1
2 25"C 1s

c3 tJ 15 s

4 95"C 1s

Fsfá.1.1 Paso Tsmoeratura loCl I Tiemoo No de ciclos
1 1 95 5 miñ 1

2
1 95 30s

50 45s
3 30s

3 I 72 '10 min 1

'10

Estado Paso Témn.rar¡rf, l"Cl

1

70 5 mln

2 hielo 7 min

2

1 25 5 min

2 42 60 min

3 70 15 m¡n

3 1 4

- Fstái{ñ . i. Paso Témneráfrrrá l'{:l

1

3



3.5. CONSTRUCCIONES GENÉTtCAS,

3,5.1 , Clonación de AúSOfl en vector pEXP5/TOPO@.

Para produc¡r la protefna de fus¡ón H¡S-AtSDH in-v¡tro fue necesar¡o d¡sponer de un

plásm¡do recombinante compatible con el s¡stema de expres¡ón utilizado (ExpresswayrM

Cell-Free: lnvitrogen). El vector pEXPS-NT/TOPO@ (lnv¡trogen; Figura 4) posee el promotor

T7, un s¡t¡o de unión a ribosoma (RBS) y conf¡ere un epftope (6xH¡s) en el extremo N-

terminal de la secuenc¡a, características que lo hacen apropiado para la síntesis de

proteínas ln-vlfro.

Figura 4. Esquema del vector de expresión pEXP5.NT/TOPO@: Vector compatible con el sistema

de síntesis rn-y,tro Expressway Cell-Free; T7, promotor ¡nduc¡ble; RBS, sitio de unión a ribosoma
(secuencia Sh¡ne-Dalgano): ATG, in¡cio de transcripción y traducción; 6xHis, reg¡ón de polihistidinas
(epítope His6x); TEV, sitio de reconoc¡miento de la proteasa de Tobacco Etch Virus; TOPO, sitio de
reconocimiento y ligac¡ón del ADN de interés mediante topoisomerasa l; T7 term, term¡nador de la
transcripc¡ón; pUG or¡g¡n, origen de replicación de alto número de cop¡as, ampic¡llin, gen de
resistencia a ampicilina (B-lactamase).

El vector pEXP5-NT/TOPO@ perm¡te clonar productos de PCR que contengan en su

extremo terminal 3'deoxyadenosina (A) debido al apaream¡ento de bases que ocurre con la

timina desapareada que posee el vector en su sit¡o de clonamiento. Para ut¡l¡zar este

s¡stema, fue necesar¡o agregar én forma previa una adenina terminal en los extremos 3' del

producto de PCR conespondiente a la amplif¡cación del ADNC de AÍSDH med¡ante Pfu

pol¡merasa (secc¡ón 3.4.1) purificado desde geles de agarosa. Con este objetivo, se realizó

pEXPS-NT/TOPO@
2745 bp



una mezcla que contenía: 1X tampón NHa, 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM dATP, 0.5 U de Taq ADN

polimerasa Biolase (Bioline) y 100 ng de producto PCR puriflcado. La mezcla se ¡ncubó a 72

"C durante 30 min.

Obtenido el inserto, se realizó la reacción de ligación con pEXP5-NT/TOPOo en una mezcla

que contenía 1 pl de vector y de soluc¡ón salina, en un volumen final de 6 Ul. La mezcla se

¡ncubó a 4 'C durante 2 h y luego se transformó E. coli One Shot@ TOP10 (secc¡ón 4.2).

Los clones res¡stentes a ampicilina fueron analizados med¡ante ensayos de PCR (secc¡ón

3.4.1), digestiones enzimáticas (sección 3.5.1.1) y finalmente por secuenciac¡ón del ADN

plasmid¡al (secciones 3.1.3 y 3.6) para conf¡rmar la fidel¡dad del inserto clonado.

3.5.1.1. Digestiones enz¡máticas para la selecc¡ón de clones pos¡tivos pEXP5.

ATSDH

Para confirmar la identidad y or¡entac¡ón de AfSDH en el vector pEXP5 se real¡zaron

ensayos dé restr¡cc¡ón con Ayal (Eco881, Fermentas). Esta enz¡ma corta una vez en la

secuencia codiflcante de AÍSDH (nucleót¡do 668) y en el vector de clonamiento pCRB

(nucleót¡do 2577). La mezcla se realizó en un volumen f¡nal de 20 pl que contenía 1X

tampón Tango, 1 U de Aval y 500 ng de ADN plasm¡d¡al, s¡endo incubada (37 'C, -2 h) y

luego visual¡zada en geles de agarosa (sección 3.2.2).

3.5.2. Clonación de fragmentos de ADN en el sistema pGR@8

Con el fin de ¡dent¡ficar la exacta ubicación del T-DNA en líneas insercionales de

Arab¡dopsis, se clonaron fragmentos de ADN 'gen-inserto" (secc¡ón 6.1.1), util¡zando el

sistéma pCR@8/GW/TOPO@ de lnvitrogen. Este sistema de clonación cuenta con la enz¡ma

Topoisomerasa I covalentemente unida en la secuenc¡a CCCTT del vector, favoreciendo la

clonación de los productos d6 PCR que poséen una adenosina libre en cada extremo de

forma muy efic¡ente.

Para util¡zar este sistema, 50-100 ng de producto de PCR previamente purificado desde

geles de agarosa (secc¡ón 3.2.2) se mezctó con el vector pCR@8 en una reacc¡ón que

contenÍa I IJI de véctor y de solución sal¡na según lo recomendado por sus fabricantes, en



un volumen final de 6 Irl. La mezcla se incubó a TA durante 2 h y luego se transformó E. coll

(sección 4.2). Los clones res¡stentes a espectinomic¡ná fueron anal¡zados med¡ante ensayos

de PCR (sección 3.4) y por secuenciación (sección 3.6) para conf¡rmar la f¡delidad del

inserto clonado.

3.6. SECUENCtACtON.

La secuenc¡ación de los ADN plasmid¡ales fue real¡zada en Macrogen Co. (USA), usando

los partidores M13F y M13R para clonaciones en vector pCR8, y T7F y T7R para el vector

pEXP5-AÍSDH (Tabla ll, sección 3.5).

4. TRABAJO CON BACTERIAS

4.1. CRECIMIENTO DE BACTERIAS

Bacterias E coli (sección 2) fueron cultivadas durante 16-20 h a 37'C en medio LB llquido

(1olo tr¡ptona, 1% extracto de levadura, 0,8 o/o NaCl, pH 7 .0 a 25 'C) y sólido (mezcla anterior

suplementada con 1,5% de agar), agitadas a 200-250 rpm en el caso del cult¡vo en medio

líqu¡do.

Los ant¡bióticos de selección ut¡l¡zados para E coli fueron espect¡nom¡c¡na (100 mg/L) para

las cepas transformadas con el véctor de clonación PCRB y amp¡cil¡na (100 mg/L) para las

cepas transformadas con el vector de exprés¡ón rh-vfro pEXP5-NT/TOPO@ (sección 3.5).

4.2. TRANSFORMACIóN DE E. CO'i POR GOLPE TÉRMICO

A alícuotas de E. coli quimiocompetente DHss y One Shot (100 pl con O.D. 1,0) se les

agregó 50-100 ng de la construcción de ADN deseada, incubando la mezcla en hielo

durante 20 min. Luego, las muestras fueron sometidas a un golpe de calor (42 oC durante

30 s) tras lo cual, fueron ub¡cadas rápidamente en hielo (-10 min). Una vez transformadas,

las célu¡as fueron ¡ncubadas en 'l ml de LB (1 h, 37 "C,200-250 rpm) y sembradas en LB-



agar suplementado con el antibiótico de selección correspondiente (sección 4.1). Colon¡as

capaces de crecer en medio con antib¡ót¡co fueron anal¡zadas mediante PCR (sección 3.4.1)

5. TRABAJO CON PROTEINAS

5.1. GUANTIFIGACIÓN DE PROTEíNAS

El método de cuantificación por Bradford (Bradford, 1976) se basa en la capacidad de las

proteínas de ¡nteracc¡onar con una soluc¡ón ácida de azul Coomassie G-250 y modificar la

longitud de onda de su absorbancia máxima, que pasa de 465 nm a 595 nm. Para

cuant¡ficar ¡as proteínas, una alícuota del extracto proteico se llevó a 800 pl con agua, y se

añadieron 200 pl de react¡vo de Bradford ("Protein Assay Concentrated Dye", BioRad). La

mezcla se ¡ncubó durante 10 min a TA para estabilizar el color, y sé determ¡nó su

absorbancia a 595 nm mediante espectrofotómetro (Jenway 6300, Equ¡lab). La absorbancia

es d¡rectamente proporcional a la concentración de protéina. Esta relación lineal se

determ¡nó empíricamente mediante el uso de un éstándar de albúmina sérica bovina

(S¡gma) a diferentes concentraciones y obteniendo una recta patrón.

5.2. SÍNTESIS IN.VITRO DE HiS-AISDH

Para llevar a cabo la síntesis de la proteína de fusión His-AtSDH se utilizó el sistema de

transcripción y traducción ,n-yifro, ExpresswayrM Max¡ Cell-Free E. coll Express¡on System,

(lnvitrogen). Para la síntesis se util¡zó el vector de expresión pEXP5-AISDH (sección 3.5.'l),

siguiendo las instrucciones recomendadas por sus fabricantes, con una modif¡cación en la

lemperatura de incubación (30 "C) y utilizando una mayor concentración de vector (1,5 pg,

secc¡ón_3.1.3).



5,3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DENATURANTES (SDS- PAGE).

Para evaluar la correcta síntesis ln-yilro de la proteína de fusión His-AtSDH y el tamaño y

nivel de pureza de la proteína en las distintas etapas de purificación (sección 5.4) se

rcalizarcn eleclroforesis en condiciones denaturantes ut¡l¡zando una cámara vertical Mini

PROTEAN@ Tetra Cell (Bio-Rad). Según el tamaño esperado de His-AtSDH (42 kDa) se

prepararon geles SDS-PAGE al 12o/o, los cuales perm¡ten Ia separación adecuada de

proteínas en el rango de 37-75 kDa.

El gel separador se preparó usando 1,7 ml de agua desionizada, 2 ml de una solución de

acr¡lam¡da 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0,8 % (p/v); 1,3 ml de un tampón Tris-HCl 1,5 M pH

8,8; 50 pL de SDS 10% (ptu), 30 pL dé APS 10 % (p/v) y 5 r¡L de TEMED. EI gel

concentrador fue preparado al 4o/o (plv'¡ usando 1,54 ml de agua des¡on¡zada, 0,335 ml de

una sotución de acrilam¡da 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0,8 % (p/v); 0,625 ml de un tampón

Tr¡s-HCl 0,5 M pH 6,8; 25 trL de SDS 10% (p/v), 25 pL de APS 10 o/o (p/v) y 3 UL de TEMED.

Las muestras de proteínas se mezclaron en proporción 2:1 con un tampón de carga 2X f125

mM Tris-HCl pH 6,8, glicerol 20 Yo (vlu), B-mercaptoetanol 2o/o (ulv), azul de bromofenol 0,1

% (p/v) y 4 % (ply) SDSI y se incubaron a 75'C d_uIante 15 m¡n. Una vez cargadas las

muestras, los geles corr¡eron por med¡a hora a 80 V seguido de aproximadamente 2 h a 100

V (hasta el momento antes de la caída del frente). El tampón de conida fue preparado con

25 mM Tr¡s-HCl pH 8,8, 192 mM gl¡c¡na y 0,1 7o (p/v) SDS.

Real¡zada la electroforesis, los geles fueron revelados mediante tinción de Coomass¡e

(sección-s.3.1) o transfer¡dos a membranas de nitrocelulosa para posteriores Westem blots

(sección 5.3.2). La masa molecular relat¡va de las proteínas se determ¡nó a pañir de su

migración electroforética con respecto al estándar de peso molecular Prestained Prote¡n

Ladder (Fermentas) el cual cont¡éné 10 proteínas patrón de una masa molecular: '10,17,26,

34, 43, 55, 72, 95, '130, 170 kDa, siendo dos de ellas coloreadas: banda de 10 kDa (verde) y

72 kDa (naranja).



5.3.1. Tinción de Coomassie.

Los geles SDS-PAGE fueron revelados con azul brillante Coomassie R-250 0,3 % p/v

disuello en una mezcla de metanol 50 o/o v/v, ác¡do acético 10 o/, vlv. Los geles fueron

incubados en esta mezcla durante 2 h con agitac¡ón constante y luego fueron desteñ¡dos

con la misma mezcla s¡n azul brillante Coomassie, hasta obtener un contraste claro de las

bandas.

5.3.2. lnmunodetecc¡ón médiante Western-Bloi.

Una vez corridas las muestras de proteínas en geles SDS-PAGE, éstas fueron transferidas

a una membrana dé nitrocelulosa (Thermoscientific) usando la cámara de transferenc¡a

Trans-Blot@ SD "Semi-Dry Electrophoret¡c Transfer Cell" (B¡o-Rad). Los filtros, gel y

membrana fueron embebidos en un tampón de transferencia que consistÍa en 192 mM

glicina, 25 mM Tris-HCl pH 8,3, 0,'l % (p/v) SDS y 15 o/o (vlv) metanol. La transferencia se

efectuó a 15 V durante 15 m¡n, luego de la cual se lavó.la membrana en TBS-T (20 mlM Tris-

HCI pH 7,5; 140 mM NaCl y 0,'l Tween-2o o/o (v/v)) y se determinó la presencia de proteínas,

¡ncubando la membrana en una soluc¡ón de Rojo de Ponceau (Rojo de Ponceau 0,1 % (p/v),

ác¡do acét¡co 5 % (v/v)). Luego se lavó la membrana con agua destilada hasta que ¡a t¡nción

desparec¡era y se incubó en una mezcla de TBS-T y leche 3olo (p/v) con ag¡tac¡ón suave a 4

'C durante toda la noche (bloqueo). Al día s¡guiente la membrana se lavó 3 veces con TBS-

T durante 10 min y fue incubada en TBS-T, leche.3 % (p/v) y ant¡cuerpo primario Anti.His a

una concentración 1:3000 (Mousé lgc monoclonal, Sigma) en ag¡tac¡ón suave por 2-3 h a

TA. Transcurrida la incubación, se lavó la membrana con TBS-T durante 10 min (3 veces) y

fue manten¡da en TBS-T, leche al 3 o/o (p/v) más el anticuerpo secundar¡o Ant¡-mouse en

concentración 1:30-000 (Mouse lgc pol¡clonal, S¡gma) en agitación suave por 2-3 h a TA.

Transcurr¡do el tiempo, la membrana se lavó 3 veces con TBS-T durante 1O min.

El revelado se realizó ut¡l¡zando fosfatasa alcalina. Para esto, se lavó la membrana 2 veces

con tampón alcalino ('100 mM Tris-HCl pH 9,5; 100 mM NaC¡ y 5 mM MgCt2) durante 5 min y

se reveló la membrana con 20 ml de tampón alcal¡no más 66 pl de NBT S0 % (p/v) y 33 pl

de BCIP 50 % (p/v) a TA, hasta que las bandas se h¡c¡eran vis¡bles (-1-10 min). Finalmente

Ia reacc¡ón se detuvo con 20 ml de EDTA 20 mM.



5.4. PURIFICACIÓN DE H¡S-AtSDH POR CROMATOGRAFíA DE AFINIDAD.

5.4.1 .Sistema tradlclonal de purificación mediante columnas HisTrap.

Posterior a la síntesis in-vitro de la proteína de fus¡ón His-AtSDH (secc¡ón 5.2), la proteína

fue purificada utilizando la columna HisTrap de GE Healthcare@ de 1 ml. Para la purificación

se monl.ó un s¡stema que conectó la muestra y los tampones ut¡lizados med¡ante una

manguera a Ia columna, previo paso de las soluciones por un f¡ltro (poro 22 pm; conectado a

la manguera) con el fn de mantener condic¡ones estériles. Mediante este sistema, se utilizó

un flujo cont¡nuo para eluir la proteína en un grad¡ente de im¡dazol de 20 mM a 600 mM

como se detallará a continuación.

Se amb¡éntó la columná con 5 vol (equivalente a 5 ml) de tampón de ambientac¡ón (20 mM

imidazol, 20 mM tampón fosfato pH 7,4 y 100 mM NaCl). Una vez ambientada la columna se

cargaron -3 mg de protefnas totales del producto de reacción de síntesis (300 pl; sección

5.2) previamente d¡lu¡da en 5 vol de tampón de amb¡entac¡ón y luego, se lavó la columna

con 5 vol del m¡smo tampón para ev¡tar un¡onés prote¡cas ¡nespecíficas a la resina: esta

fracc¡ón fue recolectada para poster¡ores análisis (llamada frente de purificación).

Posteriormente se inició el gradiente de eluc¡ón, para esto se conectaron 10 vol inic¡ales de

tampón de ambientación y '10 vol de tampón de elución (600 mM ¡midazol, 20 mM tampón

fosfato pH 7,4 y 1O0 mM NaCl) méd¡ante una manguera f¡na, usada como puente entre

ambas soluc¡ones, perm¡tiendo un flujo continuo désde la solución más concentrada a la con

menor concentrac¡ón de im¡dazol. En este paso de pur¡f¡cación se recolectaron las d¡st¡ntas

fracciones en volúmenes de 2 ml. Finalmente, se lavó la columna con 10 vol de tampón de

elución para elim¡nar de la columna cualquier remanente proteico que pudiese haber

interactuado con la res¡na.

Durante todo el proceso de purificación se aplicó un fujo continuo de 1 mt/m¡n a las

soluciones por medio de una bomba perlstáltica (VWR). Las d¡stintas fracc¡ones

recolectadas fueron analizadas mediante el método de Bradford (sección 5.1), SDS-PAGE

(sección 5.3), western blot y análisis cinéticos (sección 5.5) con el f¡n de ¡dentif¡car la

fracción en que fue elu¡da His-AtSDH.



5.4.2. Sistema de purificac¡ón alternativo para pequeñas cantidades

Se implementó un sistema casero de purifcación para pequeños volúmenes mediante

cromatografía de afinidad a Ni*2 utilizando una micro-columna IMAC con 250 pL de resina,

similar al sistema comerc¡alizado His-Spin Protein M¡n¡prep (Zymo-Research). Este sistema

permite obtener proteinas de fusión a His pur¡ficadas en menor tiempo al ¡nvolucrado en un

s¡stema convenc¡onal (sécc¡ón 5.4.'1) y a una mayor concentración al uliliz pequeños

votúmenes de elución.

5,4,2.1. Proceso de pur¡flcación

Para llevar a cabo la purificación med¡anté éste s¡stema, el producto de reacc¡ón

obtenido mediante síntes¡s ,,h-yrfro (200 pl; sección 5.2) fue centrifugado a 12.000 x g

durante 20 min a 4 "C. El sobrenadante recuperado fue suspendido en un volumen

equ¡valente de buffer de resuspens¡ón 2X compuesto por el amortiguador Tris-HCl 20 mM

pH 8,2, ¡midazol 20 mM, NaCl 1M y glicerol 20Vo ylv,la mezcla fue homogén¡zada mediante

vortex durante 30 s e incubada a TA durante 5 m¡n. El sobrenadante resuspendido se ub¡có

en la columna IMAC, se homogen¡zó con la res¡na med¡ante vortex, se ¡ncubó a TA (5 min) y

se cenf¡fugó durante 30 s a 8.000 x g. Poster¡ormente, la proteína H¡S-AISDH unida a la

res¡na, fue sometida a una serie de lavados con el f¡n de eluir las demás proteínas que

forman parte de la reacc¡ón de síntesis, unidas de manera inespecifica y no covalente a la

resina. Para esto, se realizó un pr¡mer lavado con 500 pl de buffer de resuspens¡ón 1X y

luego dos lavados consecut¡vos usando el mismo buffer suplementado con 50 m[,4 de

¡m¡dazol (buffer lavado: Tris-HCl 10 mM pH 8,2, ¡m¡dazol 50 mM, NaCt 500 mM y cticerot

11o/o vl\t'). Luego se procedió a eluir la proteína H¡S-AISDH utilizando el mismo buffer a una

concentración de ¡midazol a 250 mM. Las d¡st¡ntas fracc¡ones obten¡das mediante este

s¡stema fueron analizadas de ¡gual manera a la descrita en secc¡ón 5.4.1.



5.4.2.2 Mantenc¡ón de las m¡nicolumnas de purificación

Cada dos purificaciones utilizando las minicolumnas IMAC, la res¡na fue recargada con Ni*2.

