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RESUMEN

Los carbohidratos cumplen importantes funciones en plantas, siendo su transporte vy
translocacion por el floema fundamental para crecimiento y desarrollo de los distintos drganos y
tejidos. En la mayoria de las especies vegetales la principal forma de carbohidrato transportado
es la sacarosa. Sin embargo existen familias de plantas en que la cantidad de sacarosa es
reducida en comparacion a otros carbohidratos transportados, como es el caso de la rafinosa y
alcoholes de azucares o polioles. Polioles son el producto primario de la fotosintesis en diversas
y economicamente importantes familias de plantas superiores. El sorbitol, uno de estos
alcoholes de azucar, es sintetizado y translocado a través del floema en especies de las familias
Rosaceas y Plantaginaceas, en las cuales las enzimas encargadas de su sintesis (aldosa 6-
fosfato reductasa) y degradacion (sorbitol deshidrogenasa, SDH) han sido ampliamente
estudiadas. En plantas no-Rosaceas, que no transportan ni acumulan sorbitol se han
encontrado genes ortélogos a las SDH ya descritas, como es el caso del tomate, soya y maiz.
En un reciente estudio (Nosarzewski y cols, 2012) y en nuestro grupo de investigacién, se
identifico mediante genética reversa un marco de lectura abierto que podria codificar para una
enzima SDH de Arabidopsis thaliana (AtSDH). La secuencia aminoacidica de la proteina
codificada por AtSDH tiene una identidad mayor al 75% con las SDHs ya descritas, y presenta
los motivos y dominios conservados propios de enzimas SDH. La identificacion de una enzima
relacionada con el metabolismo de polioles en Arabidopsis, genera la gran inquietud de cuél es
el rol fisiologico que cumplen alcoholes de azlcar en esta especie vegetal, como modelo de

especies que no acumulan ni transportan polioles como principales fotosintatos.

Utilizando Arabidopsis como modelo de estudio y en el marco de la caracterizacién bioguimica
de AtSDH, en el presente trabajo de tesis se realizaron ensayos cinéticos que permitieron
confirmar actividad SDH de la proteina recombinante His-AtSDH sintetizada in-vitro. En

presencia de NAD", pero no de NADP', His-AtSDH fue capaz de oxidar una amplia gama de



alcoholes de azucar con una clara preferencia por sorbitol, ribitol y xilitol como sustratos frente a
ofros polioles presentes en Arabidopsis. La actividad con sorbitol de la proteina fue analizada en
sus parametros cineticos Ky, Vuax Y Kea, Obteniéndose valores similares a las constantes

publicadas para otras enzimas SDH descritas en especies no-Rosaceas.

Para determinar el rol in-vivo de AtSDH en Arabidopsis, fueron identificadas y caracterizadas 3
lineas mutantes insercionales homocigotas en las cuales la insercion de ADN-T interrumpié la
secuencia transcrita del gen en distintas regiones, disminuyendo los niveles relativos de
expresion en mas de un 97% con respecto a plantas silvestres. Analisis morfométricos de las
distintas lineas, permitieron observar que bajo condiciones estandar de crecimiento la carencia
de AtSDH no afecta el desarrollo de Arabidopsis. Sin embargo, este desarrollo se vio alterado
cuando las distintas lineas fueron sometidas a condiciones de estrés. En medios de crecimiento
suplementados con sorbitol, las tres lineas mutantes exhibieron una reduccion del peso seco y
la longitud de la raiz principal en comparacién a plantas silvestres. Mientras, que bajo
condiciones de estrés por deshidratacién, plantas carentes de AtSDH son mas resistentes a la
presion que plantas silvestres, reflejado en una disminucion en la pérdida del contenido de agua
en sus hojas al ser eliminado el riego y una mayor tasa de sobrevivencia una vez que el riego
fue reanudado en condicicnes control. Estas importantes evidencias sugieren que limitaciones
en el metabolismo de polioles endégenos y exdgenos afectan el crecimiento de Arabidopsis

alteran su respuesta a sequia, incrementando su tolerancia.




ABSTRACT

Carbohydrates play important reles in plants, and their transport and translocation through the
phloem are essential for growth and development of organs and tissues. In most plant species,
the major form of carbohydrate transported is sucrose. However, there are families of plants in
which the quantity of sucrose is reduced compared to other carbohydrates transported, such as
raffinose and sugar alcohols or polyols. Polyols are the primary product of photosynthesis in
several impertant families of higher plants. Sorbitol, one of these sugar alcohals, is synthesized
and translocated through the phloem in species of the Rosaceae and Plantaginaceae family, in
which the enzymes involved in the synthesis (aldose 6-phosphate reductase) and degradation
(sorbitol dehydrogenase, SDH) have been extensively studied. In non-Rosaceae species, that
do not transport or accumulate sorbitol, orthologous genes to previously-described SDHs have
been found (tomato, soybean and maize). In a recent study (Nosarzewski et al, 2012) and in our
research group, an open reading frame encoding a potential SDH enzyme of Arabidopsis
thaliana (AtSDH) was identified by reverse genetics. The amino acid sequence of the protein
encoded by AtSDH has an identity of more than 75% with previously-described SDHs, and
presents conserved motifs and domains proper of SDH enzymes. The identification of an
enzyme involved in polyol metabolism in Arabidopsis, generates significant interest concerning
the physiological role of sugar alcchols in this species, as a model for species that do not

accumulate or transport polyols as primary photosynthate.

Using Arabidopsis as a model system, in this Thesis, kinetic assays were performed to
determine SDH activity of recombinant His-AtSDH protein synthesized in vitro. In the presence
of NAD", but not NADP", His-AtSDH was able to oxidize a wide range of sugar alcohols with a
clear preferencerfor sorbitol, ribitol and xylitol as substrates, against other polyols present in

Arabidopsis. Sarbitol activity of the protein was analyzed in detail, and the values of the kinetic




parameters (Ku, Vmax Y Keat) Obtained were similar to those published for other SDH enzymes

described in non-Rosaceae species.

To determine the role in-vivo of AtSDH in Arabidopsis, three homozygous insertional mutants
lines were identified and characterized in which the insertion of a T-DNA interrupted the coding
sequence of the gene in different regions, reducing the relative levels of expression by >97 %
compared to wild type plants. Morphometric analysis of these lines, revealed that under standard
growth conditions, AtSDH deficiency did not affect Arabidopsis development. However,
development was altered in the mutants when subjected to stress conditions. In growth media
supplemented with sorbitol, the mutant lines showed a reduction in dry weight and primary root
length compared to wild type plants. Under dehydration stress, AtSDH-deficient plants were
more resistant than wild type plants, reflected by a decrease in the relative water content of the
leaves once irrigation ceased, and increased survival rates once irrigation was resumed under
control conditions. These results suggest that limitations in the metabolism of endogenous and
exogenous polyols affect Arabidopsis growth and alter its response to drought, increasing their

tolerance.




l. Introduccioén



1. Carbohidratos y su forma de transporte en plantas.

Los carbohidratos son los componentes mas abundantes en los organismos vivos. Sin
embargo su importancia no sélo se debe a su gran abundancia, sino mas bien, a los
importantes papeles que desempefian en el funcionamiento y mantenimiento celular. En
plantas, los carbohidratos son utilizados para la sintesis 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 participacidén en reacciones de glicélisis y oxidacion

de pentosas, procesos que permiten generar los intermediarios necesarios para la sintesis -

de lipidos, acidos nucleicos y proteinas. Ademas, constituyen la principal reserva y forma de
transporte de carbono por el organismo (Pessarakli y cols, 2010).

El transporte de carbohidratos a largas distancias ocurre entre los distintos tejidos y 6rganos
de las plantas mediante el floema, desde aquellos érganos capaces de realizar fotosintesis
llamados tejidos fuentes (hojas maduras) a aquellos tejidos u érganos que debido a su
estadio de desarrollo o fisiologia no son capaces de fotoasimilar suficientes carbohidratos,
llamados tejidos sumideros (raices, flores, frutos y hojas en estadio juvenil). En tejidos
sumideros, la incorporacion de carbohidratos exdgenos permite el desarrollo de éstos,
siendo fundamental para su crecimiento (Leegood y cols, 2000).

En plantas superiores, la principal forma de carbohidrato fotoasimilado y transportado
mediante el floema es la sacarosa. Sin embargo, existen familias de plantas en las cuales
la cantidad de sacarosa ftransportada se encuentra en cantidades minoritarias en
comparacion a otras formas de carbohidratos transportados, como son la rafinosa (en la
familia de las Cucurbitaceas; Kandler y Hopf, 1982) y alcoholes de azucar.

Alcoholes de azlcar, también llamados polioles o poli-alcoholes, corresponden a la forma
reducida de azucares de aldosa o cetosa, donde el grupo aldehido y cetona,
respectivamente, es reemplazado por un grupo hidroxilo (-OH). Estudios sistemoléogicos
indican que la translocacién de polioles ocurre en el ~12% de las especies descritas
(Leegood y cols, 2000), entre las cuales se destacan especies de gran importancia

econémica y de amplia distribucién, como es la familia de las Rosaceas que incluye



especies fruticolas como el manzano (Malus x domestica), peral (Pyrus communis),
especies del género Prunus (cerezo, ciruelo y durazno), entre otros frutales. En esta familia
y en especies de la familia Plantaginacea (ej. llantén, Plantago major) el principal fotosintato
translocado es el sarbitol, un poliol lineal de 6 carbonos (6C), el cual constituye cerca del
80% de los carbohidratos presentes en el floema de estas especies (Loescher y cols, 1982).
El manitol, policl lineal de 5C, forma parte del 60% de los carbohidratos floema
translocados en miembros ée la familia Apiacea .(ej. a-pio, Apium graveolens), QOleacea (ej.
olivo, Olea europaea) y Rubiacea (ej. cafe, Coffea arabica). Mientras que en especies
Celastraceas, el galactitol (6C) constituye su principal fuente de carbono (especies

Celastrus y Euonymus).

2. Funcién de polioles en plantas

El uso de policles como principal fuente de carbono en las especies mencionadas presenta
varias ventajas. Al ser compuestos no-reductares, los polioles son quimicamente mas
estables que azlcares no-reducidos como la sacarosa, por lo que sélo son metabolizados
una vez ingresados en los érganos sumideros, siendo adecuados para transportar carbono
a largas distancias (Dinant y Lemoine, 2010). Ademas, estos carbohidratos tienen mayor
potencialidad para generar coenzimas reducidas tales como NADPH y NADH que a su vez
pueden ser usadas en reacciones de sintesis o produccidn de ATP, respectivamente (Pharr
y cols, 1995; Stoop y cols, 1996).

Otra ventaja asociada al uso de policles esta relacionada con el transporte de Boro en
especies que fotoasimilan sorbitol o manitol, como principal fuente de carbohidratos. Ambos
policles, forman complejos poliol-borato-poliol facilitando el transporte de este micronutriente
esencial a través del floema de estas especies, permitiendo su redistribucion por todo el
organismo. La mayor eficiencia en la movilidad de Boro contribuye a la capacidad de las
plantas a tolerar suelos deficientes en Boro, evitando los importantes defectos en el

desarrollo asociados a su deficit. Dos especies, que normalmente no fotoasimilan sorbitol y



en las cuales el Boro es inmévil en el floema como es tabaco (Nicotiana tabacum) y caqui
(Diospyros kaki Thunb. cv Jiro), fueron transformadas genéticamente con la enzima aldosa
6 fosfato reductasa (ABPR) involucrada en la sintesis de sorbitol. Plantas transgénicas
fueron capaces de movilizar boro exdégeno a través de sus floemas y fueron mas tolerantes
a la deficiencia de Boro en el medic de crecimiento (Bellaloui y cols, 1999; Brown y cols,
1999; Gao y cols, 2001).

Ademads, los policles son solutos compatibles y como tales, pueden ser acumulados en
altas concentraciones sin afectar el metabolismo celular contribuyendo a la proteccién de
estructuras bioldgicas en condiciones de estrés ambiental (Pessarakli y cols, 2010; Stoop y
cols, 1996). Hasta la fecha diferentes explicaciones han sido propuestas para comprender el
efecto protector que se atribuye a solutos compatibles. La hipétesis mas aceptada es que
estos compuestos, y en particular polioles al presentar grupos —OH libres, son capaces de
sustituir a las moléculas de agua en la hidratacién de proteinas y membranas bioldgicas,
permitiendo de esta manera que ocurra actividad enzimatica ain cuando las
concentraciones de agua sean extremadamente bajas (Webb y Bhorjee, 1968). Por esta
razon, la acumulacién de solutos compatibles, en particular polioles, ha sido relacionada con
un incremento en la tolerancia de plantas a resistir a varios tipos de estrés abiético, como
condiciones extremas de bajas temperaturas, altos niveles de sales y estrés por sequia.
Varios estudios relacionan el estrés por frio con la acumulacién de policles en especies
Roséaceas. Por ejemplo, se observd que la concentracion de sorbitol en el floema
incrementa con la senescencia de las hojas y bajas temperaturas en manzanas (Malus
sylvestris Mill.; Williams y Raese, 1974). Cambios similares han sido descritos en ciruelz,
donde altos niveles de sorbitol fueron encontrados en la savia después de exponer las
plantas a temperaturas bajo cero (Loescher y cols, 1990). Mas evidencias fueron obtenidas
por Hirai (1983) quien reportd un drastico aumento de sorbitol y un incremento en los niveles
de expresién de la enzima involucrada en su sintesis (A6PR) en hojas de nispero durante
las estaciones de invierno.

La acumulacién de polioles también ocurre en condiciones de estrés por sequia. El sorbitol

fue el principal carbohidrato soluble presente _en arboles de cereza (Prunus genus)



sometidos a deshidratacion, aumentando al doble su concentracién (Ranney y cols, 1991).
En manzanos, el estrés por sequia resultdé en la acumulacién preferencial de sorbitol y
glucosa a expensas de sacarosa y almidén (Wang y cols, 1995). Cuando plantas de tabaco
fueron transformadas genéticamente, se demostrdé que el incremento en la habilidad para

sintetizar alcoholes de azlcar solubles promovid la tolerancia a estrés por deshidratacion y

salino. Tal es el caso de plantas de tabaco transformadas con aldosa reductasa (ALDRXV4)
proveniente de Xerophyta viscosa Baker (planfa tolerante a la desecacién), las cuales
presentaron elevados niveles de sorbitol, y reducidos niveles de methylglyoxal, componente
citotéxico que incrementa en condiciones de estrés abidtico. En condiciones de estrés por
sequia y salino, el contenido de sorbitol aumentd tanto en plantas silvestres como
transgénicas. Sin embargo, el incremento de sorbitol en lineas transgénicas comparadas
con silvestres fue 1,8 veces mas en condiciones de estrés por sequia y 1,3 veces mas en
estrés salino, reflejado en una mayor sobrevivencia a largos periodos de deshidratacion y
mejor recuperacioén a estrés salino de tabacos transgénicos en comparacién a plantas
silvestres (Kumar y cols, 2012).

Otros antecedentes relacionan la acumulacion de polio_les con estrés salino. En llantén, una
especie que produce sorbitol naturalmente, la sintesis de este poliol aumenta bajo estrés
salino asi como la expresion de genes que codifican para transportadores de sorbitol en el
floema (Pommerrenig y cols, 2007). Por otro lado, un estudio realizado con caqui japonés
(planta que no produce alcoholes de azlcar) transformadas con el gen codificante para la
ABPR de hojas de manzana (sintesis de sorbitol), se encontré un aumento en la tolerancia a
estrés salino en aquellas lineas transgénicas capaces de acumular sorbitol (Gao y cols,
2001).

La acumulacion de polioles, en particular de sorbitol, también ha sido relacionada con estrés
de tipo bidtico en especies Rosaceas. La infeccién “Fire blight” causada por el patogeno
bacteriano Erwinia amylovora (Burrill), es una infeccion 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 por E. amylovora, investigaciones proponen que este alcohol de

azlicar es un importante factor que determina la especificidad del patégeno por el



hospedador (Aldridge y cols, 1997). En estudios realizados en manzanas cv Gala por
Jensen y cols. (2012) se correlaciond la susceptibilidad a la infeccién bacteriana con el
patréon de expresion de genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos. Mediante
microarreglos se observé que la expresion de la enzima MdSDH (catalisis de sorbitol; mas
detalles ver seccion 3) fue elevada en aquellos arboles de manzana menos susceptibles a la
infeccién. Los autores concluyen que altos niveles de SDH reducen la disponibilidad de
sorbitol para E. amylovora, explicando la mayor resistencia de estos arboles a la infeccion.

Como se puede inferir de los muiltiples casos mencionados, el metabolismo de polioles y
principalmente su acumulacién en especies Rosaceas esta fuertemente relacionada al
crecimiento y a una mayor tolerancia al estrés en plantas que los metabolizan y acumulan.
Asi, el comprender y conocer sobre las enzimas claves involucradas en las diferentes rutas
metabblicas de policles en plantas es relevante para evaluar la potencial adaptacion de
estos organismos a diferentes ambientes. A la fecha, la investigacién relacionada con el
metabolismo de polioles ha sido limitada y dirigida principalmente al metabolismo del
sorbitol, debido a las importantes especies que naturalmente lo fotoasimilan y transportan

como fuente de carbono.

3. Metabolismo de Sorbitol en especies Rosaceas

En especies Rosaceas, |la biosintesis de sorbitol ocurre en el citoplasma de células de hojas
maduras (tejido fotosintético) por la accién de la aldosa 6 fosfato reductasa dependiente de
NADPH (AG6PR). Esta enzima cataliza la reduccién del producte de fotosintesis glucosa-6-
fosfato en sorbitol-6-fosfato (Figura 1), el cual es convertido a sorbitol por la subsecuente
accion de una fosfatasa (S6PP; Zhou y cols, 2003). Una vez sintetizado, el sorbitol es
transportado a través de la membrana plasmatica y traslocado por el floema en direccion a
organos sumideros (Teo y cols, 2006). Varias proteinas transportadoras han sido
identificadas involucradas en el traslocamiento de policles hacia el floema. Por ejemplo,

PmPLT1 y PmPLTZ2, proteinas de membrana plasmatica descritas en llantén se encuentran



especificamente localizadas en células acompafiantes de hojas maduras (Ramsperger y
cols, 2004). En manzanas también ha sido identificada una familia de transportadores de
alcoholes de azucar 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 érganos sumideros a través de la via
apoplastica en forma activa mediante transportadores especificos (Gao y cols, 2005; Figura
1). Varias proteinas transportadoras involucradas en este proceso han sido clonadas y
caracterizadas. En cerezas fueron identificadas las proteinas transportadoras PcSOT1 y
PcSOT2, cuya expresion heterdloga en levadura indicé que ambas proteinas son capaces
de transportar sorbitol (Gao y cols, 2003). En manzana se han identificado dos proteinas
capaces de transportar sorbitol, MdSOT1 y MdSOT2, altamente expresadas en érganocs .
sumideros (Gao y cols, 2005).

Una vez incorporado el poliol en los drganos sumideros, su oxidacién es llevada a cabo en
el citoplasma generalmente por deshidrogenasas y oxidasas NAD™ dependientes (Teo y
cols, 2006). En Rosaceas, ias enzimas sorbitol deshidrogenasa (SDH) y sorbitol oxidasa
(80X) estdn involucradas en la conversion de sorbitol a fructosa y glucosa,
respectivamente. Dependiendo de la especie, estos carbohidratos pueden ser almacenados,
proporcionado dulzor al érgano en el caso de los frutos o pueden ser fosforilados e
ingresados a la via glicolitica. Actividad SOX ha sido detectada en tejidos sumideros de
manzanas (Yamaki, 1980) y duraznos (P. persica; Lo Bianco y cols, 1999; Maurel y cols,
2004). Sin embargo, hasta la fecha no existen datos disponibles con respecto a la clonacién
del ADNc correspondiente a esta proteina. A diferencia de SOX, un gran numero de
publicaciones evidencian y caracterizan enzimas SDHs. Durante el proceso de maduracion
de frutos se ha demostrado que la actividad SDH incrementa drasticamente. En manzanas
se registré un claro aumento de actividad SDH (~7 veces mas) durante la 2° y 3° semana
después de la floracion (Yamada y cols, 2001), tendencia que también ha sido observada en
frutos de durazno (Lo Bianco y cols, 1999), pera japonesa (Pyrus pyrifolia; Oura y cols,
2000) y nispero (Eriobotrya japonica; Bantog y cols, 2000), y en los Gltimos afios varios

ADNc correspondientes a enzimas SDH han sido clonados de especies Rosaceas; (Yamada



y cols, 1998, 1999; Park y cols, 2002; Nosarszewski y cols, 2004; Wang y cols, 2009; Oura y
cols, 2000; Bantog y cols, 2000; Guo y cols, 2012). Debido a estos antecedentes, se

considera a SDH como la principal enzima del metabolismo del sorbitol en frutos.
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Figura 1: Metabolismo de sorbitol en especies Rosaceas: El sorbitol (Sor) y la sacarosa (Sac) son
sintetizados en hojas maduras desde G6P (glucosa 6 fosfato). Ei 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 via apoplastica de organos 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 (VIN). Modificado y traducido de Teo
y cols, 2006.

4. Enzimas Sorbitol Deshidrogenasas

Enzimas sorbitol deshidrogenasas (SDH, EC 1.1.1.14) han sido identificadas vy
caracterizadas en una gran variedad de organismos fuera del reino vegetal, incluyendo
mamiferos (humanos, oveja y bovino; Pauly y cols, 2003; Lindstad y cols, 1998; Marini y
cols, 1997); insectos (mosca de la fruta y mosquita blanca; Luque y cols, 1998; Banfield y
cols, 2001) y microorganismos (bacterias y levaduras; Ng y cols, 1992; Sarthy y cols, 1994).
La mayoria de las enzimas SDH identificadas hasta la fecha presentan regiones
conservadas en su secuencia, incluyendo un dominio de unidén a zinc, sitio de unién a la

coenzima nicotinamida adenina dinucleétido (NAD") y los residuos involucrados en el sitio



catalitico de unién preferente a sorbitol. Actualmente, se cuenta con 3 estructuras
cristalograficas 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 3QE3;
Yennawar y cols, 2011) en las cuales se evidencia la conformacién de una estructura homo-

tetramera de la proteina, con sitios de unién a Zn'? en cada subunidad.

Enzimas SDH catalizan la reaccion reversible de oxidacién que convierte sorbitol a fructosa
con la concomitante reduccién del cofactor NAD™ (Figura 2). Sin embargo, se ha observado
que ofros polioles presentes en los distintos organismos también son sustratos de reaccion
para SDH, exhibiendo en la mayoria de los casos una menor afinidad catalitica que con su
sustrato preferente, sorbitol. Asi, por ejemplo, la enzima SDH de humano es capaz de

oxidar varios polioles incluyendo sorbitol, xilitol, ribitol y L-threitol (Maret y Auld, 1987).

Sorbitol

NADT NADH

Figura 2: Reaccion catalizada por sorbitol deshidrogenasa (SDH). La reaccion favorece la
oxidacion de un grupo alcohélico secundario presente en el carbono 2 del sorbitol a un grupo cetona,
convirtiendo sorbitol en fructosa. Para catalizar esta reaccién SDH requiere NAD® como cofactor
(Pauly y cols, 2003)

Dependiendo del organismo, SDH cumple diferentes papeles. En humanos el rol de
enzimas SDH esta involucrado con el metabolismo de varios polioles, cuya des-regulacion
ha sido asociada a algunos sihtomas de diabetes y formacion de cataratas (Srivastava y
cols, 2005). Mientras que en insectos, la actividad de SDH ha sido relacionada con el
desarrollo del embrién durante las ultimas etapas de hibernacién del huevo (Yaginuma y
cols, 1990). En plantas, SDH cumple un importante rol en el metabolismo de sorbitol en los

frutos de especies Rosaceas, su alta actividad en 6rganos sumidercs permite generar el



gradiente de concentracién necesario para la translocacién de sorbitol a traves del floema,

siendo fundamental para ¢l desarrollo de estas especies (Nosarszewski y cols, 2004,

Debido a su importante funcién en plantas de la familia Rosaceas, la caracterizacion de
enzimas SDHs en estas especies ha sido blanco de estudio de numerosos trabajos. En
manzana, cuyo genoma ha sido liberado recientemente (afic 2010) se han identificado 17
genes putativos que podrian codificar para enzimas SDH, cuyas secuencias comparten los
dominios conservados propios de enzimas SDHs (Velasco y cols, 2010). Hasta Ia fecha, 9
putativos genes han sido clonados a partir de manzana, cuyo transcrito fue identificado
principalmente en frutos durante las primeras 5 semanas de desarrollo (Nosarszewski y
cols, 2004). De estas secuencias, 4 isoformas identificadas como MdSDH2,3,5 y 6 han sido
parcialmente caracterizadas en sus propiedades bioquimicas, de las cuales MdSDH5
presenta la mayor actividad especifica (Viax) usar;do sorbitol como sustrato; 0,78 prﬁos min™
mg” proteina (MdSDH1-4, Park y cols, 2002; MdSDH 5-6, Wang y cols, 2009). En pera
(Pyrus serotina) se han aislado parcialmente 5 genes putativos para SDH, cuya secuencia
aminoacidica comparte entre un 94%-98% de identidad con las isoformas descritas en
manzana (lto y cols, 2005) de los cuales, una secuencia ha sido clonada a partir de frutos y
evaluada en sus parametros cinéticos (JpSDH: Oura y cols, 2000). En nispero, durazno y
recientemente en ciruela, se ha logrado clonar el ADNc correspondiente a SDH, cuyas
secuencias comparten alta identidad con las isoformas SDHs identificadas (>70%; Bantog

y cols, 2000; Lo Bianco y Rieger, 1998; Guo y cols, 2012).