A cada columna se agregó 500 pl de buffer 1 de stripping (amortiguador Fosfato pH 7,4 20

mM, NaCl 500 mM, EDTA 500 mM), se homogenizó la res¡na con el buffer med¡ante vortex

durante 30 s, se incubó durante 2 m¡n a TA y luego se centr¡fugó por 30 s a 10.000 x g. Este

procedim¡ento se repitió 3 veces. Posteriormente se agregó buffer 2 de stripping

(amortiguador Fosfato pH 7,4 20 mM, NaCl 500 mM, ¡midazol 40 mM), la mezcla se

homogenizó, incubó y centrifugó de la m¡sma manera antes mencionada, rep¡tiendo el

procedimiento 3 veces. Luego se recargó la resina, agregando un volumen de NiSO4 0,1 M,

repit¡endo 3 vecés el procedim¡ento antes menc¡onado. Para finalizar se lavó la resina con

dos volúmenes de agua NP.

5.5. MEDICIÓN DE ACTIVIDAD SORBTTOL DESHIDROGENASA.

5.5.'1. Ensayos de act¡v¡dad cual¡tativos mediante geles nativos (zimogramas)

Mediante la técnica de z¡mogramas descrita por De Sousa y cols (2008) se evaluó la

actividad deshidrogenasa en el producto de reacción de síntes¡s ,n-y¡fro de H¡s-AtSDH. Para

esto, se cargaron 20 ng de la reacción en geles de poliacrilamida nat¡vo al 12 %, a los

cuales se le aplicó un voltaje de 80 V, durante 5 h a TA. Tanto el tampón de carga de las

muestras como el buffer de corrida ut¡l¡zado, poseen ¡a misma compos¡ción que la utilizada

en la preparac¡ón de geles SDS-PAGE, pero s¡n la ad¡c¡ón de SDS a las soluciones (secc¡ón

5.3). lnmed¡atamente f¡nalizada la corr¡da del gel, se incübó en un buffer que contenía: 50

mM Tris-HCl pH 9,0,15 mM NAD*, O,l8 mM NBT, 0,06 mM fenazina metasutfato y 68 mM

sorbitol por 30 m¡n a 37'C, para la visualización de la actividad SDH. Con el ob.ietivo de

evaluar cualitativamente la act¡vidad deshidrogenasa con otros polioles como posibles

sustratos para AISDH, los géles nat¡vos fueron incubados en las mismas condiciones

mencionadas, reemplazando la concentrac¡ón de sorbitol descr¡ta, por la de otros polioles

presentes en Arab¡dopsis. Como control positivo de reacción se ut¡l¡zó la enzima comerciai

SDH de oveja (Sigma, S3764) y como control negativo, productos de reacción in-vitro sin la



expresión de His-AtSDH. Todas las reacciones se detuvieron incubando los geles en una

solución de ác¡do acético 9 o/o y melanol 45 o/o durante 5 min, siendo luego fotografiados.

5.5.2 Ensayos de actividad cuantitativos mediante espectrofotometría.

La act¡vidad enzimát¡ca se determ¡nó en un mezcla de reacción que contenía: Tris-HCl pH

9,0 1OO mM, sorb¡tol 50 mM, NAD'2 mM. Durante la reacción enzimática, se mon¡toreó la

formación de NADH a 25 oC por med¡o del aumento en la A3ae. Se calculó la actlvidad de la

enzima en pmoles de NADH formados por m¡n y por volumen de enz¡ma (ml) lo que

equivale a una unidad de enzima (U), med¡ante la sigu¡ente ecuac¡ón:

Act ..especiJica =( '"'dn!*-,. 4)* c"
\ENADHx(xye )

(Ecuación 3)

Donde la pend¡ente corresponde a la var¡ac¡ón dé la absorbanc¡a con respecto al t¡empo

(m¡n) deb¡do a la formac¡ón de NADH producto de la reacción SDH obtenida med¡ante

especlrofotometría , €NADH es el coeficiente de extinción molar para nnOl IOZZO Un U"

cm'1¡, / corresponde al largo de la cubeta utilizada en la med¡c¡ón, Ve y Vc son el volumen

de enz¡ma y de reacc¡ón (pl) respect¡vamente y finalmente C" concentración de la enzima

purificada (secc¡ón 5.1 ).

Los ensayos c¡néticos se realizaron en un espectrofotómetro B¡otek Synergy 2 Uv-visible a

25 oC, con dos ¡nyectores utilizando placas Nunc@ de 96 pocillos (modelo 269620), las

cuales tienen prop¡edades adecuadas de transmitanc¡a y baja adsorción de proteínas.

Para realizar las mediciones cinét¡cas se generó un protocolo a través del software Gen5 del

espectrofotómetro (F¡gura 5). En todos los casos, la reacción fue desencadenada con Ia

ad¡ción de la proteína purif¡cada o producto de reaccián in-v¡tro. Se realizaron 3 o 4 réplicas

para cada concentración, con cinéticas de 1 min a una tasa de adqu¡sic¡ón de datos, que

resultaba en 300 observac¡ones totales: una cada 20 centésimas de s. Adicionalmente, el

éspectrofotómetro midió la longitud del paso óptico de cada pocillo pára normalizar las

mediciones a una longitud de paso ópt¡co de I cm.
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Figura 5. Protocolo software Gens. lnstrucciones creadas en el software del espectrofotémetro para
realizar las med¡c¡ones c¡néticas. Los iconos pequeños representan los diferenles pasos efectuados
para cada medición. En el d¡spensador 1 se coloca Ia enzima, la cual es ¡nyectada al poc¡llo que
contiene ¡a mezcla para desencadenar la reacción, seguido de un paso de ag¡tación por 5 segundos.
Fina¡mente se mide la cinéli6a. Esta secuencia se repite para cada pocillo de la pfaca.

5.6. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES CINÉTICAS APARENfES.

Las constantes cinéticas se calcularon a paftir de mediciones de velocidad in¡cial (vo) a

diferentes concentraciones de sustrato (S) manteniendo ia concentración del co-sustrato

constante y saturante (ver resultados: sección |V.1.5), ajustando a los datos el modelo

cinético de M¡chae¡is-NIenten descrito por la ecuación;

(Ecuación 4)

En esta ecuación, la KM es la constante de lvlichaelis, cuyo significado corresponde a la

concentración de sustrato a la cual v0 = l, Y¡¡¡x. La Vya¡ por su parte, es Ia ve,oc¡dad

máxima que puede alcanzar la reacción catalizacla por ]a enzima (pmoles mint mg' de

enzima) y a su vez, equivale al producto de la constante catalítica k""1 por la concentración

de enzima total [E]r. Específicamente. la k""r se calcula por med¡o de la ecuación:

Vr*"F7
,r, +[s]

,- V.rrxPM1r,"r11x0,00l
^'' - oo

(Ecuación 5)
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en donde, PM es el peso molecular de His-AtSDH expresado en g/mol: 0,001 es elfactor de

conversión para convert¡r los g/mol en mg/pmoles y 60 es el factor de conversión para

convertir los m¡nutos a segundos. F¡nalmente, la k",, se expresa en s-1.

6. TRABAJO CON PLANTAS

6.1. OBTENCION DE LINEAS INSERCIONALES HOMOCIGOTAS EN ATSDH

La colecclón de mutantes del SALK lnstitute iAlo;so y cols, 2oo3) cuenta con líneas

mutantes insercionales que ¡ntenumpen la secuenc¡a transcr¡ta de la mayoría de los genes

descr¡tos en el genoma de Arab¡dops¡s, por med¡o de un ADN-T de 4,5 kb. En esta

colecc¡ón se pred¡ce el lugar de inserción del ADN-T, por lo que, med¡ante una búsqueda en

la base de datos del Nottingham Arab¡dopsis Stock Centre (NASC) (http://arabidops¡s.info),

fue posiblé selecc¡onar 3 líneas mutantes en las que la inserción había sido designada en la

régión transcr¡ta de AÍSDH (4t5951970), específicamente en la región s'UTR

(SALK_020855), exón 3 (SALK_023456) y exón 5 del gen (SALK_077335), las que

des¡gnamos como sdhT-3, sdhl-1 y sdhl-4 respect¡vamente. Cabe menc¡onar, que el

nombre atribuido a cada mutante insercional s¡gue la designación de una rec¡ente

publicación en que fueron caracterizadas dos- líReas sdh- (sdh1-l, común en ambos

estudios, y sdhT-2; Nosarzewski y cols, 2012)

Una vez ádquiridas las distintas llneas, fuéron evaluadas a n¡vel molecular para veriflcar la

presenc¡a y ub¡cac¡ón conecta del inserto medianté PCR. Para eslo, semillas de cada línea

fueron sembradas y crecidas en med¡o h¡dropón¡co (sección 6.2.2). Transcurridos 15 días

de crecimiento desde su s¡embra, se extrajo el ADNg.de hoias rosetas (sección 3.1 .1) de l0

plántulas de manera independ¡ente y fue usado como templado en reacciones de PCR para

ident¡ficar pos¡bles líneas homocigotas. Con este f¡n, se utilizaron partidores éspecíf¡cos

para el gen y el ¡nserto (Tabla ll) siguiendo el protocolo descrito en

http://sional.salk.edu/tdnaprimers.2.html y utilizando plantas s¡lvestres como control de

reacción (para más detalles ver Resultados; secc¡ón lV.2). Con el fin de ver¡fic



ar el estado homocigoto de las línéas ya analizadas, la progonie (T2) de cada línea

¡nserciona¡ seleccionada por PCR fue evaluada mediante el mismo s¡stema ('10 plantas por

cada posible homocigota).

6.1.1. Determinación de la ubicación del ADN-T en líneas sdh-

Con el objetivo de ver¡ficar la ub¡cación del ¡nserto en líneas homoc¡gotas para cada

mutante ¡nsercional (sdh1-3, sdhl-1 y sdhl-4), la región amplif¡cada por PCR

correspond¡ente a parte del gen y del inserto fue ligada a vectores de clonac¡ón (sección

3.5.2). Luego de la transformac¡ón de células de E. coli DHSo quim¡ocompetentes con la

mezcla de l¡gación, se seleccionaron clones de ¡nterés en medio de selección y por PCR.

Aquellos clones posit¡vos fueron secuenc¡ados (secc¡ón-3.6) permit¡endo identificar la

ubicac¡ón precisa del inserto en el genoma de las 3líneas mutantes anal¡zadas.

6.2. CONDICIONES DE CREGIMIENTO PARA ARABIDOPSIS.

6.2.1. Crecimiento en tierra.

Las sem¡llas de cada línea a évaluar, fueron sembradas d¡rectamente en tierra (sin

esterilizar) en contenedores de 7 x 7 cm con una mezcla de t¡erra Turba rubia (neutralizada

a pH 6 con 3 kg CaCO3/m3 turba; nombre comerc¡at Balticpit, distribuida por PRODEASA@),

perlita y vermiculita en proporción 2:1:1 y se mantuv¡eron en cond¡c¡ones de humedad

elevada durante 3 días a 4'C en oscur¡dad, cubr¡éndolas con un film de plástico

transparente (estratificación). Transcun¡do ese t¡empo, se fue perforando el plástico, y se

el¡minó totalmente al cabo de 7 dfas. Las plantas fueron crec¡das bajo condiciones estándar

de crec¡miento para Arabidopsis en fotoperíodo corto (ciclos de I horas luz/ 16 horas de

oscuridad, con una ¡ntens¡dad de luz de 9000 lux) y regadas 2 veces por semana con una

solución nutritiva descrita por Hoaglands y cols (1938), dilu¡da a 0,5x (Tabla lV).



Tabla lV: Composic¡ón de la Soluc¡ón nutritiva tipo Hoaglands y cols 1938 (0,5X) ut¡lizada en
Servei de Camps Experlmentals (Univers¡dad de Barcelona, España).

7,0 1,0 1,0 2,0

6.2.2. Crecimiento en cultivo hidropónico.

Para la obtención de semillas de Arabidopsis, con el f¡n de evaluar la progen¡e (T2) de

líneas ¡nserc¡onales, se util¡zó un sistema de cult¡vo h¡dropón¡co. Para ello, se preparó una

soluc¡ón nutr¡tiva al 100X descrita por G¡beaut y cols (1997; Tabla V), la cual fue ajustada a

pH 6,0 y diluida a 1X para su uso. El soporte donde crecieron las plantas consistió en un

sistema comercial denom¡nado AmHaryesf se¿, el cual optimiza la recolecc¡ón de sem¡llas y

d¡stribución de las plantas. En este sistema, la solución nutritiva se mantuvo constante

mediante el riego una vez por semana. Las cond¡ciones de crecimiento durante todo el

desarrollo de las plantas fueron en cámaras dé cullivo a 22 "C con un fotoperíodo largo de

ciclos de 16 h luz (5500 - 8000 Lux). Las semillas fueron recolectadas de manera

¡ndependiente transcurr¡das 12 semanas desde su sembrado.

Tabla V: Composic¡ón (mM) de la Solución nutritiva (100X) para cultivo hidropónico,

0,2 0,15

6.2.3. Crecimiento in-yifro.

6.2.3.1. Ester¡lización de sem¡llas.

La esterilización de semillas de Arab¡dopsis se llevó a cabo med¡ante un método de

desinfección en líqu¡do para lo cual fueron manfenidas en ag¡tación durante 5 min en 1 ml
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de etanol 95o/o previaménte f¡ltrado (filtros M¡ll¡pore 22 pm). Luego de descartar el l¡quido,

fueron mantenidas en agitación durante 15 min en una soluc¡ón de Tritón X-100 0,1% y

etanol 70olo (filtrada), seguido de 5lavados con agua dest¡lada estéril.

6,2,3.2. Grec¡m¡ento de plántulas en placas de Petr¡

Para el cultivo in-v¡tro de plantas se util¡zó el med¡o MS (Murash¡ge y Skoog 1962), cuya

compos¡ción fue la sigu¡ente: medio basal MS 4,43 g/L, mio-inosifol 60 mg/L, con o sin la

adic¡ón de sacarosa (Sigma). El pH del med¡o se a.iustó a 5,7 - 5,8 con KOH 2M y se

añadieron 0,6 % de agar (Duchefa, Holanda). El med¡o se autoclavó durante 30 min a 120

oC, y fue vertido en placas cuadradas de 15 cm de diámetro. Una vez gelificado el medio se

procedló al sembrado de semillas estériles, dejándolas en oscuridad a 4 oC durante 48 h

para s¡ncron¡zar su germinación (estrat¡f¡cac¡ón), y luego transf¡riéndolas a una cámara de

cult¡vo a 2l t 2 oC en fotoperiodo de día largo (c¡clos de 16 h luzl I h oscuridad), con una

intens¡dad de luz de -5.000 lux.

6.3. TRATAMIENTOS DE ESTRÉS ABIÓTICO

6.3.'1. Tratamientos de ¡nducción en estrés por frío.

Con el objetivo de evaluar la transcripc¡ón de 2 genes involucrados en et metabolismo de

sorbitol, locus At5g5'1970 (AfSDH) y A12921250 (AtA6PRl se real¡zaron tratamientos de

estrés por frío en plantas silvestres de Arabidops¡s. Para esto, semi¡las fueron sembradas

en cond¡c¡ones in-vitro ulilizando med¡o MS (sección 6.2.3) suplementado con sacarosa al

1olo y crecidas durante 18 d en condiciones control a fotoperíodo neutro (ciclos de 12 h luzl

12 h oscur¡dad). Transcurrido este tiempo, las placas fueron transferidas a una cámara de

incubación que permit¡ó mantener las condiciones de fotoperíodo a 4 "C. Se tomaron

muestras de tejido vegeta¡ de 30 plántulas completas a 0, 1, 3, 6, 12 y 24 h inic¡ado la

¡nducc¡ón de estrés por frío- El mater¡al recogido, se congeló ¡nmed¡atamente en N2 líquido y

se conservó a -80 oC hasta la purif¡cación de ARN (sección 3.1.2).



6.3.2. Tratamiento de estrés osmótico, sal¡no y en med¡os suplementados con

sorbitol.

Sem¡llas de Arabidopsis (sdh- y silvestres) y plántulas de 7 días crecidas en placas petr¡ en

medio MS (sección 6.2.3.2) suplementado con 2lo de Sacarosa, fueron sembradas y

transferidas, respect¡vamente, a medios de cultivo MS suplementado con d¡stintas

concentraciones de manitol (100, 150 y 200 mM; estrés osmótico), NaCl (100, 150 y 200

mM; estrés salino) y sorb¡tol (30 mM) siendo mantenidas en cond¡c¡ones habituales de

crec¡m¡ento de fotoperíodo de día largo durante 10-35 dlas, en placas incl¡nadas (70') para

poder determinar la longitud de la raiz principal mediante análisis fotográfico con el

programa lmage J (NCBI).

En el caso particular de plantas de Arabidopsis sembradas en med¡os suplementados con

sorb¡tol, también se evalúo el número de raíces lateralés util¡zando una lupa (Olympus

MVx10) y el peso fresco y seco de hojas roseta, obtenido luego de mantener las hojas a 70

"C durante 48 h.

En general, se evaluaron entre 20-60 plantas en los d¡stintos tratamientos mencionados, los

cuales fueron repetidos en más de una ocasión.

6.3.3. Experimentos de deshidratac¡ón o sequía.

Las plantas de Arabidopsis, (sd¡,- y silvestres) fueron crecidas durante 4 semanas en tierra

(sección 6.2.1) y luego fueron somet¡das a estrés por deshidratación al el¡minar el riego

durante 14 días. Después de este periodo de pr¡vac¡ón de agua, las plantas fueron re-

hidratadas manteniendo las condiciones iniciales de crec¡m¡ento. La tolerancia a la

deshidratación fue determ¡nada como la capacidad de las plantas de reanudar el

crecim¡ento transcurr¡dos 14 dias de recuperac¡ón bajo cond¡ciones con¡tol (recovery,

Alcazar y cols, 2010).

La tolerancia a deshidratación fue evaluada en tres replicas biológ¡cas, cada una compuesta

de 25-30 plantas paru cada lÍnea evaluada.
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6.3.3.'l Medlclón del conten¡do relativo de agua (RWC)

Durante el t¡empo en que fueron privadas de agua las plantas somet¡das a estrés por

deshidrataclón, se m¡dió el contenido relatlvo de agua en sus hojas los días: 0 (in¡cio),4, 7

,11 y 14 de tratamiento. Para llevar a cabo esta medición, hojas rosetas fueron ext¡rpadas (s

hojas por cada línea evaluada), determ¡nando inmed¡atamente su peso fresco (FW). Luego,

las hojas fueron ubicadas en contenedores con agua des¡onizada, con su superficie adaxial

en contacto con el agua en cond¡c¡ones de oscuridad durante 24 h a 4 "C. Transcurr¡do este

tiempo, las hojas fueron retiradas del agua, puestas en contacto con papel absorbente y

pesadas ¡nmed¡atamente, obten¡endo el peso correspondiente a la hoja re-h¡dratada (turgid

weight, TW). F¡nalmente, las hojas fueron mantenidas a 70'C durante 24 h y pesadas para

determ¡nar su correspondienté peso seco (dry weight, DW). Obten¡endo los distintos valores

de pesos (FW, TW y DW) para cada día evaluado, el contenido retat¡vo de agua (RWC) fue

calculado a partir de la siguiente formula:

or" _(pw - ow)
lT'w Dty) (Ecuación 6)

6.3.3.2, Medición del contenido gravimélrico de agua en et sueto (SGWC)

El conten¡do de agua de cada contenedor (SGWC) fue medido durante el transcurso del

tratamiento de déshidratación. Se registró el peso de cada maceta durante el tiempo dé

pr¡vac¡ón de agua (días: 0, 4, 7 , 11 y 14) y una vez transcur¡dos los 14 días de recuperación

bajo cond¡ciones control (recover¡ng). Esta última medic¡ón correspondió al peso seco del

contenedor, obtenido luego de mantener todas las macetas a 70 "C durante 4A h. El

contenido gravimétrico de agua fue calculado divld¡endo el contenido de agua en el suelo

por el peso del suelo seco (Alcázar y cols, 2010) a través de la s¡guiente relac¡ón:

,Or, _ (p"ro.oraceta,,r, 
"",,,,,,,," 

- pero.sec o)

Pesr.¡. sec r.¡
(Ecuación 7)
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l.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD Y ESPECIFIGIDAD DE SUSTRATO DE

ATSDH

1.1 Construcción del vector de expresión ,n-vifro pEXP5-AISDH.

Para producir la proteína de fusión His-AtSDH in-vitro fue necesar¡o clonar el marco de

lectura abierto de AÍSDH en pExP5-NTffOPo@, vector compat¡ble con el sistema de

expresión ¡n-v¡tro utilizado para la síntesis de proteínas. En su Tes¡s de Magíster, Patricio

Mandujano (2010) ampl¡ficó AfSDH a partir de ADNC obten¡do de purificaciones de ARN de

diversos órganos de Arab¡dops¡s. Además, clonó el ADNG dé AÍSDH en el vector de enlrada

pCR@8, vector que fue utilizado en el desarrotlo de esta tesis.

A part¡r de ADN plasmid¡al del vector pCRS-AfsDH (ADNC) se amplificó med¡ante PcR un

fragmento de 1095 pb correspondiente al tamaño esperado para el marco de lectura abierto

de AfsDH (Figura 6A). Está banda fue purificada desde geles de agarosa para ser ligada en

el vector de expresión pEXP5, transformando poster¡ormente E. coli One Shot@ TOP'Í 0. De

las colonias que crecieron en el medio de selección (ampic¡lina), 6 fueron seleccionadas al

azar y analizadas mediante la ampl¡f¡caciÓn de AÍSDH por PCR (secc¡ón 111.3.4.1)' El ensayo

¡ndicó que 4 de los 6 ctonés anal¡zados contenían la construcción pEXP5-AISDH (datos no

mostrados). La presencia y or¡entación del ¡nserto en él vector fue conoborado a través de

ensayos de restricción con Aval, la cual presenta un sit¡o de corte en el vector y otro en el

inserto. De esta manera, se esperaba la l¡beraciÓn de una banda de 770 pb si el inserto se

encontraba en la orientac¡ón sentido respecto al promotor T7 presente en el vector de

expresión (Figura 68). Como se observa én F¡gura 6C, un clon de los 6 analizados por

d¡gestión presentó el patrón deseado de inserción en sent¡do de la secuencia de ATSDH en

pEXP5. Este clon fue secuenc¡ado utilizando los partidores T7F y T7R (Tabla ll, sección

lll.3.6). La secuenc¡a obtenida fue comparada con la secuencia de AÍ§DH depositada en la

base de datos (Genbank acceso: NM-124576). El al¡neamiento entre ambas secuencias dio

como résultado un 100% de identidad a nivel nucleotíd¡co.
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pcRs-
AISDH

1095pb - ) *

pEXPS-¡ rSD,'

Clones

<- 770 pb

Figura 6. Generación y anális¡s del vector pEXPS-A,SDí: A. Ampl¡ficación por PCR de IISDH
a parlir de ADN plasmid¡a¡ del vector pCRS-ATSDH (ADNc; Mandujano, 20'10) Se observa la banda
de 1095 pb correspondiente al tamaño esperado para A,SDH Como control negativo de la
reacción (C-) se utilizó una mezcla de reacc¡én sin templado. B. Ensayos de restricción con Ayal
para confirmar presencia y sent¡do de IÍSDH en clones transformantes resistentes a antibiótico: 1.
Esquema de digest¡ón del vector recombinante con AfSDH ligado en sent¡do; 2. En el gel de
agarosa teñido con bromuro de etidio se observa la banda de 770 pb esperada para el patrón de
digest¡ón en sentido con Aval. De los 6 clones evaluados, el clon 3 presenta el patrón deseado.
SD: ADN plasmid¡al sin digerir de uno de los clones selecc¡onado ál azar; PM: estándár de peso
molecular.

1.2. Síntesis ¡n-vitro de la proteína de fusión H¡S-AISDH.

S¡guiendo las ¡nstrucciones recomendadas por sus fabricantes se sintetizó la proteina de

lusión in-vitro His-AtSDH mediante el s¡stema Expressway cell Free y el vector de expresión

pEXPS-AISDH, generado previamente. La síntesis de la protelna fue evaluada mediante

Western blot usando el ant¡cuerpo comercial Ant¡-H¡s e¡ cual reconoce el epítope 6xHis

agregado a la sécuencia am¡noacldica de ATSDH en su extremo N-term¡nal. Med¡ante esta

A.
PM

B.

1.

Aval Aval

2.
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metodología fue posible observar una banda de peso molecular poco mayor a ios 40 kDa

sólo en productos de reacción ¡n-vitro de proteinas sintetizadas con ei vector de expres¡ón y

no así en aquellas reaccjones en donde no se incorporó e¡ vector de expresión a¡ proceso

de sintesis de proteínas, es decir, reacción in-v¡tro sin sintesjs de His-AtSDH lcontrol

negativo de reacción). El peso molecular observado medianie western blot para la proteína

de fusión coincide con el peso teórico calculado ¡-s¡lico (41,7 kDa. Figura 7) el cual

corresponde a la suma de los pesos moleculares teóricos para la proteína ATSDH (39.225

kDa) y ei epítope 6xHis (2,5 kDa). Como control pos¡tivo de inmunodetección, se utilizó la

proteina recombinante ATSDH-H¡s producida en bacterias (sistema heterólogo de expresión)

trabajo que ha s¡do reaiizado en forma previa en nuestro laboratorio (Ampuero O.20j2). La

presencia de una banda en el control positivo de peso molecular cercano a la observada en

Ia muestra de sintesis ín-v¡fro, nas permitió confirmar que la técnica de Western blot habia

sido realizada correctamente y corrobora la e{icacia del sistema ¡n-v¡tro en la síntesis de His-

ATSDH

c+ H¡s-AtSDH c- PM

42 kDa

55 kDa

40 kDa

Figura 7. Análisis de Western blot del producto de reacción obtenido luego de ta sintes¡s in-
vitro de la proteína recomb¡nante His-AtSDH. Medianie la técnica de Western btot anti,His se logró
obseruar una banda cercana a los 42 kDa en el producto de reacción de sintesis fi-vitro C+ proteína
His-AtSDH producida en bacterias (Ampuero, 2012), C- producto de reacción de sintesls /r-ylro sin
utilizar vecior de expresión PM, Estándar de peso molecular (kDa)

Este resultado nos permitió confirmar que mediante el sistema de expresión seleccionado

fue posible transcribir y traducir correciamente la proteína de fusión H¡s-AtSDH.
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1.3. Med¡ciones de act¡vidad en productos de reacción de síntesis in-

vitro,

Una vez conf¡rmada Ia sÍntes¡s de H¡s-AtSDH, un aspecto requerido para lograr caracter¡zar

bioquím¡camente la proteína da interés fue evaluar si las condiciones seleccionadas de

sÍntesis in-vlfro permitian obtener una proteína én conformación nativa y activa.

Para ello, la técn¡ca de z¡mogramas permite anal¡zar de manera cualitativa y colorimétrica

en geles nat¡vos de proteina la act¡v¡dad de enzimas que en su reacción tengan asociada la

liberación de H*, como es el caso de enz¡mas deshidrogenasas. Mediante esta técn¡ca y

util¡zando cond¡c¡ones descr¡tas para evaluar enzimas sorbitol desh¡drogenasas (De Sousa y

co|,2008) se observó un precip¡tado de color azul en geles nativos revelados utilizando

sorbitol como sustrato (Figura 8A). La presencia de este prec¡pitado se observó sólo en la

muestra correspond¡enté al producto de reacc¡ón de la síntesis de His-AtSDH in-vitro y no

así, en muestras de reacción sin síntesis de His-AtSDH (C-). Como control positivo de la

reacción se ut¡lizó la caracterizada enzima comercial SDH de oveja, la cual presenta

act¡v¡dad deshidrogenasa con otros pol¡oles además de sorb¡tol (Lindstad y cols, 1998). Al

cargar 2 U de SDH de oveja en geles natlvos se logró observar una intensa banda de

similares caracteristicas a la observada en el producto de reacc¡ón ¡n-vitro de H¡S-AISDH

recombinante, validando de esta manera la técnica util¡zada y conf¡rmando actividad SDH

de la proteína de ¡nterés, His-AtSDH.

Aplicando esta técn¡ca, fueron evaluados otros pol¡oles presentes en Arabidopsis como

pos¡bles sustratos de la enz¡ma. Con este f¡n, se reemplazó el sorbitol en la soluciÓn de

revelado con la misma concentración de los polioles; .xilitol, manitol, glicerol y eritritol (68

mM). Se observó la formac¡ón de producto én geles revelados con xilitol como sustrato

(Figura 8B) y no así con los otros polioles evaluados (datos no mostrados), indicando que

His-AtSDH tamb¡én presenta actividad xilitol deshidrogenasa.

Como es pos¡ble observar en Figura 8, el desplazamiento electroforético de His-AtSDH en

condiciones nat¡vas fue s¡milar al desplazamiento de,[a enzima SDH de oveja (C+) la cual

en estas condiciones ha sido descrita con un peso cercano a los 115 kDa. Mediante el uso



de un &atcador de peso mo¡ecular colareaCo. fue poslb¡e c-3nfirnlar e¡ pesc descrito en ja

litératurá para la enzimá comerciai. y un iamaño cerrano a 1S0 kDa para nuest.ra proteina

de interás (datos no mostrados) Este resullado jL¡ntó al obtenido en lá secció& anle.ior nos

ind,can que el peso molecular observado en cond¡ciones nátivas para His-AtsDH difiere al

peso molecu¡ar observado en condiciones denaturantes mediante ensayos de inmunoblot

(42 kDa, sección 1.2i, io cual sugiere una conforrnación muliimérica de His-AtSDH.

A. SORBITOL
C+ C-

B. XILITOL His_
C+ c- ATSDL

His-
ATSDL

115kDa,-,--' ff &tl

Figura 8: Anál¡sis de actividad mediante z¡mogramas del producto de la reacción ir-yifro de His-
ATSDH En los geles se observa el precipitado de color azul característico de actrvidad deshidrogenasa
usando como sustratos los pclioles sorbltol 1A) y x¡ itoi {B). Utilizando mantot, glicerol v eritritct como
sustrato no se observó activ¡dad aparente (lr¡ágeFes ¡o nrostradas). Coñto control positivo {C+) de
reacción se utilizó SDH de oveja (2U Sigma, 115 kDa) y corno control negativo (C, producto de
teacclón ¡n-v¡tro sin sin(esls de proieina. Todos los geles nativos fueron cargados con iqual
conc€ntracón de proteinas (10 pg de producto de reacción). incubados cgn sus respectivos sustratos
poi- 30 minutos y tratados de igual manera en su revelado para visualización colorimétrica. Las
imágeñes son representativas de lo observado en 3 replicas del experimento.

Como ha sido menc¡onado en la lntroducción (sección 1.4), las enzimas sorbitol

deshidrogenasas oxidan diferantes polioles a sus respectivas cetosas, siendo en oenerai su

sustrato preferente el sorbitol. La reacción de oxidación está acoplada en todos los casos a

la concomitante reducción det co-sr,strato NAD- a NADFT, s¡enclo este producto de la

reacción fácilmente cuaniificable mediante espectrofotometria siguiendo su tasa de cambio

a una absorbancia 340 nm. De esta forma, para confirmar lá actividad observada de manera

cualitativa en geles nativos, se realizaron rnediciones cuantitat¡vas de actividad usando

espectrofoiometría. Pam esto, se midió actividad a partir de mezclas de reacción de igual

concentración a las util¡zadas para revelar zimogramas de actividad. Como control negativo

de reacc¡ón se utilizó una mezcla de igual composición, en donde se reemplazó el producto

de reacción en ¡a que se indujo la sintes¡s de His-AtSDH por una reacción en la cual no se

inCujo l¿ síntesis de la proteina (C-).
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En F¡gura 9 se presentan los registros de absorbancia con respecto al tiempo obtenidos al

utifizar los d¡stintos polioles previamente evaiuados como sustratos de reácción. En eslos

gráficos se observó un mayor cambio en la absorbancia al utilizar sorbitol como sustrato,

segu¡do por el poliol xilitol. Al uti¡izar como sustratos er¡tritol, manito¡ y glicerol se observó un

pequeño delta de absorbancia, similar al obtenido en el control negativo de reacción. Estos

resultados corroboran lo observado en zimogramas indicando que ianto sorbitol como xilitol

son sustratos para la proteina recombinante, stendo sorbitol su sustrato preferente, dentro

de los 5 po,ioles evaluados.

Sorbitol

Xilitol
E

(c)
GIcerol
Erltritol

I

Sorbitol y NAD*

(c-)
Sorbitol y NADP'
NAD'

Figura 9: Med¡ciones espectrofotométricas a partir de productos de reacc¡ón de síntesis rn-
vifro. Gráf¡cos de Absorbanc¡a (Abs) con respecÍo al tiempo (min) de mediciones espectrofotométricas
a 340 nm utitizando: A, Dislinlos polioles como sustrato B. NAD* y NADP* como co-sustrato. El mayor
camb¡o en la absorbanc¡a se observa en productos de reacción /r-yrtro de His-AtSDH usando sorbitol y
NAD' como sustratos, seguidos por e¡ po¡iol xil¡tol. Este registro fue 4 veces menor al utilizar él
producto de reacción sin síntes¡s de proteinas (C-). El cambio de Abs. obtenido para los otros polioles
evaluados como sustratos, mezclas de reacc¡ón s¡n sorbitol o utilizando NADP* como co-sustrato son
de igual o menor magnitud que el C-.

E,
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Med¡ante espectrofotometría se realizaron otras med¡ciones de absorbanc¡a que permit¡eran

conf¡rmar la actividad SDH de His-AtSDH, descartando que ésta se debiera a otros

componentes o artif¡cios del sistema de expresión in-vitro. Como se observa en Figura 98 el

cambio de absorbancia registrado para mezclas de reacción en que no se agregó sorb¡tol y

en mezclas que se utilizó NADP'como co-sustrato en reemplazo a NAD'es similar al

cambio reg¡strado para el control negat¡vo de reacc¡ón, indicando que tanto sorbitol como

NAD* son necesarios y dependientes para act¡vidad SDH, mientras que NADP'no es un co-

sustrato para la enzima.

1.4. Purificac¡ón de His-AtSDH

Para lograr caracterizar b¡oquímicamente His-AtSDH en sus parámetros cinéticos (KM, VMAX

y k""r)fue nécesario disponer dé un sistema de purif¡cación que perm¡tiera obtener muestras

de proteína a un n¡vel de pureza adecuada, manteniendo su act¡v¡dad estable en el tiempo.

Una vez registrada actividad SDH en productos de sintes¡s in-v¡tro, se proced¡é a

estandarizar el proceso de purif¡cación de la enzima mediante cromatografía de afinidad

ut¡lizando columnas H¡s-Trap, dispon¡bles comerc¡almente. En estas columnas, et ión

metálico (Ni) inmovilizado en la resina de sepharosa permite retener a proteÍnas con tag de

histid¡nas en su secuenc¡a, como es el caso de H¡S-AISDH. Esto se debe a que el

am¡noác¡do hist¡dina es capaz de enlazarse con ¡ones metálicos quelados, como el níquel.

Esta ¡ntéracc¡ón se ve deb¡l¡tada al ad¡c¡onar una concentración adecuada de ¡midazol en la

solución permitiendo e¡uir la proteina de ¡nterés. Par+¡dentif¡car la concentrac¡ón necesaria

de ¡m¡dazol que permitiera eluir adecuadamente His-AtSDH de la columna, se real¡zó un

proceso de purificación siguiendo las instrucciones recomendadas por sus fabricantes en la

cual, Ia elución de la proteína se llevó a cabo usando un gradiente de ¡midazol (10-600 mM).

Los resultados obten¡dos mediante Western blot ¡nd¡can que 200 mM de im¡dazol son

suficientes para eluir gran parte de la proteina resombinante unida a la columna (F¡gura 10).

En futuros ensayos de pur¡f¡cac¡ón se optó por utilizar una concentración levemente mayor

de imidazol (250 mM) con elf¡n de asegurar la completa elución de His-AtSDH de la res¡na.
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F¡gura l0: Análisis mediante Western blot de la elución de la protefna recomb¡nante H¡S-AISDH
usando distintas concentraciones de ¡midazol en el proceso de pur¡ficación. Mediante la técn¡ca
de Western blot anti-His se logró observar la banda de 42 kDa correspondiente a His-AtSDH en
fracciones eluidas con concentraciones de ¡midazol desde 60 mM hasta 200 mM. Cada carril fue
cargado con ¡gual volumen de muestra. C+, producto de reacción de síntesis ir-vlrro de His-AtSDH.
PM, Estándar de peso molecular coloreado (kDa).

Las cond¡c¡ones de síntes¡s ,n-yrfro ut¡lizadas permiten obtener pequeños volúmenes de

produoto de reacción conten¡endo una baja concentrac¡ón de proteína recombinante. Este

hecho trajo como consecuencia la obtención de una proteína purificada mediante columnas

H¡sTrap de baja concentrac¡ón (-0,007 Ug/ttl a partir de 300 pl de producto de reacción).

Para solucionar este problema se implementó un sistema de pur¡ficac¡ón alternat¡vo para

pequeñas cantidades (secc¡ón-lll 5.4.2), en el cual se util¡zaron minicolumnas centrifugables

en lugar de las tradicionales columnas empacadas acopladas a un flujo continuo de

solvente. Este nuevo sistema de purificación permit¡ó obtener una mayor concentrac¡ón de

proteina puriticada, con un valor casi 10 veces mayor a part¡r de un mismo volumen de

producto de reacción ln-yllro (-0,06 pg/pl).

En primera ¡nstanc¡a, el proceso de purif¡cac¡ón de His-AtSDH en m¡nicolumnas se real¡zó

ut¡lizando las soluc¡ones recomendadas de manera estándar para purificac¡ones de

proteínas con tag de h¡stid¡nas (secc¡ón lll 5.4.1).-Mediante esta metodología, se obtuvo una

proteína de pureza aceptable (-90%) según cuantificación de densidad de banda por lmage

J, s¡n embargo se observó que la act¡v¡dad registrada una vez eluida la protefna disminuía

con el transcurso del tiempo, registrándose su completa inact¡v¡dad dos horas luego de ser

purif¡cada. Con el objetivo de obtener una proteína pura y activa de manera estable por un

tiempo suficiente para llevar a cabo los análisis bioquimicos correspond¡entes a su

caracterizac¡ón, se real¡zaron una ser¡e de pur¡ficaciones ut¡lizando diferentes soluciones, en



las cuales se varió la concentración de sal, el t¡po de amort¡guador, y se ¡ncorporó como

agente estabilizador al glicerol (10%), poliol descartado como pos¡ble sustrato dé ATSDH

(sección 1.3). Cada purificación fue realizada con iguales concentraciones de imidazol,

estandar¡zadas previamente y una vez élu¡da la proteína fue cuant¡ficada su act¡v¡dad cada

una hora mediante espectrofotometría, s¡endo manten¡da la allcuota de proteína a TA entre

cada médición. En Tabla Vl se ind¡ca el detalle de las soluciones util¡zadas en 4

purificaciones realizadas independientemente a part¡r de un mismo volumen de producto de

reacc¡ón de His-AtSDH in-v¡tro y el t¡empo en que se logró detectar activldad SDH sin

var¡ación a partir de la pr¡mera medición (1007o activ¡dad reglstrada a tiempo 0).

Tabla Vl: Detalle de las soluc¡ones ut¡lizadas para los procesos de purificación d€ His-AtSDH.
A, B y C son las soluciones utilizadas para resuspender la muéstra y equil¡brar la columna, lavar la
res¡na y eluir la proteina, respect¡vamente. El tiempo de estab¡lidad corresponde al t¡empo en que se
logró detectar actividad SDH s¡n variación a partir de la primera med¡c¡ón real¡zada una vez elu¡da la
proteína de la columna ('100% de act¡v¡dad a t¡empo 0).

Purif¡cac¡ón 1 Pur¡f¡cación 2 Pur¡ficac¡ón 3 Pur¡f¡cación 4

B. Lavado

Sodium Fosfato 20
mM pH 7,4; lmidazol
20 mM; NaCl 100

mM

TdsHCl '10 m[,4 pH
8,2; [¡gcl 2 m[,4;

lmidazol 50 ml\y';
NaCl 300 mN4

TrisHCl 10 mM pH
9,0; lmidazol50 mM;

NaCl 300 mM

TrisHCl20 mN4 pH
8,2; lmidazol 50 mM;

NaCl 500 mM;
Gl¡cerol 10%

rM;

estab¡l¡dad

Como se observa en Tabla Vl, el mayor tiempo de estabilidad enzimática se obtuvo al

realizar purif¡caciones con las condiciones descr¡tas para "pur¡ficac¡ón 4", en las cuales no

se reg¡stró cambio en la actividad SDH de His-AtSDH durante t horas. En estas condiciones

se obtuvo a la protefna recombinante con un 95,2% de pureza en la fracción de elución

Resuspensión
y Equilibr¡o

Sodium Fosfato 1O

rnN4 pH 7,4; lmidazol
20 m[r; NaCl 100

lrisHcl 10 m[4 pH
8,2; [,4qcl2 mN4:

lmidazol 10 mN,l:
NaCl 300 mN¡

TrisHC¡ 10 m1,"4 pH
9,0; lmidazol 10 mMl

NaCl 300 m[.4

TrisHCl20 mlv pH
8,2; lmidázol 10 mNl;

NaCl 500 mM;
Gl¡cerol 10%

C. Eluc¡ón

Sodium Fosfalo 20
mM pH 7,4i lmidazol
250 mM: NaCl 100

mM

TrisHCl 10 mN.4 pH
8,2; MgCl 2 m[4;
lmidazol250 mM;

NaCl 300 rnN,l

TrisHCl 10 mM pH
9,0; lmidazol 250

mN4; NaCl300 mMl
Glicerol 10%



analizada mediante ge¡es de proteínas teñidos con azul de Coomassie (cuantificac¡ón por

lmage J), sin ser detectada en otras fracciones recolectadas duranie el proceso de

purificac¡ón (Western blot; Figura 11).