Sin embargo, la identificacion de enzimas SDH no h.é sido limitada so6lo a especies de la
familia Rosacea. En especies no-Rosaceas en las cuales no ocurre acumulacién de sorbitol
tambien ha sido identificada actividad SDH, tal es el caso de maiz (Zea mays; Doehlert,
1987), tomate (Solanum lycopersicum; Ohta y cols, 2005), soya (Glycine max; Kuo y cols,
1990) y Arabidopsis thaliana (Nosarzewski y cols, 2012). En fomate, el gen responsable de
codificar para una enzima con actividad SDH, IIarqada LeSDH, presenta >77% de identidad
aminoacidica con secuencias SDHs de especies Rosaceas. Mientras que en maiz, se logro

caracterizar parcialmente a SDH purificada a partir del endospermo de la semilla.
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La caracterizacién bioquimica realizada hasta la fecha demuestra que enzimas SDHs
vegetales, proveniente de especies Rosaceas como no-Rosaceas, son capaces de catalizar
la conversién de sorbitol a fructosa con mayor eficiencia que la reaccién reversa
(reduccion de D-fructosa a D-sorbitol). Las cuatro isoformas caracterizadas en manzana
(MdSDH2,3,5 y 6) exhibieron una tasa de oxidaciéon de sorbitol 4 a 6 veces mayor que la
registrada en la reaccion inversa (Park y cols, 2002; Wang vy cols, 2009). Mientras que los
parametros cinéticos obtenidos de JpSDH revelaron la mayor afinidad que presenta esta
enzima por sorbitol (Ky: 96,4 mM) que por fructosa (Ky: 4239 mM). En especies no-
Rosaceas (LeSDH), la tendencia se mantuvo, registrandose valores de Kw para sorbitol
cercano a 2 ordenes de magnitud menor que para la catalisis de fructosa (Ky 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 catalitica K.

Analisis cinéticos demostraron ademas que enzimas SDHs caracterizadas son capaces
de oxidar otros polioles, en presencia del co-sustrato NAD™ con menor preferencia que
con su sustrato preferente, sorbitol. Anélisis de especificidad de sustrato de SDH de ciruela
revelan actividad deshidrogenasa con lcs polio-les x-il.itol y ribitol con una eficiencia con
respecto a sorbitol del 62,5% y 15% respectivamente, mientras que con otros policles
usados como sustratos (arabitol, galactitol y eritritol) no se detects actividad aparente (Guo y
cols, 2012). En pera, actividad SDH fue registrada al usar L-iditol (83%), xilitol (77%), L-
treithol (41%) y ribitol (14%) como sustratos. En tomate y maii, especies no-Rosaceas, SDH
fue capaz de oxidar sorbitol con mayor eficiencia dtje“otros policles como L-iditol, xilitol, y
ribitol. Los autores concluyen de éstos y otros analisis, que la esterecquimica quiral
especifica en el C-2 (S) y C-4 (R) de la molécula podria ser la clave para una mayor
actividad catalitica de SDHs. Esta hipotesis explica que otros poli-alcoholes evaluados a
modo de sustratos para las distintas enzimas, como manitol (C-2(R), C-4(R)) y galactitol (C-
2(8), C-4(S)) no sean catalizados o presenten un porcentaje de actividad muy bajo con

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



En cuanto a la configuracién estructural de SDHs vegetales, poca infermacion se dispone
hasta la fecha, sin embargo la investigacion realizada por Oura y cols (2000) determina que
en condiciones nativas la proteina JpSDH esta conformada por cuatro subunidades de ~40
KDa, formando un estructura homo-tetramera, al igual que en SDHs mamiferas (Pauly vy

cols, 2003; Johansson y cols, 2001; Yennawar y cols, 2011).

Finalmente, con respecto al patrén de expresién de enzimas SDH vegetales, una importante
diferencia puede ser apreciada entre especies Rosaceas y no-Rosaceas. En plantas que
acumulan sorbitol, la expresion de SDHs ha sido reportada como 6rgano especifica, siendo
su expresion confinada principalmente a tejidos sumideros (Nosarszewski y cols, 2004). Aun
cuando la mayoria de las enzimas SDHs caracterizadas de esta familia presentan el patrén
de expresion descrito, en manzanas se ha identificado que una de sus isoformas, MdSDHT,
también registra expresion en 6rganos fuentes (Park 'yﬁcols, 2002). En tomate, transcritos de
LeSDH han sido identificados de forma ubicua, tanto en érganos fuentes como sumideros al
igual que MdSDH1, sugiriendo un papel diferente de estas enzimas al descrito en forma

general para SDHs vegetales.

5. Identificacién de polioles en especies no-Rosiceas

La presencia de enzimas SDH en especies vegetales no-Rosaceas, en las cuales la
fotoasimilacion y el transporte de carbohidratos ocurren en forma de sacarosa, genera la
inquietud de cual es el rol de estas enzimas y el metabolismo general de polioles en

especies que naturalmente no acumulan alcoholes de azlcar.

Hasta la fecha algunos antecedentes revelan la presencia de policles en especies no-
Roséaceas, aln cuando la concentracién es sustancialmente menor a la registrada en
especies transportadoras de polioles. En plantas no-Rosaceas, se ha observado un

incremento en los niveles de varios poli-alcoholes principalmente en condiciones de estrés,
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lo cual se relaciona posiblemente con el caracter soluto compatible que caracteriza estos

compuestos.

En tomate las concentraciones de sorbitol en frutos son bajas (1,75 pmol/gpf; Roessner y
cols, 2003). Sin embargo, arabitol se acumula en concentraciones considerables en hojas
de tomate infectadas con Cladosporium fulvum, un patégeno fangico (Clark y cols, 2003). La
acumulacién de arabitol es fundamental para la patogenicidad del C. fulvum, por lo tanto, el
catabolismo de arabitol por LeSDH podria cumplir una funcién antifingica en esta especie

(Ohta y cols, 2005).

En Arabidopsis, utilizando perfiles metabolémicos, se determiné que el sorbitol presente en
bajos niveles en hojas, aument6 su concentracion considerablemente al aplicar un golpe de
frio (Kaplan y cols, 2004). En condiciones de estrés por deshidratacién otros polioles fueron
identificados en Arabidopsis (glicerol, lactitol, inositol, maltitol, manitol y xilitol) de los cuales
los niveles de xilitol aumentaron ~4 veces su concentracion en hojas rosetas luego de ser
sometidas al estrés (Rizhsky y cols, 2004). En condiciones similares de estrés por sequia,
un reciente estudio revela la acumulacion de sorbitol y ribitol en hojas de plantas de
Arabidopsis, cuya concentracién basal aumento ~1,5 y ~3,8 veces mas, respectivamente,
transcurridos 14 dias eliminado el riego (Nosarzewski y cols, 2012). De esta forma, los
policles mencionados, en particular sorbitol, xilitol y ribitol podrian cumplir un papel

osmoprotector en Arabidopsis, siendo posibles sustratos de actividad SDH.

Aun cuando los antecedentes mencionados vinculan el metabolismo de polioles en especies
no-Rosaceas con la funcién de proteccion atribdida a solutes compatibles, la informacion
sigue siendo escasa hasta la fecha. En este contexto, la funcion y caracterizacién de
enzimas SDH en especies no-Rosaceas permitiria dilucidar cuél es el rol de poli-alcoholes
en estas especies, constituyendo un foco interesante de estudio en el area de la fisiologia

vegetal.
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6. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Para estudiar el rol de SDH en especies vegetales no traslocadoras de sorbitol, se requiere
un modelo adecuado que se encuentre caracterizado genéticamente y propicio a la

manipulacién genética.

Usar tomate como planta modelo presenta dificultades, debido al desconocimiento de su
genoma y su ciclo de vida anual. Aun cuando la enzima SDH de esta especie ha sido
clonada y caracterizada en sus principales parémetros cinéticos (Ohta y cols, 2005) la
funcidn fisiologica de LeSDH podria ser aclarada mediante la investigacion y evaluacion
morfolégica de plantas de tomate transformadas genéticamente con secuencias LeSDH en

antisentido, por ejemplo, proceso que sin duda compromete un periodo extenso de tiempo.

Sin embargo, como modelo de especies no-Rosaceas, Arabidopsis (angiosperma
dicotiledénea de la familia Brassicacea) presenta varias ventajas, debido a su rapido
crecimiento en comparaciéon a la mayoria de las plantas (8-12 semanas), a su genoma
completamente secuenciado y al corto tiempo que implica su transformacién genética,
Ademas, existen numerosas lineas transgénicas disponibles de Arabidopsis con genes
especificos interrumpidos por inserciones de ADN-T, como la coleccidn SALK

(nttp://www.arabidopsis.org/; Wienkoop y cols, 2010).

7. Evidencias del metabolismo y transporte de polioles en Arabidopsis.

Arabidopsis utiliza sacarosa como principal fotosintato floema-translocado con pequeﬁas
cantidades de rafinosa y no acumula poli-alcoholes, salvo en ciertas condiciones de estrés
como fue descrito previamente (seccién 5; Haritatos y cols). Estudios de perfiles
metabdlicos mediante GC-MS han determinado la presencia de distintos polioles en sus
hojas, tales como myo-inositol, glicerol, eritritol, xilitol, manitol, lactitol, maltitol, ribitol y
sorbitol (Kaplan y cols, 2004; Nosarzewski y cols, 2012; Rizhsky y cols, 2004; Ebert y cols,

2010). Mediante genética reversa se ha identificado una familia de seis genes,
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estrechamente relacionados con transportadores de alcoholes de azlcar, los cuales
comparten sobre un 75% de identidad aminoacidica con proteinas transportadoras
caracterizadas en especies que translocan polioles como cerezas, apio y llantén (Keplek y
cols, 2005). Una detallada caracterizacién ha sido realizada en un miembro de esta familia,
AtPLT5. Ensayos de trasporte en ovocitos de Xenopus y en levadura que sobre-
expresaban AtPLT5 mostraron que podia importar tanto sorbitol en simporte con H*, como
también otros polioles (xilitol, eritritol e inositol) y hexosas (glucosa y fructosa; Keplek y cols,
2005; Reinders y cols, 2005). Ademas, una investigacion mas reciente caracteriza dos
nuevos transportadores de polioles en Arabidopsis, AtPMT1 y 2, los cuales se localizan
principalmente en membrana plasmatica de células de polen y xilema, con una alta

preferencia para el transporte de xilitol y fructosa (Klepek y cols, 2010).

Mediante genética reversa ha sido posible ademas Ai‘c.ientificar secuencias que comparten
alta homologia con enzimas involucradas en la biosintesis de sorbitol en especies
Rosaceas, como sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa, cuya expresion es ubicua en los
distintos érganos de Arabidopsis (AtS6PDH; Zamudio, 2010). Ademas, en el cromosoma 5
de esta especie, se encuentra una secuencia que codifica para una potencial SDH, como

sera presentado a continuacion.

8. Sorbitol deshidrogenasa en Arabidopsis.

En un reciente estudio (Nosarzewski y cols, 2012) y en nuestro grupo de investigacion, se
identifico mediante genética reversa un marco de lectura abierto en el locus At5g51970 que
codifica para una enzima SDH en Arabidopsis thaliana, la que hemos llamado AtSDH. La
secuencia aminoacidica de la proteina codificada por AtSDH tiene una identidad cercana al
75% con SDHs caracterizadas en especies vegetales (Tabla 1), siendo la Gnica secuencia
en el genoma de Arabidopsis con potencial actividad SDH ya que el segundo ortélogo mas
cercano (locus At5g63620) comparte un ~23 % de identidad con enzimas SDHs. AtSDH

posee los dominios conservados propios de enzimas SDH como los residuos claves de



unién a zinc, el sitio de union a NAD" y los residuos involucrados en el sitio catalitico de

unién preferente a D-sorbitol (Mandujano, 2010).

Tabla I. Porcentaje de identidad aminoacidica de AtSDH con diferentes enzimas SDHs
vegetales. Arabidopsis thaliana (nimero de acceso AF370161) presenta alta homologia con SDHs
caracterizadas en especies no Rosaceas como tomate (BAE47038) maiz (ABA70761), vy soya
(XP_003548224), y en especies Rosaceas como nispero (AB042810), pera (BAD91189), cereza
{AAK71492), ciruela (ACL18054), durazno (BAA94084) y la isoforma 5 de manzana (AAW33813).

w

8 e @ m o ©

identidad 2 » 12| %168 | 6|3 s
Arabidopsis

thaliana 84 | 75 | 83 75 71 80 80 81 76

Andlisis de expresion por RT-PCR en tiempo real indica que AtSDH, se expresa en los
distintos 6rganos de Arabidopsis, al igual que LeSDH en tomate, registrandose una mayor
expresion en semilla y hojas caulinares (Ampuero, 2012). Esta expresién ubicua ha sido
corroborada a nivel proteico utilizando un antisuero policlonal anti-AtSDH (Mandujano,

2010).

Analisis in-silico revelan que AtSDH corresponderia a una proteina citoplasmatica dado la
ausencia de dominios fransmembrana en la secuencia y carencia de péptidos de
sefializacion hacia vias secretorias. Tales predicciones bioinformaticas fueron confirmadas
usando fraccionamiente sub-celular mediante el cual se logrd detectar la presencia de

AtSDH enddgena sélo en la fraccion enriquecida en citoplasma {(Mandujano, 2010).

Estudios de los elementos regulatorios en el promotor putativo de AtSDH mediante
herramientas bicinforméticas revelaron la presencia de elementos de respuesta a hipo-
osmolaridad (PREATPRODH) y la sobre-representacion del motivo de respuesta a
luz/oscuridad (L-box) sugiriendo que AtSDH podria ser regulado por tales condiciones

fisiolbgicas (Parada, 2010).



Finalmente, estudios in-silico sobre la conformacién estructural de AtSDH mediante
modelamiento por homologia utilizando como molde estructuras de SDHs resueltas por
cristalografia (seccion 4) revelaron que AtSDH- une preferentemente NAD" en vez de
NADP’, en presencia de zinc (Mandujano, 2010). Estudios recientes, revelan la presencia
de una cola N-terminal de 11 aa sin estructura aparente en el modelo, la que podria
estabilizar la proteina al interactuar con otras subunidades, sugiriendo una posible
conformacion multimérica de AtSDH en condiciones nativas, al igual como ha sido descrito

en otras SDHs (Maldonado, 2012).

9. Trabajo propuesto

La informacion obtenida a la fecha constituye importantes antecedentes que permiten
caracterizar a AtSDH, siendo fundamental corroborar tales resultados obtenides in-silico
mediante disefios experimentales in-vivo. Para entender el rol que desempefia AtSDH en
Arabidopsis, un aspecto fundamental a evaluar es su actividad. Tanto los parametros
cinéticos como la especificidad de sustrato que presenta la proteina son herramientas
esenciales que permiten dilucidar en qué papeles fisioldgicos podria estar involucrada la

enzima en plantas.

Para caracterizar bioquimicamente una proteina es necesaric disponer de un sistema
adecuado de sintesis. Tradicionalmente se utilizan sistemas in-vivo de expresién heterdloga,
en los cuales se usufructa de la maquinaria metabélica de bacterias y levaduras, para llevar
a cabo la sintesis de proteinas de interés. Hasta la fecha varios han sido los intentos por
purificar y caracterizar la proteina AtSDH a partir de sistemas de expresion in-vivo
(Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli; Mandujano, 2010; Ampuero, 2012). Mediante
estos sistemas se ha logrado sintetizar la proteina recombinante en grandes cantidades
pero debido a la formacion de cuerpos de inclusion imposibles de re-naturar (expresién en
E. coli) y 1a obtencion de formas inactivas de la enzima (expresion en levaduras) no se ha

logrado la caracterizacion bioquimica de la proteina. Dado estos antecedentes en el
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presente trabajo se propone como una nueva alternativa, la sintesis in-vitro de AtSDH.
Antecedentes indican que la sintesis de proteinas in-vitro provee potenciales ventajas en la
produccién de proteinas citotoxicas, inestables e insolubles (Kim y Swarts, 1999)
constituyendo una adecuada posibilidad para la obtencién de AtSDH en forma activa y
soluble a partir de reacciones de sintesis in-vitro, cuya posterior purificacién y evaluacién
bioguimica permitird disponer de fundamentales antecedentes para dilucidar el rol que

desempefia AtSDH en Arabidopsis,

Con igual fin, la evaluacion fenotipica de plantas incapaces de sintetizar AtSDH permitiria
determinar in-planta qué proceso fisiolégico podria estar siendo alterado en Arabidopsis
debido a la ausencia de SDH. En el presente trabajo se propone la identificacién,
caracterizacion y evaluacién morfométrica de lineas insercionales de la coleccion del SALK
Institute, en las cuales la regién transcrita de AtSDH es interrumpida por un ADN-T de un
tamafio suficientemente extenso para impedir la correcta transcripcién del gen (4,5 kb,

http://arabidopsis.info; Alonso y col. 2003).

Con las herramientas propuestas en el presente trabajo de tesis de Magister, se espera
proveer de antecedentes que contribuyan a la investigacion realizada en el marco de la
caracterizacion de enzimas SDH y el rol de polioles en especies no-Rosaceas y en

particular en Arabidopsis.



Il. Hipdtesis y Objetivos
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1. HIPOTESIS.

El locus At5g51970 codifica para una sorbitol deshidrogenasa de Arabidopsis
thaliana que cataliza la reaccion de oxidacion de sorbitol con mayor eficiencia que
otros polioles y una disminucién en los niveles de transcrito de este gen afecta la

respuesta de la planta en condiciones de estrés abiético.

2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general

Caracterizar bioquimicamente y determinar el rol in vivo de AtSDH.

2.2. Objetivos especificos.

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

2. ldentificaciébn y andlisis molecular de lineas mutantes insercionales

homocigotas en AfSDH de Arabidopsis.

3. Analisis fenotipico de lineas mutantes insercionales en A{SDH.
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lll. Materiales y Métodos
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1. REACTIVOS

Se utilizaron reactivos de calidad apropiada para las técnicas empleadas de biologia
molecular, bioguimica y cultivo de plantas. Estos productos fueron fabricados principalmente
por Fermentas, Promega, Invitrogen, Axygen, Merck y Phyto Technology Laboratories. El
proveedor de los reactivos claves utilizados sera indicado a medida que se presenta la

metodologia relacionada.

2. MATERIAL BIOLOGICO

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia 0 (Col-0), silvestres e insercionales (SALK, de linea parental N60000), estas

Gltimas adquiridas de Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC).

Las cepas bacterianas utilizadas fueron Escherichia coli quimiocompetentes DH5a y One
Shot® TOP10 (Invitrogen) con gendtipo: supE44, AlacU169 (980/acZAM15), hsdR17, recAt,
endA1, gyrA96, thi-1, relA1 y F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1

araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG, respectivamente.

3. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1 EXTRACCIONES DE ACIDOS NUCLEICOS

3.1.1 Purificacion de ADN gendomico desde Arabidopsis thaliana.

Para evaluar la homocigosis de lineas SALK (seccion 6.1) se extrajo ADN gendmico de
hojas rosetas de plantulas de 15 dias de crecimiento post-siembra mediante una variante al
protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987). Para llevar a cabo la extraccion, se molieron

100 mg de tejido con pistilos plasticos estériles en presencia de N;liquido y 700 pL de



tampon CTAB 2X [CTAB 2% pfv; NaCl 1,4 M; Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM; B-
mercaptoetanol 0,1% v/v (agregado antes de usar)]. La mezcla se incubd a 85 °C durante 1
h, mezclando por inversion cada 10 min. Se eliminaron los restos de hoja mediante
centrifugacion (20.000 g, 5 min) y se rescatd el sobrenadante a un nuevo tubo de
microcentrifuga. Posteriormente, se agregaron 700 pL de una mezcla de cloroformo:alcohol
isoamilico {en proporcion 24:1) y se agité por 5 min. Una vez disuselta la muestra, se
centrifugd (7.000 x g, 5 min) y se transfirid el 70% del volumen de la fase superior a un
nuevo tubo de microcentrifuga (~500 pl). Se repiti6 una vez mas la extraccion con
cloroformo:alcohol isoamilico y la separacién de fases por centrifugacion. Posteriormente, a
la fase acuosa recuperada se agregaron 250 pl de isopropanol, la mezcla se incubé a -20
°C durante 30 min y se centrifugd (20.000 x g, 15 min) para luego descartar el
sobrenadante. Al precipitado se le agregé 700 pL de etanol 70% frio, se centrifugd (5 min,
15.000 x g) y se elimind el sobrenadante. EI ADN se secé a TA, durante 20 min y se

resuspendid en 50 pL de agua NP.

3.1.2. Purificacion de ARN desde Arabidopsis thaliana.

Se siguio el protocolo y se usaron los reactivos proporcionados por el kit PowerPlant@ RNA
isolation (MO-BIO). Las muestras de ARN obtenidas fueron cuantificadas y analizadas
(seccion 3.2) de manera previa a ser utilizadas como templado en reacciones de
retrotranscripcion (RT-PCR, seccion 3.4.2), siendo almacenadas a -80 °C hasta el momento

de su uso.

3.1.3. Purificacion de ADN plasmidial desde Escherichia coli.

Para la extraccion de ADN plasmidial desde E. coli, se dejo crecer en agitacion durante 16 h
un cultivo de 5 ml con el antibiético de seleccion correspondiente (seccion 4.1).
Posteriormente, se extrajo el ADN plasmidial utilizando el kit AxyPrep™ plasmid miniprep
(Axygen Biosciences) segun las especificaciones del fabricante, el cual fue almacenado a -
20°C.

De forma excepcional se utilizo el kit comercial Wizard® Plus Midipreps DNA Purification
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System de Promega para obtener mayor cantidad de ADN plasmidial del vector de

expresién in-vitro pEXP5-AtSDH (seccién 3.5.1).

3.2. CUANTIFICACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS

3.2.1. Cuantificacién y analisis mediante espectrofotémetro.

Las extracciones de ARN total de Arabidopsis (seccién 3.1.2) y de ADN plasmdial para
expresion in-vitro (seccion 3.1.3) fueron cuantificadas (Ass) vy analizadas para constatar su
pureza usando un espectrofotometro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis). El valor de la relacién
Azso/Pggy aceptada para extracciones puras de ADN y' ARN es entre 1.8 y 2.0,
respectivamente, mientras que para la relacién Azso/Azs 10s valores para muestras puras de
ADN o ARN se encuentran en el rango de 1.8 y 2.2, Las muestras que presentaron valores
diferentes a lo mencionado en ambos paréametros revelaron la presencia de solventes

organicos, algunas sales y proteinas, siendo descartadas.

3.2.2. Electroforesis en geles de agarosa y purificacién desde geles

Las muestras de ADN (productos de PCR y digestiones enzimaticas de ADN plasmidial)
fueron visualizadas y analizadas en geles de agarosa de concentracion variable (0,5% a
1,5%) segun el tamafio del producto esperado. Como marcador de peso molecular se usé
Gene Ruler™ (Fermentas®). Las muestras fueron mezcladas con tampén de carga (azul de
bromofenol 0.25%, xilene cianol 0.25% y glicerol 80%) en proporcién 4:1 previo a ser
cargadas. Todos los geles fueron preparados con tampén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM vy
EDTA 1 mM, pH 8) y una vez cargadas las muestras fueron resueltas en el gel a 80 - 100 V
durante 30 a 40 min. Realizada la electroforesis, los geles fueron incubados durante 15 min
en bromuro de etidio 1 pg/mL y visualizados con un trans-iluminador UV (GeneGenius
Classic de SynGene®). Las imagenes proporcionadas fueron cuantificadas mediante Image
J, calculando la relacién correspondiente a la cantidad de ng en el volumen de marcador

utilizado con el volumen cargado de la muestra a analizar. Para clonar alguna de las bandas
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visualizadas, ésta se escindi6 del gel utilizando un bisturi para ser purificada mediante el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
3.2.3. Electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturantes.

Luego de constatar la pureza y concentracion de purificaciones de ARN, se verificd su
calidad mediante geles de agarosa desnaturantes. Los geles fueron preparados con 1,5 %
agarosa, 1 X MOPS y 1 X formaldehido en agua DEPC. lUna vez enfriado, el gel fue
depositado en una camara de electroforesis embebida en MOPS 1 X. Las muestras de ARN
fueron mezcladas en proporcién 2;1 con buffer de carga desnaturante con bromuro de etidio
(2X Fermentas) e incubadas durante 10 min a 70 °C. Transcurrido este tiempo, las muestras
fueron rapidamente enfriadas en hielo, cargadas en el gel y sometidas a electroforesis
durante 45 min a 70 V. Finalmente las bandas fueron visualizadas en un trans-iluminador

UV (GeneGenius Classic de SynGene®).

3.3. PARTIDORES
La descripcién de los partidores utilizados en el presénte trabajo se encuentra en Tabla Il

3.3.1 Disefio de partidores especificos para AtSDH.

Para el disefio de los partidores especificos se uso la secuencia del locus At5g51970 del
genoma de Arabidopsis, que codifica para una potencial sorbitol deshidrogenada (AtSDH:;
Genbank acceso: NM_124576; TAIR Accession locus 2173093; Nosarzewski y cols 2012).
El tamafio del ADNg de AtSDH es de 1959 pb, situandose el codén de inicio y de término de
traduccion en los nucledtidos 376 y 1840, respectivamente. La secuencia se compone de
una region 5° no traducible (5"UTR), 5 exones y una regién 3" no traducible (3'UTR; Figura
3).