His-AtSDH

Figura '11. Puriflcac¡ón de la proteína H¡S-AtSDH mediante min¡-columnas. En el proceso de
purif¡cac¡ón se utilizat-on las condiciones descritas en Tabla Vl (purificación 4) las que permitieron
obtener una mayor estabil¡dad enzimát¡ca de la proteína recombinante. A: Gel SDS-PAGE de
proteinas teñido con azul de Coomassie, B: Western Blot (anti-His). Los geles se cargaron con las
dist¡ntas fracciones recolectadas en e¡ proceso de puriflcac¡ón: F, frentej Ll-3, lavados consecutivos de
,a resina, eluc¡ón, fracc¡ón de proteína purificada (250 mM imidazol); Lf, lavado ñnal de la resina (600
mM ¡m¡dazol). En todos los casos se cargó el m¡smo volumen de muestra. C+: producto de reacción
de His-AtSDH ¡h-wlro (12 pg), PM: Estándar de peso molecular coloreado.

1.5. Constantes cinéticas de H¡S-AtSDH

Obtener muestras de proteína purificada con actividad estable fue un paso clave para lograr

caracterizar bioquimicamente His-AtSDH primer objetlvo de esta tesis. Para elio, se

evaluaron ias constantes cinét¡cas KM, Vv¡.x y k"u, para los dos principales sustratos

ásociados con actividad SDH; sorbitol y NAD'. Con este fin, se realizaron una ser¡e de

mediciones espectrofotométricas en las cuales se utilizaron diferentes concentracjones del

sustrato a evaluar, manteniendo el co-sustrato a una concentrac¡ón constante y saturatte en

A,

60



cada medición. Para el caso de NAD'se observó el curso tomporal del ¡ncremento de la

absorbanc¡a a 340 nm a concentrac¡ones crec¡entes (0 a 2 mM), manteniendo constante la

concentración de sorb¡to¡ (50 mM). Para evaluar los parámétros cinéticos con respeclo a

sorbitol, se registraron los valores de absorbancia utilizando concentrac¡ones del poliol

comprend¡das entre 0 mM a 50 mM, manteniendo al co-sustrato NAD. a una concentración

constante y saturante de 2 mM. Cada medición fue realizada en triplicado, desencadenada

por la ad¡ción de His-AtSDH a la mezcla de reacc¡ón (1,5 ng de proteína).

Para dar mayor robustez a los datos generados, se real¡zaron mediciones utilizando

muestra de la enzima obten¡da en procesos de purifcación independientes y se verilcó su

estabil¡dad a través del monitoreo periód¡co de su act¡vidad durante el t¡empo de realización

del experimento (datos no mostrados).

Los valores de absorbancla obtenidos para cada med¡c¡ón fueron registrados y

normal¡zados mediante la fórmula de actividad específ¡ca (Ecuac¡ón 3, sección 111.5.5.2) en

la cual la pendiente de la curva se calculó para el intervalo de t¡empo entre los 10 y 60

segundos de actividad. Obtenido estos va¡ores, se realizaron gráficos de actividad

específica con respecto a la concentración de sustrato evaluada. Como se observa en

Figura 12A, las curvas obtenidas presentaron la forma caracterist¡ca de curvas hiperból¡cas,

cuyo ajuste (cercano a 1 en ambos casos) permitió obtener los valores de la constante de

afinidad (K¡,!) y veloc¡dad máx¡ma (VMAX) para cada sustralo, correspondientes al modelo

cinético de Michaelis-Menten descrito por la Ecuación 4 (secc¡ón lll.5.6).

Siguiendo la metodología descrita, los valores de Vy¡a y K¡ obtenidos para sorbitol fueron

0,498 U/mg y 1,2 mM, respectivamente y 0,6 U/mg y 74,5 pM para NAD* (Figura 128). Para

obtener el parámetro de ef¡cienc¡a catalít¡ca, kcar, se ut¡l¡zó la formula descrita en Ecuac¡ón 5

(sección lll.5.6), la cual corresponde al producto de la VMAX y el peso molecular teór¡co de

His-AtSDH (41,7 kDa). Los resultados obtenidos de este parámetro fueron 0,39 s-1 para

sorbitol y 0,33 s'1 para NAD+.
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Figura 12. Parámetros cinéticos de His-AtSDH. l: Gráficos de actividad especif¡ca (U/mg) con
respecto a la concentración de los sustrato: sorbitol y NAD*. En ambos casos los valores de aciividad
específica corresponden al incremento de absorbancia registrado a distintas concentraciones del
sustrato a evaluar, manteniendo el co-sustrato a una concentración constante y saturante. Ambas
curvas se ajustan de manera cercana a una hipérbola (R'?- 1). Las barras representan ta desviación
estándar de los valores obten¡dos, n=3. B. Parámetros cinéticos K¡¡, Vr,¡,qx y kcar obtenidos para ambos
sustratos con su respectiva desviación estándar.

1.6 Especific¡dad de sustrato

Como ha sido mencionado anteriormente, las SDHS caracter¡zadas presentan

actividad desh¡drogenasa con otros pol¡oles además de sorbitol. Aunque med¡ciones en

z¡mogramas y espectrofotométr¡cas util¡zando reacc¡ones de síntesis in-yr'tro, ¡ndicaron

actividad de H¡S-AISDH con x¡litol (sección 1.3); fue de nuestro ¡nterés evaluar y cuantif¡car

la especificidad de sustrato de la proteína recomb¡nante a partir de muestras de enzima

purificada. De esta manera, se evaluó su espec¡ficidad ut¡l¡zando un rango más amplio de

posibles sustratos (presentes en Arab¡dopsis) y cond¡c¡ones de act¡vidad ya estandar¡zadas,

con concentrac¡ones saturantes. Para esto, de manera independiente se registró el curso

temporal del incremento de la absorbanciá a 340 nm ut¡lizando 2 mM de NAD* y 50 mM de

los sustratos d¡sponibles: sorbitol, ribitol, xil¡tol, manitol, eritr¡tol, iditol, arabitol, maltitol,

lactitol, fructosa y g¡ucosa. Cada medición fue realizada en duplicado a partir de una

2. NAD'

Co¡cent¡ation Sorbnol (mlil)

0,6039 t 0,013 0,331 0,01



muestra purificada de His-AtSDH, corroborando los resultados a través de la med¡c¡ón

tamb¡én en duplicado de una segunda muestra purifcada de manera ¡ndependiente. Lá

estabil¡dad enzrmática fue veriflcada a través del tiempo en que se real¡zaron los

experimentos para todos los casos

Obtenidas las curvas de cinética para cada medición, se procedió a caicular la actividad

especÍflca de igual manera antes descrita (sección 1.5). Los valores obtenidos iueron

promediados e indicaron que !a mayor actividad de H¡S-AISDH se a,canzó con sorbiiol,

como su sustrato preferente. seguido estrechamente por el pol¡ol ribitol, con el cual se

obtuvieron valores de actividad específ¡ca muy similares. En la Figura 13, se presentan los

resuitados obtenidos para todos Ios susiratos evaluados, los cuales al ser ordenados según

los valores de actividad especifica calculada. se obt¡ene: sorbitol (100%), ribitol (98%). xilitot

(80%), iditol (78%), arabitol (59%). man¡tol (32%), maltitol (14%), factito, (13%), eritr¡tot (7%),

glucosa (4%) y finalmente fructosa con 1yo de la actividad específica aicanzada con sorbitol.

Act. _.sp.
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Fructosa 0,0090 0,0156

Figura 13. Espec¡ficidad de sustrato de His-AtSDH. A. Valores promedto de actlvidad especifica
(Act esp. Ulmg) obtenidos de 4 medicrones realizadas usando 2 mlM de NAD. y 50 ml\¡ de sustrato.
En la tabla tambrén se indica la desviaclón estándar de los datos. B. Grafico de Act esp. co¡ respecto
al sustraio utilizado en las mediciones, en Jos cuales se observa con mayor claridad la especificidad de
susttato de la enzima en estudio. Letras diferentes sobre las barras indican dlferencras signrfrcativas
entre los datos, obtenido mediante análisis estadisirco utillzando ANOVA de una vía y Bonferroni como
posrtest (p<0.05)
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Con los resultados obtenidos se cumpl¡ó el primer ob.¡etivo propuesto en este trabajo de

tesis, al determinar los paÉmetros c¡néticos de His-AtSDH con respecto a sorbitol y la

preferencia de sustrato de la enzima purificada.



2. IDENTIFICACIÓN Y ANALISIS DE DE LíNEAS MUTANTES INSERCIONALES

HOMOCIGOTAS EN AfSDT' DE ARABIDOPSIS

Una vez identiflcada activ¡dad deshldrogenasa de la protefna recombinante His-AtSDH con

sorbitol y otros polioles como sustratos, fue de nuestro ¡nterés lograr ident¡f¡car cual es el rol

f¡s¡ológico de esta proteína en plantas de Arabldopsis thaliana. Para esto, fueron

seleccionadas tres líneas mutantes insérc¡onales de la colección SALK, en las cuales se

pred¡ce la ¡nserc¡ón de un ADN-T de 4,5 kb en la región transcrita de AÍSDH'

específ¡camenté en la región s'UTR, exón 3 y exÓn 5 dél locus, líneas que hemos llamado

sdhl-3, sdhl-1 y sdhl-4, respect¡vamente. Se predice que una ¡nserciÓn de ADN foránea de

tal magn¡tud disminulría los niveles de transcrito de este gen.

Debido a que la información dispon¡ble de estas líneas sólo pred,ce la ublcaciÓn dél ADN-T'

la cual puede estar ubicada hasta 3OO pb río abajo de la inserción (http://arabidopsis.¡nfo),

fue necesario en primera ¡nstancia ver¡ficar la presencia y precisa ubicaciÓn del inserto en

AISDH. Para esto, se realizaron evaluaciones moleculares mediante PCR sigu¡endo el

protocolodeScr¡toen@yutilizandopartidoreS

específ¡camente d¡señados para hibridar con regiones del gen y el ¡nserto (ADN-T; Figura

144).

La metodología ut¡lizada para llevar a cabo el análisis molecular, llamado genotipificación,

se basa en el producto de ampl¡ficación de dos reacciones de PCR realizadas de manera

independiente: una pr¡mera reacc¡ón, que permite ampl¡f¡car el gen o un fragmento de éste y

una segunda reacc¡ón, que permite amplifcar un fragmento que corresponde a parte del

gen y del inserto, presente sólo en líneas insercionales. Med¡ante este anál¡sis, reacciones

de PCR en las que se utiliza.ADNg de plantas silvestr€s como templado, se espera observar

sóto un amplifcado correspond¡ente a parté del gen (priméra reacción descr¡ta), mientras

que en líneas insercionales es pos¡ble observar dos fenÓmenos. Un primer caso

corresponde a líneas ¡nserc¡onales heterocigotas en las cuales la ¡nserc¡ón del ADN-T se

encuentra sólo en uno de los dos alelos del genoma de Arabidopsis, por lo cual se esperaba

observar tanto el producto de amplificación conespond¡ente a parte del gen (debido al alelo



que no presenta inserciÓn) como también el ampliflcado correspondiente a parte del gen y el

¡nserto (alelo con inserción). El segundo patrón de ampl¡flcado correspondiente a líneas

homoc¡gotas, con la inserción en sus dos aletos, se espera observar sólo el producto de

ampl¡f¡cación correspondiente a parte del gen y del ¡nserto.

S¡gu¡endo esta metodologla, el análisis molecular de la§ líneas adquiridas se llevÓ a cabo

utilizando como temptado el ADNg extraído a partir de hojas rosetas de plántulas silvestres

(WT, control) y de 10 plántulas independientes de cada línea insercional crecidas en medio

hidropónico durante 15 días (secc¡Ón lll 6.2.2). Una vez conf¡rmada la calidad del ADNg

obtenido en todas las muestras (sección lll.3.2), se realizaron las 2 reacc¡ones de PCR

descr¡tas previamente.

En el caso de plantas sdhT-3, en las cualés se predice la ¡nserción del ADN-T en la región

s'UTR de AÍSDH, se util¡zaron los partidores específcos 1 y 2 para obtener el fragmento

correspond¡ente a parte del gen, los cuales perm¡ten amplificar parte del promotor y de la

reg¡ón 5' UTR de AúSDH con un tamaño esperado de -0,7 kb. Para ampl¡f¡car el fragmento

"gen-¡nserto" correspondiente a la segunda reacción de PCR se utilizaron los partidores I y

Lb1.3 ¡ndicados en la Figura 14 con los cuales se esperó un tamaño de amplif¡cado de -0,5

kb, si la ub¡cación del inserto era la pred¡cha por la base de datos. Como era esperado, en

líneas s¡tvestres de Arabidops¡s (WT) solo se observó la banda de 0,7 kb como producto de

PCR, m¡entras que los resultados de líneas ¡nsercionales ¡ndicó que de 10 plántulas

evaluadas, 4 de ellas presentaron el patrón de amplificado correspondiente a líneas

homoc¡gotas (producto de PCR de 500 pb) y el resto de las plantas evaluadas presentó el

amplificado descr¡to para plantas silvestres.

Para plantas sdhl-1, con probable ¡nssrción en el exón 3 de AfSDH, se utilizaron -los

part¡dores 3 y 4 para obtener el fragmento "gen", los cuales permiten amplificar el marco de

lectura completo de AfSDH con un tamaño espérado dé 1,5 kb. Para amplificar el fragmento

"gen-inserto" se utilizaron los partidores Lb1.3 y 4 con los cuales, si la ubicac¡ón del ADN-T

era la predicha, se esperó un tamaño de ampl¡ficado de aprox¡madamente 0,9 kb (F¡gura

'l4B). Los resultados ¡nd¡caron que la ub¡caciÓn de la inserc¡ón en plantas sdhl-l era la

descrita, al observar la banda de -0,9 kb en líneas inserc¡oñales, de las cuales 2 plantas



presentaron el ampl¡ficado esperado para lineas homoc¡gotas, 1 planta el patrón descr¡to

para heterocigotas, mientras que las 7 restantes correspondieron a líneas s¡lvestres' sin

inserción.

Con respecto a la tercera linea, sdhl-4, con probable Inserción en el quinto exón de AÍSDH

se utilizaron combinaciones de partidores de ¡gual manera a la descrita para llneas sdhT-1.

En este caso sin embargo, se esperó un ampl¡flcado de -0,4 kb para el fragmento

correspondiente a parte del gen y del inserto, cons¡derando la inserción desciita lFigura

148)_ De la evaluación realizada se obtuvo que 4 plantas de las 10 analizadas presentaron

el amplificado correspond¡ente a líneas homoc¡gotas.

como es posible observar, los resultados obtenidos en la amplificac¡ón del ffagmento "gen-

inserto,,en las tres lineas analizadas perm¡tiÓ obtenef un amplifcado del tamaño esperado

para la ub¡cación del ADN-T prédicha en ta base de datos para cada caso, confirmando de

esta manera que la inserción en las líneas sdhl-3, sdhl-1 y sdhl-4 se encuentra

posicionada en las regiones 5 UTR, exón 3 y exÓn 5 de la secuencia de AÍSDH'

resPect¡vamente.

Para identif¡car la ub¡cación exacta, los distintos fragmentos "gen-inserto" fueron puriflcados

desde geles de agarosa y l¡gados a vectores de clonación de manera independiente

(sección lll 6.'1.1). El resultado de la secuenc¡ación del ADN plasmidial obtenido de

bacter¡as transformadas con la mezcla de l¡gaciÓn, y su posterior análisis ¡ndicÓ que en

líneas sdhl-3, sdhl-1 y sdhl-4la ubicaciÓn del ADN-T se encuentra en la secuencia de

ATSDH específicamente en los nucleÓtidos -250, 1280 y 1688 respect¡vamente' tomando

como referencia +1, el s¡t¡o de ¡nicio de la traducción del gen. Los resultados de

secuenciac¡ón permitieron verificar y corroborar la ubicación del ADN-T en las tres lineas

mutantes anal¡zadas, previamente confirmada mediante genotipificaciÓn.
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Figura 14. Genot¡pificación de plantas sdh-. A: Esquema representativo de la ubicación del ADN-T
para líneas insercionales sdhl-1, sdhl-3 y sdhT-4, en el cual se indica la ubicación de los partidores

utillzados para la genotipificación de las distintas líneas analizadas. Los partidores designados con los

números 1, 2, 3 y 4 corresponden a los partidores descritos en Tabla ll con los nombre§: pAISDH-F,
pAtSDH-R, ATSDH-F y ATSDH-R, respectivamente. B: Esquema representativo de los amplificados
esperados para las dos reacciones de PcR realizadas para cada línea inselcional mediante
genotipificación, l. producto esperado en kb para la amplificación del fragmento "gen"; ll. Producto
esperado (kb) del fragmento "gen-inserto". Para ambos casos, los tamaños esperados se obtienen si

la ubicación del ADN-T predicha en Ia base de datos es la correcta. C. Geles de agarosa
representativos de los productos de PCR obtenidos luego del análisis de '10 plantas para cada línea: l.

amplificado correspondiente al fragmento gen; ll. Producto de PCR correspondiente al fragmento "gen-

¡nserto' presente sólo en líneas mutantes. Líneas 5, 2 y 3 presentan el patrón de amplificado de líneas

homocigotas, mientras que línea 6 (sdhl-l) corresponde a una linea heterocigota.

Una vez identificada la posición del inserto, se conoboró la homocigoc¡s de las plantas

selecc¡onadas med¡ante la genotipificación de su progenle. Para esto, se continuÓ la

propagac!ón en medio hidropónico de aquellas plantas ¡dentifcadas como homocigotas para

cada línea mutante, hasta lograr recolectar sus semillas (12 semanas, sección lll 6.2.2). Las

sem¡llas obtenidas de cada planta fueron sembradas en las mismas condiciones desuitas y

una vez que las hojas rosetas se desarrollaron lo suficiente (15 días) se extrajo ADNg, el

sdhl-3



cual fue evaluado mediante PcR, util¡zando las mismas reacciones detalladas anteriormente

(método de genotiPificac¡Ón). Se evaluaron 8-10 plántulas de manera independiente para

cada mutante homocigota y fueron seleccionadas aquellas líneas en que toda su

descendencia (progenie; T2) presentÓ el patrÓn de ampl¡ficación correspondiente a

homocigocis.

confirmada la homocigocis y ubicaciÓn del insefto en las tres llneas sdh-, fue nuestro

propós¡to evaluar los niveles del transcr¡to de AfsDH présente en cada una de ellas con el

fin de identificar aquellas líneas en qué la expres¡ón de ARNm fuese prácticamente nula.

Para esto, en un primer anátis¡s se realizaron reacciones dé RT-PCR convenc¡onal y luego

para cuant¡fcar los nivetes de ARNm se llevaron a cabo reacciones de PcR en t¡empo real.

para ambas metodologías real¡zadas fue fundamental extraer muestras de ARN de cal¡dad

e integr¡dad adecuadas para llevar a cabo la síntesis de ADNo en igual concentración pafa

todas las muestras analizadas.

Todas las extracciones de ARN fueron real¡zadas a part¡r de 10 plántulas crec¡das en

condiciones in-vitro durcrf(e 8 días, de líneas insercionales y plantas silvestres de

Arabidopsis (sección lll 3.1.2). Por electroforesis desnaturante, se observó el patrÓn de

bandas correspondientes a ARN r¡bosomal (Figura 15A) en todas las muestras obtenidas, y

mediante espectrofotometría, se determinÓ que los ARNS eran de alta pureza y

concentrac¡ón (Azoo/Aueo -2,0; 1 pg/!L). Todas las muestras de ARN fueron tratadas con

DNAsas (secc¡ón lll 3.4.2) con el f¡n de descartar pos¡bles remanentes de ADNg que

pudiesen interferir con los resultados. Una vez obten¡do el ADNC de cada muestra, se

amplificó con éxito un fragmento de 680 pb correspond¡ente al ADNC del gen de expresión

constitutiva actina (Figura 158; Tabla lll). Mediante esta ampl¡f¡cac¡ón se confirmÓ la

integr¡dad del ADNc generado y se verificó que no existÍa contaminación con trazas de

ADNg ya que en muestras con remanentes, también es pos¡ble observar un amplificado de

mayor tamaño (-8OO pb, C+ en Figura 15) debido a la presencia de intrones en la secuencia

amplificada de acÍina. Luego de verifcar la calidad de las muestras obtenidas, se amplificó

mediante PCR el ADNC de AÍSDH util¡zando partidores específ¡cos (AISDH-F y ATSDH-R'

Tabla ll) y cond¡c¡ones de reacciÓn previamente estandar¡zadas (Tabla lll)'
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F¡gura 15. Anál¡s¡s molecular mediante RT-PCR convencional de líneas insercionales en
AtsDHt A. Gel de agarosa en condiciones desnaturantes en donde se observa la integridad de las
muestras de ARN extraldo al evidenciar el patrón característ¡co de ARN r¡bosomal (28S,18S y 5S). B.
gel de agarosa teñido con bromuro de et¡d¡o en dondese observa una banda de tamaño cercano a los
0,8 kb correspond¡ente al ADNG de acf,rá amplificado por RT-PCR en todas las muestras de ADNG
sintetizado. C. Amplif¡cáción del marco de lectura completo de AÍSDH usando 40 ciclos de
amplificación en reacciones de PCR: en geles de agarosa se observa producto de amplif¡cado
correspondiente al ADNC de /AfsDH (1095 pb) sólo en plantas sdhl-3 (a y b; banda muy tenue) y en
WT. En todos los casos C+ y C- correspondieron respeclivamente a ADNg de plantas Wf y agua,
ut¡lizado como templado. PM, peso molecular (100 pb panel B y 1 kb panel C).

Como era esperado en muestras de ADNc obtenido de plantas de Arabidopsis s¡lvestres se

observó un ampl¡ficado de:J,1 kb correspondiente al-marco de lectura completo del gen sin

intrones. En muestras de ADNo obten¡do de linéas mutantes no se observó amplificado

correspondiente a ATSDH al realizar reacc¡ones de PCR con 33 c¡clos de ampl¡ficac¡ón. Sin

embargo, cuando las reacciones de amplif¡cac¡ón se realizaron con 40 ciclos de extensión

se observó una tenue banda de -1,1 kb sólo en muestras de ADNC obten¡das de plantas

sdhT-3 (¡nserc¡ón en reg¡ó-n s'uTR). Como se..puede- observar en Figura 15C, la banda

observada en sdl¡l-3 es de una intensidad mucho menor a la observada en plantas

silvestres (-90% menor ¡ntensidad, cuant¡fcación por lmage J). Los resultados obtenidos

¡nd¡can que ex¡ste una menor expresión del transcr¡to de AfSDH en líneas mutantes

<- 28S

+- 18S
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insercionales, s¡endo posiblemente nula en lineas sdhT-l Y sdhl-4, al no presentar

amplificado del transcr¡to.

Con el objetivo de verificar los resultados obtenidos mediante RT-PCR convencional, se

realizaron reacc¡ones de PCR en t¡emOo real para cuantificar de manera certera los niveles

relativos de transcrito en las tres líneas inserc¡onales analizadas. Pára llevar a cabo esta

técnica fue necesario en primera instancia evaluar la eficienc¡a y la especif¡cidad de los

partidores diseñados para la reacc¡ón. Para ampl¡ficar un fragmento del gen en estud¡o' se

utilizaron partidores específicos d¡señados en el extremo 3'de la secuenc¡a (O-AISDH-F y

Q-AISDH-R; Tabla ll). Como se describe en secciÓn lll 3.3.1, y con el objetivo de no

interfer¡r en los resultados obten¡dos de expresiÓn relat¡va, estos partidores perm¡ten

ampl¡f¡car un fragmento de 94 pb de la reg¡Ón ub¡cada río abajo del sitio prev¡amente

¡dentificado para la inserc¡ón del ADN-T en plantas sdhl-4. Con el ob.jet¡vo de asegurar la

espec¡ficidad de estos part¡dores, el producto de PCR obtenido utilizando como templado

ADNc de plantas silvestres fue l¡gado a vectorés de clonac¡ón y secuenciado; los resultados

indicaron un lOO% de ident¡dad con la secuenc¡a esperada de amplif¡cac¡ón. Para calcular la

eficiencia de estos part¡dores se real¡zaron cinco diluciones seriadas (1/100' 1/1000'

1/10.000, 1/1oo.ooo 1/1.000.000) del fragmento amplificado previamente por PCR (utilizado

para Ia clonación). En la Figura 16 se ilustran las curvas de ampl¡f¡cac¡ón de cada una de las

cinco diluciones ser¡adas real¡zadas (panel A) y la curva de d¡sociaciÓn obtenida,

correspond¡ente a los productos de amplificaciÓn de cada diluc¡Ón (panel B). Como es

pos¡ble observar, las curvas de amplif¡caciÓn presentaron la forma sigmo¡dea característica

de este tipo de experimentos, mientras que la curva de d¡soc¡aciÓn presentó un único pico,

conf¡rmando la especifcidad de los partidores diseñados. En base a las curvas de

amplificac¡ón en diluc¡ones ser¡adas se defln¡ó la ef¡cienc¡a de ampl¡ficac¡Ón del par de

partidores. Para ello se graficÓ el Ct (c¡clo en el cual la fluorescencia sobrepasa el nivel

basal) obtenido para cada.dilución. En el panel C. de Ia Figura 16 se ¡lustra el gráfico

resultante de este análisis, con cuya pendiente se calculÓ la eficienc¡a del par de partidores

ut¡lizados med¡ante ecuación I (sección lll 3.4.3). El resultado ¡ndicÓ una efic¡encia de
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A.

98,1% o 1,981, valor que se encuentra en el rango teórico aceptado (1"6-2,1) según lo

descrito por Bustin (2004).

Para ilevar a cábo lá cuañtificación de los niveles relativos de transcrito med¡anté RT-PCR

en tiempo real se requiere amplifcar de manera paralela genes cuy¿ erpres¡ón no varie en

la especie analizada, liamados genes de mantenimiento o housekeep¡ng. En este trabajo se

utilizaron los genes Ubq10 y 26414 desctitos por Czechowsky y ccls (2005) como

adecuados genes de mantenimiento en Arabidopsis. Los pares Ce partidores adquiridos

para amplif¡car cada gen (Tabia ll) fueron evaluados de la misma manera antes descrita.

obteniendo una eflciencia de amplificación de 96,1 % y 93,6%, respectivamente.

AISDH. RSq 1 o Y=-3 368'LOGtx) + 21 16
EF= 98 ,%

F¡gura 16. Eficienc¡a de los pañidores utilizados para amplificar AúSDH en exper¡mentos de
PcR en tiempo real: A. Curvas de la amplificación del fagmento de 94 pb de AúSDH. En azul se
ilustran tres curvas (réplicas técnicas) para la dilución 1/100 delfragmento. Las curvas sucesivas hacia
la derecha corresponden a réplicas técnicas de las siguientes diluc¡ones seriadas (1/1000, 1/10.000,
11100.000 y 1/'1.000.000). La líneá hor¡zontal corresponde al nivel de fluorescencia basal. B. Se ¡luslra
la curva de disociac¡ón de los productos de amplificación de cada d¡lución del PCR, se observa un
único pico a una temperatura -79"C. C. Curva estándar de eficiencia de los partidores entregada por
el programa MxPro. En este panel, se indica la recta obtenida del ajuste con un R'-1 y con un valor de
ef:ciencia (EF) para los part¡dores de 98,1%. Todas las imágenes fueron obten¡das del programa
ut¡lizado para el anális¡s de datos de experimento de PCR en tiempo rea¡ (sofrMare MxPro). Ct c¡clo
umbral en el cual se sobrepasa la f¡uorescenc¡a basal.
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Luego de obtener las efcienc¡as de cada par de partidores, sé realizaron los experiméntos

de PCR en tiempo real para cuantif¡car la abundanc¡a relat¡va del RNAm de AI§DH en

plántulas silvestres y líneas ¡nsercionales de Arab¡dops¡s, ut¡lizando las muestras de ADNc

obten¡das previamente. Los resultados obtenidos arrojaron valores promedios de Ct muy

sim¡lares entre las muestras para los distintos genes de mantenimiento utilizados'. Ubq10

(14,8+0,43) y 26410 (22+ 0,54). Estos valores corroboran los n¡veles de transcrito

constante de estos genes en Arab¡dopsis (validando su ut¡lizac¡ón como genes

normalizadores) además de verificar que la cantidad de ADNC Presente en todas las

muestras analizadas era s¡mitar, Como era esperado, al evaluar los niveles de transcrito de

AÍSDH los valores promed¡o de Ct de muestras correspondientes a plantas s¡lvestres

(18+0,06) fueron mucho menores a los obtenidos en líneas ¡nsercionales (24'9! 1,2\'

¡nd¡cando una menor expres¡ón del transcrito en estas últ¡mas muestras. En todos los casos

no se reg¡stró amplificac¡ón en los controles negativos. Obtenidos los valorés de Ct para

cada grupo de datos, estos fueron trasladados a una tabla en hoja de cálculo para aplicar la

fórmula descrita por Pfaffl (Ecuación 2, sección Lll 3.4.3). Los resultados indicaron que los

n¡vetes de expresión relat¡va de AÍSDH en plantas sdhT-3, sdhl-1 y sdhl-4 etan

respect¡vamente, cercano al 3o/o, 16/o y 0,5% con respecto a los niveles de transcr¡to

registrado en plantas silvestres WT, 100%), utilizando él gen normalizador 26410 (Figura

17). Estos resultados fueron validados al obtener valores muy s¡milares de expresión

relat¡va al utilizat Ubq10 como normalizadot y al rcalizat una réplica b¡olÓgica del

experimento con ¡guales válores en los n¡veles de expresión (datos no mostrados). Los

resultados obtenidos nos permiten dar por fnalizado el objetivo específ¡co N'3 al determinar

tos n¡veles de expresión del transcrito AfSDH en línéas mutantes iñsercionales de

Arabidopsis homocigotas en el gen en estud¡o.
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F¡gura 17. Análisis molecular mediante PCR en tiempo real de líneas insercionales en AÍSDH: El
gráf¡co muestra los resultados de la expresión reiatrva de los ntveles de transcrito de AISDH en ljneas
mutantes homocigotas {s./hl-3, sdhl-1 y s.lh1 4) y plantas srlveslres de Arabidopsis (B diasi. Para
cada insercrón se evaluaron dos lÍneas homocigotas identlficadas de manera indepeodiente (a y b)

con medlciones reaiizadas en duplicado técnlco. Los valores corresponden a la media entre 4
determinaciones usando los niveles de transcrito del ge¡ 264l0como normal¡zador Diferentes leiras
sobre las barras indican diferenclas signiflcativas entre los niveles de expresión relaiiva, determlnados
por ei test de una vía ANOVA y por el post-test de Bonferroni (p<0 05)
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3. ANALISIS FENOTIPICO DE LíNEAS MUTANTES INSERCIONALES

El último propós¡to de esta tesis fue determinar en qué proceso fisiológico está ¡nvolucrada

la activ¡dad sDH de AfsDH. En los pfimeros anális¡s fenotipicos realizados se evaluaron las

tres líneas mutante homoc¡gotas ¡dentificadas (objetivos 2) en condiciones normales de

crecim¡ento (en med¡o hidropónico y cond¡ciones ,n-yrtro). Este anál¡s¡s morfométrico fue de

tipo cual¡tativo. Se observó que el desarrollo, tamaño, forma y número de hojas rosetas y

caulinares en líneas mutantés, comparando con lo observado con el desarrollo normal de

una planta silvestre, no presentaba diferenc¡as s¡gnificat¡vas. De ¡gual manera, tanto el

desarrollo de otros órganos (raíces, tallos y flores) y característ¡cas propias como el t¡empo

de floración no se observaron afectadas en lineas mutantes, carentes del transcr¡to de

AfSDH (datos no mostrados).

Deb¡do a que no se observaron diferenc¡as entre líneas mutantes y silvestres de Arabidopsis

en condiciones estándar de crecimiento, se prosiguió su evaluac¡Ón en cond¡ciones de

estrés. Como fue mencionado en la ¡ntroducción, el transporte de sorb¡tol y otros pol¡oles

contribuye a la capac¡dad de las plantas para res¡stir a presiones amb¡entales. El sorb¡tol, en

particular, deb¡do a su carácter de osriolito ha sido relacionado con varios tipos de estrés

ab¡ótico, como es frío, salinidad, estrés osmÓtico y sequia. Por esta razón, fue de nuestro

interés evaluar los n¡veles de transcr¡to de AÍSDH en plantas s¡lvestres somet¡das a estrés

por frio, con él f¡n de observar cambios a n¡vel de ARNm, como antecedente para futuros

estudios, además de evaluar como respondían líneas mutantes a d¡stintos tipos de estrés

abióticos (osmótico, salino, en medios con sorbitol y estrés por sequía) como será descrito a

continuac¡ón.

3.1. Estrés por frío

Se evaluó la expres¡ón de AÍSDH en tratam¡entos de Inducción por frío en plantas

s¡lvestres de Arab¡dopsis. Para esto se realizaron exper¡mentos de PCR en tiempo real de

muestras de ARN extraídos de plantas silvestres Soihet¡das a una temperatura de 4 "C

durante 0, 1, 3, 6, 12, y 24 h en condiciones de fotoperíodo neutro (más detalles en secc¡ón
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ill.6.3 i) Para llevar una evaluac¡ón más completa, se analizÓ en forma paralela la

expresión relativa de un gen involucrado directamente en la síntesis de sorb¡tol, a/dosá 6

fosfata reductasa. previamente identif¡cado en el genoma de Arabidopsis (AIA6PR, locus

/\12921250, Zamudio, 201 0)

La cuantificac¡ón de los niveles de expresión relativa de los dos genes anal¡zados med¡ante

PCR en tiernpo reál fué realizado utilizando como calikrrador el grupo de plantás evaluadas a

tiempo 0 de inducción de¡ estrés y como normalizadar Ubq10, (objetivo 2). Como control de

inducción del estrés, se evaluaron los niveles de transcrito de RD29A. debido a que su

expresión aumenta drásticamente en el curso del iiempo en plantas somet¡das a frio

(Cuevas y cols, 2008). El resto de la metodologia Lrsada para llevar a cabo el experimento

de RT-PCR cuantitativo fue similar a la detallada en objetivo 2 (para el anális¡s de líneas

mutantes).
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Figura 18, Niyeles de expresión relat¡va de AtsDH y AIA0PR en estrés por frío. Los gráfico§
muesiran los resultados de la expresrón relativa de los niveles de transcrito de RD29,4 (panel A controt
positlvo), Ál,46PR (8, sintesis de sorbitol) y ATSCH (C. catálisis de sofbitol) Las muestras
correspondieron a plantas silvestres de Arabidopsis mantenidas a 4 'C durante A, 1, 3, 6, 12 y 24
horas. Los valores corresponden a la media entre 3 replicas técnicas y su effor asociado (SE) usando
los niveles de transcrito del gen Ubq10 coma normalizador.
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Los resultados indican que las condiciones de ¡nducción por frío fueron las adecuadas, al

observar e¡ aumento drástico de los niveles de transcr¡to de RD29A (-1000 veces su

expresión basal) en el perfodo de tiempo evaluado (Figura 18A). Con respecto a la

expres¡ón de los genes ¡nvolucrados en el metabolismo de sorbitol, se observó que los

niveles del transcr¡to de AÍSDH dism¡nuyen a la mitad de su expres¡ón basal (condiciones

control, TO) en tratamientos de estrés por frío, mientras que los nivéles de ARNm

correspond¡entes a AfA6PR aumentaron al doble de su expresión a T0 durante el periodo de

t¡empo evaluado (F¡gura 18). El cambio observado en la exprésión de AISDH en

cond¡ciones de estrés por frío, indica que posiblemente este gen esté involucrado en algún

proceso fisiológico que perm¡ta la respuesta de las plantas a tales condic¡ones, como la

adaptación.

3.2. Estrés osmótico y sal¡no

Para ¡dent¡lcar un pos¡ble iol de ATSDH 
"n 

pto.".á. f¡s¡ológ¡cos lnvolucrados con estrés

ab¡ót¡co, del tipo sal¡no y osmótico, se evaluó el crec¡miento ¡n-vitro de líneas mutantes

insercionales y plantas silvestres de Arab¡dopsis en medios suplementados con sal (Nacl,

estrés sal¡no) y manitol (agente osmót¡co) a 3 d¡ferentes concentraciones: 100 mM, 150 mM

y 2OO mM. Tanto las cond¡c¡ones como concentraciones anallzadas han sido generalmente

ut¡lizadas para evaluar la toleránc¡a de las plantas sómet¡das a estos dos t¡pos de estrés

(Huh y cols,2002; Munns,2002; xiong y cols,2011). Para los distintos tratam¡entos, se

observó y comparó el crecim¡ento de las 3 líneas mutantes con respecto al desarrollo de

plantas s¡lvestres, transcurridos 7 y 14 días desde su traspasó a estos medios (más detalles

en sección 111.6.3.2). Nuestras observac¡ones se focalizaron principalmente al tamaño y

peso de hojas rosetas junto con la long¡tud y desarrollo de la raiz principal de las plantas

sometidas a estos dos tipos de estrés. En plantas s¡lvestres crecidas en medios

suplementados con 100 mM dé NaCl y manitolse observó un retardo en el crec¡miento tanto

de la parte radicular como aérea de las plantas en comparac¡ón al crec¡miento registrado en

med¡os sin suplemento. En el caso de med¡os suplementados con manitol en los cuales
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fueron sembradas d¡rectamente las semillas, se observó además una d¡sminución en la lasa

de germ¡nación (-90%). El retardo en el crecimiento observado fue más severo al aumentar

la concentración de sal y manitol, provocando un daño evidente a concéntrac¡ones de 200

mM, en donde se observó además la d¡sminución en la p¡gmentación de hojas rosetas

(cloros¡s) en el caso de estrés salino. Las tres líneas mutantes inserc¡onales presentaron el

mismo fenotipo descrito en plantas silvestres, sin observarse diferencias signif¡cativas en los

análisis morfométricos realizados (datos no mostrados). Estas observaciones nos sugieren

que ATSDH no estaría ¡nvolucrado en procesos fs¡ológ¡cos relacionados con estrés salino n¡

osmót¡co bajo estas condic¡ones de anális¡s.

3.3. Crecimiento de líneas mutantes en medios suplementados con

sorbitol.

Dado que sorbitol es elsustrato preferente para actividad deshidrogenasa de ATSDH

(secc¡ón 1), fue de nuestro ¡nterés evaluar si ex¡stían diferenc¡as en el desarrollo de líneas

carentes de transcrito con respecto a plantas silvestres de Arabidopsis en medios

suplementados con este poliol. Para el anális¡s_se sembraron directaménte las distintas

líneas insercionales, ¡ncluyendo plantas WT, en med¡os suplementados con 30 mM de

sorbitol. Las observaciones real¡zadas se focal¡zaron pr¡ncipalmente en el peso de hojas

rosetas (fresco y seco), la long¡tud de la raíz pr¡nc¡pal y la dens¡dad de raíces laterales que

desarrollaron las plantas en estas cond¡ciones de crecimiento. Según lo descrito por Laby y

cols. (2000) a concentrac¡ones bajas de poliol, como es el caso de 30 mM, el crecimiento de

plantas silvestres no se ve afectado. Este resultado fue corroborado, al no observar

diferenc¡as s¡gn¡f¡cativas tanto en el peso de hojas rosetas como en el largo de la ruiz

principal de plantas s¡lvestres crecidas en medios suplementados con sorb¡tol con respecto

a medios suplementados con sacarosa y medios sin suplemento (barras gr¡ses en Figura

19). S¡n embargo estos parámetros dé crecimiento fueron afectados signif cativamente en

las tres líneas mutantes insercionales propagadas en med¡os de crecimiento suplementados

con sorbitol. Los resultados indican que el peso seco en líneas mutantes fue reducido

aproximadamente un 35% con respecto a plantas silvestres, mientras que el desarrollo de la



raíz principal fue ¡nhib¡do en un 26 a 30%. La dens¡dad de ralces reg¡strada no presentó

diferenc¡as con los valores obtenidos en plantas silvestres (datos no mostrados). La

¡nhibición del crecimiento de líneas mutantes en medios con sorbitol no se observó cuando

Ias distintas llneas fueron crecidas en medios con sacarosa (30 mM) o s¡n suplementos

(barras blancas y negras en Figura 19). De esta manera, los resultados en su conjunto

demueslran que las distintas líneas mutantes carentes de ATSDH tienen afectada su

capac¡dad de crecer en medios con sorb¡tol como ún¡ca fuente de carbono exógena.