Se disefiaron partidores esbécificos que permiteh ambfiﬁcar el marco de lectura completo de



gen (AtSDH-F y AtSDH-R, Tabla I} para llevar a cabo la clonacion de AtSDH en el vector
PEXP5-NT/TOPO (seccién_3.5.1). Los partidores se disefiaron a partir del codon de inicio
para el partidor sentido y el ultimo codoén codificante (Leucina, CTC), en el caso del partidor
anti-sentido. En estos partidores, no se incorporaron nucledtidos adicionales ni sitios de
corte de endonucleasas de restriccién, con el fin de no intervenir en la distancia 6ptima a la

secuencia de unién a ribosoma (Shine-Dalgano), presente en el vector pEXP5-NT/TOPO.

5UTR exon1 exdn 2 exén 3 exon 4 ex6n 5 3I’UTR

——|
0,1 kb

5' UTR 1-375
exénl 1-493
intron 494588
exon 2 589-656
Y 657754
" exén3 755-1282
+ intron 1283-1366
T e
intron 1555-1647
exén 5  1648-1959
3'UTR . 1841-1959

Figura 3: Esquema representativo del locus At5g51970 y sus respectivas regiones nucleotidicas.

Con el fin de analizar los niveles de transcrito de AiSDH en lineas mutantes insercionales de
Arabidopsis (seccion 3.4.3) se disefiaron partidores especificos en la region 3° del gen (exén
5 de la secuencia, Figura 3). Los partidores sentido y antisentido fueron disefiados utilizando
el programa AmplifX a partir del nucledtido 1694 y 1788 de la secuencia genémica,
respectivamente. Ambos pares de partidores disefiados para AtSDH fueron analizados
mediante la Herramienta de Blsqueda y Alineamiento Local Basica, BLAST para confirmar
informaticamente su especificidad.

Los otros partidores utilizados en este trabajo de tesis fueron disefiados o bien publicados

por miembros de laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (Tabla 11).
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Tabla ll: Partidores utilizados en el desarrollo de la tesis.

Nombre Secuencia (5' - 3)) Aplicacion Referencia
Oligo-AP _l(?%c_:l_c_:rACGCGTCGACTAGTACTTT T Sintesis de ADNc a partir de ARN Promega, Madison, USA.
Actina-F CACACTTTCTACAATGAGCT Control de calidad de la sintesis de ADNc. Amplifican una regién interna (Tittarelli y cols, 2009)
Actina-R GCAGTGATCTCTTTGCTCAT del gen actina4 de 680 pb para ADNc y 800 pb para ADNg y '
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC Borde izquierdo T-DNA pROK?2 en lineas Salk Lﬁt‘g?;?g%:ﬁgls ggi;)
UBHO-F - GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG Normalizador en reacciones de gqRT-PCR. Juntos amplifican una region
UBI10-R AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT interna de 61 pb de At4g05320. (Czechowsky T y cols, 2005)
26410-F GAGCTGAAGTGGCTTCCATGAC Normalizador en reaccicnes de gRT-PCR. Juntos amplifican una region
26410-R GGTCCGACATACCCATGATCC interna de 81 pb del gen At4g26410 (Czechowsky Ty cols, 2005)
RD2SA-F GAAGTTTGCTTCAATGCTAGGTTACTC Utilizado en reacciones de qRT-PCR como control en tratamientos de (Cuevas y col, 2008)
RD29A-R TCGTCACGGCAGACTCTGTT induccion por frio. Juntos amplifican una region interna de Af5g52310 LR

. Utilizado en reacciones de gRT-PCR. Juntos amplifican una regién
ﬁ:ﬁggg_; AGTIEICLICACSIBOERGART interna de 170 pb de At2g21250, locus que codifica una potencial aldose-  (Zamudio S, 2013)

TGGTTGGTTCGTGCGGTAT 6-phosphate reductase (sintesis de sorbitol) :

pAtSDH-F GACGGATCCTTCCTCTTTIGTCTTTCCGG Amplificacion del promotor de AtSDH. Juntos amplifican un fragmento de  (Severin D, 2008)
pAtSDH-R GGACCCATGGAACTCTTCTCTGCTATGCTC 692 pb ubicado rio arriba desde el sitio de inicic de la traduccion.
AtSDH-F ATGGGGAAAGGAGGGATGTCTCAAG Amplificacion del marco de lectura completo de AISDH. Juntos amplifican  gete trabajo
AtSDH-R TCAGAGATTGAACATAACTTTGATG 1095 pb a partir de muestras de ADNc y ~1,5 kb a partir de ADNg.
Q-AtSDH-F TGTGTCTTGAGTTCCTGACAAGTGGT Utilizados en reacciones de gRT-PCR para evaluar los niveles de Este trabajo
Q-AtSDH-R ATTGCTCCCACGAGCACTGGTTTCA transcrito de AtSDH. Juntos amplifican un fragmento de 94 pb.
T7-F TAATACGACTCACTATAGGG —
T7-R TAGTTATTGCTCAGCGGTGS Secuenciacién vector pEXPS-AISDH Macrogen Co. (USA)
M13-F GTAAAACGACGGCCAG —
M13-R  CAGGAAACAGCTATGAC Secuenciacion vectores pCR8 Macrogen Co. (USA)
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3.4. REACCIONES DE PCR.

3.4.1. Amplificacién del ADNc de AtSDH mediante PCR

La reaccién de PCR realizada con el objetivo de amplificar el ADNc de AtSDH utilizo como
molde una minipreparacion plasmidial del vector pCR8-AtSDH(ADNc) (Mandujano, 2010) y
los partidores AtSDH-F y AtSDH-R (Tabla Il). La reaccién se llevé a cabo en un volumen
final de 20 pl utilizando Pfu polimerasa, la cual exhibe actividad exonucleasa en sentido
3'—5" impidiendo la incorporacion de nucledtidos erréneos durante la polimerizacion. La
mezcla contenia 1 X tampén de reaccion suplementado con MgSQ,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM
de los partidores sentido y antisentido, 1 pl del molde de ADN plasmidial sin diluiry 1 U de
Pfu polimerasa recombinante (Fermentas). El programa de reaccién utilizado se detalla en
Tabla Ill, con el nombre AtSDH clonacion.

El protocolo general para las otras reacciones de PCR realizadas utilizé la enzima Tag'™

DNA polimerasa (Sigma) debido a su mejor rendimiento. La mezcla general se corﬁpuso de
la siguiente manera: 1X tampoén de reaccion suministrado con 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs,
0,5 uM de los partidores sentido y antisentido, 1 U de Taq polimerasa, ADN como molde o lo
que corresponda a repicar una colonia de templado (PCR de colonia) y agua NP suficiente
para completar un volumen final de reaccién de 20 pl.. Los programas de PCR se muestran

en la Tabla lll.

3.4.2. Reaccion de Transcripcién Reversa (RT-PCR)

Las muestras de ARN obtenidas con 6ptima calidad (seccién 3.2) fueron tratadas con
DNasa para eliminar posibles remanentes de ADN producto de la extraccion. Cada reaccion
se realizd con 6 pg de ARN total en un volumen de reaccion de 20 ul en agua DEPC. La
compasicion final de cada reaccion fue: 1 X Tampén DNAsa | con MgCly; 1 U DNasa l; 1,2 U
de inhibidor de RNasa RiboLock™ (Fermentas). La mezcla se incubd durante 30 min a 37
°C, luego fue mantenida en hielo (5 min) y se agregé EDTA a una concentracién final de 2,5
mM.

Para la sintesis de ADNc se utilizo el sistema ImProm-1I® Reverse Transcription de
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Promega. Se mezclo 9,5 pl del volumen de ARN tratado con DNasa con 1,5 uM de partidor
antisentido Oligo-AP (Tabla Il). Se sometieron las muestras al programa RT-PCR el cual
comienza con una incubaciéon de & min a 70 °C. Transcurrido este tiempo se detuvo el
programa momentaneamente para incubar los tubos en hielo (5 min) y se agregé 34,5 ul de
la mezcla de transcripcion reversa (1X tampén ImProm-I1®, 10 mM MgCly, 0,8 mM dNTPs,
1,5 U de inhibidor de RNasa RibolLock, agua DEPC). Finalmente, se afadio 1 pl de la

enzima Transcriptasa Reversa a cada tubo. El programa continué segin lo detallado en

Tabla lll.
Se confirmd la calidad del ADNc obtenido mediante la amplificacion por PCR de un

fragmento de actina, utilizando partidores especificos y el programa del mismo nombre

{Tabla Il y Ill). Confirmada la integridad del ADNc, se realizaron reacciones de PCR

cuantitativo (seccién 3.4.3).

3.4.3. Reacciones de PCR en Tiempo Real o RT-PCR cuantitativo

Para evaluar la expresién del transcrito de AtSDH en lineas insercionales (seccion 6.1) y en
plantas silvestres de Arabidopsis sometidas a estrés por frio (seccién 6.3.1) se realizaron
experimentos de RT-PCR cuantitativo, utilizando la sonda fluorescente SYBR green,
contenida en el kit SensiMix™ SYBR Hi-Rox (Bioline) y se emple6 el termociclador
Stratagene Mx3000P {Agilent Technologies).

Para llevar a cabo la técnica, se disefiaron partidares especificos para A{SDH (seccion
3.3.1) y se utilizaron partidores descritos en la literatura para Ubq10 (AGI: At4g05320) y
26410 (AGI: At4g26410) descritos como adecuados genes de mantenimiento (houskeeping)
en Arabidopsis (Czechowsky y cols, 2005). De forma excepcional se utilizaron partidores
especificos disefiados para amplificar AtA6PR (aldosa 6 fosfato deshidrogenasa; Zamudio,
datos sin publicar) para evaluar de manera complementaria los niveles de transcrito de este
gen en plantas silvestres sometidas a estrés por frio (seccitn 6.3.1).

Un vez obtenidos todos los partidores a utilizar, se determiné la eficiencia de cada par, salvo
los descritos para AtA6PR (previamente evaluados; Zamudio, datos sin publicar). Para esto,

se realizo una reamplificacién mediante PCR en tiempo real para cinco diluciones (desde
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1/100 hasta 1/1.10°%) de una amplificacién realizada previamente por PCR convencional,
utilizando cada par de partidores independientemente. Luego, la eficiencia de cada partidor

(E) se obtuvo de la siguiente formula:

E - 10(—1/1){:{1(1:'5”(2) (ECUaCién 1)

donde la pendiente se obtiene de la recta en un gréﬁ'co del cicle umbral (Ct) v/s el nimero
de la dilucion.

Una vez obtenida las eficiencias de los partidores, se realizaron las reacciones de PCR en
tiempo real siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando 250 nM del partidor en
sentido y antisentido para la amplificacion del fragmento de 26410, mientras que se usaron
350 nM de los partidores para Ubg10 y AtSDH (concentraciones en que se obtuvo mejor
eficiencia). El programa utilizado fue qRT-PCR (Tabla lll) para todas las reacciones. Luer
de cada programa de amplificacién se realizé una curva de disociacion, que consistié en la
medicion de la fluorescencia durante la denaturacién del producto de PCR (95 °C por 1 min,
60 °C por 30 s y 95 °C por 30 s). La presencia de un unico pico en un grafico de
Fluorescencia vs. T° fue indicativo de la presencia de un solo amplificado en la reaccion.

La metodologia utilizada requiere de una condicién que sirve como “calibrador”, la cual
corresponde a las condiciones normales o sin tratamiento. En esta tesis, el calibrador
correspondi® a una planta silvestre para evaluaciones de lineas mutantes SALK, y
condiciones de tratamiento TO para evaluar la induccién de frio.

La cuantificacién se realizd utilizando los datos de Ciclo Umbral obtenidos mediante el
programa MxPro Software. Los datos se ingresaron a la Ecuacién 2 (Pfaffl, 2001), junto a

los valores de eficiencia de cada par de partidores, que fue determinado previamente.

xelCt ~Ct

gen.objetivo

(1+E

calibrador.objetive )

—-Ct

gen..objetivo )

)+ e(Ct

Razon =
(1+E

gen..normalizador gen..normalizador calibrador.normalizador )

(Ecuacion 2)
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Los datos obtenidos fueron graficados mediante el programa GraphPad Prism. Se utilizé un

test de ANOVA de una via para determinar diferencias significativas (p<0,05) en los

promedios de cada conjunto de datos, seguido de un post-test de Bonferroni de

comparacion miultiple, para evaluar si las diferencias entre el promedio de las réplicas era

significativo {(p<0,05). En general, cada medicidon fue realizada en triplicado a partir de dos

replicas biologicas.

Tabla lll. Programas de PCR utilizados en el desarrollo de la tesis.

AtSDH clonacién: Programa de PCR usado para la amplificacion del gen AtSDH mediante Pfu
pelimerasa usando los partidores AtSDH-F y AtSDH-R.

 Estado

_Temperatura (°C)

N° de ciclos

1

94

1

94

52

72

1min45s

33

72

10 min

10

)

AtSDH chequeo: Programa de PCR usado para la amplificacion de AtSDH mediante Taq polimerasa
a partir de colonias transformadas de E. cofi con el vector pEXP5-AtSDH, usando los partidores

AtSDH-F y AtSDH-R.

iempo

1 1 5 min 1
1 94 30s
2 2 52 1 min 33-35
3 72 40s
3 1 72 10 min 1
10 o

Homocigosis chequeo: Programa de PCR usado para la amplificacién de los fragmentos gen-inserto
en lineas insercionales de Arabidopsis (seccidn 6.1.1) usando los partidores AtSDH-F, AtSDH-R,

pAtSDH-F, pAtSDH-R y Lb1.3, segun corresponda (ver resultados seccion IV 2)

1 1 94 5 min 1
1 94 30s
2 2 51 1 min 35
3 72 35s
3 1 72 10 min 1
10 =
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Actina: Programa de PCR utilizado para comprobar la integridad del ADNc mediante la amplificacion
de un fragmento interno del actina 4, usando los partidores Actina-F y R.

1 1 95 5 min 1
1 95 30s
2 2 50 455 35
3 72 30s
3 1 72 10 min 1
10 =

1
1 2 hielo 7 min
1 25 5 min
2 2 42 80 min
3 70 15 min
3 1 4 I

gqRT-PCR: Programa de PCR cuantitativo usado para la amplificacién de los fragmentos de los genes
normalizadores Ubq10, At4g26410 y AtSDH con los partidores detallados en Tabla Il.

1 1 25°C 1s 1

2 1 95°C 10 min 1
1 95°C 155

3 2 55°C 15s 40
3 72°C 15s
1 95°C 5s

g 2 25°C 1s 1
3 55°C 155
4 95°C ; 1s
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3.5. CONSTRUCCIONES GENETICAS.
3.5.1. Clonacion de AtSDH en vector pEXPSITOP0®.

Para producir la proteina de fusién His-AtSDH in-vifro fue necesario disponer de un
plasmido recombinante compatible con el sistema de expresion utilizado {Expressway™
Cell-Free; Invitrogen). El vector pEXPS-NT_.’TOPO® (Invitrogen; Figura 4) posee el promotor
T7, un sitio de unién a ribosoma (RBS) y confiere un epitope (6xHis) en el extremo N-
terminal de la secuencia, caracteristicas que lo hacen apropiado para la sintesis de

proteinas in-vitro.

Figura 4. Esquema del vector de expresion pEXPS-NTFrOPO®: Vector compatible con el sistema

de sintesis in-vifro Expressway™ Cell-Free, T7, promotor inducible; RBS, sitio de unién a ribosoma
(secuencia Shine-Dalgano); ATG, inicio de transcripcién y traduccion; 6xHis, region de polihistidinas
(epitope His6x); TEV, sitio de reconocimiento de la proteasa de Tobacco Etch Virus; TOPO, sitio de
reconocimiento y ligacién del ADN de interés mediante topoisomerasa |; T7 term, terminador de la
transcripcion; pUC origin, origen de replicacion de alte nimero de copias, ampicillin, gen de
resistencia a ampicilina (B-lactamase).

El vector pEXP5-NT/TOPO® permite clonar productos de PCR que contengan en su
extremo terminal 3 'deoxyadenosina (A} debido al apareamiento de bases que ocurre con la
timina desapareada que posee el vector en su sitio de clonamiento. Para utilizar este
sistema, fue necesario agregar en forma previa una adenina terminal en los extremos 3° del
producto de PCR correspondiente a la amplificacion del ADNc de AtSDH mediante Pfu

polimerasa (seccion 3.4.1) purificado desde geles de agarosa. Con este objetivo, se realizd
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una mezcla que contenia: 1X tampén NH,, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dATP, 0.5 U de Tag ADN
polimerasa Biolase (Bioline) y 100 ng de producto PCR purificado. La mezcla se incubd a 72
°C durante 30 min.

Obtenido el inserto, se realizd la reaccion de ligacion con pEXP5-NT/TOPO® en una mezcla
que contenia 1 pl de vector y de solucién salina, en un volumen final de 6 pl. La mezcla se
incubé a 4 °C durante 2 h y luego se transformé E. coli One Shot® TOP10 (seccidn 4.2).
Los clones resistentes a ampicilina fueron analizados mediante ensayos de PCR (seccién
3.4.1), digestiones enzimaticas (seccion 3.5.1.1) y finalmente por secuenciacién del ADN

plasmidial (secciones 3.1.3 y 3.6) para confirmar la fidelidad del inserto clonado.

3.5.1.1. Digestiones enziméticas para la selecciéon de clones positivos pEXP5-

AtSDH

Para confirmar la identidad y orientacion de A{SDH en el vector pEXP5 se realizaron
ensayos de restriccion con Aval (Eco881, Fermentas). Esta enzima corta una vez en la
secuencia codificante de A{SDH (nucledtido 668) y en el vector de clonamiento pCRS
(nucledtido 2577). La mezcla se realizé en un volumen final de 20 ul que contenia 1X
tampdn Tango, 1 U de Aval y 500 ng de ADN plasmidial, siendo incubada (37 °C, ~2 h) y

luegoe visualizada en geles de agarosa (seccion 3.2.2).
3.5.2. Clonacién de fragmentos de ADN en el sistema pCR®8

Con el fin de identificar la exacta ubicacion del T-DNA en lineas insercionales de
Arabidopsis, se clonaron fragmentos de ADN ‘_‘gen_-linserto" (seccion 6.1.1), utilizando el
sistema pCR®8/GW/TOPO® de Invitrogen. Este sistema de clonacion cuenta con la enzima
Topoisomerasa | covalentemente unida en la secuencia CCCTT del vector, favoreciendo la
clenacion de los productos de PCR que poseen una adenosina libre en cada extremo de
forma muy eficiente.

Para utilizar este sistema, 50-100 ng de producto de PCR previamente purificado desde
geles de agarosa (seccién I3.2.2) se mezcld con e;l vector pCR®8 en una reacciéon que

contenia 1 pl de vector y de solucidn salina segdn lo recomendado por sus fabricantes, en
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un volumen final de 6 pl. La mezcla se incubd a TA durante 2 h y luego se transformo E. coli
(seccion 4.2). Los clones resistentes a espectinomicina fueron analizados mediante ensaycs

de PCR (seccién 3.4) y por secuenciacién (seccidn 3.6) para confirmar la fidelidad del

inserto clonado.
3.6. SECUENCIACION.

La secuenciacion de los ADN plasmidiales fue realizada en Macrogen Co. (USA), usando
los partidores M13F y M13R para clonaciones en vector pCR8, y T7F y T7R para el vector

pEXP5-AtSDH (Tabla ll, seccion 3.5).

4. TRABAJO CON BACTERIAS

4.1, CRECIMIENTO DE BACTERIAS

Bacterias E. coli (seccion 2) fueron cultivadas durante 16-20 h a 37 °C en medio LB liquido
(1% triptona, 1% extracto de levadura, 0,8 % NaCl, pH 7.0 a 25 °C) y sélido (mezcla anterior
suplementada con 1,5% de agar), agitadas a 200-250 rpm en el caso del cultivo en medio
liquido.

Los antibidticos de seleccién utilizados para E. coli fueron espectinomicina (100 mg/L) para
las cepas transformadas con el vector de clonacion pCR8 y ampicilina (100 mg/L) para las

cepas transformadas con el vector de expresion in-vitro pEXP5-NT/TOPQ® (seccion 3.5).
4.2. TRANSFORMACION DE E. coli POR GOLPE TERMICO

A alicuotas de E. coli quimiocompetente DH5a y One Shot (100 ul con O.D. 1,0) se les
agregd 50-100 ng de la construccién de ADN deseada, incubando la mezcla en hielo
durante 20 min. Luego, las muestras fueron sometidas a un golpe de calor (42 °C durante
30 s) tras lo cual, fueron ubicadas rapidamente en hielo (~107min). Una vez transformadas,

las células fueron incubadas en 1 ml de LB (1 h, 37 °C, 200-250 rpm) y sembradas en LB-
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agar suplementado con el antibidtico de seleccion correspondiente (seccién 4.1). Colonias

capaces de crecer en medio con antibitico fueron analizadas mediante PCR (seccién 3.4.1)

5. TRABAJO CON PROTEINAS

5.1. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El método de cuantificacion por Bradford (Bradford, 1976) se basa en la capacidad de las
proteinas de interaccionar con una solucion acida de azul Coomassie G-250 y modificar la
longitud de onda de su absorbancia maxima, que pasa de 465 nm a 595 nm. Para
cuantificar las proteinas, una alicuota del extracto proteico se llevd a 800 pl con agua, y se
afiadieron 200 pl de reactivo de Bradford (“Protein Assay Concentrated Dye”, BioRad). La
mezcla se incubd durante 10 min a TA para estabilizar el color, y se determiné su
absorbancia a 595 nm mediante espectrofotometro (Jenway 6300, Equilab). La absorbancia
es directamente proporcional a la concentracién de proteina. Esta relacién lineal se
determind empiricament_e mediante el uso_de un estandar de alblmina sérica bovina

(Sigma) a diferentes concentraciones y obteniendo una recta patrén.
5.2. SINTESIS IN-VITRO DE His-AtSDH

Para llevar a cabo la sintesis de la proteina de fusion His-AtSDH se utilizd el sistema de
transcripeién y traduccién in-vitro, Expressway™ Maxi Cell-Free E. coli Expression System,
(Invitrogen). Para la sintesis se utilizd el vector de expresion pEXP5-AtSDH (seccién 3.5.1),
siguiendo las instrucciones recomendadas por sus fabricantes, con una modificacién en la
temperatura de incubacion (30 °C) y utilizando una mayor concentracion de vector (1,5 pg,

seccién_3.1.3).
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5.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DENATURANTES (SDS- PAGE).

Para evaluar la correcta sintesis in-vitro de la proteina de fusion His-AtSDH y el tamafio y
nivel de pureza de la proteina en las distintas etapas de purificacion (seccion 5.4) se
realizaron electroforesis en condiciones denaturantes utilizando una camara vertical Mini
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). Segun el tamafio esperado de His-AtSDH (42 kDa) se
prepararon geles SDS-PAGE al 12%, los cuales permiten la separacidn adecuada de
proteinas en el rango de 37-75 kDa.

El gel separador se prepard usando 1,7 ml de agua desionizada, 2 ml de una solucién de
acrilamida 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0,8 % (p/v); 1,3 ml de un tampén Tris-HCI 1,5 M pH
8,8; 50 L de SDS 10% (p/v), 30 pL de APS 10 % (p/v) v 5 uyL de TEMED. El gel
concentrador fue preparado al 4% (p/v) usando 1,54 ml de agua desionizada, 0,335 ml de
una solucion de acrilamida 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0,8 % (p/v); 0,625 ml de un tampo6n
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 25 pL de SDS 10% (p/v), 25 L de APS 10 % (p/v) y 3 uL. de TEMED.
Las muestras de proteinas se mezclaron en proporcién 2:1 con un tampén de carga 2X [125
mM Tris-HCI pH 6,8, glicerol 20 % (v/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v), azul de bromofenol 0,1
% (p/v)y 4 % (p/v) SDS] y se incubaron a 75 °C durante 15 min. Una vez cargadas las
muestras, los geles corrieron por media hora a 80 V seguido de aproximadamente 2 h a 100
V (hasta el momento antes de la caida del frente). El tampén de corrida fue preparado con
25 mM Tris-HCI pH 8,8, 192 mM glicina y 0,1 % (p/v) SDS.

Realizada la electroforesis, los geles fueron revelades mediante tincion de Coomassie
(seccion_5.3.1) o transferidos a membranas de nitrocglulosa para posteriores Western blots
(seccidén 5.3.2). La masa molecular relativa de las proteinas se determind a partir de su
migracidon electroforética con respecto al estandar de peso molecular Prestained Protein
Ladder (Fermentas) el cual contiene 10 proteinas patrén 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).
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5.3.1. Tincion de Coomassie.

Los geles SDS-PAGE fueron revelados con azul brillante Coomassie R-250 0,3 % plv
disuelto en una mezcla de metanol 50 % v/v, &cido acético 10 % v/v. Los geles fueron
incubados en esta mezcla durante 2 h con agitacidn constante y luego fueron destefidos
con la misma mezcla sin azul brillante Coomassie, hasta obtener un contraste claro de las

bandas.

5.3.2. Inmunodeteccion mediante Western-Blot.

Una vez corridas las muestras de proteinas en geles SDS-PAGE, éstas fueron transferidas
a una membrana de nitrocelulosa (ThermoScientific) usando la camara de transferencia
Trans-Blot® SD “Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad). Los filtros, gel y
membrana fueron embebidos en un tampdn de transferencia que consistia en 192 mM
glicina, 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,1 % (p/v) SDS y 15 % (v/v) metanol. La transferencia se
efectud a 15 V durante 15 min, luego de la cual se lavé la membrana en TBS-T (20 mM Tris-
HCI pH 7,5; 140 mM NaCl y 0,1 Tween-20 % (v/v)) y se determind la presencia de proteinas,
incubando la membrana en una solucioén de Rojo de Ponceau (Rojo de Ponceau 0,1 % (p/v),
acido acético 5 % (v/v)). Luego se lavo la membrana con agua destilada hasta que la tincién
despareciera y se incubd en una mezcla de TBS-T y leche 3% (p/v) con agitécién suave a 4
°C durante toda la noche (blogueo). Al dia siguiente Iar membrana se lavé 3 veces con TBS-
T durante 10 min y fue incubada en TBS-T, leche-3 % (p/v) y anticuerpo primaric Anti-His a
una concentracién 1:3000 (Mouse 1gG monoclonal, Sigma) en agitacién suave por 2-3 h a
TA. Transcurrida la incubacion, se lavé la membrana con TBS-T durante 10 min (3 veces) y
fue mantenida en TBS-T, leche al 3 % (p/v) mas el anticuerpo secundario Anti-mouse en
concentracioén 1:30.000 (Mouse IgG policlonal, Sigma) en agitacion suave por 2-3 h a TA.
Transcurrido el tiempo, la membrana se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 min.

El revelado se realiz6 utilizando fosfatasa alcalina. Para esto, se lavo la membrana 2 veces
con tampén alcalino (100 mM Tris-HCI pH 9,5; 100 mM NaCl y 5 mM MgCl,) durante 5 min y |
se reveld la membrana con 20 ml de tampén alcalino méas 66 ul de NBT 50 % (p/iv) y 33 i
de BCIP 50 % (p/v) a TA, hasta que las bandas se hicieran visibles (~1-10 min). Finalmente

la reaccidn se detuvo con 20 ml de EDTA 20 mM.
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5.4. PURIFICACION DE His-AtSDH POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.
5.4.1.Sistema tradicional de purificacion mediante columnas HisTrap.

Posterior a la sintesis in-vifro de la proteina de fusion His-AtSDH (seccién 5.2), |la proteina
fue purificada utilizando la columna HisTrap de GE Healthcare® de 1 ml. Para la purificacién
se montd un sistema que conectd la muestra y los tampones utilizados mediante una
manguera a la columna, previo paso de las soluciones por un filtro (poro 22 pm; conectado a
la manguera) con el fin de mantener condiciones estériles. Mediante este sistema, se utilizo
un flujo continuo para eluir la proteina en un gradiente de imidazol de 20 mM a 600 mM
como se detallara a continuacion.

Se ambientd la columna con 5 val (equivalente a 5 ml) de tampon de ambientacion (20 mM
imidazol, 20 mM tampén fosfato pH 7,4 y 100 mM NaCl). Una vez ambientada la columna se
cargaron ~3 mg de proteinas totales del producto de reaccidén de sintesis (300 ul; seccién
5.2) previamente diluida en 5 vol de tampon de ambientacion y luego, se lavd la columna
con 5 vol del mismo tampén para evitar uniones proteicas inespecificas a la resina; esta
fraccién fue recolectada para posteriores anadlisis (llamada frente de purificacién).
Posteriormente se inicid el gradiente de elucion, para esto se conectaron 10 vol iniciales de
tampén de ambientacion y 10 vol de tampén de elucion (600 mM imidazol, 20 mM tampon
fosfato pH 7,4 y 100 mM NaCl) mediante una manguera fina, usada como puente entre
ambas soluciones, permitiendo un flujo continuc desde la solucion méas concentrada a la con
menor concentracién de imidazol. En este paso de purificacion se recolectaron las distintas
fracciones en volimenes de 2 ml. Finalmente, se lavé la columna con 10 vol de tampén de
elucién para eliminar de la columna cualquier remanente proteico que pudiese haber
interactuado con la resina.

Durante todo el proceso de purificacion se aplicé un flujo continuo de 1 ml/min a las
soluciones por medio de una bomba peristalica (VWR). Las distintas fracciones
recolectadas fueron analizadas mediante el método de Bradford {seccidon 5.1), SDS-PAGE
(seccion 5.3), western blot y analisis cinéticos (seccion 5.5) con el fin de identificar la

fraccion en que fue eluida His-AtSDH.
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5.4.2. Sistema de purificacién alternativo para pequefas cantidades

Se implementd un sistema casero de purificacion para pequefios volimenes mediante
cromatografia de afinidad a Ni*? utilizando una micro-columna IMAC con 250 pL de resina,
similar al sistema comercializado His-Spin Protein Miniprep (Zymo-Research). Este sistema
permite obtener proteinas de fusion a His purificadas en menor tiempo al involucrado en un

sistema convencional (seccién 5.4.1) y a una mayor concentracion al utilizar pequefios

volimenes de elucion.

5.4.2.1. Proceso de purificacion

Para llevar a cabo la purificacion mediante este sistema, el producto de reaccion
obtenido mediante sintesis in-vitro (200 pl; seccién 5.2) fue centrifugado a 12.000 x g
durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante recuperado fue suspendido en un volumen
equivalente de buffer de resuspension 2X compuesto por el amortiguador Tris-HCl 20 mM
pH 8,2, imidazol 20 mM, NaCl 1M y glicerol 20% v/v, la mezcla fue homogenizada mediante
vortex durante 30 s e incubada a TA durante 5 min. El sobrenadante resuspendido se ubicé
en la columna IMAC, se homogenizd con la resina mediante vortex, se incub6 a TA (5 min) y
se centrifugd durante 30 s a 8.000 x g. Posteriormente, la proteina His-AtSDH unida a la
resina, fue sometida a una serie de lavados con el fin de eluir las demas proteinas que
forman parte de la reaccién de sintesis, unidas de manera inespecifica y no covalente a la
resina. Para esto, se realizo un primer lavado con 500 pl de buffer de resuspension 1X y
luego dos lavados consecutivos usando el mismo buffer suplementado con 50 mM de
imidazol (buffer lavado: Tris-HCI 10 mM pH 8,2, imidazol 50 mM, NaCl 500 mM y Glicerol
10% v/v). Luego se procedid a eluir la proteina His-AtSDH utilizando el mismo buffer a una
concentracion de imidazol a 250 mM. Las distintas fracciones obtenidas mediante este

sistema fueron analizadas de igual manera a la descrita en seccion 5.4.1.
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5.4.2.2 Mantencion de las minicolumnas de purificacién

Cada dos purificaciones utilizando las minicolumnas IMAC, la resina fue recargada con Ni™.
A cada columna se agreg6 500 ul de buffer 1 de stripping (amortiguador Fosfato pH 7,4 20
mM, NaCl 500 mM, EDTA 500 mM), se homogenizd la resina con el buffer mediante vortex
durante 30 s, se incubd durante 2 min a TA y luego se centrifugd por 30 s a 10.000 x g. Este
procedimiento se repiti6 3 veces. Posteriormente se agregd buffer 2 de stripping
(amortiguador Fosfato pH 7,4 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 40 mM}, la mezcla se
homogenizod, incubd y centrifugd de la misma manera antes mencionada, repitiendo el
procedimiento 3 veces. Luego se recarg6 la resina, agregando un volumen de NiSO, 0,1 M,
repitiendo 3 veces el procedimiento antes mencionado. Para finalizar se lavo la resina con

dos volumenes de agua NP.
5.5. MEDICION DE ACTIVIDAD SORBITOL DESHIDROGENASA.

5.5.1. Ensayos de actividad cualitativos mediante geles nativos (zimogramas)

Mediante la técnica de zimogramas descrita por De Sousa y cols (2008) se evalud |a
actividad deshidrogenasa en el proeducto de reaccién de sintesis in-vitro de His-AtSDH. Para
esto, se cargaron 20 ng de la reaccion en geles de poliacrilamida nativo al 12 %, a los
cuales se le aplicé un voltaje de 80 V, durante 5.h a TA. Tanto el tampdn de carga de las
muestras como el buffer de corrida utilizado, poseen la misma composicién que la utilizada
en la preparacién de geles SDS-PAGE, pero sin la adicion de SDS a las soluciones (seccidn
5.3). Inmediatamente finalizada |a corrida del gel, se incub6 en un buffer que contenia: 50
mM Tris-HCI pH 9, 0,15 mM NAD’, 0,18 mM NBT, 0,06 mM fenazina metasulfato y 68 mM
sorbitol por 30 min a 37 °C, para la visualizacion de la actividad SDH. Con el objetivo de
evaluar cualitativamente la actividad deshidrogenasa con otros polioles como posibles
sustratos para AtSDH, los geles nativos fueron incubados en las mismas condiciones
mencionadas, reemplazando la concentracién de sorbitol descrita, por la de otros polioles
presentes en Arabidopsis. Como control positivo de reaccion se utilizé la enzima comercial

SDH de oveja (Sigma, S3764) y como control negativo, productos de reaccién in-vitro sin la
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expresion de His-AtSDH. Todas las reacciones se detuvieron incubando los geles en una

solucion de acido acético 9 % y metanol 45 % durante 5 min, siendo luego fotografiados.

5.5.2 Ensayos de actividad cuantitativos mediante espectrofotometria.

La actividad enzimética se determindé en un mezcla de reaccién que contenia: Tris-HCI pH
9,0 100 mM, sorbitol 50 mM, NAD™ 2 mM. Durante la reaccién enzimatica, se manitored la
formacion de NADH a 25 °C por medio del aumento en la Azy. Se calculé la actividad de la
enzima en pmoles de NADH formados por min y por volumen de enzima (ml} lo que

equivale a una unidad de enzima (U), mediante la siguiente ecuacién:

Pendiente
Act..especifica = MXVC =,
Enapr X XV,

{Ecuacién 3)
Donde la pendiente corresponde a la variaciébn de la absorbancia con respecte al fiempo

(min) debido a la formacion de NADH producto de la reaccién SDH obtenida mediante

espectrofotometria, £,,,,, es el coeficiente de extincién molar para NADH (6220 UA M’

cm™), ¢ corresponde al largo de la cubeta utilizada en la medicion, V, y V. son el volumen
de enzima y de reaccion (ul) respectivamente y finalmente C. concentracion de la enzima
purificada (seccién 5.1).

Los ensayos cinéticos se realizaron en un espectrofotdmetro Biotek Synergy 2 UV-visible a
25 °C, con dos inyectores utilizando placas Nunc® de 98 pocillos (modelo 269620), las
cuales tienen propiedades adecuadas de transmitancia y baja adsorcidén de proteinas.

Para realizar las mediciones cinéticas se gener un protocolo a través del software Gen5 del
espectrofotémetro (Figura 5). En todos los casos, la reaccién fue desencadenada con la
adicion de la proteina purificada o producto de reaccion in-vitro. Se realizaron 3 o 4 réplicas
para cada concentracién, con cinéticas de 1 min a una tasa de adquisicion de datos, que
resultaba en 300 observaciones totales: una cada 20 centésimas de s. Adicionalmente, el
espectrofotébmetro midié la longitud del paso éptico de cada pocillo para normalizar las

mediciones a una longitud de paso o6ptico de 1 cm.
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I Description Comments

! gi Temperature: Setpoint 25 °C

™ well Made
el

oo

ataDispense 20 pl using dispenser 1 D1..E
= Shake: Fast for 0:05

L Start Kinetc [Fun L0

00, Interval 0:00,20]

FRead: | D1..E8
48 End Kinetic
i__,End Mode
[ ETRead: (&) 340 D1..E8

Figura 5. Protocolo software Gen5. instrucciones creadas en el software del espectrofotémetro para
realizar las mediciones cinéticas. Los iconos pequefics representan los diferentes pasos efectuadoes
para cada medicion. En el dispensador 1 se coloca la enzima, la cual es inyectada al pocillc que
contiene la mezcla para desencadenar la reaccién, seguido de un paso de agitacion por 5 segundos.
Finalmente se mide la cinética. Esta secuencia se repite para cada pocille de ia placa.

5.6. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS APARENTES.

Las constantes cinéticas se calcularon a partir de mediciones de velocidad inicial (vy) a
diferentes concentraciones de sustrato {S) manteniendo la concentracion del co-sustrato
constante y saturante (ver resultados; seccion IV.1.5), ajustando a los datos el modelo
cinético de Michaelis-Menten descrito por la ecuacién:

= Vipax X [S]

’ Ky +[S] (Ecuacion 4)

En esta ecuacion, la Ky es la constante de Michaelis, cuyo significado corresponde a la
concentraciéon de sustrato a la cual vy = % Vyax. La Vyax por su parte, es la velocidad
maxima que puede alcanzar la reaccién catalizada por la enzima (umoles min”’ mg‘1 de
enzima) y a su vez, equivale al producto de la constante catalitica k., por la concentracién

de enzima total [E];. Especificamente, la k.o se calcula por medio de la ecuacion:

P X PM (5, % 0,001 (Ecuacion 5)
el 60
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en donde, PM es el peso molecular de His-AtSDH expresado en g/mol; 0,001 es el factor de
conversién para convertir los g/mol en mg/umoles y 60 es el factor de conversion para

7 i 7 K]
convertir los minutos a segundos. Finalmente, la k., € expresaens .

6. TRABAJO CON PLANTAS

6.1. OBTENCION DE LiNEAS INSERCIONALES HOMOCIGOTAS EN AtSDH

La coleccion de mutantes del SALK Institute (Alohso y cols, 2003) cuenta con lineas
mutantes insercionales que interrumpen la secuencia transcrita de la mayoria de los genes
descritos en el genoma de Arabidopsis, por medio de un ADN-T de 4,5 kb. En esta
coleccion se predice el lugar de insercion del ADN-T, por lo que, mediante una busqueda en
la base de datos del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) (http:/farabidopsis.info),
fue posible seleccionar 3 lineas mutantes en las que la insercion habia sido designada en la
region transcrita de AtSDH (At5g51970), especificamente en la region 5UTR -
(SALK_020855), exén 3 (SALK_023456) y exdn 5 del gen (SALK_077335), las que
designamos como sdh1-3, sdh1-1 y sdhi1-4 respectivamente. Cabe mencionar, que el
nombre atribuidc a cada mutante insercional sigue la designacion de una reciente
publicacion en que fueron caracterizadas dos- lineas sdh- (sdh1-1, comin en ambos
estudios, y sdh7-2; Nosarzewski y cols, 2012)

Una vez adquiridas las distintas lineas, fueron evaluadas a nivel molecular para verificar la
presencia y ubicacion correcta del inserto mediante PCR. Para esto, semillas de cada linea
'fueron sembradas y crecidas en medio hidropénico (seccion 6.2.2). Transcurridos 15 dias
de crecimiento desde su siembra, se extrajo el ADNg.de hojas rosetas (seccion 3.1.1) de 10
plantulas de manera independiente y fue usado como templado en reacciones de PCR para
identificar posibles lineas homocigotas. Con este fin, se utilizaron partidores especificos
para el gen y el inserto (Tabla |IlI) siguiendo el protocolc descrito en
http:/isignal.salk.edu/tdnaprimers.2.html y utilizando plantas silvestres como control de

reaccién (para mas detalles ver Resultados; seccion 1V.2). Con el fin de verific
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ar el estado homocigoto de las lineas ya analizadas, la progenie (T2) de cada linea
insercional seleccionada por PCR fue evaluada mediante el mismo sistema (10 plantas por

cada posible homocigota).

6.1.1. Determinacion de la ubicacion del ADN-T en lineas sdh-

Con el objetivo de verificar la ubicacion del inserto en lineas homocigotas para cada
mutante insercional (sdh7-3, sdh1-1 y sdhi-4), la regidon amplificada por PCR
correspondiente a parte del gen y del inserto fue ligada a vectores de clonacién (seccion
3.5.2). Luego de la transformacion de células de E. coli DH_5c1 quimiocompetentes con la
mezcla de ligacién, se seleccionaron clones de interés en medic de seleccién y por PCR.
Aquellos clones positivos fueron secuenciados (séccic')n_s.ﬁ) permitiendo identificar la

ubicacién precisa del inserto en el genoma de las 3 lineas mutantes analizadas.
6.2. CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA ARABIDOPSIS.

6.2.1. Crecimiento en tierra.

Las semillas de cada linea a evaluar, fueron sembradas directamente en tierra (sin
esterilizar) en contenedores de 7 x 7 ¢m con una mezcla de tierra Turba rubia (neutralizada
a pH 6 con 3 kg CaCO4/m® turba; nombre comercial Balticpit, distribuida por PRODEASA®),
perlita y vermiculita en proporcion 2:1:1 y se mantuvieron en condiciones de humedad
elevada durante 3 dias a 4 °C en oscuridad, cubriéndolas con un fim de plastico
transparente (estratificacion). Transcurrido ese tiempo, se fue perforando el plastico, y se
elimino totalmente al cabo de 7 dias. Las plantas fueron crecidas bajo condiciones estandar
de crecimiento para Arabidopsis en fotopericdo corto (ciclos de 8 horas luz/ 16 horas de
oscuridad, con una intensidad de luz de 9000 lux) y regadas 2 veces por semana con una

solucién nutritiva descrita por Hoaglands y cols (1938), diluida a 0,5x (Tabla IV).




Tabla IV: Composicion de la Solucién nutritiva tipo Hoaglands y cols 1938 (0,5X) utilizada en
Servei de Camps Experimentals (Universidad de Barcelona, Espafria).

‘Macronutrientes (mM} -
NOy NH PO K @ Cat Mg S0
7,0 1,0 1,0 3,0 2,0 0,5 0,5

Micronutrientes (uM) _
Fe' " Mn..Zn. B> Gi Mo " Co

19 15 5 9 5 0,9 0,3

6.2.2. Crecimiento en cultivo hidropénico.

Para la obtencion de semillas de Arabidopsis, con el fin de evaluar la progenie (T2) de
lineas insercionales, se utilizéd un sistema de cultivo hidropénico. Para ello, se prepard una
solucion nutritiva al 100X descrita por Gibeaut 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 consistié en un
sistema comercial denominado AraHarvest set, el cual optimiza la recoleccién de semillas y
distribucion de las plantas. En este sistema, la solucion nutritiva se mantuvo constante
mediante el riego una vez por semana. Las condiciones de crecimiento durante todo el
desarrollo de las plantas fueron en camaras de cultivo a 22 °C con un fotoperiodo largo de
ciclos de 16 h luz (5500 - 8000 Lux). Las semillas fueron recolectadas de manera

independiente transcurridas 12 semanas desde su sembrado.

Tabla V: Composicion (mM) de la Solucién nutritiva (100X) para cultivo hidropénico.

..... : G e/DTPA KC] H;BO3 : MmSO4 . ZHSO4 CUSO4

KNO; Ca(NO;), MgSO; KH:PO; NayO

125 150 75 50 10 10 5 5 1 0,2 0,15

6.2.3. Crecimiento in-vitro.

6.2.3.1. Esterilizacion de semillas.

La esterilizacién de semillas de Arabidopsis se llevé a cabo mediante un método de

desinfeccion en liquido para lo cual fueron mantenidas en agitacion durante 5 min en 1 ml
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de etanol 95% previamente filtrado (filtros Millipore 22 pm). Luego de descartar el liquido,
fueron mantenidas en agitacién durante 15 min en una solucion de Tritdn X-100 0,1% y

etanol 70% (filtrada), seguido de 5 lavados con agua destilada estéril.

6.2.3.2. Crecimiento de plantulas en placas de Petri

Para el cultivo in-vitro de plantas se utilizé el medio MS (Murashige y Skoog 1962), cuya -
composicién fue la siguiente: medio basal MS 4,43 g/L, mio-inositol 60 mg/L, con o sin la
adicion de sacarosa (Sigma). El pH del medio se ajustd a 5,7 - 5,8 con KOH 2M y se
afiadieron 0,6 % de agar (Duchefa, Holanda). El medio se autoclavé durante 30 min a 120
°C, y fue vertido en placas cuadradas de 15 cm de diametro. Una vez gelificado el medio se
procedié al sembrado de semillas estériles, dejandolas en oscuridad a 4 °C durante 48 h
para sincronizar su germinacion (estratificacion), y luego transfiriéndolas a una camara de
cultive a 21 + 2 °C en fotoperiodo de dia largo (ciclos de 16 h luz/ 8 h oscuridad), con una

intensidad de luz de ~5.000 jux.

6.3. TRATAMIENTOS DE ESTRES ABIOTICO

6.3.1. Tratamientos de induccién en estrés por frio.

Con el objetivo de evaluar la transcripcion de 2 genes involucrados en el metabolismo de
sorbitol, locus At5g951970 (AtSDH) y At2921250 (AtA6PR) se realizaron tratamientos de
estrés por fric en plantas silvestres de Arabidopsis. Para esto, semillas fueron sembradas
en condiciones in-vitro utilizando medio MS (seccién 6.2.3) suplementado con sacarosa al
1% y crecidas durante 18 d en condiciones control a fotoperiodo neutro (ciclos de 12 h luz/
12 h oscuridad). Transcurrido este tiempo, las placas fueron transferidas a una cadmara de
incubacion que permiti6 mantener las condiciones de fotoperiodo a 4 °C. Se tomaron
muestras de tejido vegetal de 30 plantulas completas a 0, 1, 3, 6, 12 y 24 h iniciado la
induccion de estrés por frio. El material recogido, se congelé inmediatamente en N; liquido vy

se conservo a -80 °C hasta la purificacién de ARN (seccion 3.1.2).
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6.3.2. Tratamiento de estrés osmético, salino y en medios suplementados con

sorbitol.

Semillas de Arabidopsis (sdh- y silvestres) y plantulas de 7 dias crecidas en placas petri en
medio MS (seccién 6.2.3.2) suplementado con 2% de Sacarosa, fueron sembradas y
transferidas, respectivamente, a medios de cultivo MS suplementado con distintas
concentraciones de manitol (100, 150 y 200 mM; estrés osmatico), NaCl (100, 150 y 200
mM; estrés salino) y sorbitol (30 mM) siendo mantenidas en condiciones habituales de
crecimiento de fotoperiodo de dia largo durante 10-35 dias, en placas inclinadas (70°) para
poder determinar la longitud de la raiz principal mediante andlisis fotografico con el
programa Image J (NCBI).

En el caso particular de plantas de Arabidopsis sembradas en medios suplementados con
sorbitol, también se evalio el nimero de raices laterales utilizande 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 distintos tratamientos mencionados, los

cuales fueron repetidos en mas de una ocasion.
6.3.3. Experimentos de deshidratacion o sequia.

Las plantas de Arabidopsis, (sdh- y silvestres) fueron crecidas durante 4 semanas en tierra
(seccién 6.2.1) y luego fueron sometidas a estrés por deshidratacién al eliminar el riego
durante 14 dias. Después de este periodo de privacién de agua, las plantas fueron re-
hidratadas manteniendo las condiciones iniciales de crecimiento. La tolerancia a la
deshidratacion fue determinada como la capacidad de las plantas de reanudar el
crecimiento transcurridos 14 dias de recuperacion bajo condiciones control (recovery;,

Alcazar y cols, 2010).

La tolerancia a deshidratacion fue evaluada en tres replicas biolégicas, cada una compuesta

de 25-30 plantas para cada linea evaluada.
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6.3.3.1 Medicién del contenido relativo de agua (RWC)

Durante el tiempo en que fueron privadas de agua las plantas sometidas a estrés por
deshidratacion, se midié el contenido relativo de agua en sus hojas los dias: 0 (inicio), 4, 7
,11 y 14 de tratamiento. Para llevar a cabo esta medicion, hojas rosetas fueron extirpadas (5
hojas por cada linea evaluada), determinando inmediatamente su peso fresco (FW). Luego,
las hojas fueron ubicadas erll. contenedores con :;guai—d;sionizada, con su superficie adaxial
en contacto con el agua en condiciones de oscuridad durante 24 h a 4 °C. Transcurrido este
tiempo, las hojas fueron retiradas del agua, puestas en contacto con papel absorbente y
pesadas inmediatamente, obteniendo el peso correspondiente a la hoja re-hidratada (turgid
weight, TW). Finalmente, las hojas fueron mantenidas a 70 °C durante 24 h y pesadas para
determinar su correspondiente peso seco (dry weight, DW). Obteniendo los distintos valores
de pesos (FW, TW y DW) para cada dia evaluado, el contenido relativo de agua (RWC) fue

calculado a partir de la siguiente formula:

(Ecuacién 8)

6.3.3.2. Medicion del contenido gravimétrico de agua en el suelo (SGWC)

El contenido de agua de cada contenedor (SGWC) fue medido durante el transcurso del
tratamiento de deshidratacion. Se registré el peso dei cada maceta durante el tiempo de
privacion de agua (dias: 0, 4, 7, 11 y 14) y una vez transcurridos los 14 dias de recuperacion
bajo condiciones control (recovering). Esta Gltima medicion correspondié al peso seco del
contenedor, obtenide luego de mantener todas las macetas a 70 °C durante 48 h. EI
contenide gravimeétrico de agua fue calculado dividiendo el contenido de agua en el suelo

por el peso del suelo seco (Alcazar y cols, 2010) a través de la siguiente relacion:

SGWC = (Peso.maceta i svaliads, — & E50.S€C o)

Peso.seco (Ecuacién 7)
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V. Resultados
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1.DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD Y ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE

AtSDH

1.1 Construccién del vector de expresién in-vitro pEXP5-AtSDH.

Para producir la proteina de fusiéon His-AtSDH in-vitro fue necesario clonar el marco de
lectura abierto de A{SDH en pEXPS—NT/TOPO®, vector compatible con el sistema de
expresién in-vitro utilizado para la sintesis de proteinas. En su Tesis de Magister, Patricio
Mandujano (2010) amplifico AtSDH a partir de AD_Nc-obtenido de purificaciones de ARN de
diversos érganos de Arabidopsis. Ademas, clond el ADNc de AISDH en el vector de entrada
pCR®8, vector que fue utilizado en el desarrollo de esta tesis.