MS + Sor MS + Sac

$qiq."*'

F¡gura 19. Fenot¡pos de crecim¡ento de líneas sdh- comparadas con plantas silvestres. Plantas
silvestres (WT) y líneas mutantes insercionales parc ATSDH (sdh-) fueron sembradas y crecidas en
condiciones ln-yltro en medios MS, sin suplemento (barras blancas), medio MS suplementado con 30
mM de sorbitol (barras grises) y med¡os suplementados con 30 mM de sacarosa (barras negras).
Después de '15 d de crecimiento, las plántulas fueron medidas en cuanto al peso seco de sus hojas
rosetas (A) y el largo de su raíz principal (B). Los datos mostrados en ambos gráficos corresponden al
promed¡o de ias med¡c¡ones real¡zadas junto a su error estándar (peso seco, n = 13-44,largo Giz, n =
13-60). Letras diferentes sobre las barras indican diferencias sign¡ficativas entre los datos, con
respecto a un mismo o distintos medios de crecimiento, obtenido mediante anál¡sis estadístico
ut¡lizando ANOVA de dos vías y Bonferroni como post-test (p<0.05).
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3.4. Estrés por deshidratación

Con el objet¡vo de identificar un posible rol de ATSDH en estrés por deshidratación o sequía,

se evaluó el crecimiento y tolerancia frente al estrés de líneag mutantes insercionales y

plantas silvestres de Arab¡dopsis. Estos experlmentos fueron real¡zados en el laboralorio de

Biología Molecular de Plantas de la Un¡versidad de Barcelona, bajo la asesoría de la Dra.

Teresa Altabella, qu¡en posee gran exper¡encia en exper¡mentos de estrés abiótico,

espec¡almente en estrés por desh¡dratac¡ón (Alcázar y cols, 2010).

Para llevar a cabo la evaluación, se organizaron 3 grupos de plantas, cada uno compuesto

de 25-30 ind¡viduos de las 3líneas inserc¡onales y plantas silvestres. Los tres grupos fueron

manten¡dos en ¡guales condiciones de crecimiento, siendo considerado cada grupo como

una repl¡ca b¡ológica del experimento. Todas las plantas fueron crecidas en tiérra hasta

alcanzar un tamaño adecuado (4 semanas) en cond¡ciones reguladas de fotoperíodo con

ciclo de día corto con el fin de mantener el crec¡miento vegetat¡vo de las plantas, ¡mpidiendo

el desaffollo de broles. Durante el periodo de crec¡miento en estas condiciones, las plantas

fueron regadas regularmente, y es importante menc¡onar que no se registraron diferencias

en 6l fenotipo observado entre líneas mutantes y silvestres. Luego de transcurr¡das las 4

semanas de crec¡miento en condic¡ones normales, las plantas fueron sometidas a estrés por

deshidratación al el¡minar el riego durante '14 dlas. Transcurrido este perfodo de t¡empo, las

plantas presentaron síntomas de dashidratación, lo.cual se observó como la perdida de

turgor de sus hojas (princ¡palmente en hojas maduras). Como se puéde observar en Figura

20A, los sintomas de deshidratación fueron mucho más severos y ev¡dentes én plantas

s¡lvestres que lo observado en las tres líneas mutantes. Para lograr cuantificar las

d¡ferencias observadas, se determinó 6l número de plantas que fueron capaces de reanudar

el crec¡miento al ser re-hidratadas y mantenidas en OOnd¡c¡ones normales de crec¡m¡ento,

luego del per¡odo de privación de agua (proceso dé recuperac¡ón). El número de plantas

"recuperadas" para cada línea se expresó como porcentaje de supervivenc¡a. En los tres

grupos evaluados, las plantas mutantes fueron significat¡vamente más tolerantes a la

desh¡dratación que plantas silvestres (Figura 208). Específicamente, las tasas de



B.A,

supervivencia en las tres líneas mutantes fueron cercanas al 80%, mientras que en plantas

silvestres se registró una tasa promedio de supervivenc¡a de un 43%.

Figura 20, Toleranciá a estfés por deshidratación de líneas sdh- comparadas con plantas
silvestres de Arab¡dopsis: A. Fenotipo de líneas mutantes insercionales y plantas silvestres
trascurr¡dos los 14 días de privación de agua (periodo de deshidratació¡). B. Porcentaies de
supervivencia obten¡dos después de 14 d de haber sido re-hidratatadas las plantas sometidas al
estrés pff desh¡dratación. C. Conten¡do gravimétrico de agua en el suelo (SGWC) medido en los
distintos contenedores de llneas inserc¡onales y plantas silvestres durante el periodo de
deshidratac¡ón. D. Va¡ores del contenido relativo de agua (RWC) obtenidos de hojas rosetas de líneas
sdh- y plantas silvestres los úli¡mos 7 días del periodo de privac¡ón de agua. El incremento en los
valores de RWC durante la deshidratación se correlaciona con el aumento a la tolerancia del e§trés
observada en los porcentajes de sobrev¡vencia. En todos los gráficos los dáos mostrados
corresponden al promedio de lres grupos independientes de plantas evaluadas y el error estándar
asociado. Cada grupo se compuso de 25-30 plantas por lÍnea. En el panel B, los asteriscos (*) indican
d¡ferencias s¡gnificat¡vas entre los porcentajes de sobrev¡vencia entre líneas sdh- y wf (p<0.05, t-tes0.

Para asegurarse que todas las plantas sometidas al estrés fueron efectivamente expuestas

al mismo grado de privación de agua, durante iodo el periodo sin riego se realizaron

mediciones del contenido gravimétrico de agua en el suelo, SGWC (sección lll 6.3.3.2).
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Como era esperado, el cálculo de este parámetro perm¡t¡ó obtener valores decrecientes

durante el transcurso del período. En F¡gura 20C se puede observar que los valores

obten¡dos no presentaron d¡férenc¡as signif¡cat¡vas entre las distintas líneas evaluadas

(¡nserc¡onales y silvestres), lo que sug¡ere que la tasa de pérdida de agua, deb¡do a

transpirac¡ón o evaporación, era s¡m¡lar en todas las plantas analizadas. Esto indica que el

estrés por sequía apl¡cado a las dist¡ntas líneas fue comparablé.

Otra medición ¡ealizada a las plantas durante el periodo de privación de agua fue el

contenido relat¡vo de agua en sus hojas, RWC (secc¡ón lll 6.3.3.1). Durante los primeros

días, los valores calculados de RWC fueron s¡m¡lares tanto en líneas insercionales como

s¡lvestres sometidas a estrés. S¡n embargo, una importante diferencia se observó entre las

líneas sdh- y plantas s¡lvestres en la última medición realizada de este parámetro (d14).

Como se puede observar en Figura 20D, en plantas s¡lvestres el valor de RWC en el dia '14

disminuyó a un valor de 0,54, mientras que en las tres líneas mutantes este valor disminuyó

ligeramente a un valor cercano a 0,8, indicando que el conten¡do de agua en hojas de líneas

mutantes es signif¡cat¡vamente mayor al contenido en plantas s¡lvestres. Como podemos

observar, este resultado se cond¡ce con las tasas de supervivencia obten¡das para las

d¡stintas líneas mutantes en comparac¡ón con plantas silvestres. En conjunto, los resultados

obten¡dos ¡ndican que plantas mutantes son. capaces de tolerar de mejor manera Ia

deshidratación que líneas silvestres de Arab¡dopsis.



V. Discusión
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En Arab¡dopsis, la enzima sorb¡tol deshidrogenasa (AfSDH, locus AtS95197O) rec¡entemente

¡dentiflcada, presenta los dominios conservados prop¡os de enz¡mas SDH prev¡amente

caracterizadas en plantas de la fam¡lia de las Rosáceas. Debido a que Arab¡dops¡s es una

especie no-Rosácea que normalmente no s¡ntetiza ni acumula pol¡oles, la ¡dentificación de

una enz¡ma ¡nvolucrada en el metabolismo del sorbitol en esta espec¡e vegetal, genera la

gran inqu¡etud de cuál es el rol fis¡ológico de AÍSDH en Arab¡dops¡s, como modelo de

especies no-translocadoras de sorbitol. En el presente trabajo de tesis se desarrollaron

estrateg¡as que perm¡t¡eron ca¡acleÍiz bioquímicamente AÍSDH, confirmando su activ¡dad

e ¡dentificando su preferenc¡a de sustrato, además de evaluar a nivel morfométr¡co líneas

mutanles con niveles reduc¡dos del transcr¡to (sdh-) en d¡stintos medios de crecimiento y

condic¡ones de estrés. Los aspectos abordados en el presente trabajo evidenc¡an

importantes antécedentes, que l¡gado a nuevas investigaciones permitirán dilucidar el rol de

polioles en plantas que no translocan sorbitol. A continuac¡ón se presenta la d¡scus¡ón de los

principales resultados obtenidos.

1. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE AISDH.

Para caracter¡zar b¡oquímicamente una proteína es necesar¡o d¡sponer de un sistema

adecuado de síntesis. En trabajo previo real¡zado por nuestro grupo de ¡nvest¡gación, se

ut¡lizaron sistemas de expres¡ón r,l?-vrvo (en bacter-ias y levaduras) mediante los cuales no se

logró obtener la proteína recombinante en condic¡ones nativas impidiendo su caracterizaclón

bioquÍm¡ca. Dado estos antecedentes, en el presente trabajo se propuso como una nueva

alternativa la síntes¡s ¡n-v¡tro de ATSDH utilizando el s¡stema de expresión Expressway cell

Free, med¡ante el cual otras protefnas vegetales han s¡do sintetizadas y analizadas

bioquimicamente (glutat¡ón-S{ransferasa y d¡hidroflavonol 4-reductasa de naranja: Lo Piero

y cols, 2006; Avenaud y cols, 2006). Usando este s¡stema de expresión ¡n-vitro y la prcvia

síntesis de un vector de expres¡ón compat¡ble, pEXP5-AISDH, fue pos¡ble transcribir y

traducir la proteina recombinante His-AtSDH con relat¡va facilidad y en corto tiempo en

comparación con sistemas in-v¡vo (Kim y cols, 1996). La traducc¡ón de la proteina sin



embargo, no aseguraba que la conformación funcional que podría habér adoptado la

secuencia proteica en este sistema pudiese coffesponder a Ia forma nat¡va y activa dé la

enzima. [,4ediante zimogramas de activ¡dad y medic¡ones espectrofotométricas fue posible

detectar act¡vidad sorb¡tol desh¡drogenasa en productos de reacción de His-AtSDH in-v,Iro,

evidenciando que la síntesis mediante este sistema de expresión permitía obtener la

proleína en forma nativa, soluble y activa. Este ¡mportante resultado confirmó adémás las

pred¡cc¡ones b¡oinformát¡cas real¡zadas, las cuales postulaban que la secuenc¡a codificada

por el locus At5951970 en Arabidopsis correspondía a una enzima SDH capaz de

metabolizar sorbitol. Debido a que en cond¡c¡ones in-vitro de síntesis, no es posible la

modificación postraducc¡onal de proteínas, la identificación de actividad SDH en el producto

de reacción nos permite deducir que no existen tales.modificac¡ones en ATSDH que sean

fundamentales para su actividad catal¡tica. S¡n embargo esto no impl¡ca que tales

modif¡caciones no ocurran en cond¡c¡ones f¡s¡ológicas. Es probable qué al igual que muchas

otras enzimas, la act¡v¡dad de ATSDH pueda ser regulada en c¡ertas condiciones, frente a

estrés por ejemplo, mediante modificac¡ones post-traduccionales (Dixon y cols,2005; ver

secc¡ón 2.2). Deb¡do a que la técnica de zimogramas perm¡te anal¡zar de manera cualitativa

(colorimétr¡ca) la act¡v¡dad de enz¡mas desh¡drogenasas, se evaluaron también otro§

polioles presentes en Arabidopsis como posibles sustratos de reacción para AISDH. De

cuatro polioles analizados (xilitol, glicerol, eritritol, manitol) sólo x¡l¡tol presentó el precip¡tado

azul característ¡co de act¡v¡dad desh¡drogenasa, indicando que His-AtsDH también presenta

activ¡dad x¡litol deshidrogenasa. Estos resultados fueron confirmados med¡ante

espectrofotometria, al observar un cambio de absorbancia significativo para sorbitol y xilitol,

mientras que los demás pol¡oles evaluados no presentaron un cambio atr¡bu¡ble a activ¡dad

SDH. El carácter cuantitativo de med¡ciones espectrofotométricas permitió además

determ¡nar que entre ambos sustratos, sorbltol era el sustrato preferente para ATSDH y que

el uso de NADP*, como co-sustrato de reacción en reemplazo a NAD*, no desencadenaba

activ¡dad aparente, al igual que la mayoría de las enzimas SDH descr¡tas en la l¡teratura

(Lindstad y cols, 1998; Guo y cols,2012).

ldentificada act¡vidad SDH fue nuestro propós¡to lograr caracterizar bioquím¡camente H¡s-



ATSDH en sus parámetros c¡néticos (KM, Vr,rnx y k"r) para lo cual fue ¡nd¡spensable obtener

la proteína altamente pur¡ficada y act¡va, en concentrac¡ones adecuadas para realizar los

ensayos cinéticos pertinentes. La estandar¡zac¡ón del proceso de purif¡cación fue realizado

utilizando columnas His-trap (por flujo continuo de solvente) y mediante la ¡mplementación

de un sistema casero de purificación para péqueñas cant¡dades. Este último sistema de

purificación permitió mejorar sustancialmente la concentrac¡ón de proteína ATSDH en la

fracción de eluc¡ón, además de facilitar el proceso y disminuir los t¡empos empleados en

llevar a cabo la técnica. Mediante esta metodología se obtuvo una proteína de alta pureza

(-90%), s¡n embargo se observó qué la act¡v¡dad registada una vez purif¡cada la proteína

disminuía con el transcurso del tiempo, alcanzando su completa ¡nactividad luego de dos

horas. La obtención de una proteína inestable no generó desconcierto, ya que se disponía

de varios antecedentes que vat¡c¡naban tal posib¡lidad. Entre estos antecedenles, la

conformación tétramérica de enzimas SDH caracter¡zadas sugiere una mayor complejidad

estructural de la proteína, la cual puede ser fác¡lmente d¡soc¡ada en c¡ertos solventes o

cond¡c¡ones no apropiadas (Jeffery y cols, 1984; L¡ndstad y cols, 1998). Además,

modelamientos in-sl/ico sobre la pos¡ble conformación estructural de ATSDH evidencian la

presencia de una cola N-terminal de 11 aa sin estructura aparente, termod¡námicamente

desfavorable que desestab¡liza la subunidad.estructural de la proteína y que sugiere la

¡nteracción con otras subun¡dades (pos¡ble conformac¡ón mult¡mér¡ca) u otras proteínas del

medio (Maldonado, 2012). En este trabajo, la observac¡ón de un patrón de migración

diferente en geles de poliacr¡lam¡da en condiciones desnaturantes (42 kDa, sección IV.1.2) y

en cond¡ciones nat¡vas (-100 kDa; sección lV.1.3) sugiere que la proteina ATSDH nativa

presenta una conformación. eslructural asociada a ]úás de una subunidad. Para lograr

estabilizar estructuralmente Ia proteína His-AtSDH durante el proceso de pur¡f¡cac¡ón, se

evaluaron cuatro condic¡ones en las cuales se mod¡f¡caron las soluc¡ones empleadas en

cuanto a la concentrac¡ón de sal y el tlpo de amortiguador ut¡l¡zado. En todas estas

soluciones se ¡ncorporó glicerol en alta concentrac¡ón (10%) como agente "aglutinadoi' y

estabilizador de proteínas que perm¡t¡era aumentar la densidad de las soluc¡ones impidiendo

la disoc¡ación de la estructura prote¡ca. El uso de glicerol para estos fines ya ha sido



utilizado en procesos de purificación de enzimas SDH caracterizadas en plantas. En el

reciente trabajo de Guo y cols (2012) se purif¡có Ia enzima SDH de ciruela (P. salicina,

especie Rosácea) la cual una vez eluída pérdió rápidamente actividad. En su ¡nvest¡gación

ellos observaron que al ¡ncorporar gl¡cerol a las soluciones de pur¡f¡cac¡ón se lograba retener

el 680/o de la actividad durante 4 semanas al ser almacenada a -20"C. En nuestro caso, la

evaluación de act¡vidad usando el producto dé rcacción in-vitro de H¡S-AISDH permitió

descartar a glicerol como posible sustrato para la proteína por lo cual su uso en el proceso

de pur¡f¡cación no alterarfa de modo alguno las mediciones de actividad a partir de proteína

pur¡flcada. De las condic¡ones evaluadas de pur¡ficación, en aquella en que se utillzó

glicerol, TrisHCl (pH 8,2) como amortiguador y alta concentración de sal (500 mM), se logró

mantener la estabilidad enzimát¡ca de la proteína por mayor tiempo ( 100% act¡v¡dad durante

I horas) que la registrada en otras cond¡ciones. El obtener muestras de proteína pur¡ficada

con act¡v¡dad estable por un per¡odo de t¡émpo fue un paso clave para lograr caracterÉar

b¡oquím¡camente His-AtsDH. En este trabajo, lueron evaluadas las constantes c¡nét¡cas KM,

V¡,¡ex y k""r para los dos pr¡nc¡pales sustratos asoc¡ados con act¡v¡dad SDH; sorbitol y NADI.

Los valores de KM obtenidos fueron 1,2 mM para el sustrato sorb¡tol y 74,5 pM para el co-

sustrato de reacc¡ón NAD*. Con respecto a sorb¡tol, los datos de KM pubticados de enzimas

SDH vegetales abarcan un ampl¡o rango de concentraciones (2-112 mM; Guo y col, 2012),

éntre las cuales, la K¡¡ de His-AtSDH es la menor hasta la fecha, seguida por ¡a enz¡ma SDH

de tomate (LeSDH, KM 2,39 mM; Ohta y cols, 2005), ambas espec¡es no Rosáceas. Deb¡do

a que el parámetro KM de una enzima corresponde a la concentrac¡ón de sustrato en la cual

se alcanza la m¡tad de la velocidad máxima de reacc¡ón, no es sorprendente observar que

en espec¡es no-Rosáceas, como tomate y Arabidopsis, sé ¡dentif¡quen valores más bajos de

KM que los reg¡strados en especies Rosáceas, ya que la disponibil¡dad de sustrato

(concentración de pol¡oles presente) en estas espec¡es es mucho menor que en especies

Rosáceas, ¡as cuales naturalmente acumulan polioles. Con respecto al valor de KM del co-

sustrato NAD'poca lnformación se dispone en la l¡teratura de enz¡mas SDH caracterizadas

en especies vegetales, a diferencia de la información dispon¡ble en m¡croorganismos. En

plantas, los valores publicados de K¡¡ asociados a NAD* son 0,35 mM y 0,17 mM
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correspondientes a las enz¡mas SDH de ciruela y pera, respectivamente (Guo y cols, 20'12:

Oura y cols, 2000). EI valor obten¡do en este trabajo (0,75 mM) aunque levemente mayor a

las Kr¡ menc¡onadas, es del m¡smo orden de magn¡tud que los datos publicados en especies

Rosáceas.

Con respecto al parámetro VMAX, los valores obtenidos en este trabajo fueron 0,498 U/mg y

0,6 U/mg, para los sustratos sorbitol y NAD*, respectivamente. Dado que ambos sustratos

son depend¡entes y necesarios para la reacción catalizadapor H¡S-AISDH, estos valores en

teoría deberían ser iguales. Las diferencias obtenidas en nuestras medic¡ones pueden ser

atr¡bu¡das a errores experimentales asoc¡ados a cada med¡6¡ón realizada de manera

independientemente. Según el Dr. Ricardo Cabrera, experto en el tema, y quien

constantemente monitoreó y d¡r¡g¡ó los ensayos cinéticgs realizados en este trabajo de tesis,

la pequeña d¡ferencia observada en los valores de VMA)< se encuentra dentro del margen de

error asociado a este t¡po de exper¡mentos. Estos valores obtenidos se encuentran dentro

del amplio rango de valores de Vria( publicados en enzimas SDH caracterizadas en

espec¡es vegetales (0,3 - 65 U/mg). En espec¡es no-Rosáceas, como el tomate este

parámetro fue evaluado con un valor de 0,378 U/mg, s¡milar al obten¡do en este trabajo para

ATSDH (Ohta y cols,2005). Mientras que en espec¡es Rosáceas, como pera este parámetro

es mayor en tres ordenes de magn¡tud al observado en especies no-translocadoras de

pol¡oles (Vr¡Ax SDH pera: 64,8 U/mg, Oura y cols, 2000).

Con respecto al último parámetro c¡nético calculado en este trabajo, kcar o constante

catalítica, se obtuvo un valor de 0,33 s'1 para sorb¡tol y 0,39 s-1 para el co-sustrato NAD..

No ex¡sten antecedentes d¡sponibles que permitan comparar este parámetro evaluado en

otras enz¡mas SDHS vegetales. Sin embargo es muy importante menc¡onar, que en el

cálculo realizado (ecuación 5, secc¡ón lll.5.6) se utilizó el peso molecular de una subun¡dad

estructural de la enz¡ma (42 kDa), especulando de antemano que la convers¡ón de una

molécula de sorb¡tol con la consecuente reducción de NAD. es realizado en cada subun¡dad

como centro act¡vo. S¡n duda, para confirmar que estos valores de k6¿1 soán certeros, es

necesario probar tal h¡pótesis.