A partir de ADN plasmidial del vector pCR8-AtSDH (ADNc) se amplificé mediante PCR un
fragmento de 1095 pb correspondiente al tamafio esperado para el marco de lectura abierto
de AtSDH (Figura 6A). Esta banda fue purificada_desde geles de agarosa para ser ligada en
el vector de expresion pEXPS5, transformando posteriormente E. cofi One Shot® TOP10. De
las colonias que crecieron en el medio de seleccion (ampicilina), 6 fueron seleccionadas al
azar y analizadas mediante la amplificacion de AtSDH por PCR (seccién 111.3.4.1). El ensayo
indico que 4 de los 6 clones analizados contenian la construccién pEXP5-AtSDH (datos no
mostrados). La presencia y orientacién del inserto en el vector fue corroborado a través de
ensayos de restriccion con Aval, la cual presenta un sitic de corte en el vector y otro en el
inserto. De esta manera, se esperaba la liberacion de una banda de 770 pb si el inserto se
encontraba en la orientacion sentido respecto al promotor T7 presente en el vector de
expresion (Figura 6B). Como se observa en Figura 6C, un clon de los 6 analizados por
digestion present6 el patron deseado de insercion en‘sentido de la secuencia de AtSDH en
pEXP5. Este clon fue secuenciado utilizando los partidores T7F y T7R (Tabla II, seccién
111.3.6). La secuencia obtenida fue comparada con la secuencia de AtSDH depositada en la
base de datos (Genbank acceso: NM_124576). El alineamiento entre ambas secuencias dio

como resultado un 100% de identidad a nivel nucleotidico.
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Figura 6. Generacion y analisis del vector pEXP5-AtSDH: A. Amplificacion por PCR de AtSDH
a partir de ADN plasmidial del vector pCR8-AtSDH (ADNc; Mandujanec, 2010) Se observa la banda
de 1095 pb correspondiente al tamafio esperado para AtSDH. Como control negativo de la
reaccién (C-) se utilizd una mezcla de reaccién sin templado. B. Ensayos de restriccion con Aval
para confirmar presencia y sentido de AtSDH en clones transformantes resistentes a antibidtico: 1.
Esguema de digestion del vector recombinante con AfSDH ligado en sentido; 2. En el gel de
agarosa tefido con bromuro de etidio se observa la banda de 770 pb esperada para el patrén de
digestion en sentido con Aval. De los 6 clones evaluados, el clon 3 presenta el patron deseado.
SD: ADN plasmidial sin digerir de unc de los clones seleccionado al azar: PM: estandar de peso
molecular.

1.2. Sintesis in-vitro de la proteina de fusion His-AtSDH.

Siguiendo las instrucciones recomendadas por sus fabricantes se sintetizé la proteina de
fusion in-vitro His-AtSDH mediante el sistema Expressway cell Free y el vector de expresion
pEXPS-AtSDH, generado previamente. La sintesis de la proteina fue evaluada mediante
Western blot usando el anticuerpo comercial Anti-His el cual reconoce el epitope 6xHis

agregado a la secuencia aminoacidica de AtSDH en su extremo N-terminal. Mediante esta
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metodologia fue posible observar una banda de peso molecular poco mayor a los 40 kDa
s6lo en productos de reaccién in-vitro de proteinas sintetizadas con el vector de expresién y
ne asi en aquellas reacciones en donde no se incorpord el vector de expresién al proceso
de sintesis de proteinas, es decir, reaccién in-vitro sin sintesis de His-AtSDH (control
negative de reaccion). El peso molecular observado mediante western blot para la proteina
de fusién coincide con el peso tedrico calculado in-sifico (41,7 kDa; Figura 7) el cual
corresponde a la suma de los pesos moleculares tedricos para la proteina AtSDH (39,225
kDa) y el epitope 6xHis (2,5 kDa). Como control positivo de inmunodeteccién, se utilizé la
proteina recombinante AtSDH-His producida en bacterias (sistema heterdlogo de expresién)
trabajo que ha sido realizado en forma previa en nuestro laboratorio (Ampuero D, 2012). La
presencia de una banda en el control positivo de peso molecular cercano a la observada en
ta muestra de sintesis in-vitro, nos permitié confirmar que la técnica de Western blot habia
sido realizada correctamente y corrobora |a eficacia del sistema in-vitro en la sintesis de His-

AtSDH.

C+  His-AtSDH _C- _PM_

— 55kDa

Figura 7. Anélisis de Western blot del producto de reaccién obtenido luego de la sintesis in-
vitro de la proteina recombinante His-AtSDH. Mediante la técnica de Western blot anti-His se logr
abservar una banda cercana a los 42 kDa en el producto de reaccién de sintesis in-vitro. C+, proteina
His-AtSDH producida en bacterias (Ampuero, 2012), C- producto de reaccion de sintesis in-vitro sin
utilizar vector de expresion. PM, Estandar de pesc molecular (kDa).

Este resultado nos permitié confirmar que mediante el sistema de expresién seleccionado

fue posible transcribir y traducir correctamente la proteina de fusién His-AtSDH.
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1.3. Mediciones de actividad en productos de reaccion de sintesis in-

vitro,

Una vez confirmada la sintesis de His-AtSDH, un aspecto requerido para lograr caracterizar
bioquimicamente la proteina de interés fue evaluar si las condiciones seleccionadas de
sintesis in-vitro permitian obtener una proteina en conformacion nativa y activa.

Para ello, la técnica de zimogramas permite analizar de manera cualitativa y colorimétrica
en geles nativos de proteina la actividad de enzimas qUe en su reaccion tengan asociada la
liberacion de H”, como es el caso de enzimas deshidrogenasas. Mediante esta técnica y
utilizando condiciones descritas para evaluar enzimas sorbitol deshidrogenasas (De Sousa y
col, 2008) se observd un precipitado de color azul en geles nativos revelados utilizando
sorbitol como sustrato (Figura 8A). La presencia de este précipitado se observé sdélo en la
muestra correspondiente al producto de reaccién de la sintesis de His-AtSDH in-vitro y no
asi, en muestras de reaccion sin sintesis de His-AtSDH (C-). Como control positivo de la
reaccion se utilizé la caracterizada enzima comercial SDH de oveja, la cual presenta
actividad deshidrogenasa con otros polioles ademas de sorbitol (Lindstad y cols, 1998). Al
cargar 2 U de SDH de oveja en geles nativos se logré observar una intensa banda de
similares caracteristicas a la observada en el producto de reaccion in-vitro de His-AtSDH
recombinante, validando de esta manera la técnica utilizada y confirmando actividad SDH
de la proteina de interés, His-AtSDH.

Aplicando esta técnica, fueron evaluados otros policles presentes en Arabidopsis coma
posibles sustratos de la enzima. Con este fin, se reemplazé el sorbitol en la solucion de
revelado con la misma concentracion de los polioles: xilitol, manitol, glicerol y eritritol {68
mM). Se observé la formacién de producto en geles revelados con xilitol como sustrato
(Figura 8B) y no asi con los otros polioles evaluados (datos no mostrados), indicando que
His-AtSDH también presenta actividad xilitol deshidrogenasa.

Como es posible observar en Figura 8, el desplazamiento electroforético de His-AtSDH en
condiciones nativas fue similar al desplazamiento de la enzima SDH de oveja (C+) la cual

en estas condiciones ha sido descrita con un peso cercano a los 115 kDa. Mediante el uso
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de un marcador de pesc molecular coloreado, fue posible confirmar el peso descrito en la
literatura para la enzima comercial, y un tamafio cercano a 100 kDa para nuesira proteina
de interés (datos no mostrados). Este resuitado junto ai obtenido en la seccion anterior nos
indican que el peso molecular observado en condiciones nativas para His-AtSDH difiere al
peso molecular observado en condicicnes denaturantes mediante ensayos de inmunobiot

(42 kDa, seccion 1.2}, lo cual sugiere una conformacion multimérica de His-AtSDH.

A. SORBITOL His- B. XILITOL His-
Ce c- AtSDL c+ c-  AtSDL
115kDa———b_“-._'._'____-" o m

Figura 8: Analisis de actividad mediante zimogramas de! producto de la reaccion in-vitro de His-
AtSDH. En los geles se observa el precipitado de color azul caracteristico de actividad deshidrogenasa
usando como sustratos los polioles sorbitol (A) y xlitol (B). Utilizando manitol, glicerol y eritritol como
sustrato no se observd actividad aparente (imégenes no mostradas). Como control positivo {(C+) de
reaccion se utilizé SDH de oveja (2U Sigma, 115 kDa) y como control negativo (C-) producto de
reaccion in-vitro sin sintesis de proteina. Todos los geles nativos fueron cargados con iguai
concentracién de proteinas (10 pg de producto de reaccién), incubados con sus respectivos sustratos
por 30 minutos y tratados de igual manera en su revelado para visualizacién colorimétrica. Las
imagenes son representativas de lo observado en 3 replicas del experimento.

Como ha sido mencionado en la Introduccién (seccién_l.4), las enzimas sorbitol
deshidrogenasas oxidan diferentes polioles a sus respectivas cetosas, siendo en general su
sustrato preferente el sorbitol. La reaccién de oxidacién estd acoplada en todos los casos a
la concomitante reduccion de! co-sustrato NAD™ a NADH, siendo este producto de la
reaccién facilmente cuantificable mediante espectrofotometria siguiendo su tasa de cambio
a una absorbancia 340 nm. De esta forma, para confirmar la actividad observada de manera
cualitativa en geles nativos, se realizaron mediciones cuantitativas de actividad usando
espectrofotometria. Para esto, se midio actividad a partir de mezclas de reaccion de igual
concentracion a las utilizadas para revelar zimogramas de actividad. Como control negative
de reaccion se utilizé una mezcla de igual composicién, en donde se reemplazé el producto
de reaccion en la que se indujo la sintesis de His-AtSDH por una reaccion en la cual no se

indujo la sintesis de la proteina (C-).



En Figura 9 se presentan los registros de absorbancia con respecto al tiempo obtenidos al
utilizar los distintos polioles previamente evaluados como sustratos de reaccién. En estos
graficos se observé un mayor cambio en la absorbancia al utilizar sorbitol como sustrato,
seguido por el poliol xilitol. Al utilizar como sustratos eritrital, manitol y glicerol se observé un
pequefio delta de absorbancia, similar al obtenido en el control negativo de reaccién. Estos
resuitados corroboran lo observado en zimogramas indicando que tanto sorbitol como xilitol
son sustratos para la proteina recombinante, siendo sorbitol su sustrato preferente, dentro

de los 5 polioles evaluados.
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Figura 9: Mediciones espectrofotométricas a partir de productos de reaccién de sintesis in-
vitro. Gréficos de Absorbancia (Abs) con respecto al tiempo (min) de mediciones espectrofotométricas
a 340 nm utilizando: A. Distintos polioles como sustrato B. NAD® y NADP™ como co-sustrato. El mayor
cambio en la absorbancia se observa en productos de reaccion in-vitro de His-AtSDH usando sorbitol y
NAD™ comc sustratos, seguidos por el poliol xilitol. Este registro fue 4 veces menor al utilizar el
producto de reaccién sin sintesis de proteinas (C-). El cambio de Abs. obtenido para los otros policles
evaluados como sustratos, mezclas de reaccion sin sorbitol o utilizando NADP™ como co-sustrato son
de igual 0 mener magnitud que el C-.
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Mediante espectrofotometria se realizaron otras mediciones de absorbancia que permitieran
confirmar la actividad SDH de His-AtSDH, descartando gque ésta se debiera a otros
componentes o artificios del sistema de expresion in-vitro. Como se observa en Figura 9B el
cambio de absorbancia registrado para mezclas de reaccién en que no se agregé sorbitol y
en mezclas que se utilizd NADP" como co-sustrato en reemplazo a NAD" es similar al
cambio registrado para el control negativo de reaccion, indicando que tanto sorbitol como
NAD” son necesarios y depeﬁdientes para actividad S‘DH. mientras que NADP" no es un co-

sustrato para la enzima.

1.4. Purificacion de His-AtSDH

Para lograr caracterizar bioguimicamente His-AtSDH en sus pardmetros cinéticos (Ku, Viax
y k.at) fue necesario disponer de un sistema de purificacion que permitiera obtener muestras
de proteina a un nivel de pureza adecuada, manteniendo su actividad estable en el tiempo.

Una vez registrada actividad SDH en productos de sintesis in-vitro, se procedic a
estandarizar el proceso de purificacion de la enzima mediante cromatografia de afinidad
utilizando columnas His-Trap, disponibles comercialmente. En estas columnas, el i6n
metalico (Ni) inmovilizado en la resina de sepharosa permite retener a proteinas con tag de
histidinas en su secuencia, como es el caso de His-AtSDH. Esto se debe a que el
aminoécido histidina es capaz de enlazarse con iones metélicos quelados, como el niquel.
Esta interaccion se ve debilitada al adicionar una concentracion adecuada de imidazol en la
solucion permitiendo eluir |a proteina de interés. Para-identificar la concentracion necesaria
de imidazol que permitiera eluir adecuadamente His-AtSDH de la columna, se realizé un
proceso de purificacién siguiendo las instrucciones recomendadas por sus fabricantes en la
cual, la elucion de la proteina se llevd a cabo usando un gradiente de imidazol (10-600 mM).
Los resultados obtenidos mediante Western blot indican que 200 mM de imidazol son
suficientes para eluir gran parte de la proteina recombinante unida a la columna (Figura 10).
En futuros ensayos de purificacién se opté por utilizar una concentraciéon levemente mayor

de imidazol (250 mM) con el fin de asegurar la completa elucién de His-AtSDH de la resina.
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Figura 10: Analisis mediante Western blot de la elucién de la proteina recombinante His-AtSDH
usando distintas concentraciones de imidazol en el proceso de purificacion. Mediante la técnica
de Western blot anti-His se logré observar la banda de 42 kDa correspondiente a His-AtSDH en
fracciones eluidas con concentraciones de imidazol desde 60 mM hasta 200 mM. Cada carril fue
cargado con igual volumen de muestra. C+, producto de reaccién de sintesis in-vitro de His-AtSDH.
PM, Estandar de peso molecular coloreado (kDa).

Las condiciones de sintesis in-vitro utilizadas permiten obtener pequerios volimenes de
preducto de reaccidn conteniendo una baja concentracién de proteina recombinante. Este
hecho trajo como consecuencia la obtencidn de una proteina purificada mediante columnas
HisTrap de baja concentracidn (~0,007 pg/ul a partir de 300 pl de producto de reaccién).
Para solucionar este problema se implementé un sistema de purificacion alternativo para
pequefias cantidades (seccion_lll 5.4.2), en el cual se utilizaron minicolumnas centrifugables
en lugar de las tradicionales columnas empacadas acopladas a un flujo continuo de
solvente. Este nuevo sistema de purificacidon permitié obtener una mayor concentracién de
proteina purificada, con un valor casi 10 veces 7mayor a partir de un mismo volumen de
producto de reaccién in-vitro (~0,06 pg/ul).

En primera instancia, el proceso de purificacion de His-AtSDH en minicolumnas se realizé
utilizando las soluciones recomendadas de manera estandar para purificaciones de
proteinas con tag de histidinas (seccién lll 5.4.1). Mediante esta metodologia, se obtuvo una
proteina de pureza aceptable (~80%) segun cuantificacién de densidad de banda por Image
J, sin embargo se observd que la actividad registrada una vez eluida la proteina disminuia
con el transcurso del tiempo, registrandose su completa inactividad dos horas luego de ser
purificada. Con el objetivc de obtener una proteina pura y activa de manera estable por un
tiempo suficiente para llevar a cabo los analisis bioquimicos correspondientes a su

caracterizacién, se realizaron una serie de purificaciones utilizando diferentes soluciones, en
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las cuales se varidé la concentraciéon de sal, el tipo de amortiguador, y se incorperd como
agente estabilizador al glicerol {10%), poliol descartado como posible sustrato de AtSDH
(seccion 1.3). Cada purificaciéon fue realizada con iguales concentraciones de imidazol,
estandarizadas previamente y una vez eluida la proteina fue cuantificada su actividad cada
una hora mediante espectrofotometria, siendo mantenida la alicuota de proteina a TA entre
cada mediciéon. En Tabla VI se indica el detalle de las soluciones utilizadas en 4
purificaciones realizadas independientemente a partir de un mismo volumen de producto de
reaccion de His-AtSDH in-vitro y el tiempo en que se logrd detectar actividad SDH sin

variacién a partir de la primera medicién (100% actividad registrada a tiempo 0).

Tabla VI: Detalle de las soluciones utilizadas para los procesos de purificacion de His-AtSDH.
A, B y C son las soluciones utilizadas para resuspender la muestra y equilibrar la columna, lavar la
resina y eluir la proteina, respectivamente. El tiempo de estabilidad corresponde al tiempo en que se
logré detectar actividad SDH sin variacién a partir de la primera medicion realizada una vez eluida la
proteina de la columna (100% de actividad a tiempo 0).

Purificacion 1 Purificacion 2 Purificacion 3 Purificacion 4

 TrisHCI 10 mM pH
9.0; Imidazol 10 mM;

j Rl i Sodlum Fosfato 10 s
; mM pH 7,4; Imidazol
20 mM; NaCl 100

i TrisHC! 20 mM pH
3 2; Imidazol 10 mM;

Resuspension. ‘NaCl 500 mM:

lgiind e BB o Aetey oM Glicerol 10%
Sodium Fosfato 20 TrisHCI 10 mM pH ; TrisHCI 20 mM pH
B Lavade  MMPH7.4:Imidazol  82;MgCl2mM;  YSHCLTOMMPH g o imidazol 50 m;
) 20 mM; NaCl 100 Imidazol 50 mM; P ’NaCl 300 mM ! NaCl 500 mM;
mM ; NaCl 300 mM Glicerol 10%
 Sodium Fosfats 20 - TrisHCI10mMpH  TrisHCI 10 mM pH TrisHCI 20 mM pH
e Blusien mM pH 7.4, Imidazol =~ 82, MgClzmM, = 9,0;Imidazol 250 . 8,2; Imidazol 250
i S 250 mM; NaCl:100 Imidazol 250 mM; 3_' - .mM;: NaCl 300.mM; : mM; NaCl 500 mM;
e Mo, - elerolite | Gllsdolin
:;‘::I‘)?Iio d:‘; 1 hora 1 hora : 4 horas f 9 horas

Como se ohserva en Tabla VI, el mayor tiempo de estabilidad enzimatica se obtuvo al
realizar purificaciones con las condiciones descritas para “purificacion 4”, en las cuales no
se registré cambio en la actividad SDH de His-AtSDH durante 9 horas. En estas condiciones

se obtuvo a la proteina recombinante con un 95,2% de pureza en la fraccién de elucion
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analizada mediante geles de proteinas tefiidos con azul de Coomassie (cuantificacion por
Image J), sin ser detectada en ofras fracciones recolectadas durante el proceso de

purificacién (Western blot; Figura 11).

PM F L1 L2 L3 elucién Lf C+

PM F L1 L2 L3 elucion Lf C+

His-AtSDH

Figura 11. Purificacién de la proteina His-AtSDH mediante mini-columnas. En el proceso de
purificacién se utilizaron las condiciones descritas en Tabla VI (purificacion 4) las que permitieron
obtener una mayor estabilidad enzimatica de la proteina recombinante. A: Gel SDS-PAGE de
proteinas tefiido con azul de Coomassie, B: Western Biot (anti-His). Los geles se cargaron con las
distintas fracciones recolectadas en el proceso de purificacién: F, frente; L1-3, lavados consecutivos de
la resina, elucién, fraccién de proteina purificada (250 mM imidazol); Lf, lavado final de la resina (600
mM imidazol). En todos los casos se cargd el mismo volumen de muestra. C+: producto de reaccion
de His-AtSDH in-vifro (12 pg), PM: Estandar de peso molecular coloreado.

1.5. Constantes cinéticas de His-AtSDH

Obtener muestras de proteina purificada con actividad estable fue un paso clave para lograr
caracterizar bioguimicamente His-AtSDH, primer objetivo de esta tesis. Para ello, se
evaluaron las constantes cinéticas Ky, Vmax ¥ Keat para los dos principales sustratos
asociados con actividad SDH: sorbitol y NAD™. Con este fin, se realizaron una serie de
mediciones espectrofotométricas en las cuales se utilizaron diferentes concentraciones del

sustrato a evaluar, manteniendo el co-sustrate a una concentracién constante y saturante en
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cada medicién. Para el caso de NAD" se observé el curso temporal del incremento de la
absorbancia a 340 nm a concentraciones crecientes (0 a 2 mM), manteniendo constante la
concentracién de sorbitol (50 mM). Para evaluar los parametros cinéticos con respecto a
sorbitol, se registraron los valores de absorbancia utilizando concentraciones del poliol
comprendidas entre 0 mM a 50 mM, manteniendo al po—sustrato NAD" a una concentracién
constante y saturante de 2 mM. Cada medicion fue realizada en triplicado, desencadenada
por la adicién de His-AtSDH a la mezcla de reaccion (1,5 ng de proteina).

Para dar mayor robustez a los datos generados, se realizaron mediciones utilizando
muestra de la enzima obtenida en procesos de purificacion independientes y se verifico su
estabilidad a través del monitoreo pericdico de su actividad durante el tiempo de realizacién
del experimento (datos no mostrados). ”

Los valores de absorbancia obtenidos para cada medicion fueron registrados vy
normalizados mediante la formula de actividad especifica (Ecuacion 3, seccién 111.5.5.2) en
la cual la pendiente de la curva se calculd para el intervalo de tiempo entre los 10 y 60
segundos de actividad. Obtenido estos valores, se realizaron graficos de actividad
especifica con respecto a la concentraciéon de sus-trato evaluada. Como se observa en
Figura 12A, las curvas obtenidas presentaron la forma caracteristica de curvas hiperbélicas,
cuyo ajuste (cercano a 1 en ambos casos) permitié obtener los valores de la constante de
afinidad (Ky) y velocidad maxima (Vyax) para cada sustrato, correspondientes al modelo
cinético de Michaelis-Menten descrito por la Ecuacion 4 (seccién 111.5.6).

Siguiendo la metodologia descrita, los valores de Vuyax ¥ Ky obtenidos para sorbitol fueron
0,498 U/mg v 1,2 mM, respectivamente y 0,6 U/mg y 74,5 pM para NAD" (Figura 12B). Para
obtener el parametro de eficiencia catalitica, k.., se utilizé la formula descrita en Ecuacion 5
(seccion 111.5.6), la cual corresponde al producto de la Vyax ¥ €l peso molecular tedrico de
His-AtSDH (41,7 kDa). Los resultados obtenidos de este parametro fueron 0,39 s para

sorbitol y 0,33 s™' para NAD". -
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Figura 12. Parametros cinéticos de His-AtSDH. A: Graficos de actividad especifica {U/mg) con
respecto a la concentracion de los sustrato: sorbitol y NAD®, En ambos casos los valores de actividad
especifica corresponden al incremento de absorbancia registrado a distintas concentraciones del
sustrato a evaluar, manteniendo el co-sustrato a una concentracién constante y saturante. Ambas
curvas se ajustan de manera cercana a una hipérbola (R? ~ 1). Las barras representan la desviacién
estandar de los valores obtenidos, n=3. B. Parametros cinéticos Ky, Vmax ¥ keat obtenidos para ambos
sustratos con su respectiva desviacidn estandar.

1.6 Especificidad de sustrato

Como ha sido mencionado anteriormente, las SDHs caracterizadas presentan
actividad deshidrogenasa con otros polioles ademas de sorbitol. Aunque mediciones en
zimogramas y espectrofotométricas utilizando reacciones de sintesis in-vitro, indicaron
actividad de His-AtSDH con xilitol (seccién 1.3); fue de nuestro interés evaluar y cuantificar
la especificidad de sustrato de la proteina Eecofﬁbinante a partir de muestras de enzirﬁa
purificada. De esta manera, se evalud su especificidad utilizando un rango mas amplio de
posibles sustratos (presentes en Arabidopsis) y condiciones de actividad ya estandarizadas,
con concentraciones saturantes. Para esto, de manera independiente se registrd el curso
temporal del incremento de la absorbancia a 340 nm utilizando 2 mM de NAD" y 50 mM de
los sustratos disponibles: sorbitol, ribitol, xilitol, manitol, eritritol, iditol, arabitol, maititol,

lactitol, fructosa y glucosa. Cada medicién fue realizada en duplicado a partir de una



muestra purificada de His-AtSDH, corroborando los resultados a través de la medicion
también en duplicado de una segunda muestra purificada de manera independiente. La
estabilidad enzimatica fue verificada a través del tiempo en que se realizaron los
experimentos para todos los casos.

Obtenidas las curvas de cinética para cada medicién, se procedié a calcular la actividad
especifica de igual manera antes descrita (seccion 1.5). Los valores obtenidos fueron
promediados e indicaron gue la mayor actividad de His-AtSDH se alcanzd con sorbitol,
como su sustrato preferente, seguido estrechamente por el poliol ribitol, con el cual se
obtuvieron valores de actividad especifica muy similares. En la Figura 13, se presentan los
resultados obtenidos para todos los sustratos evaluados, los cuales al ser ordenados segtin
los valores de actividad especifica calcuiada, se obtiene: sorbitol (100%), ribitol (98%), xilitoi
(80%), iditol (78%), arabitol (59%), manitol (32%), maltitol (14%), lactitol (13%), eritritol (7%),

glucosa (4%) y finalmente fructosa con 1% de la actividad especifica alcanzada con sorbitol.

A. B.
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L/ mg] 06 -
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Ribitol  0,4714 0.0104 2
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Xilitol 0,3828 0,0462 =
o
Iditol 0,3762 0,0019 2
o0
Arabitol 02815  0,0605 %0.2
Manitol 0,564 0,0178 g
Lactitol  0,0611 0,0243 g
Maltitol  0,0701 0,0370 0.0
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Eritritol 0,0341 0,0000 {O'\" .{0\\*}\6 \b\ é?{\. ’}o{\-g é‘-_\\'\\s‘&oﬁo 3
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Fructosa  0,0090  0,0156 Sustratos

Figura 13. Especificidad de sustrato de His-AtSDH. A. Valores promedio de actividad especifica
{Act. esp. U/mg) obtenidos de 4 mediciones realizadas usando 2 mM de NAD' y 50 mM de sustrato.
En la tabla también se indica la desviacién estandar de los datos. B. Grafico de Act. esp. con respecto
al sustrato utilizado en las mediciones, en los cuales se observa con mayor claridad la especificidad de
sustrato de la enzima en estudio. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas
entre los datos, obtenido mediante anélisis estadistico utilizando ANOVA de una via y Bonferroni como
post-test {p<0.05).



Con los resultados obtenidos se cumplié el primer objetivo propuesto en este trabajo de
tesis, al determinar los parametros cinéticos de His-AtSDH con respecto a sorbitol y la

preferencia de sustrato de la enzima purificada.
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2. IDENTIFICACION Y ANALISIS DE DE LINEAS MUTANTES INSERCIONALES

HOMOCIGOTAS EN AtSDH DE ARABIDOPSIS

Una vez identificada actividad deshidrogenasa de la proteina recombinante His-AtSDH con
sorbitol y otros polioles como sustratos, fue de nuestro interés lograr identificar cual es el rol
fisiologico de esta proteina en plantas de Arabidopsis thaliana. Para esto, fueron
seleccionadas tres lineas mutantes insercionales de la coleccién SALK, en las cuales se
predice la insercién de un ADN-T de 4,5 kb en la region transcrita de AtSDH,
especificamente en la regién 5'UTR, exén 3 y exon 5 del locus, lineas que hemos llamado
sdh1-3, sdh1-1y sdh1-4, respectivamente. Se predice que una insercion de ADN foranea de
tal magnitud disminuiria los niveles de transcrito de este gen.

Debido a que la informacién disponible de estas lineas sélo predice la ubicacion del ADN-T,
la cual puede estar ubicada hasta 300 pb rio abajo de la inslercién {http://arabidopsis.info),
fue necesario en primera instancia verificar la presencia y precisa ubicacion del inserto en
AtSDH. Para esto, se realizaron evaluaciones moleculares mediante PCR siguiendo el
protocolo descrito en http:/signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html y utilizando partidores
especificamente disefiados para hibridar con regiones del gen y el inserto (ADN-T; Figura
14A).

La metodologia utilizada para llevar a cabo el analisis molecular, llamado genotipificacion,
se basa en el producto de amplificacién de dos reacciones de PCR realizadas de manera
independiente: una primera reaccion, que permite amplificar el gen o un fragmento de éste y
una segunda reaccion, que permite amplificar un fragmento que corresponde a parte del
gen y del inserto, presente sélo en lineas insercionales. Mediante este analisis, reacciones
de PCR en las que se utiliza ADNg de plantas silvestres como templado, se espera observar
sélo un amplificado correspondiente a parte del gen (primera reaccién descrita), mientras
que en lineas insercionales es posible observar dos fendémenos. Un primer caso
corresponde a lineas insercionales heterocigotas en las cuales la insercion del ADN-T se
encuentra salo en uno de los dos alelos del genoma de Arabidopsis, por lo cual se esperaba

observar tanto el producto de amplificacién correspongiente a parte del gen (debido al alelo

o5



que no presenta insercioén) como también el amplificado correspondiente a parte del gen y el
inserto (alelo con insercién). El segundo patron de amplificado correspondiente a lineas
homocigotas, con la insercién en sus dos alelos, se espera observar solo el producto de
amplificacién correspondiente a parte del gen y del inserto.

Siguiendo esta metodologia, el analisis molecular dé i.as lineas adquiridas se llevé a cabo
utilizando como templado el ADNg extraido a partir de hojas rosetas de plantulas silvestres
(WT, control) y de 10 plantulas independientes de cada linea insercional crecidas en medio
hidroponico durante 15 dias (seccién Ill 6.2.2). Una vez confirmada la calidad del ADNg
obtenido en todas las muestras (seccion 111.3.2), se realizarcn las 2 reacciones de PCR
descritas previamente.

En el caso de plantas sdhi-3, en las cuales se predice la insercion del ADN-T en la regi6n
5°UTR de AtSDH, se utilizaron los partidores especificos 1 y 2 para obtener el fragmento
correspondiente a parte del gen, los cuales permiten amplificar parte del promotor y de la
region 5° UTR de AtSDH con un tamafo esperado de ~0,7 kb. Para amplificar el fragmento
“gen-inserto” correspondiente a la segunda reaccién de PCR se utilizaron los partidores 1y
Lb1.3 indicados en la Figura 14 con los cuales se esperd un tamafio de amplificado de ~0,5
kb, si la ubicacién del inserto era la predicha por la base de datos. Como era esperado, en
lineas silvestres de Arabidopsis (WT) solo se observé la banda de 0,7 kb como producto de
PCR, mientras que los resultados de lineas insercionales indicé que de 10 plantulas
evaluadas, 4 de ellas presentaron el patron de amplificado correspondiente a lineas
homocigotas (producto de PCR de 500 pb) y el resto de las plantas evaluadas presentd el

amplificado descrito para plantas silvestres.

Para plantas sdh-1, con probable insercién en el exén 3 de AtSDH, se utilizaron los

partidores 3 y 4 para obtener el fragmento “gen”, los cuales permiten amplificar el marco de
lectura completo de AtSDH con un tamaiio esperado de 1,5 kb. Para amplificar el fragmento
“gen-inserto” se utilizaron los partidores Lb1.3 y 4 con los cuales, si la ubicacion del ADN-T
era la predicha, se esperd un tamafc de amplificado de aproximadamente 0,9 kb (Figura
14B). Los resultados indicaron gue la ubicacion de la insercion en plantas sdhi-1 era la

descrita, al observar la banda de ~0,9 kb en lineas insercionales, de las cuales 2 plantas
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presentaron el amplificado esperado para lineas homocigotas, 1 planta el patrén descrito
para heterocigotas, mientras que las 7 restantes correspondieron a lineas silvestres, sin
insercion.

Con respecto a la tercera linea, sdh7-4, con probable insercidn en el quinto exon de AtSDH
se utilizaron combinaciones de partidores de igual manera a la descrita para lineas sdhit-1.
En este caso sin embargo, se esperd un amplificado de ~0,4 kb para el fragmento
correspondiente a parte del gen y del inserto, considerando la insercién desérita-(Figura-
14B). De la evaluacion realizada se obtuvo que 4 plantas de las 10 analizadas presentaron
el amplificado correspondiente a lineas homocigotas.

Como es posible observar, los resuitados obtenidos en la amplificacion del fragmento “gen-
inserto” en las tres lineas analizadas permitié obtener un amplificado del tamafio esperado
para la ubicacion del ADN-T predicha en la base de datos para cada caso, confirmando de
esta manera que la insercion en las lineas sdh7-3, sdh1-1 y sdh1-4 se encuentra
posicionada en las regiones 5 UTR, ex6n 3 y exdén 5 de la secuencia de AtSDH,
respectivamente.

Para identificar la ubicacién exacta, los distintos fragmentos “gen-inserto” fueron purificados
desde geles de agarosa y ligados a vectores de clonacion de manera independiente
(seccién Ill 6.1.1). El resultado de la secuenciacién del ADN plasmidial obtenido de
bacterias transformadas con la mezcla de ligacion, y su posterior andlisis indicd que en
lineas sdh1-3, sdh1-1 y sdh1-4 la ubicaciéon del ADN-T se encuentra en la secuencia de
AtSDH especificamente en los nucleétidos -250, 1280 y 1688 respectivamente, tomando
como referencia +1, el sitio de inicio de la traduccion del gen. Los resultados de
secuenciacién permitieron verificar y corroborar la ubicacion del ADN-T en las tres lineas

mutantes analizadas, previamente confirmada mediante genotipificacion.
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Figura 14. Genotipificacion de plantas sdh-. A: Esquema representativo de la ubicacion del ADN-T
para lineas insercionales sdh7-1, sdh1-3 y sdh1-4, en el cual se indica la ubicacién de los partidores
utilizados para la genotipificacién de las distintas lineas analizadas. Los partidores designados con los
nimeros 1, 2, 3 y 4 corresponden a los partidores descritos en Tabla |l con los nombres: pAtSDH-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 linea insercional mediante
genotipificacién, I. producto esperado en kb para la amplificacion del fragmento “gen”; Il. Producto
esperado (kb) del fragmento “gen-inserto”. Para ambos casos, los tamafios esperados se obtienen si
la ubicacion del ADN-T predicha en la base de datos es la correcta. C. Geles de agarosa
representativos de los productos de PCR obtenidos luego del analisis de 10 plantas para cada linea: I.
amplificado correspondiente al fragmento gen; . Producto de PCR correspondiente al fragmento “gen-
inserto” presente solo en lineas mutantes. Lineas 5, 2 y 3 presentan el patron de amplificado de lineas
homocigotas, mientras que linea 6 {sdh{-7) corresponde a una linea heterocigota.

Una vez identificada la posiciéon del inserto, se corrobord la homocigocis de las plantas '
seleccionadas mediante la genotipificacién de su progenie. Para esto, se continud la
propagacion en medio hidropénico de aquellas plantas identificadas como homocigotas para
cada linea mutante, hasta lograr recolectar sus semillas (12 semanas, seccidn lll 6.2.2). Las
semillas obtenidas de cada planta fueron sembradas en las mismas condiciones descritas y

una vez que las hojas rosetas se desarrcllaron lo suficiente (15 dias) se extrajo ADNg, el
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cual fue evaluado mediante PCR, utilizando las mismas reacciones detalladas anteriormente
(método de genotipificacion). Se evaluaron 8-10 plantulas de manera independiente para
cada mutante homocigota y fueron seleccionadas aquellas lineas en que toda su
descendencia (progenie; T2) presentd el patron de amplificacion correspondiente a
homocigocis.

Confirmada la homocigocis y ubicacion del inserto en las tres lineas sdh-, fue nuestro
propésito evaluar los niveles del transcrito de AtSDH presente en cada una de ellas con el
fin de identificar aquellas lineas en que la expresion de ARNm fuese practicamente nula.
Para esto, en un primer analisis se realizaron reacciones de RT-PCR convencional y luego
para cuantificar los niveles de ARNm se llevaron a cabo reacciones de PCR en tiempo real.
Para ambas metodologias realizadas fue fundamental extraer muestras de ARN de calidad
e integridad adecuadas para llevar a cabo la sintesis de ADNc en igual concentracion para
todas las muestras analizadas.

Todas las extracciones de ARN fueron realizadas a partir de 10 plantulas crecidas en
condiciones in-vitro durante 8 dias, de lineas insercionales y plantas silvestres de
Arabidopsis (seccién 1ll 3.1.2). Por electroforesis desnaturante, se observo el patron de
bandas correspondientes a ARN ribosomal (Figura 15A) en todas las muestras obtenidas, y
mediante espectrofotometria, se determiné que los ARNs eran de alta pureza vy
concentracion (Agso/Azso ~2,0; 1 pg/uL). Todas las muestras de ARN fueron tratadas con
DNAsas (seccion Ill 3.4.2) con el fin de descartar posibles remanentes de ADNg que
pudiesen interferir con los resultados. Una vez obtenido el ADNc de cada muestra, se
amplifico con éxito un fragmento de 680 pb correspondiente al ADNc del gen de expresién
constitutiva actina (Figura 15B; Tabla Ill). Mediante esta .ampliﬂcacién se confirmé la
integridad del ADNc generado y se verificd que no existia contaminacion con trazas de
ADNg ya que en muestras con remanentes, también es posible cbservar un amplificado de
mayor tamafio (~800 pb, C+ en Figura 15) debido a la presencia de intrones en la secuencia
amplificada de actina. Luego de verificar la calidad de las muestras obtenidas, se amplificd
mediante PCR el ADNc de AtSDH utilizando partidores especificos (AtSDH-F y AtSDH-R,

Tabla Il} y condiciones de reaccion previamente estandarizadas (Tabla lil).
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A. sdh1-3 sah1-1 sdhi-4

B. sdh1-3 sdh1-1 sdh1-4

C. sdh1-3 sdh1-1 sdhi-4

Figura 15. Analisis molecular mediante RT-PCR convencional de lineas insercionales en
AtSDH: A. Gel de agarosa en condiciones desnaturantes en donde se observa la integridad de las
muestras de ARN extraido al evidenciar el patrén caracteristico de ARN ribosomal (28S,18S y 58). B.
gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio en donde se observa una banda de tamafio cercano a los
0,8 kb correspondiente al ADNc de actina amplificado por RT-PCR en todas las muestras de ADNc
sintetizado. €. Amplificacién del marco de lectura completo de AfSDH usando 40 ciclos de
amplificacion en reacciones de PCR: en geles de agarosa se observa producto de amplificado
correspondiente al ADNc de AfSDH (1095 pb) sélo en plantas sdh7-3 (a y b; banda muy tenue) y en
WT. En todos los casos C+ y C- correspondieron respectivamente a ADNg de plantas WT y agua,
utilizado 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 silvestres se
observo un amplificado de ~1,1 kb correspondiente al marco de lectura completo del gen sin
intrones. En muestras de ADNc obtenido de lineas mutantes no se observé amplificado
correspondiente a AtSDH al realizar reacciones de PCR con 33 ciclos de amplificacién. Sin
embargo, cuando las reacciones de amplificacion se realizaron con 40 ciclos de extension
se observé una tenue banda de ~1,1 kb sélo en muestras de ADNc obtenidas de plantas
sdh1-3 (insercion en region 5'UTR). Como se puede observar en Figura 15C, la banda
observada en sdh7-3 es de una intensidad mucho menar a la observada en plantas
silvestres (~90% menor intensidad, cuantificacion por Image J). Los resultados obtenidos

indican gue existe una menor expresion del transcrito de A{SDH en lineas mutantes
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insercionales, siendo posiblemente nula en lineas sdhi-1 vy sah1-4, al no presentar

amplificado del transcrito.

Con el objetivo de verificar los resultados obtenidos mediante RT-PCR convencional, se
realizaron reacciones de PCR en tiempo real para cuantificar de manera certera los niveles
relativos de transcrito en las tres lineas insercionales analizadas. Para llevar a cabo esta
técnica fue necesario en primera instancia evaluar la eficiencia y la especificidad de los
partidores disefiados para la reaccion. Para amplificar un fragmento del gen en estudio, se
utilizaron partidores especificos disefiados en el extremo 3" de la secuencia (Q-AtSDH-F y
Q-AtSDH-R; Tabla ll). Como se describe en seccién Il 3.3.1, y con el objetivo de no
interferir en los resultados obtenidos de expresion re1ativ-a, estos partidores permiten
amplificar un fragmento de 94 pb de la region ubicada rio abajo del sitio previamente
identificado para la insercién del ADN-T en plantas sdh1-4. Con el objetivo de asegurar la
especificidad de estos partidores, el producto de PCR obtenido utilizando como templado
ADNc de plantas silvestres fue ligado a vectores de clonacién y secuenciado; los resultados
indicaron un 100% de identidad con la secuencia esperada de amplificacion. Para calcular la
eficiencia de estos partidores se realizaron cinco diluciones seriadas (1/100, 1/1000,
1/10.000, 1/100.000 1/1.000.000) del fragmento amplificado previamente por PCR (utilizado
para la clonacién). En la Figura 16 se ilustran las curvas de amplificacion de cada una de las
cinco diluciones seriadas realizadas (panel A) y la curva de disociacion obtenida,
correspondiente a los productos de amplificacién de cada dilucion (panel B). Como es
posible observar, las curvas de amplificacion presentaron la forma sigmoidea caracteristica
de este tipo de experimentos, mientras que la curva de disociacion presenté un unico pico,
confirmando la especificidad de los partidores disefiados. En base a las curvas de
amplificacion en diluciones seriadas se definié la eficiencia de amplificacion del par de
partidores. Para ello se graficé el Ct (ciclo en el cual la fluorescencia sobrepasa el nivel
basal) obtenido para cada dilucién. En el panel C. de la Figura 16 se ilustra el grafico
resultante de este analisis, con cuya pendiente se calculd la eficiencia del par de partidores

utilizados mediante ecuacién 1 (seccion Il 3.4.3). El resultado indicé una eficiencia de
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98,1% o 1,981, valor que se encuentra en el rango tedrico aceptado (1,6-2,1) segun lo
descrito por Bustin (2004).

Para llevar a cabo la cuantificacion de los niveles relativos de transcrito mediante RT-PCR
en tiempo real se requiere amplificar de manera paralela genes cuya expresion no varie en
la especie analizada, llamados genes de mantenimiento o housekeeping. En este trabajo se
utilizaron los genes Ubg710 y 26410 descritos por Czechowsky y cols (2005) como
adecuados genes de mantenimiento en Arabidopsis. Los pares de partidores adquiridos
para amplificar cada gen (Tabla Il) fueron evaluados de la misma manera antes descrita,

obteniendo una eficiencia de amplificacion de 96,1% y 93,6%, respectivamente.
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Figura 16. Eficiencia de los partidores utilizados para amplificar A{SDH en experimentos de
PCR en tiempo real: A. Curvas de la amplificaciéon del fragmento de 94 pb de AfSDH. En azul se
ilustran tres curvas (réplicas técnicas) para la dilucion 1/100 del fragmento. Las curvas sucesivas hacia
la derecha corresponden a réplicas técnicas de las siguientes diluciones seriadas (1/1000, 1/10.000,
1/100.000 y 1/1.000.000). La linea horizontal corresponde al nivel de fluorescencia basal. B. Se ilusira
la curva de disociacion de los productos de amplificacién de cada dilucién del PCR; se observa un
unico pice a una temperatura ~79°C. C. Curva estandar 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
eficiencia (EF) para los partidores de 98,1%. Todas las imagenes fueron obtenidas del programa
utilizado para el analisis de datos de experimento de PCR en tiempo reai (sofware MxPro). Ct: ciclo
umbral en el cual se sobrepasa la fluorescencia basal.
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Luego de obtener las eficiencias de cada par de partidores, se realizaron los experimentos
de PCR en tiempo real para cuantificar la abundancia relativa del RNAm de AtSDH en
plantulas silvestres y lineas insercionales de Arabidopsis, utilizando las muestras de ADNc
obtenidas previamente. Los resultados obtenidos arrojaron valores promedios de Ct muy
similares entre las muestras para los distintos genes de mantenimiento utilizados: Ubg10
(14,8+£0,43) y 26410 (22+0,54). Estos valores corroboran los niveles de transcrito
constante de estos genes en Arabidopsis (validando su utilizacidn como genes
normalizadores) ademéas de verificar que la cantidad de ADNc presente en todas las
muestras analizadas era similar. Como era esperado, al evaluar los niveles de transcrito de
AtSDH los valores promedio de Ct de muestras correspondientes a plantas silvestres
(184 0,06) fueron mucho menores a los obtenidos en lineas insercionales (24,9%1,2),
indicando una menor expresion del transcrito en estas Ultimas muestras. En todos los casos
no se registré amplificacion en los controles negativos. Obtenidos los valores de Ct para
cada grupo de datos, estos fueron trasladados a una tabla en hoja de calculo para aplicar la
formula descrita por Pfaffl (Ecuacion 2, seccion Il 3.4.3). Los resultados indicaron que los
niveles de expresidn relativa de AtSDH en plantas sdh?-3, sdh1-1 y sdh1-4 eran
reépectivamente, cercano al 3%, 1% y 0,5% con respecto a los niveles de transcrito
registrado en plantas silvestres (WT, 100%), utilizando el gen normalizador 26410 (Figura
17). Estos resultados fueron validados al obtener valores muy similares de expresion
relativa al utilizar Ubgq70 como normalizador y al realizar una réplica biologica del
experimento con iguales valores en los niveles de expresién (datos no mostrados). Los
resultados obtenidos nos permiten dar por finalizado el objetivo especifico N°3 al determinar
los niveles de expresion del transcrito AfSDH en lineas mutantes insercionales de

Arabidopsis homocigotas en el gen en estudio.
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Expresion relativa

WwT sdh1-3 sdh1-1 sdh1-4

Figura 17. Analisis molecular mediante PCR en tiempo real de lineas insercionales en A{SDH: El
gréafico muestra los resultados de la expresion reiativa de los niveles de transcrito de AtSDH en lineas
mutantes homocigotas (sdh1-3, sdh1-1 y sdh1-4) y plantas silvestres de Arabidopsis (8 dias). Para
cada insercién se evaluaron dos lineas homocigotas identificadas de manera independiente (a y b)
con mediciones realizadas en duplicado técnico. Los valores corresponden a la media entre 4
determinaciones usando los niveles de transcrito del gen 26470 como normalizador. Diferentes ietras
sobre las barras indican diferencias significativas entre los niveles de expresion relativa, determinados
por el test de una via ANOVA y por el post-test de Bonferroni (p<0.05).
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3. ANALISIS FENOTIPICO DE LINEAS MUTANTES INSERCIONALES

El ultimo proposito de esta tesis fue determinar en qué proceso fisiologico esta involucrada
la actividad SDH de AtSDH. En los primeros anélisis fenotipicos realizados se evaluaron las
tres lineas mutante homocigotas identificadas (objetivos 2) en condiciones normales de
crecimiento (en medio hidropénico y condiciones in-vitro). Este analisis morfométrico fue de
tipo cualitativo. Se observd que el desarrollo, tamafio, forma y nimero de hojas rosetas y
caulinares en lineas mutantes, comparando con lo observado con el desarrollo normal de
una planta silvestre, no presentaba diferencias significativas. De igual manera, tanto el
desarrollo de otros érganos (raices, tallos y flores) y caracteristicas propias como el tiempo
de floracion no se observaron afectadas en lineas mutantes, carentes del transcrito de
AtSDH (datos no mostrados).

Debido a que no se observaron diferencias entre lineas mutantes y silvestres de Arabidopsis
en condiciones estandar de crecimiento, se prosiguié su evaluacion en condiciones de
estrés. Como fue mencionado en la introduccion, el transporte de sorbitol y otros polioles
contribuye a la capacidad de las plantas para resistir a presiones ambientales. El sorbitol, en
particular, debido a su caracter de osmolito ha sido relacionado con varios tipos de estrés
abiético, como es frio, salinidad, estrés osmoético y sequia. Por esta razén, fue de nuestro
interés evaluar los niveles de transcritc de AtSDH en plantas silvestres sometidas a estrés
por frio, con el fin de observar cambios a nivel de ARNm, como antecedente para futuros
estudios, ademas de evaluar como respondian lineas mutantes a distintos tipos de estrés

abidticos (osmético, salino, en medios con sorbitol y estrés por sequia) como sera descrito a

continuacion.

3.1. Estrés por frio

Se evalud la expresion de AtSDH en tratamientos de induccion por frio en plantas
silvestres de Arabidopsis. Para esto se realizaron experimentos de PCR en tiempo real de
muestras de ARN extraidos de plantas silvestres sometidas a una temperatura de 4 °C

durante 0, 1, 3, 6, 12, y 24 h en condicicnes de fotoperiodo neutro (mas detalles en seccion
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I11.6.3.1). Para llevar una evaluacion mas completa, se analizd en forma paralela la
expresion relativa de un gen involucrado directamente en la sintesis de sorbitol, aldosa 6
fosfato reductasa, previamente identificado en el genoma de Arabidopsis (AtAGPR, locus
At2g21250, Zamudio, 2010).

La cuantificacion de los niveles de expresion relativa de los dos genes analizados mediante
PCR en tiempo real fue realizado utilizando como calibrador el grupo de plantas evaluadas a
tiempo 0 de induccidn del estrés y como normalizador Ubg10, (objetivo 2). Como control de
induccion del estrés, se evaluaron los niveles de transcrito de RD29A, debido a que su
expresién aumenta drasticamente en el curso del tiempo en plantas sometidas a frio
{Cuevas y cols, 2008). El resto de la metodologia usada para llevar a cabo el experimento

de RT-PCR cuantitativo fue similar a la detallada en objetivo 2 (para el analisis de lineas

mutantes).
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Figura 18. Niveles de expresion relativa de AtSDH y AtA6PR en estrés por frio. Los graficos
muestran los resultados de la expresion relativa de los niveles de transcrito de RD29A (panet A, controt
positive), AtA6PR (B, sintesis de sorbitol) y AtSDH (C, catalisis de sorbitol). Las muestras
correspondieron a plantas silvestres de Arabidopsis mantenidas a 4 °C durante 0, 1, 3, 6, 12 y 24
horas. Los valores corresponden a la media entre 3 replicas técnicas y su error asociado (SE) usando
los niveles de transcrito del gen Ubg 10 como normalizador.
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Los resultados indican que las condiciones de induccion por frio fueron las adecuadas, al
observar el aumento drastico de los niveles de transcritc de RD29A (~1000 veces su
expresion basal) en el periodo de tiempo evaluado (Figura 18A). Con respecto a la
expresion de los genes involucrados en el metabolismo de sorbitol, se observo que los
niveles del transcrito de AtSDH disminuyen a la mitad de su expresion basal (condiciones
control, TO) en tratamientos de estrés por frio, mientras que los niveles de ARNm
correspondientes a AtA6PR aumentaron al doble de su expresion a TO durante el periodo de
tiempo evaluado (Figura 18). El cambio observade en la expresion de AtSDH en
condiciones de estrés por frio, indica que posiblemente este gen esté involucrado en algln
proceso fisioldgico que permita la respuesta de las plantas a tales condiciones, como la

adaptacién.