Debido que enzimas sorbito¡ deshidrogenasa caracter¡zadas en plantas presentan act¡v¡dad

deshidrogenasa con otros polioles además de sorbitol, nuestro último propósito en este

objetivo fue determinar y conf¡rmar la especificidad de sustrato do la enzima, a partir de

muestras purificadas. La evaluación realizada fue utilizando un ampl¡o rango de posibles

sustratos presentes en Arab¡dops¡s según antecedentes bibliográficos y condic¡ones de

actividad ya estandarizadas, con concentraciones saturantes. De los sustratos evaluados, la

mayoría de los polioles fueron metabotizados por ATSDH presentando un ampl¡o rango de

activ¡dades especificas, m¡entras que las hexosas, glucosa y fructosa' no presentaron

actividad evidente (<1%) constatando la actividad pol¡ol desh¡drogenasa dé AISDH. Dentro

del grupo de alcoholes de azúcar testeados, sorbitol fue el sustrato preferente de act¡vidad,

al lgual que para la gran mayoría de enz¡mas SDH caracterizadas a n¡vel bioquím¡co. Los

polioles rib¡tol, xi¡itol e id¡tol también fueron sustratos preferentes para la enzima, al

presentar un 98%, 80% y 78%, respectivamente, de la activ¡dad enzimát¡ca registrada para

sorbitol (1oo%). El xilitol se reduce a xilulosa mediado por la enzima x¡l¡tol deshidrogenasa

(XDH, EC 1.1.1.9), cuyo gen ha s¡do clonado a partir S. cerev¡slae (R¡chard y cols, 1999).

En Arabidopsis la secuenc¡a que presenta mayor identidad con la secuencia XDH descr¡ta

en levaduras es ATSDH (35% de identidad). Por esta razón, se propone que el locus

At5g5197o corresponde también a una XDH én esta espec¡e. Recientes investigaciones

revelan que At§DH corresponde a una enzima r¡bitol desh¡drogenasa en Arabidopsis (RDH'

Nosarzewski y cols,2O12). Cuando sorbitol, ribitol, x¡l¡tol e id¡tol son oxidados a sus

respect¡vas cetosas, la oxidaciÓn ocurre específicamente en el C-2 de Ia molécula

(www.genomejp / KEGG / ruta). Estructuralmenté, tanto ribitol como xilitol son moléculas de

5 C a d¡ferencia de sorbitol e iditol (6 C), sin embargo, los cuatro polioles presentan la

m¡sma confguración estereoquím¡ca quiral específica en su C-2 (S) y C-4 (R). Los pol¡oles

analizados con una conf¡gurac¡Ón d¡ferente en estos dos átomos de C fueron metabolizados

con menor velocidad por AISDH, como es el caso de L-arabitol (C-2 (S), C'4 (S); 59%) y D'

manitol (C-2 (R), C-a (R); 32%). Estas observaciones sugieren que la conf¡guraciÓn estero-

isómera de la motécula, principalmente en 5u C-2 y C-4, podría ser la clave para la

preferencia de sustrato por AISDH, al ¡gual que en otras SDHS descritas en plantas y en
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mamíferos (Oura y cols, 2000; Maret y Auld, 1988; Mar¡n¡ y cols, 1997) Algunos

anlecedentes proponen que tanto la conf¡guración estero-isómera de el C-3 y C-5 como el

número de átomos de C de los polioles también ¡nfluyen en la espec¡fic¡dad de sustrato de

enzimas SDH ([/aret y Auld, 1988; Marini y cols, 1997: Lindstad y cols, 1998). Sin embargo

esta influencia sobre la activ¡dad ha sido considerada como l¡mitada, con respecto a la

configuraclón del C-2 y C-4, y podría explicar las pequeñas d¡ferenc¡as de activ¡dad

obtenidas entre tos cuatro polioles preferentes de actividad ATSDH (sorbitol, rib¡tol, xil¡tol e

¡ditol). Con respecto a los otros polioles evaluados en este trabajo, la estructura d¡sacárida

de mattitol y lactitol podría explicar su baja actividad con respecto a sorbitol (14 y 13"/o,

respectivamente), ya que posiblemente el mayor tamaño de la estructura de estos polioles

no perm¡te un adecuado encaie en el sitio catalítico de la enzima.

Con respecto a dos de sus sustratos preferentes, r¡bitol y xil¡tol, se ha demostrado que son

sustratos de enz¡mas SDHS vegetales. En maíz, la enz¡ma SDH oxida r¡bitol y xilitol con un

73o/o y 91% de eflc¡encia con respecto a la oxidaciÓn de sorb¡tol, respectivamente (Doehlert,

1987). La enzima SDH caraclerizada en tomate, LéSDH, también calaliza la ox¡daciÓn del

ribitol y xil¡tol (600/o y 29'/o, respectivamente; Ohta y cols, 2005). Sin embargo, es interesante

notar que enzimas SDHS caracter¡zadas en especies Rosáceas tienen una capac¡dad

sign¡f cat¡vamente menor pam metabolizar r¡b¡tol. En manzana se ha ¡dent¡f¡cado. entre un

7ok a 12o/o de act¡vidad al usar r¡b¡tol como sustrato de reacción, con respecto a su sustrato

preferente sorbitol (Negm y Loeschér, 1979; Yamaguchi y cols, 1994). Similares porcentajes

de act¡vidad han s¡do publicados para SDH descritas en pera y c¡ruela, las cuales oxidan

r¡bitol con un porcentaje de actividad respecto a sorbitol dé un 14yo y 15%, respectivamente

(Oura y cols, 2000; Guo y cols, 2012). Tal tendencia observada, parece mostrar que SDHS

de especies no-Rosáceas alcanzan mayor act¡vidad con respecto a r¡bitol que especies

Rosáceas, lo cual podría ser atr¡buido a camb¡os sut¡les en la configuración de los

aminoácidos presentes en los s¡tios act¡vos de estas enzimas. Dada su relevanc¡a, sería

interesanle e informativo evaluar en un futuro trabajo las constantes cinéticas (K¡,r, VMAX y

k""r) que presenta ATSDH con ribitol como sustrato, al igual que con los otros polioles

evaluados en que se obtuvo una alta activ¡dad enz¡mática (x¡litol e iditol).
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2, DETERMINACIÓN DEL ROL FISIOLÓGICO DE AISDH.

2,1. ldentificación y análisis molecular de líneas ¡nsercionales en AÍSDH.

Para identificar qué procesos fisiológ¡cos podrían estar ¡nvolucrados con la expres¡ón de un

gen desconocido en plantas, a menudo se ulilizan líneas que sobre-expresan o interrumpen

la secuencia codificante oéi-gen en estud¡o. En Lste iraualo fueron seleccionadas 3 líneas

de Arabidops¡s mutantes insercionales de la colecc¡ón del SALK lnstitute, en las cuales la

secuencia transcr¡ta de AÍSDH es ¡ntenumpida por la inserc¡Ón de un ADN-T en dist¡ntas

reg¡ones. En estas líneas, el ADN-T ¡nsercionado posee un tamaño lo suf¡c¡entemente

extenso (4,5 kb) para ¡mped¡r la correcta transcr¡pción del gen, sin embargo su ubicac¡ón y

número de cop¡as no es prec¡sa y puede ser local¡zado hasta 300 pb río abajo de la

inserción pred¡cha en la base de datos de la colección (http://arabidoosis.¡nfo; Alonso y cols,

2oo3). Por esta razón, una vez adqu¡ridas las líneas, fue de nuestro ¡nterés evaluar e

¡dent¡f¡car en pr¡mera ¡nstancia la ubicación del ADN-T en líneas posiblemente inserc¡onales

en AfSDH. Mediante genot¡pificación y secuenciac¡ón fue pos¡ble confrmar y verif¡car la

ubicac¡ón del inserto en las regiones s'UTR, exón 3 y éxón 5 de la secuencia transcrita de

AÍSDH, específicamente en los nucleótidos -250, 1280 y 1688 respect¡vamente, tomando

como referencia +1, el sitio de inicio de la traducción. Utilizando esta metodología fue

posible además, identif¡car líneas homocigotas para cada regiÓn, en las cuales la inserc¡ón

del ADN-T se encuentra en ambos alelos del genoma de Arab¡dopsis. La ubicaciÓn de la

inserción y la homocigocidad de las líneas sin embargo no aseguran la expres¡ón nula del

transcr¡to de ATSDH 6n cada mutante, en part¡cular en líneas cuya inserciÓn no se ubica en

la reg¡ón codifcante del gen como es el caso ds la línea sdh l-3 (¡nserc¡Ón en región 5'UTR).

Por esta razón, el tercer objetivo del presente trabajo fue el anál¡s¡s molecular de las líneas

insercionales prev¡amente idsntif¡cadas para AISDH. Mediante RT-PCR convencional se

registró una nula expresión del transcr¡to en las -tres líneas mutantes, al ut¡lizar las

condiciones previamente estandarizadas de amplificación para el gen (PCR de 33 c¡clos de

ampl¡f¡cac¡ón). Sin embargo, cuando se rcalizarcn reacciones de PCR con una mayor
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cantidad de ciclos de amplif¡cación del producio (40 ciclos) se observó una tenue banda del

tamaño correspondiente al ADNC de AÍSDH en líneas sdhl-3. Al comparar el producto de

amplifcación obten¡do en ¡guales condiciones de reacción para lineas sdhT-3 con plantas

silvestres, se obluvo una d¡ferencia de ¡ntens¡dad del 91%. Este resultado ¡nd¡có que líneas

sdhT-3 presentan menores niveles de transcrito de AISDH, de alrededor del l0% del nivel

de expresión reg¡strado en plantás s¡lvestres. Con el objetivo de confirmar y cuantificar de

manera prec¡sa estos resultados, se midieron los n¡veles relativos de transcrito de AÍSDH en

las distintas l¡neas mutantes y plantas silvestres mediante PCR en t¡empo real. Los

resultados obtenidos ¡nd¡caron que lineas sdt l-3, sdhl-1 y sdhl-4 presentaban el 3,'1 y

0,5% de la expres¡ón de AÍSDH reg¡strada en plantas silvestres, respectivamente. La

precisión de estos resultados, fue confirmada al realizar repl¡cas b¡ológ¡cas del exper¡mento

y al utilizar dos genes normal¡zadores descritos en la l¡teratura de manera independ¡ente.

En líneas insercionales en la reg¡ón codificante del gen (líneas sdhl-1 y sdhl-4) se esperó

una nula expresión del transcrito debido al tamáño del ADN-T, lo cual fue evidenciado en

reacciones de RT-PCR convenc¡onal. Los n¡veles de expres¡ón relat¡va de¡ 1 y 0,5oA

obtenidos mediante PCR en tiempo real para estas líneas, son niveles de expresión del

transcrito suf¡cientemente bajos que podrían ser asociados a errores metodológicos (por ej.

asoc¡ado al cálculo de la eficiencia de los part¡dores) formando parte del margen de error

esperado de Ia técnica en sí: A diferencia de lo que se esperaba para líneas sdhl-1 y sdhl-

4, en líneas sdh l-3 se obtuvo mayor expres¡ón deltranscr¡to deb¡do al lugar de inserción del

ADN-T en el gen (región UTRs'). La obtenc¡ón de un 107o de expresión del transcrito

med¡ante RT-PCR y un 3% por PCR en t¡empo real, evidenc¡aron tal fenómeno, aun cuando

los niveles de transcrito siguen siendo suficientemente reducidos en comparación a plantas

silvestres, presentando un fenót¡po s¡m¡lar al observado en líneas con menor expres¡ón del

transcr¡to (sdhl-l y sdhl-4\ como será discutido más adelante (sección 2.2). Las diferencias

observadas en los niveles de expresión al usar una u otra técnica, pueden ser asociados

tanto a errores metodológ¡cos como de prec¡sión de la misma técn¡ca. Deb¡do a que

mediciones med¡ante RT-PCR convenc¡onal suelen presentar ménor exact¡tud, los mayores

niveles de expres¡ón de ATSDH obtenidos mediante esta técnica pueden ser asoc¡ados al



mayor número de variables que afectan el manejo experimental de esta metodología. Por

esta razón, los resultados obtenidos mediante PCR en t¡empo real son los valores de

expres¡ón relat¡va para cada línea ¡nserc¡onal considerados en este trabajo.

Los niveles de expresión s¡n duda nos ¡nforman la cant¡dad de transcrito presente en líneas

mutantes. Sin embargo, más allá de este resultado, lo interesante es conocer si la

traducción de Ia proteína está siendo efect¡vamente afectada en estas líneas. Mediante

Western blot ut¡l¡zando un anticuerpo pol¡clonal anti-AtSDH prev¡amente generado en

nuestro grupo de ¡nvestigación (Mandujano, 2010) fue posible confirmar la ausencia de

proteína ATSDH en las 3líneas mutantes inserc¡onales, a d¡ferenc¡a de plantas silvestres, en

donde se observa el tamaño esperado de -42 kDa correspond¡ente a ATSDH (Parada, datos

s¡n publicar). Este resultado, nos permite asegurar que las tres l¡neas mutantes, sdhl-3,

sdhl-1 y sdhl-4, son efectivaménte líneas carentes de AISDH, al no ident¡ficar la presenc¡a

de la proteína (42KDa) nifragmentos de esta (proteínas truncas).

ldent¡f¡car líneas mutantes sdh- fue cons¡derado un aspecto crucial en esta ¡nvest¡gación

para lograr detectar que proceso f¡siológico podría estar siendo alterado en Arabldops¡s

debido a la ausenc¡a de AISDH, como parte del tercér y último objet¡vo propuesto en este

trabajo. Disponer de una cantidad adecuada de líneas independientes perm¡te atr¡buir de

forma certera la identificac¡ón de una respuesta fis¡ológ¡ca a los n¡veles reducidos del

transcr¡to, s¡ él fenot¡po es observado de ¡gual manera en las tres líneas mutantes, como

será discut¡do a continuac¡ón.

2.2. Análisis fenotípicos de líneas de Arabidopsis sdh-

En condiciones normales de crecimiento, las tres líneas ¡ndependientes sdh- presentaron un

fenot¡po s¡milar al observado en plantas silvestres. En.este trabajo de tes¡s, no se lograron

detectar diferencias v¡sibles en el desarrollo, tamaño, forma y número de hojas, raíces,

tallos, flores y cant¡dad de sem¡llas en líneas mutantes, comparando con el desarrollo

normal de una planta s¡lvestre. Esta observación nos sugiere que el metabolismo de sorbitol
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y de pos¡blemente otros polioles no es esencial para el desaffollo de Arab¡dopsis, lo cual se

condice con las bajas concentraciones régistradas de todos los alcoholes de azúcat

presentes en esta especie, y en general en especies no-acumuladoras de pol¡oles en

condiciones estándar de crec¡miento,

Debido que varios antecedentes relacionan la acumulac¡ón de sorbitol y otros pol¡oles con

un aumento en la toleranc¡a de las plantas, especialmente Rosáceas, para resistir á

presiones ambientales tales como estrés por bajas temperaturas, salinidad, estrés osmótico

y sequía, en este trabajo se evaluó la respuestá fisiológ¡ca de líneas sdh- frente a tales

condiciones de estrés. Aún cuando los d¡ferentes tipos de estrés presentan mecan¡smos

propios de respuesta, varios antecedentes ¡ndican que existe un conjunto de respuestas

comunes en todos ellos, como es el estrés oxidat¡vo provocado por un aumento en la

formac¡ón de rad¡cales libres (Kaplan y cols, 2004).

En el trabajo de Dixon y cols (2005) se ¡dent¡fica a ATSDH como una proteína susceptible a

s-glutationilación, mod¡ficación post-traduccional que ¡nactiva proteínas en cond¡c¡ones de

estrés ox¡dat¡vo. Tal antecedente, que relac¡ona la regulac¡ón de act¡vidad SDH con estrés

oxidativo en Arabidopsis, nos hace conceb¡r una posible respuesta diferencial de ¡íneas sdh-

al ser sometidas a los distintos t¡po de estrés mencionados. Las pr¡ncipales observac,ones

obten¡das serán discutidas a continuación, de manera ¡ndepend¡ente para cada condic¡ón de

estrés analizada.

2.2.1. Estrés por frío

El proceso de acl¡matación a bajas temperaturas es muy complejo y lleva consigo

numerosos cambios fsiológ¡cos y b¡oquímicos. Entro los más ¡mportantes podemos señalar

los cambios en la compos¡c¡ón l¡pid¡ca de las membranas (Zhang y cols, 2009), en los

n¡veles de Cat2 citosólico, y en la concentrac¡ón de hormonas y solutos compat¡bles, como

polioles (Cuevas,2007). Debido a que la mayoría de éstos cambios son controlados al nivel

de la expres¡ón génica (Shinozaki y cols 2003) en este trabajo se evalúo los niveles de

94



transcrito de los dos genes involucrados directamente con el metabolismo de sorb¡tol;

ATAOPR y AÍSDH. En tratam¡entos de inducc¡ón por frío se observó un aumento en los

n¡veles de transcrito de ATAOPR al doble de su expresión basal y una disminuc¡ón cercana a

la mitad del transcr¡to AfsDH. El aumento en la expresiÓn del gen responsable de la síntes¡s

de sorbitol (A,AOPR) y la d¡sminución del gen implicado en su catálisis o conversión

(AÍSDH), sugiére que én condiciones de bajas temperaturas existe una regulación

transcr¡pcional en planlas silvestres de Arab¡dops¡s que permite la acumulac¡Ón de polioles,

en particular de sorbitol. Los resultados obten¡dos, concuerdan con los antecedentes

publicados por Kaplan y cols (2004). En su estudio, se registrÓ un incremento en la

concentrac¡ón de sorbitol en plantas dé Arabidopsis sometidas a estrés por frfo, utilizando

GC-MS y empleando una metodología de inducciÓn de estrés muy s¡milar a la llevada a

cabo en este trabajo. Los autores consideran a sorbitol como un metabolito de resDuesta

específica a frío debido a que no se ¡dent¡fican camb¡os en su concentración al evaluar

estrés por altas temperaturas en Arabidopsis. - Los- resultados obtenidos, junto con los

antecedenles mencionados ¡ndican que la acumulación de sorbitol es una respuesta

adaptativa a baias temperaturas, razón por la cual seria ¡nteresante evaluar en futuros

estudios el fenotipo de líneas sdh-, acumuladoras de polioles, en tratam¡entos de estrés por

frio y por congelación.

2.2.2. Estrés Salino

Altos niveles de sal pueden causar varios tipos de estrés en las plantas, ¡ncluyendo una

alterada absorc¡ón de nutrientes, acumulación de ionés tóxicos (Na.), estrés osmótico y

estrés oxidat¡vo (Verslues y cols,2006). El estrés salino d¡f¡ere de otros tipos de estrés

debido principalmente al desbalance ión¡co que se genera a partir de 7 días en plantas

sometidas a altos niveles de sal (Huh y cols, 2002; Munns,2002). Varios antecedentes

relac¡onan la acumulac¡ón de pol¡oles con un aumento en la tolerancia al estrés sal¡no (Gao

y cols, 2001). Tales antecedentes sug¡rieron una posible respuesta diferencial de lineas sdh-

, potenciales acumuladoras de polioles, con respecto a plantas silvestres de Arabidopsis.
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Los resultados obten¡dos en este trabajo ¡ndican que tanto p¡antas sdh- como WT presentan

un fenot¡po s¡milar al ser sometidas a altas concentrac¡ón de sales (100, 'f 50 y 200 ml\,4), lo

cual fue evidenciado en el largo de su raiz principal y el fenotipo asoc¡ado a la reg¡ón aérea

(hojas rosetas) de plántulas transferidas durante 7-14 días a los d¡st¡ntos medios

suplementados con sal. La inhibición del crec¡m¡ento tanto de la parte radicular como aérea

en ambos grupos de plantas sometidas a estrés fue ev¡dente al ut¡lizar 100 mM de NaCl

como ha sido descr¡to en otras ¡nvestigaciones (Verslués y cols, 2006), lo cual se atr¡buye al

efecto tóxico, dosis dependiente, del ión Na' incorporado pr¡nc¡palmente en raices y

d¡str¡bu¡do a todo el organismo. Los resultados obtenidos sugieren que ATSDH no estaría

¡nvolucrado en procesos fis¡ológicos relacionados con eslrés salino bajo las condiciones

experimentales empleadas.