3.2. Estrés osmoético y salino

Para identificar un posible rol de AtSDH en proceéomsl fisiologicos involucrados con estrés
abidtico, del tipo salino y osmético, se evalud el crecimiento in-vitro de lineas mutantes
insercionales y plantas silvestres de Arabidopsis en mediocs suplementados con sal (NaCl,
estrés salino) y manitol (agente osmotico) a 3 diferentes concentraciones: 100 mM, 150 mM
y 200 mM. Tanto las condiciones como concentraciones analizadas han sido generalmente
utilizadas para evaluar la tolerancia de las plantas sometidas a estos dos tipos de estrés
{Huh y cols, 2002; Munns, 2002; Xiong y cols, 2011). Para los distintos tratamientos, se
observé y comparé el crecimiento de las 3 lineas mutantes con respecto al desarrollo de
plantas silvestres, transcurridos 7 y 14 dias desde su traspas6 a estos medios (mas detalles
en seccion [11.6.3.2). Nuestras observaciones se focalizaron principalmente al tamafio y
peso de hojas rosetas junto con la longitud y desarrollo de la raiz principal de las plantas
sometidas a estos dos tipos de estrés. En plantas silvestres crecidas en medios
suplementados con 100 mM de NaCl y manitol se observo un retardo en el crecimiento tanto
de la parte radicular como aérea de las plantas en comparacion al crecimiento registrado en

medios sin suplemento. En el caso de medios suplementados con manitol en los cuales
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fueron sembradas directamente las semillas, se observé ademas una disminucién en la tasa
de germinacién (~90%). El retardo en el crecimiento observado fue mas severo al aumentar
la concentracion de sal y manitol, provocando un dafic evidente a concentraciones de 200
mM, en donde se observdé ademas la disminucién en la pigmentacion de hojas rosetas
(clorosis) en el caso de estrés salino. Las tres lineas mutantes insercicnales presentaron el
mismo fenotipo descrito en plantas silvestres, sin observarse diferencias significativas en los
analisis morfométricos realizados (datos no mostfados). Estas observaciones nos éugiéréﬁ
que AtSDH no estaria involucrado en procesos fisiclogicos relacionados con estrés salino ni

osmotico bajo estas condiciones de analisis.

3.3. Crecimiento de lineas mutantes en medios suplementados con

sorbitol.

Dado que sorbitol es el sustrato preferente para actividad deshidrogenasa de AtSDH
{seccién 1), fue de nuestro interés evaluar si existian diferencias en el desarrollo de lineas
carentes de transcrito con respecto a plantas silvestres de Arabidopsis en medios
suplementados con este poliol. Para el analisis se sembraron directamente las distintas
lineas insercionales, incluyendo plantas WT, en medios suplementados con 30 mM de
sorbitol. Las observaciones realizadas se focalizaron principalmente en el peso de hojas
rosetas (fresco y seco), la longitud de la raiz principal y la densidad de raices laterales que
desarrollaron las plantas en estas condiciones de crecimiento. Segtin lo descrito por Laby y
cols. {2000) a concentraciones 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
diferencias significativas tanto en el peso de hojas rosetas como en el largo de la raiz
principal de plantas silvestres crecidas en medios suplementados con sorbitol con respecto
a medios suplementados con sacarosa y medios sin suplemento (barras grises en Figura
19). Sin embargo estos parametros de crecimiento fueron afectados significativamente en
las tres lineas mutantes insercionales propagadas en medios de crecimiento suplementados
con sorbitol. Los resultados indican que el peso seco en lineas mutantes fue reducido

aproximadamente un 35% con respecto a plantas silvestres, mientras que el desarrollo de la
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raiz principal fue inhibido en un 26 a 30%. La densidad de raices registrada no presenté
diferencias con los valores obtenidos en plantas silvestres (datos no mostrados). La
inhibicién del crecimiento de lineas mutantes en medios con sorbitol no se observé cuando
las distintas lineas fueron crecidas en medios con sacarosa (30 mM) o sin suplementos
(barras blancas y negras en Figura 19). De esta manera, los resultados en su conjunto
demuestran que las distintas lineas mutantes carentes de AtSDH tienen afectada su

capacidad de crecer en medios con sorbitol como Unica fuente de carbono exdgena.
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Figura 19. Fenotipos de crecimiento de lineas sdh- comparadas con plantas silvestres. Plantas
silvestres (WT) y lineas mutantes insercionales para AtSDH (sdh-) fueron sembradas y crecidas en
condiciones in-vitro en medios MS, sin suplemento (barras blancas), medio MS suplementado con 30
mM de sorbitol (barras grises) y medios suplementados con 30 mM de sacarosa (barras negras).
Después de 15 d de crecimiento, las plantulas fueron medidas en cuanto al peso seco de sus hojas
rosetas (A) y el largo de su raiz principal (B). Los datos mostrados en ambos graficos corresponden al
promedio de las mediciones realizadas junto a su error estandar (peso seco, n = 13-44; largo raiz, n =
13-60). Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los datos, con
respecto a un mismo o distintos medios de crecimiento, obtenido mediante andlisis estadistico
utilizando ANOVA de dos vias y Bonferroni como post-test (p<0.05).
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3.4. Estrés por deshidratacién

Con el objetivo de identificar un posible rol de AtSDH en estrés por deshidratacién o sequia,
se evalud el crecimiento y tolerancia frente al estrés de lineas mutantes insercionales y
plantas silvestres de Arabidopsis. Estos experimentos fueron realizados en el laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas de la Universidad de Barcelona, bajo la asesoria de la Dra.
Teresa Altabella, quien posee gran experiencia en experimentos de estrés abidtico,
especialmente en estrés por deshidratacion (Alcazar y cols, 2010).

Para llevar a cabo la evaluacién, se organizaron 3 grupos de plantas, cada uno compuesto
de 25-30 individuos de las 3 lineas insercionales y plantas silvestres. Los tres grupos fueron
mantenidos en iguales condiciones de crecimiento, siendo considerado cada grupo como
una replica biolégica del experimento. Todas las plantas fueron crecidas en tierra hasta
alcanzar un tamafo adecuado (4 semanas) en condiciones reguladas de fotoperiodo con

ciclo de dia corto con el fin de mantener el crecimiento vegetativo de las plantas, impidiendo

el desarrollo de brotes. Durante el periodo de crecimiento en estas condiciones, las plantas
fueron regadas regularmente, y es importante mencionar que no se registraron diferencias
en el fenotipo observado entre lineas mutantes y silvestres. Luego de transcurridas las 4
semanas de crecimiento en condiciones normales, las plantas fueron sometidas a estrés por
deshidratacion al eliminar el riego durante 14 dias. Transcurrido este periodo de tiempo, las
plantas presentaron sintomas de deshidratacion, lo-cual se observé como la perdida de
turgor de sus hojas (principalmente en hojas maduras). Como se puede observar en Figura
20A, los sintomas de deshidrataciéon fueron mucho mas severos y evidentes en plantas
silvestres que lo observado en las tres lineas mutantes. Para lograr cuantificar las
diferencias observadas, se determiné el nimero de plantas que fueron capaces de reanudar
el crecimiento al ser re-hidratadas y mantenidas en condiciones normales de crecimiento,
luego del periodo de privacion de agua (proceso de recuperacion). El namero de plantas
“recuperadas” para cada linea se expresé como porcentaje de supervivencia. En los tres
grupos evaluados, las plantas mutantes fueron significativamente mas tolerantes a la

deshidratacion que plantas silvestres (Figura 20B). Especificamente, las tasas de
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supervivencia en las tres lineas mutantes fueron cercanas al 80%, mientras que en plantas

silvestres se registré una tasa promedio de supervivencia de un 43%.
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Figura 20. Tolerancia a estrés por deshidratacién de lineas sdh- comparadas con plantas
silvestres de Arabidopsis: A. Fenotipo de lineas mutantes insercionales y plantas silvesires
trascurridos los 14 dias de privacién de agua (periodo de deshidratacién). B. Porcentajes de
supervivencia obtenidos después de 14 d de haber sido re-hidratatadas las plantas sometidas al
estrés por deshidratacion. C. Contenido gravimétrico de agua en el suelo (SGWC) medido en los
distintos contenedores de lineas insercionales y plantas silvestres durante el periodo de
deshidratacion. D. Valores del contenido relativo de agua (RWC) obtenidos de hojas rosetas de lineas
sdh- y plantas silvesires los Ultimos 7 dias del periodo de privacién de agua. El incremento en los
valores de RWC durante ia deshidratacion se correlaciona con el aumento a la tolerancia del estres
observada en los porcentajes de sobrevivencia. En todos los graficos los datos mostrados
corresponden al promedio de tres grupos independientes de plantas evaluadas y el error estandar
asociado. Cada grupo se compuso de 25-30 plantas por linea. En el panel B, los asteriscos (*) indican
diferencias significativas entre los porcentajes de sobrevivencia entre lineas sdh- y wt (p<0.05, t-test).

Para asegurarse que todas las plantas sometidas al estrés fueron efectivamente expuestas
al mismo grado de privaciéon de agua, durante todo el periodo sin riego se realizaron

mediciones del contenido gravimétrico de agua en el suelo, SGWC (seccidn 1l 6.3.3.2).
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Como era esperado, el célculo de este pardmetro permitié obtener valores decrecientes
durante el transcurso del periodo. En Figura 20C se puede observar que los valores
obtenidos no presentaron diferencias significativas entre las distintas lineas evaluadas
(insercionales y silvestres), lo gue sugiere que la tasa de pérdida de agua, debido a
transpiracidn o evaporacién, era similar en todas las plantas analizadas. Esto indica que el
estrés por sequia aplicado a las distintas lineas fue comparable.

Otra medicion realizada a las plantas durante el periodo de privacién de agua fue el
contenido relativo de agua en sus hojas, RWC (seccion Ill 6.3.3.1). Durante los primeros
dias, los valores calculados de RWC fueron similares tanto en lineas insercionales como
silvestres sometidas a estrés. Sin embargo, una importante diferencia se observé entre las
lineas sdh- y plantas silvestres en la Gltima medicion realizada de este parametro (d14).
Como se puede ohservar en Figura 20D, en plantas silvestres el valor de RWC en el dia 14
disminuyé a un valor de 0,54, mientras que en las tres lineas mutantes este valor disminuyé
ligeramente a un valor cercano a 0,8, indicando que el contenido de agua en hojas de lineas
mutantes es significativamente mayor al contenido en plantas silvestres. Como podemos
observar, este resultado se condice con las tasas de supervivencia obtenidas para las
distintas lineas mutantes en comparacion con plantas silvestres. En conjunto, los resultados
obtenidos indican que plantas mutantes son. capaces de tolerar de mejor manera la

deshidratacion que lineas silvestres de Arabidopsis.
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V. Discusion
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En Arabidopsis, la enzima sorbitol deshidrogenasa (AfSDH, lacus At5g51970) recientemente
identificada, presenta los dominios conservados propios de enzimas SDH previamente
caracterizadas en plantas de la familia de las Rosaceas. Debido a que Arabidopsis es una
especie no-Rosacea que normalmente no sintetiza ni acumula polioles, la identificacion de
una enzima involucrada en el metabolismo del sorbitol en esta especie vegetal, genera la
gran inquietud de cual es el rol fisiologico de A{SDH en Arabidopsis, como modelo de
especies no-translocadoras de sorbitol. En el presente trabajo de tesis se desarrollaron
estrategias que permitieron caracterizar bioquimicamente AtSDH, confirmando su actividad
e identificando su preferencia de sustrato, ademas de evaluar a nivel morfomeétrico lineas
mutantes con niveles reducidos del transcrito (sdh-) en distintos medios de crecimiento
condiciones de estrés. Los aspectos abordados en el presente trabajo evidencian
importantes antecedentes, que ligado a nuevas investigaciones permitiran dilucidar el rol de
polioles en plantas que no translocan sorbitol. A continuacién se presenta la discusién de los
principales resultados obtenidos.

1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE AtSDH.

Para caracterizar bioguimicamente una proteina es necesario disponer de un sistema
adecuado de sintesis. En trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacion, se
utilizaron sistemas de expresion in-vivo (en bacterias y levaduras) mediante los cuales no se
logrd obtener la proteina recombinante en condiciones nativas impidiendo su caracterizacién
bioquimica. Dado estos antecedentes, en el presente trabajo se propuso como una nueva
alternativa la sintesis in-vitro de AtSDH utilizando el sistema de expresion Expressway cell
Free, mediante el cual otras proteinas vegetales han sido sintetizadas y analizadas
bioguimicamente (glutation-S-transferasa y dihidroflavonol 4-reductasa de naranja: Lo Piero
y cols, 2006; Avenaud y cols, 2006). Usando este sistema de expresion in-vifro y la previa
sintesis de un vector de expresion compatible, pEXP5-AtSDH, fue posible transcribir y
traducir la proteina recombinante His-AtSDH con relativa facilidad y en corto tiempo en

comparacion con sistemas in-vivo (Kim y cols, 1996). La traducciéon de la proteina sin
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embargo, no aseguraba que la conformacién funcional que podria haber adoptado la
secuencia proteica en este sistema pudiese corresponder a la forma nativa v activa de Ia
enzima. Mediante zimogramas de actividad y mediciones espectrofotométricas fue posible
detectar actividad sorbitol deshidrogenasa en productos de reaccién de His-AtSDH in-vitro,
evidenciando que la sintesis mediante este sistema de expresién permitia obtener la
proteina en forma nativa, scluble y activa. Este importante resultado confirmé ademas las
predicciones bioinformaticas realizadas, las c.ualé_s.s. postulaban que la secuencia. éc-:;dif-i;:ad‘a
por el locus At5g51970 en Arabidopsis correspondia a una enzima SDH capaz de
metabolizar sorbitol. Debido a que en condiciones in-vitro de sintesis, no es posible la
maodificacion postraduccional de proteinas, la identificacién de actividad SDH en el producto
de reaccién nos permite deducir que no existen tales. modificaciones en AtSDH que sean
fundamentales para su actividad catalitica. Sin embargo esto no implica twe tales
modificaciones no ocurran en condiciones fisiclégicas. Es probable que al igual que muchas
otras enzimas, la actividad de AtSDH pueda ser regulada en ciertas condiciones, frente a
estrés por ejemplo, mediante modificaciones post-traduccionales (Dixon y cols, 2005; ver
seccion 2.2). Debido a que la técnica de zimogramas permite analizar de manera cualitativa
(colorimétrica) la actividad de enzimas deshidrogenasas, se evaluaron también otros
policles presentes en Arabidopsis como posibles sustratos de reaccién para AtSDH. De
cuatro polioles analizados (xilitol, glicerol, eritritol, manitol) sélo xilitol presenté el precipitado
azul caracteristico de actividad deshidrogenasa, indicando que His-AtSDH también presenta
actividad xilitel deshidrogenasa. Estos resultados fueron confirmados mediante
espectrofotometria, al observar un cambio de absorbancia significativo para sorbitol y xilitol,
mientras que los demas polioles evaluados no presentaron un cambio atribuible a actividad
SDH. El caracter cuantitativo de mediciones espectrofotométricas permiti6 ademas
determinar que entre ambos sustratos, sorbitol era el sustratq preferente para AtSDH vy que
el uso de NADP®, como co-sustrato de reaccion en reemplazo a NAD", no desencadenaba
actividad aparente, al igual que la mayoria de las enzimas SDH descritas en la literatura

(Lindstad y cols, 1998; Guo y cols, 2012).

Identificada actividad SDH fue nuestro propésito lograr caracterizar bioquimicamente His-
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AtSDH en sus parametros cinéticos (Ku, Vmax ¥ Kezt) para lo cual fue indispensable obtener
la proteina altamente purificada y activa, en concentraciones adecuadas para realizar los
ensayos cinéticos pertinentes. La estandarizaciéon del proceso de purificacion fue realizado
utilizando columnas His-trap (por flujo continuo de solvente) y mediante la implementacion
de un sistema casero de purificacion para pequenas cantidades. Este (ltimo sistema de
purificacién permitid mejorar sustancialmente la concentracion de proteina AtSDH en la
fraccion de elucidon, ademéas de facilitar el proceso y disminuir los tiempos empleados en
llevar a cabo la técnica. Mediante esta metodologia se obtuvo una proteina de alta pureza
(~90%), sin embargo se observd que la actividad registrada una vez purificada la proteina
disminuia con el transcurso del tiempo, alcanzando su completa inactividad luego de dos
horas. La obtencion de una proteina inestable no generé desconcierto, ya que se disponia
de varios antecedentes que vaticinaban tal posibilidad. Entre estos antecedentes, la
conformacion tetrameérica de enzimas SDH caracterizadas sugiere una mayor complejidad
estructural de la proteina, la cual puede ser facilmente disociada en ciertos solvenfes é
condiciones no apropiadas (Jeffery y cols, 1984; Lindstad y cols, 1998). Ademas,
modelamientos in-silico sobre la posible conformacion estructural de AtSDH evidencian la
presencia de una cola N-terminal de 11 aa sin estructura aparente, termodinamicamente
desfavorable que desestabiliza la subunidad -estructural de la proteina y que sugiere la
interaccion con otras subunidades (posible conformacion multimérica) u otras proteinas del
medio (Maldonado, 2012). En este trabajo, la observacién de un patrén de migracién
diferente en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (42 kDa, seccion IV.1.2) y
en condiciones nativas (~100 kDa; seccion 1V.1.3) sugiere que la proteina AtSDH nativa
presenta una conformacidon estructural asociada a _mas de una subunidad. Para lograr
estabilizar estructuralmente la proteina His-AtSDH durante el proceso de purificacion, se
evaluaron cuatro condiciones en las cuales se modificaron las soluciones empleadas en
cuanto a la concentracion de sal y el tipo de amortiguador utilizado. En todas estas
soluciones se incorpord glicerol en alta concentracion (10%) como agente “aglutinador” y
estabilizador de proteinas que permitiera aumentar la densidad de las soluciones impidiendo

la disociacién de la estructura proteica. El uso de glicerol para estos fines ya ha sido
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utilizado en procesos de purificacién de enzimas SDH caracterizadas en plantas. En el
reciente trabajo de Guo y cols (2012) se purificd la enzima SDH de ciruela (P. salicina,
especie Rosacea) la cual una vez eluida perdié rapidamente actividad. En su investigacion
ellos observaron que al incorporar glicerol a las soluc_iones de purificacién se lograba retener
el 68% de la actividad durante 4 semanas al ser almacenada a -20°C. En nuestro caso, la
evaluacion de actividad usando el producto de reaccidon in-vitro de His-AtSDH permitié
descartar a glicerol como posible sustrato para la proteina por lo cual su uso en el proceso
de purificacién no alteraria de modo alguno las mediciones de actividad a partir de proteina
purificada. De las condiciones evaluadas de purificacién, en aquella en que se utilizé
glicerol, TrisHCI (pH 8,2) como amortiguador y alta concentracién de sal (500 mM), se logré
mantener la estabilidad enzimética de la proteina por mayor tiempo (100% actividad durante
9 horas) que la registrada en otras condiciones. El obtener muestras de proteina purificada
con actividad estable por un periodo de tiempo fue un paso clave para lograr caracterizar
bioguimicamente His-AtSDH. En este trabajo, fueron evaluadas las constantes cinéticas Ky,
Vmax ¥ kst para los dos principales sustratos asociados con actividad SDH; sorbitol y NAD".
Los valores de Ky obtenidos fueron 1,2 mM para el sustrato sorbitol y 74,5 uM para el co-
sustrato de reaccién NAD®. Con respecto a sorbitol, los datos de Ky publicados de enzimas
SDH vegetales abarcan un amplio rango de concentraciones (2-112 mM; Guo y col, 2012),
entre las cuales, la Ky de His-AtSDH es la menor hasta la fecha, seguida por la enzima SDH
de tomate (LeSDH, Ky 2,39 mM; Ohta y cols, 2005), ambas especies no Rosaceas. Debido
a que el parametro Ky de una enzima corresponde a la concentracioén de sustrato en la cuai
se alcanza la mitad de la velocidad maxima de reaccion, no es sorprendente observar que
en especies no-Rosaceas, como tomate y Arabidopsis, se identifiquen valores mas bajos de
Kuw que los registrados en especies Rosaceas, ya que la disponibilidad de sustrato
(concentracién de polioles presente) en estas especies es mucho menor que en especies
Rosaceas, las cuales naturalmente acumulan polioles. Con respecto al valor de Ky del co-
sustrato NAD" poca informacion se dispone en la literatura de enzimas SDH caracterizadas
en especies vegetales, a diferencia de la informacién disponible en microorganismos. En

plantas, los valores publicados de Ky asociados a NAD® son 0,35 mM y 0,177 mM
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correspondientes a las enzimas SDH de ciruela y pera, respectivamente (Guo y cols, 2012;
Oura y cols, 2000). El valor obtenido en este trabajo (0,75 mM) aunque levemente mayor a
las Ky mencionadas, es del mismo orden de magnitud que los datos publicados en especies
Rosaceas.

Con respecto al parametro Vyax, 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 dependientes y necesarios para la reaccion catalizada por His-AtSDH, estos valofes en
teoria deberian ser iguales. Las diferencias obtenidas en nuestras mediciones pueden ser
atribuidas a errores experimentales asociados a cada medicion realizada de manera
independientemente. Segin el Dr. Ricardo Cabrera, experto en el tema, y quien
constantemente monitored y dirigid los ensayos cineticos realizados en este trabajo de tesis,
la pequefia diferencia observada en los valores de Vyax se encuentra dentro del margen de
error asociado a este tipo de experimentos. Estos valores obtenidos se encuentran dentro
del amplio rango de valores de Vyax publicados en enzimas SDH caracterizadas en
especies vegetales (0,3 — 65 U/mg). En especies no-Roséceas, como el tomate este
parametro fue evaluado con un valor de 0,378 U/mg, similar al obtenido en este trabajo para
AtSDH (Ohta y cols, 2005). Mientras que en especies Rosaceas, como pera este parametro
es mayor en tres ordenes de magnitud al observado en especies no-translocadoras de
policles (Vyax SDH pera: 64,8 U/mg, Oura y cols, 2000).

Con respecto al dltimo parametro cinético calculado en este trabajo, kcal 0 constante
catalitica, se obtuvo un valor de 0,33 s’ para sorbitol y 0,39 s’ para el co-sustrato NAD",
No existen antecedentes disponibles que permitan comparar este parametro evaluado en
otras enzimas SDHs vegetales. Sin embargo es muy importante mencionar, que en el
calculo realizado (ecuacién 5, seccion |11.5.6) se utilizd el peso molecular de una subunidad
estructural de la enzima (42 kDa), especulando de antemano gque la conversién de una
molécula de sorbitol con la consecuente reduccion de NAD" es realizado en cada subunidad
como centro activo. Sin duda, para confirmar que estos valores de k., sean certeros, es

necesario probar tal hipétesis.
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Debido que enzimas sorbitol deshidrogenasa caracterizadas en plantas presentan actividad
deshidrogenasa con otros polioles ademas de sorbitol, nuestro Gltimo proposito en este
objetivo fue determinar y confirmar la especificidad de sustrato de la enzima, a partir de
muestras purificadas. La evaluacion realizada fue utilizando un amplio rango de posibles
sustratos presentes en Arabidopsis segin antecedentes bibliograficos y condiciones de
actividad ya estandarizadas, con concentraciones saturantes. De los sustratos evaluados, la
mayoria de los polioles fueron metabolizados por AtSDH presentando un amplio rango de
actividades especificas, mientras que las hexosas, glucosa y fructosa, no presentaron
actividad evidente (<1%) constatando la actividad poliol deshidrogenasa de AtSDH. Dentro
del grupo de alcoholes de azicar testeados, sorbitol fue el sustrato preferente de actividad,
al igual que para la gran mayoria de enzimas SDH caracterizadas a nivel bioguimico. Los
palioles ribitol, xilitol e iditol también fueron sustratos preferentes para la enzima, al
presentar un 98%, 80% y 78%, respectivamente, de la actividad enzimatica registrada para
sorbitol (100%). El xilitol se reduce a xilulosa mediado por la enzima xilitol deshidrogenasa
(XDH, EC 1.1.1.9), cuyo gen ha sido clonado a partir S. cerevisiae (Richard y cols, 1999).
En Arabidopsis la secuencia que presenta mayor identidad con la secuencia XDH descrita
en levaduras es AtSDH (35% de identidad). Por esta razdn, se propone que el locus
At5g51970 corresponde también a una XDH en esta especie. Recientes investigaciones
revelan que AtSDH corresponde a una enzima ribitol deshidrogenasa en Arabidopsis (RDH,
Nosarzewski y cols, 2012). Cuando sorbitol, ribitol, xilitol e iditol son oxidadcs a sus
respectivas cetosas, la oxidacién ocurre especificamente en el C-2 de la molécula
(www.genome.jp / KEGG / ruta). Estructuralmente, tanto ribitol como xilitol son moléculas de
5 G a diferencia de sorbitol e iditol (6 C), sin embargo, los cuatro policles presentan la
misma configuracién estereoquimica quiral especifica en su C-2 (S) y C-4 (R). Los polioles
analizados con una configuracion diferente en estos dos atomos de C fueron metabolizados
con menor velocidad por AtSDH, como es el caso de L-arabitol (C-2 (S), C-4 (8); 59%) y D-
manitol (C-2 (R), C-4 (R); 32%). Estas observaciones sugieren que la configuracion estero-
isdbmera de la molécula, principalmente en su C-2 y C-4, podria ser la clave para la

preferencia de sustrato por AtSDH, al igual que en otras SDHs descritas en plantas y en
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mamiferos (Oura y cols, 2000; Maret y Auld, 1988; Marini y cols, 1997). Algunos
antecedentes proponen gue tanto la configuracion estero-isémera de el C-3 y C-5 como el
nimero de atomos de C de los polioles también influyen en la especificidad de sustrato de
enzimas SDH (Maret y Auld, 1988; Marini y cols, 1997; Lindstad y cols, 1998). Sin embargo
esta influencia sobre la actividad ha sido considerada como limitada, con respecto a la
configuracion del C-2 y C-4, y podria explicar las pequefias diferencias de actividad
obtenidas entre los cuatro polioles preferentes de actividad AtSDH (sorbitol, ribitol, xilitol e
iditol). Con respecto a los otros polioles evaluados en este trabajo, la estructura disacarida
de maltitol y lactitol podria explicar su baja actividad con respecto a sorbitol (14 y 13%,
respectivamente), ya que posiblemente el mayor tamaiio de la estructura de estos polioles
no permite un adecuado encaje en el sitio catalitico de la enzima.