2.2.3. Estrés osmótico

Para generar estrés osmót¡co en plantas y evaluar su toleranc¡a, trad¡cionalmente se utilizan

med¡os suplementados con compuestos osmól¡cos como man¡tol, sorbitol y PEG, los cuales

permiten disminuir el poténc¡al hídrico del agua (\}rw) en los medios de crecim¡ento (Verslues

y cols, 2006; Rapala y cols, 2012; Kim y cols, 20121. El man¡tol en part¡cular ha sido

ampliamente utilizado en un gran número de invest¡gaciones, debido a su fácil uso y bajo

costo (X¡ong y cols, 2011). Debido a que el estrés osmótico ha s¡do uno de los t¡pos de

estrés relacionados con la acumulación de polioles en espec¡es Rosáceas, en este trabajo

se evalúo el crec¡m¡ento de plantas sdh- en med¡os suplementados con a¡tas

concentraciones de manitol, como agente desencadenante del estrés. El retardo del

crecimiento tanto de la zona rE¡d¡cular como aérea, fue la respuesta generalizada y

observada en plantas s¡lvestres, como ha s¡do descr¡to en la l¡teratura (X¡ong y cols,2OOO).

Los resultados obtenidos indicaron que no existfan diferencias signif¡cat¡vas en la ¡nhib¡ción

del crecim¡ento de líneas sdh- con respecto a WT, sugir¡endo que la actividad ATSDH no

está ¡nvolucrada en la respuesta fisiológica desencadenada por estrés osmót¡co en



Arabidopsis. Para conf¡rmar esta observación, sería interesante evaluar si la similitud de la

respuesta a estrés osmÓtico se mantiene al utilizar menores concentraciones de man¡tol en

los medios de crecimiento a las ya evaluadas en esté trabajo (100, 150 y 200 mM). En su

invest¡gación, X¡ong y colaboradores (2006) evalúan la sensibilidad al estrés de mutantes

dlg, las cuales presentan alterada respuesta en el desarrollo de raíces laterales, ut¡l¡zando

concentraciones de 50 - 75 mM (consideradas concentrac¡ones moderadas de manitol)

Estos autores, además de corroborar la inhibiciÓn del largo de la raíz pr¡nc¡pal confirman la

inhibic¡ón del crec¡miento de raices laterales en medios con manitol, mediciones que

podrían ser consideradas para futuros estud¡os.

Como fue menc¡onado, el uso de manitol y sorb¡tol como agentes osmÓticos han sido hasta

la fecha ampliamente utilizados. Sin embargo, su uso como desencadenantes de estrés

osmótico, genera controversias. En la naturaleza, cuando el conten¡do de agua del suelo

disminuye y se desencadena estrés osmótico, el agua es absorbida desde la célula

resultando en citorrisis, un proceso en el cual tanto la pared celular como Ia célula se

encogen (Verslues y cols, 2006). Este fenómeno contrasta con la respuesta desencadenada

al util¡zar solutos de bajo peso molecular como es caso de manitol y sorbitol. Ev¡dencias

indican, que ambos pol¡oles son capaces de penetrar l¡bremente los poros de la pared

celular y causar plasmól¡sis, proceso én que se genera pérdida de agua y de volumen

celular sin afectar él contenido de agua o volumen de la pared celular (Verslues y cols,

2006). El ingreso de estos compuestos al medio Intracelular podría ser mediado por

transportadores multi-específicos (H*-symporters) para polloles y monosacaridos descrjtos

en la membrana plasmát¡ca de células de Arab¡dopsis (AtPMT'l y 2, Klepek y cols, 2010;

AtPMTS Klepek y cols, 2005; Reinders y cols, 2005). La plasmol¡s¡s provocada Por el

ingreso de sorbitol y man¡tol no corresponde a la respuesta típica observada en la

naturaleza y puede causar un daño celular que es perc¡b¡do con una respuesta flsiolÓgica

dist¡nta a lo que realmente ocurre. Deb¡do a esto, la plasmÓlisis debiera evitarse en estud¡os

de bajo potencial hídrico por estrés osmót¡co (Munns, 2002). Además, los resultados

obten¡dos en el presente trabajo con respecto a la--qaracterizaciÓn bioquím¡ca de ATSDH

conf¡rman que ex¡ste un metabol¡smo de pol¡oles en Arabidopsis. Tanto sorbitol (100%)
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como manitol (32%), son sustratos de ATSDH (objetivo l), por lo cual no son compuestos

inertes pará Arab¡dops¡s y su catabol¡smo podrÍa estar asoc¡ado a una respuesta f¡sio¡óg¡ca

d¡ferencial en plantas somet¡das a estrés osmótico usando estos compuestos. Esta

importante observación desval¡da su uso como agentes o§móticos y corrobora que su

ut¡l¡zaclón no es adecuada para este t¡po de exper¡mentos. Por otro lado, PEG es un

compuesto inerte qué no se metaboliza en Arab¡dops¡s, y en su forma de alto peso

molecular (mayor a 6000 g/mol) no es capaz de ingresar a la célula provocando citorr¡sis al

ser ut¡lizado como agente osmót¡co. Hasta ahora, todos los antecedentes ¡nd¡can que PEG

es el mejor soluto existente para imponer un estrés dé bajo \.r* que refleje el t¡po de presión

amb¡éntal ¡mpuesta por la naturaleza (Vérslues y cols, 1998; van der Weele y cols, 2000).

Sin embargo, la utilización de este compuesto en experimentos in-vitro no es de fác¡l

aplicación. La molécula PEG ¡mpide la polimerización del agar ut¡l¡zado comúnmente en

medios de crec¡m¡ento en cond¡ciones estériles. Actualmente se d¡spone de protocolos

estandarizados que permiten obtener placas de agar infuñd¡das en PEG con distintos

potenciales osmóticos (Verslues y cols, 2006). Esta metodología fue imptementada durante

la real¡zación de este trabajo de tes¡s con la asesoría del Dr. Herman Silva Robledo (Lab.

Relac¡ón Agua-planta-suelo, Fac. Agronomía, U. de Chile) quien dispuso para nuestro uso

un osmómetro, equipo que perm¡tió conf¡rmar el potencial osmót¡co de placas preparadas e

infundidas con PEG a distintas concentraciones. En futuros experimentos seria út¡l evaluar

la fuga de electrol¡tos de plantas crec¡das en placasinfundidas con PEG (Verslues y cols,

2006), con el f¡n de conf¡rmar los resultados obtenidos en esta tesis, los cuales sugieren que

el metabolismo de pol¡oles en Arab¡dops¡s no estaría relac¡onado con el estrés osmót¡co

(evaluado con man¡tol).
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2.2.4. Medio MS sorb¡lol

En medios de crecimiento in-vltro suplementados con 30 mM de sorb¡tol y en med¡os sin

suplemento, se observó que el crecimiento de plantas silvestres fue sim¡lar, sin reg¡strar

d¡ferenc¡as s¡gnif¡cativas con respecto al peso seco de hojas rosetas y el largo de su raiz

princ¡pal transcurr¡dos 15 dias de crec¡m¡ento en cond¡ciones de día largo. Como

previaménte fue demostrado (Laby y cols, 2000), Arab¡dopsis no presenta efectos

¡nhib¡torios en su crecimiento en med¡os suplementados con sorb¡tol en concentraciones

menores a 300 mM. Sin embargo, importantes d¡ferencias fueron observadas én el

desarrollo de líneas mutantes ¡nserc¡onales sdñ- al ser crec¡das en med¡os suplementados

con sorbitol 30 mM, lo cual se evidenció en una s¡gn¡f¡cativa reducción del peso seco (-

33%) y en el largo de la raíz principal (- 28%). Este resultado podría indicar que debido a

que líneas sdh- son ¡ncapaces de catalizar de manera intracelular el sorbitol exógeno

presente en el medio de crecimiento, estas líneas son más afectadas en condic¡ones de

estrés osmótico que plantas silvestres debido a una exces¡va acumulación de sorb¡tol,

inhib¡endo de esta forma su desarrollo. El mismo fenómeno ha s¡do observado en plantas de

tabaco que sobre-expresan la enzima AOPR de manzana, involucrada en la síntes¡s de

sorb¡tol. Cuando los niveles de sorbitol fueron menores que -5 pmol/g de peso fresco, las

líneas transgén¡cas de tabaco presentaron un fenotipo sim¡lar a lineas silvestres (Tao y col§,

1995; Sheveleva y cols, 1998). Sin embargo, cuando este umbral fue sobrepasado en lÍneas

transformantes, las plantas de tabaco presentaron una menor tasa de crecimiento y una

d¡sm¡nución en su capacidad de enra¡zamiento (Sheveleva y cols, 1998). Como soluto

compat¡ble, sorb¡tol y otras moléculas, pueden ser acumuladas en altas concentraciones sin

alterar el normal func¡onamiento celular (Pessarakl¡ y cols,20l0). Sin embargo, estas y

otras invest¡gaciones, evidencian que existen n¡veles críticos para la acumulac¡ón de estos

compuestos (Alcázar y cols, 2010; Deguchi y cols, 2004). Es posible entonces, que líneas

sdh- presenten un umbral de acumulación de sorb¡tol menor que plantas s¡lvestres al ser

¡ncapaces de real¡zar su normal conversión a fructosa. Por lo tanto, sería muy ¡nformat¡vo

med¡r (por HPLC) Ios niveles de sorb¡tol en las plantas sometidas a estas condiclones.
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2.2.5. Estrés por sequía

Las líneas sdfi- fueron significativamente más resistentes a estrés por deshidratación que

plantas WT, reflejado por un alto Porcentaje de sobrevivenc¡a y un incremenlo en e¡

contenido relat¡vo de agua en sus hojas (RWC). Esta mayor sobrevivencia se debe

probablemente a un incremento en la concentración de solutos compat¡bles en líneas

mutantes, como resultado de su incapacidad de remover algunos alcoholes de azúcar,

sustratos de AISDH. Hasta la fecha, dos estudios evidencian el aumento en los niveles de

varios pol¡oles en plantas dé Arabidops¡s al ser sometidas a estrés por sequía (Rizhsky y

cols, 2OO4: Nosarzewski y cols, 2012). En su ¡nvest¡gac¡ón Rizhsky y cols (2004)

identif¡caron los polioles gl¡cerol, lactitol, inos¡tol, maltitol, man¡tol y x¡l¡tol mediante GC-MS

en hojas rosetas de Arabidopsis silvestre luego de ser elim¡nado el riego du¡ante 7 d

(ptantas con RWc -70%). Enlre estos pol¡oles, x¡litol aumentó 3,59 veces su concéntración

en tales condiciones, s¡endo este aumento uno de los más altos registrados entre los

metabol¡tos ¡dentificados impuesto el estrés. A diferenc¡a de lo observado con x¡l¡tol, sorb¡tol

no fue sintetizado bajo cond¡c¡ones de sequía, y tampoco fue reg¡strado en las condiciones

control en esta investigac¡ón. Los demás polioles evaluados, en general d¡sminuyeron su

concentrac¡ón (-0,5) en condic¡ones de estrés, salvo inos¡tol que aumento 0,5 veces su

concentrac¡ón basal (Rizhsky y cols, 2004). S¡ b¡en recordamos, ATSDH presenta actividad

con la mayoría de estos pol¡oles, siendo x¡l¡tol uno de sus preferentes sustratos (80o/o de

activ¡dad con respecto a sorb¡tol). Estos antecedentes nos infieren que el fenotipo de mayor

tolerancia a estrés por sequía observado en lineas sdh- podrfa deberse a una acumulaciÓn,

menor a la umbral dé los polioles mencionados, en particular de xilitol.

En d¡screpanc¡a a los metabol¡tos ¡dent¡ficados por- Rizhsky y cols (2004), una reciente

investigac¡ón registró altos niveles de sorb¡tol y rib¡tol en Arabidopsis bajo condiciones de

estrés por deshidrataclón. En este estudio, Nosazewski y cols (2012) ut¡l¡zaron condic¡ones

experimentales sim¡lares a las que se utilizaron en nuestra ¡nvestigación (crec¡miento en

tierra con 14 dias de el¡minación del riego), las cuales difieren a las util¡zadas en Ia

investigac¡ón realizada por R¡zhsky y cols (2004), explicando posiblemente las diferenc¡as
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en los metabolitos reg¡strados ¡mpuesto el estrés. Dado estos antecedentés, sería muy

interesante evaluar en un futuro trabajo los niveles de los pol¡oles mencionados en ambas

¡nvest¡gaciones en líneas sdh-, sometidas a estrés por deshidratac¡ón med¡ante Ia técn¡ca

de HPLC.

La reciente publicación de Nosarzewsk¡ y cols (2012) tiene gran relevancia para nuestra

investigación, ya que evaluaron al igual que en nuestro trabajo, la resistenc¡a a estrés por

sequla de líneas mutantes ¡nsercionales de Arab¡dopsis sdh-, de las cuales sdhT-l es

común en ambos estud¡os. En contrapos¡c¡ón a lo que se observó en nuestro trabajo, el

grupo liderado por Nosarzewski registró una menor tolerancia al estrés en líneas sdh-, lo

cual fue reflejado en una menor tasa de sobrev¡vencia. Estos discordantes resultados, nos

h¡cieron cuestionar y comparar el diséño exper¡mental con que había s¡do eiecutado el

estrés por ambos grupos de ¡nvestigac¡ón. En nuestro trabajo el estrés por deshidratac¡ón

fue realizado en condiciones de día corto (8 h luzl16 h oscuridad) con el fin de mantener el

crec¡miento vegetativo de las llneas evaluadas durante las I semanas en que se real¡zó el

estudio. En el trabajo publ¡cado por Nosarzewsk¡, el crecimiento de los distintos grupos de

plantas fueron real¡zados bajo condiciones de fotoperíodo largo (16 h luzl8 h oscur¡dad),

condiciones que inducen el crecimiento reproductivo de las plantas transcurridos -26 d

desde su s¡embra (Boyes y cols, 2001). Ellos ev¡dencian este fenómeno en su publicac¡Ón al

¡ndicar que las inflorescenc¡as se retiraron periódicamente de las plantas durante el

tratamiento de estrés. Este aspecto es muy ¡mportante, ya que el cambio de fase de

crecimiento vegetat¡vo a reproduct¡vo tiene un profundo efecto sobre el metabolismo de la

planta. Var¡as ¡nvestigaciones relacionan los cambios en perfiles de transcr¡pciÓn, act¡vidad

enzimát¡ca, concentración de solutos, y el metabol¡smo del n¡trógeno y carbono con los

ciclos de luzloscur¡dad al cual son sometidas las plantas (Gibon y cols,2006; Bieniawska y

cols, 2008). En tratamientos de desh¡dratación, los camb¡os dinámicos observados en el

transcr¡ptoma de Arab¡dopsis son acotados por factores mitigantes como el tiempo de

duración del ciclo diurno (horas de luz; Wilkins y cols, 2010). En este mismo contexto, es

¡nteresanle observar que en plántulas silvestres de Arabidopsis (ecot¡po Ler) la expresión de

SDH es 37% mayor al ser cultivadas en condiciones de fotoperíodo corto en comparación



con c¡clos de días largos (Michael y cols, 2008). Esta información se cond¡ce con la sobre-

representación del mot¡vo de respuesta a luzloscur¡dad, L-box, identifcado 260 veces sobre

el promed¡o en el promotor de ATSDH (Parada,2O11). Todos estos antecedentes nos

indican que las condiciones de fotoperfodo al que fueron sometidas las plantas son un factor

cruc¡al que podrfa haber alterado lá respuesta de plantas silvestres y líneas mutantes sdh-

al estrés por sequía, expl¡cando los d¡ferentes resultados obtenidos en este trabajo con

respecto a los ya publ¡cados.

La menor tolerancia a estrés por sequía de mutañtes sdh- en condiciones de fotoperíodo

largo descritas por Nosarzewski, fueron atr¡bu¡das pr¡nc¡palmente a altas concentraciones

de sorb¡tol y r¡b¡tol, super¡ores a un umbral critico, que desfavorece el crec¡m¡ento de

Arabidopsis, avalando lo que fue discutido previamente en medios suplementados con

sorbitol.



Vl. Conclusiones
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En el presente trabajo de tesis fue pos¡ble s¡ntetizar de manera satisfactor¡a la

proteína recombinante His-AtSDH a través de un s¡stema de expres¡ón in-v¡tro y la üev¡a

generación de un vector compatible, pEXP5-AISDH. Mediante este sistema de síntes¡s se

obtuvo la proteína His-AtSDH de manera soluble y actlva en el producto de la reacción rn-

vitro, lo cual perm¡tió conf¡rmar b¡oquím¡camente, util¡zando z¡mogramas y

espectrofotometrfa, la act¡v¡dad sorbitol y xilitol desh¡drogenasa de Ia proteína.

En este trabajo la implementación de un sislema de purif¡cación para pequeñas

cant¡dadés permitió purificar de forma adecuada y en mayor concentración Ia proteina en

estudio. El uso de agenles estabil¡zadores y altas concentraciones de sal en las soluc¡ones

utilizadas para llevar a cabo el proceso de purificación ¡mplementado, permitieron obtener

una fracc¡ón de proteína altamente purificada (-92o/o) y acliva de manera estable durante un

período de t h. En estos periodos de t¡empo fueron realizados ensayos cinéticos que

permiti€ron caeclerizar en sus parámetros Kr,l, V¡¡ax y k""r dos de los pr¡ncipales sustratos

de activ¡dad SDH, sorb¡tol y NAD.. Los valores obten¡dos en las constantes cinét¡cas KM y

Vi\aAx para sorbitol fueron 1,2 mM y 0,498 U/mg, respectivamente, similares a los parámetros

¡dent¡ficados en SDHs caracter¡zadas en otras espec¡es No-Rosáceas, como tomate y maí2.

La espec¡fic¡dad dé sustrato de His-AtSDH también fue evaluada. Los resultados

indicaron que sus sustratos preferentes de act¡vidad deshidrogenasa son sorb¡tol ('100%),

ribitol (98%) y x¡litol (8070), Ios cuales comparten s¡m¡litudes estructurales que podrían ser

atr¡bu¡das a la preferenc¡a de His-AtSDH por estos y no por otros suslratos, tales como

arabitol y man¡tol.

Para determinar el rol f¡siológ¡co de ATSDH en plantas, se ¡dentificaron 3líneas

mutantes inserc¡onales de Arab¡dopsis en la secuencia transcrita de AfSDH, designadas

como sdhT-3, sdhl-1 y sdhl-4. Mediante genotip¡f¡cación fue posible confirmar la ubicación

de Ia inserción (ADN-T) en el gen, especificamente en la región 5'UTR, exón 3 y exón 5 de

líneas sdhl-3, sdhl-1 y sdhl-4, respectivamente. Utillzando esta metodología fue pos¡ble

además ¡dentif¡car aquellas líneas homocigotas para cada mutación, en las cuales la

inserc¡ón habia s¡do incorporada en ambos alelos del genoma. Como era esperado, debido

a la ¡nserc¡ón los niveles de transcr¡to de AfSDH en las d¡st¡ntas llneas fueron drásticamente



reducidos en comparación a la expresión del gen en plantas silvestres (<3olo) perm¡tiendo

disponer de Iíneas práct¡camente knock-out para AÍSDH.

El anális¡s fis¡ológ¡co de líneas sdh- permitió observar qué la falta de función de

ATSDH no afecta el desaffollo de Arab¡dopsis en cond¡c¡ones estándar de crec¡miento. S¡n

embargo la carencia de ATSDH fue determinante en la respuesta f¡s¡ológica de las tres

llneas mutantes en ciertas cond¡ciones de estrés abiótico. La inh¡b¡c¡ón de la exprés¡ón de

AÍSDH (0,5 veces) en condic¡ones de estrés por frío ¡nf¡eren un pos¡bte rol de este gen en ta

adaptación a bajas temperaturas en plantas de Arab¡dopsis. Por otra parte, la ¡nhibición del

crec¡miento de líneas sdh- en medios suplementados con sorb¡tol (30 mN4) perm¡te deduc¡r

que ex¡ste una mayor susceptibilidad al aumento de la concentración intracelular del poliol

en plantas incapaces de metabolizarlo, evidenciando la ex¡stencia de una concentración

crít¡ca de acumulac¡ón, que una vez superada généra efectos adversos en el desarrollo.

Finalmente, se observó una mayor resistencia de líneas sdh- en condiciones de estrés por

deshidratac¡ón, presentando una mayor sobrev¡venc¡a y un ¡ncremento en el contenido

relat¡vo de agua en hojas.

F¡nalmente, podemos concluir que los objet¡vos propuestos en este trabajo de tesis

fueron todos satisfactoriamente cumplidos y que la hipótesis postulada "El locus AtSgS197O

codif¡ca para una sorbitol deshidrogenasa de Anbidopsis thaliana que cata¡iza la reacc¡ón

de ox¡dación de sorb¡tol con mayor efic¡encia que otros polioles y una disminución en los

niveles de transcrito de esté gen afecta la respuesta de la planta en condiciones de estrés

ab¡ót¡co", ha sido confirmada.
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