Con respecto a dos de sus sustratos preferentes, ribitol y xilitol, se ha demostrado que son
sustratos de enzimas SDHs vegetales. En maiz, la enzima SDH oxida ribitol y xilitol con un
73% y 91% de eficiencia con respecto a la oxidacion de sorbitol, respectivamente (Doehlert,
1987). La enzima SDH caracterizada en tomate, LeSDH, también cataliza la oxidacion del
ribitol y xilitol (60% y 29%, respectivamente; Ohta y cols, 2005). Sin embargo, es interesante
notar que enzimas SDHs caracterizadas en especies Roséaceas tienen una capacidad
significativamente menor para metabolizar ribitol. En manzana se ha identificado. entre un
7% a 12% de actividad al usar ribitol como sustrato de reaccion, con respecto a su sustrato
preferente sorbitcl (Negm y Loescher, 1979; Yamaguchi y cols, 1994). Similares porcentajes
de actividad han sido publicados para SDH descritas en pera y ciruela, las cuales oxidan
ribitol con un porcentaje de actividad respecto a sorbitol de un 14% y 15%, respectivamente
(Oura y cols, 2000; Guo y cols, 2012). Tal tendencia observada, parece mostrar que SDHs
de especies no-Rosaceas alcanzan mayor actividad con respecto a ribitol que especies
Rosaceas, lo cual podria ser atribuido a cambios sutiles en la configuracién de los
aminoacidos presentes en los sitios activos de estas enzimas. Dada su relevancia, seria
interesante e informative evaluar en un futuro trabajo las constantes cinéticas (Ku, Vmax ¥
k) Que presenta AtSDH con ribitol como sustrato, al igual que con los ofros polioles

evaluados en que se obtuvo una alta actividad enzimatica (xilitol e iditol).
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2. DETERMINACION DEL ROL FISIOLOGICO DE AtSDH.
2.1. Identificacion y anédlisis molecular de lineas insercionales en AtSDH.

Para identificar qué procesos fisiolégicos podrian estar involucrados con la expresion de un
gen desconocido en plantas, a menudo se utilizan lineas que-sobre-expresan o interrumpen
la secuencia codificante dé_l-gen en estudio. Eﬁ_ést'éq{rabajo fueron seleccionadas 3 lineas
de Arabidopsis mutantes insercionales de la coleccién del SALK Institute, en las cuales la
secuencia transcrita de AtSDH es interrumpida por la insercién de un ADN-T en distintas
regiones. En estas lineas, el ADN-T insercionado posee un tamafio lo suficientemente
extenso (4,5 kb) para impedir la correcta transcripcion del ge'n, sin embargo su ubicacion y
numero de copias no es precisa y puede ser localizado hasta 300 pb rio abajo de If'_:z
insercion predicha en la base de datos de la coleccion (http://arabidopsis.info; Alonso y cols,
2003). Por esta razon, una vez adquiridas las lineas, fue de nuestro interés evaluar e
identificar en primera instancia la ubicacion del ADN-T en lineas posiblemente insercionales
en AtSDH. Mediante genotipificacion y secuenciacidén fue posible confirmar y verificar la
ubicacion del inserto en las regiones 5'UTR, exén 3 y exén 5 de la secuencia transcrita de
AtSDH, especificamente en los nucledtidos -250, 1280 y 1688 respectivamente, tomando
como referencia +1, el sitio de inicio de la traducciéon. Utilizando esta metodologia fue
posible ademas, identificar lineas homaocigotas para cada region, en las cuales la insercion
del ADN-T se encuentra en ambos alelos del genoma de Arabidopsis. La ubicacién de la
insercion y la homocigocidad de las lineas sin embargo no aseguran la expresion nula del
transcrito de AtSDH en cada mutante, en particular en lineas cuya insercion no se ubica en
la regién codificante del gen como es el caso de la linea sdh71-3 (insercion en regién 5'UTR).
Por esta razon, el tercer objetivo del presente trabajo fue el analisis molecular de las lineas
insercionales previamente identificadas para AtSDH. Mediante RT-PCR convencional se
registré una nula expresién del transcrito en las tres lineas mutantes, al utilizar las
condiciones previamente estandarizadas de amplificacién para el gen (PCR de 33 ciclos de

amplificacion). Sin embargo, cuando se realizaron reacciones de PCR con una mayor
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cantidad de ciclos de amplificacién del producto (40 ciclos) se observd una tenue banda del
tamafio correspondiente al ADNc de AtSDH en lineas sdh7-3. Al comparar el producto de
amplificacion obtenido en iguales condiciones de reaccion para lineas sdh7-3 con plantas
silvestres, se obtuvo una diferencia de intensidad del791%_ Este resultado indico que lineas
sdh1-3 presentan menores niveles de transcrito de AtSDH, de alrededor del 10% del nivel
de expresion registrado en plantas silvestres. Con el objetivo de confirmar y cuantificar de
manera precisa estos resultados, se midieron los niveles relativos de transcrito de AtSDH en
las distintas lineas mutantes y plantas silvestres medianfe PCR en tiempo real. Los
resultados obtenidos indicaron que lineas sdhi-3, sdh1-1 y sdhi-4 presentaban el 3, 1 vy
0,5% de la expresion de AtSDH registrada en plantas silvestres, respectivamente. La
precision de estos resultados, fue confirmada al realizar replicas biolégicas del experimento
y al utilizar dos genes normalizadores descritos en la literatura de manera independiente.

En lineas insercionales en la regién codificante del gen (lineas sdh1-1 y sdh1-4) se esperd
una nula expresion del transcrito debido al tamafio del ADN-T, lo cual fue evidenciado en
reacciones de RT-PCR convencional. Los niveles de expresion relativa del 1 y 0,5% -
obtenidos mediante PCR en tiempo real para estas lineas, son niveles de expresion del
transcrito suficientemente bajos que podrian ser asociados a errores metodolégicos (por ej.
asociado al calculo de la eficiencia de los partidores) formando parte del margen de error
esperado de la técnica en si. A diferencia de lo que se-esperaba para lineas sdh1-1 y sdhi-
4, en lineas sdh1-3 se obtuvo mayor expresion del transcrito debido al lugar de insercidn del
ADN-T en el gen (regién UTR5’). La obtencién de un 10% de expresiéon del transcrito
mediante RT-PCR y un 3% por PCR en tiempo real, evidenciaron tal fenémeno, aun cuando
los niveles de transcrito siguen siendo suficientemente reducidos en comparacion a plantas
silvestres, presentando un fenétipo similar al observado en lineas con menor expresion del
transcrito (sdh1-1 y sdh1-4) como sera discutido méas adelante (seccion 2.2). Las diferencias
observadas en los niveles de expresion al usar una u otra técnica, pueden ser asociados
tanto a errores metodologicos como de precision de la misma tecnica. Debido a que
mediciones mediante RT-PCR convencional suelen presentar menor exactitud, los mayores

niveles de expresion de AfSDH obtenidos mediante esta técnica pueden ser asociados al
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mayor nimero de variables que afectan el manejo experimental de esta metodologia. Por
esta razon, los resultados obtenides mediante PCR en tiempo real son los valores de
expresion relativa para cada linea insercional considerados en este trabajo.

Los niveles de expresidn sin duda nos informan la cantidad de transcrito presente en lineas
mutantes. Sin embargo, mas allda de este resultado, lo Iinteresante es conocer si la
traduccion de la proteina esta siendo efectivamente afectada en estas lineas. Mediante
“Western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-AtSDH previamente generado en
nuestro grupo de investigacién (Mandujano, 2010) fue posible confirmar la ausencia de
proteina AtSDH en las 3 lineas mutantes insercionales, a diferencia de plantas silvestres, en
donde se observa el tamafio esperado de ~42 kDa correspondiente a AtSDH (Parada, datos
sin publicar). Este resultado, nos permite asegurar qU'e las tres lineas mutantes, sdh1-3,
sdhi-1y sdh1-4, son efectivamente lineas carentes de AtSDH, al no identificar la presencia
de la proteina (42KDa) ni fragmentos de esta (proteinas truncas).

Identificar lineas mutantes sdh- fue considerado un aspecto crucial en esta investigacion
para lograr detectar que proceso fisiolégico podria estar siendo alterado en Arabidopsis
debido a la ausencia de AtSDH, como parte del tercer y Gltimo objetivo propuesto en este
trabajo. Disponer de una cantidad adecuada de lineas independientes permite atribuir de
forma certera la identificacion de una respuesta fisiolégica a los niveles reducidos del
transcrito, si el fenotipo es observado de igual manera en las tres lineas mutantes, como

sera discutido a continuacion.

2.2, Analisis fenotipicos de lineas de Arabidopsis sdh-

En condiciones normales de crecimiento, las tres lineas independientes sdh- presentaron un
fenotipo similar al observado en plantas silvestres. En este trabajo de tesis, no se lograron
detectar diferencias visibles en el desarrollo, tamafio, forma y nimero de hojas, raices,
tallos, flores y cantidad de semillas en lineas mutantes, comparando con el desarrollo

normal de una planta silvestre. Esta observacién nos sugiere que el metabolismo de sorbitol
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y de posiblemente otros polioles no es esencial para el desarrollo de Arabidopsis, lo cual se
condice con las bajas concentraciones registradas de todos los alcoholes de azicar
presentes en esta especie, y en general en especies no-acumuladoras de polioles en
condiciones estandar de crecimiento.

Debido gue varios antecedentes relacionan la acumulacion de sorbitol y otros polioles con
un aumento en la tolerancia de las plantas, especialmente Rosaceas, para resistir a
presiones ambientales tales como estrés por bajas temperaturas, salinidad, estrés osmético
y sequia, en este trabajo se evalu6 la respuesta fisiologica de lineas sdh- frente a tales
condiciones de estrés. Aun cuando los diferentes tipos de estrés presentan mecanismos
propios de respuesta, varios antecedentes indican que existe un conjunto de respuestas
comunes en todos ellos, como es el estrés oxidativo provocado por un aumento en la
farmacién de radicales libres (Kaplan y cols, 2004).

En el trabajo de Dixon y cols (2005) se identifica a AtSDH como una proteina susceptible a
s-glutationilacién, modificacién post-traduccional que inactiva proteinas en condiciones de
estrés oxidativo. Tal antecedente, que relaciona la regulacion de actividad SDH con estrés
oxidativo en Arabidopsis, nos hace concebir una posible respuesta diferencial de lineas sdh-
al ser sometidas a los distintos tipo de estrés mencionados. Las principales cbservaciones
obtenidas seran discutidas a continuacion, de manera iﬁdependiente para cada condicién de

estrés analizada.

2.2.1. Estrés por frio

El proceso de aclimataciéon a bajas temperaturas es muy complejo y lleva consigo
numerosos cambios fisiolbgicos y bioquimicos. Entre los mas importantes podemos sefialar
los cambios en la composicion lipidica de las membranas (Zhang vy cols, 2009), en los
niveles de Ca™ citosélico, y en la concentracién de hormonas y solutos compatibles, como
polioles (Cuevas, 2007). Debido a que la mayoria de estos cambios son controlados al nivel

de la expresién génica (Shinozaki y cols 2003) en este trabajo se evallo los niveles de
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transcrito de los dos genes involucrados directamente con el metabolismo de sorbitol;
AtAG6PR y AtSDH. En tratamientos de induccién por frio se observd un aumento en los
niveles de transcrito de AtA6PR al doble de su expresion basal y una disminucion cercana a
la mitad del transcrito AtSDH. El aumento en la expresion del gen responsable de la sintesis
de sorbitol (AtA6PR) y la disminucién del gen implicado en su catalisis o conversion
(AtSDH), sugiere que en condiciones de bajas temperaturas existe una regulacion
transcripcional en plantas silvestres de Arabidopsis que permite la acumulacion de policles,
en particular de sorbitol. Los resultados obtenidos, concuerdan con los antecedentes
publicados por Kaplan y cols {2004). En su estudio, se registr6 un incremento en la
concentracion de sorbitol en plantas de Arabidopsis sometidas a estrés por frio, utilizando
GC-MS y empleando una metodologia de induccion de estrés muy similar a la llevada a
cabo en este trabajo. Los autores consideran a sorbitol como un metabolito de respuesta
especifica a frio debido a que no se identifican cambios en su concentracion al evaluar
estrés por altas temperaturas en Arabidopsis. Los- resultados obtenidos, junto con los
antecedentes mencionados indican que la acumulacion de sorbitol es una respuesta
adaptativa a bajas temperaturas, razén por la cual seria interesante evaluar en futuros
estudios el fenotipo de lineas sdh-, acumuladoras de polioles, en tratamientos de estrés par

frio y por congelacion.

2.2.2. Estrés Salino

Altos niveles de sal pueden causar varios tipos de estrés en las plantas, incluyendo una
alterada absorcién de nutrientes, acumulacién de iones téxicos (Na‘), estrés osmético y
estrés oxidativo (Verslues y cols, 2006). El estrés salino difiere de otros tipos de estrés
debido principalmente al desbalance ignico que se genera a partir de 7 dias en plantas
sometidas a altos niveles de sal (Huh y cols, 2002; Munns, 2002). Varios antecedentes
relacionan la acumulacion de polioles con un aumento en la tolerancia al estrés salino (Gao
y cols, 2001). Tales antecedentes sugirieron una posible respuesta diferencial de lineas sdh-

, potenciales acumuladoras de polioles, con respecto a plantas silvestres de Arabidopsis.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que tanto plantas sdh- como WT presentan
un fenotipo similar al ser sometidas a altas concentracién de sales (100, 150 y 200 mM), lo
cual fue evidenciado en el largo de su raiz principal y el fenotipo asociado a la regién aérea
(hojas rosetas) de plantulas transferidas durante 7-14 dias a los distintos medios
suplementados con sal. La inhibicién del crecimiento tanto de la parte radicular como aérea
en ambos grupos de plantas sometidas a estrés fue evidente al utilizar 100 mM de NaCl
como ha sido descrito en otras investigaciones (Verslues y cols, 2008), lo cual se atribuye al
efecto toxico, dosis dependiente, del ién Na® incorporado principalmente en raices y
distribuido a todo el ocrganismo. Los resultados obtenidos sugieren que AtSDH no estaria
involucrado en procesos fisioldgicos relacionados con estrés salino bajo las condiciones

experimentales empleadas.

2.2.3. Estrés osmético

Para generar estrés osmético en plantas y evaluar su tolerancia, tradicionalmente se utilizan

medios suplementados con compuestos osmoticos como manitol, sorbitol y PEG, los cuales
permiten disminuir el potencial hidrico del agua () en los medios de crecimiento (Verslues

y cols, 2006; Rapala y cols, 2012; Kim y cols, 2012). El manitol en particular ha sido
ampliamente utilizado en un gran ndmero de investigaciones, debido a su fécil uso y bajo
costo (Xiong y cols, 2011). Debido a que el estrés osmotico ha sido uno de los tipos de
estrés relacionados con la acumulacién de polioles en especies Roséceas, en este trabajo
se evallo el crecimiento de plantas sdh- en medios suplementados con altas
concentraciones de manitol, como agente desencadenante del estrés. El retardo del
crecimiento tanto de la zona radicular como aérea, fue la respuesta generalizada y
observada en plantas silvestres, como ha sido descrito en Ia literatura (Xiong y cols, 20086).
Los resultados obtenidos indicaron que no existian diferencias significativas en la inhibicién
del crecimiente de lineas sdh- con respecto a WT, sugiriendo que la actividad AtSDH no

esta involucrada en l|a respuesta fisiologica desencadenada por estrés osmoético en
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Arabidopsis. Para confirmar esta observacion, seria interesante evaluar si la similitud de la
respuesta a estrés osmotico se mantiene al utilizar menores concentraciones de manitol en
los medios de crecimiento a las ya evaluadas en este trabajo (100, 150 y 200 mM). En su
investigacion, Xiong y colaboradores (2006) evallan la sensibilidad al estrés de mutantes
dig, las cuales presentan alterada respuesta en el desarrollo de raices laterales, utilizando
concentraciones de 50 — 75 mM (consideradas concentraciones moderadas de manitol).
Estos autores, ademas de corroborar la inhibicidn del largo dé la raiz principal confirman la
inhibicion del crecimiento de raices laterales en medios con manitol, mediciones que
podrian ser consideradas para futuros estudios.

Como fue mencionado, el uso de manitol y sorbitol como agentes osméticos han sido hasta
la fecha ampliamente utilizados. Sin embargo, su uso como desencadenantes de estrés
osmético, genera controversias. En la naturaleza, cuando el contenido de agua del suelo
disminuye y se desencadena estrés osmotico, el agua es absorbida desde la célula
resultando en citorrisis, un proceso en el cual tanto la pared celular como la célula se
encogen (Verslues y cols, 20086). Este fendbmeno contrasta con la respuesta desencadenada
al utilizar solutos de bajo peso molecular como es caso de manitol y sorbitol. Evidencias
indican, que ambos polioles son capaces de penetrar libremente los poros de la pared
celular y causar plasmolisis, proceso en que se genera pérdida de agua y de volumen
celular sin afectar el contenido de agua o volumen de la pared celular (Verslues y cols,
2006). El ingreso de estos compuestos al medio intracelular podria ser mediado por
transportadores multi-especificos (H'-symporters) para policles y monosacaridos descritos
en la membrana plasmatica de células de Arabidopsis (AtPMT1 y 2, Klepek y cols, 2010;
AtPMTS Klepek y cols, 2005; Reinders y cols, 2005). La plasmolisis provecada por el
ingreso de sorbitol y manitol no corresponde a la respuesta tipica observada en la
naturaleza y puede causar un dafo celular que es percibido con una respuesta fisioldgica
distinta a lo que realmente ocurre. Debido a esto, la plasmélisis debiera evitarse en estudios
de bajo potencial hidrico por estrés osmético (Munns, 2002). Ademas, los resultados
obtenidos en el presente trabajo con respecto a la_caracterizacion bioquimica de AtSDH

confirman que existe un metabolismo de polioles en Arabidopsis. Tanto sorbitol (100%)
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como manitol (32%), son sustratos de AtSDH (objetivo 1), por lo cual no son compuestos
inertes para Arabidopsis y su catabolismo podria estar asociado a una respuesta fisiologica
diferencial en plantas sometidas a estrés osmético usando estos compuestos. Esta
importante observacion desvalida su uso como agentes osmoticos y corrobara que su
utilizacion no es adecuada para este tipo de experimentos. Por otro lado, PEG es un
compuesto inerte que no se metaboliza en Arabidopsis, y en su forma de alto peso
molecular (mayor a 6000 g/mol) no es capaz de ingresar a la célula provocando citorrisis al

ser utilizado como agente osmético. Hasta ahora, todos los antecedentes indican que PEG
es el mejor soluto existente para imponer un estrés de bajo \,, que refleje el tipe de presién

ambiental impuesta por la naturaleza (Verslues y cols, 1998; van der Weele y cols, 2000).
Sin embargo, la utilizacién de este compuesto en experimentos in-vifro no es de facil
aplicacidén. La molécula PEG impide la polimerizacion del agar utilizado cominmente en
medios de crecimiento en condiciones estériles. Actualmente se dispone de protocolos
estandarizados que permiten obtener placas de agar infundidas en PEG con distintos
potenciales osmoticos (Verslues y cols, 2006). Esta metodologia fue implementada durante
la realizacion de este trabajo de tesis con la asesoria del Dr. Herman Silva Robledo (Lab.
Relacién Agua-planta-suelo, Fac. Agronomia, U. de Chile) quien dispuso para nuestro uso
un osmometro, equipo que permitié confirmar el potencial osmético de placas preparadas e
infundidas con PEG a distintas concentraciones. En futuros experimentos seria Gtil evaluar
la fuga de electrolitos de plantas crecidas en placas.infundidas con PEG (Verslues y cols,
2006), con el fin de confirmar los resultados obtenidos en esta tesis, los cuales sugieren que
el metabolismo de polioles en Arabidopsis no estaria relacionado con el estrés osmotico

(evaluado con manitol).
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2.2.4. Medio MS sorbitol

En medios de crecimiento in-vitro suplementados con 30 mM de sorbitol y en medios sin
suplemento, se observd gue el crecimiento de plantas silvestres fue similar, sin registrar
diferencias significativas con respecto al peso seco de hojas rosetas y el largo de su raiz
principal transcurridos 15 dias de crecimiento en condiciones de dia largo. Como
previamente fue demostrado (Laby y cols, 2000), Arabidopsis no presenta efectos
inhibitorios en su crecimiento en medios suplementados con sorbitol en concentraciones
menores a 300 mM. Sin embargo, importantes diferencias fueron observadas en el
desarrollo de lineas mutantes insercionales sdh- al ser crecidas en medios suplementados
con sorbitol 30 mM, lo cual se evidencidé en una significativa reduccion del peso seco (~
33%) vy en el largo de la raiz principal (~ 28%). Este resultado podria indicar que debido a
que lineas sdh- son incapaces de catalizar de manera intracelular el sorbitol exdégeno
presente en el medio de crecimiento, estas lineas son mas afectadas en condiciones de
estrés osmotico que plantas silvestres debido a una excesiva acumulacién de sorbitol,
inhibiendo de esta forma su desarrollo. El mismo fenémeno ha sido observado en plantas de
tabaco que sobre-expresan la enzima A6PR de manzana, involucrada en la sintesis de
sorbitol. Cuando los niveles de sorbitol fueron menores que ~5 pmol/g de peso fresco, las
lineas transgénicas de tabaco presentaron un fenotipo similar a lineas silvestres (Tao y cols,
1995; Sheveleva y cols, 1998). Sin embargo, cuando este umbral fue sobrepasado en lineas
transformantes, las plantas de tabaco presentaron una menor tasa de crecimiento y una
disminucién en su capacidad de enraizamiento (Sheveleva y cols, 1998). Como soluto
compatible, sorbitol y otras moléculas, pueden ser acumuladas en altas concentraciones sin
alterar el normal funcionamiento celular (Pessarakli y cols, 2010). Sin embargo, estas y
ofras investigaciones, evidencian que existen niveles criticos para la acumulacién de estos
compuestos (Alcazar y cols, 2010; Deguchi y cols, 2004). Es posible entonces, que lineas
sdh- presenten un umbral de acumulacidén de sorbitol menor que plantas silvestres al ser
incapaces de realizar su normal conversion a fructosa. Por lo tanto, seria muy informativo

medir (por HPLC) los niveles de sorbitol en las plantas sometidas a estas condiciones.
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2.2.5 Estrés por sequia

Las lineas sdh- fueron significativamente mas resistentes a estrés por deshidratacion que
plantas WT, reflejado por un alto porcentaje de sobrevivencia y un incremento en el
contenido relativo de agua en sus hojas (RWC). Esta mayor sobrevivencia se debe
probablemente a un incremento en la concentracién de solutos compatibles en lineas
mutantes, como resultado de su incapacidad de remover algunos alcoholes de azucar, '
sustratos de AtSDH. Hasta la fecha, dos estudios evidencian el aumento en los niveles de
varios polioles en plantas de Arabidopsis al ser sometidas a estrés por sequia (Rizhsky y
cols, 2004; Nosarzewski y cols, 2012). En su investigacion Rizhsky y cols {2004)
identificaron los polioles glicerol, lactitol, inositol, maltitol, manitol y xilitol mediante GC-MS
en hojas rosetas de Arabidopsis silvestre luego de ser eliminado el riego durante 7 d
(plantas con RWC ~70%). Entre estos polioles, xilitol aumenté 3,59 veces su concentracion
en tales condiciones, siendo este aumento uno de los mas altos registrados entre los
metabolitos identificados impuesto el estrés. A diferencia de lo observado con xilitol, sorbitol
no fue sintetizado bajo condiciones de sequia, y tampoco fue registrado en las condiciones
control en esta investigacién. Los demas polioles evaluados, en general disminuyeron su
concentracion (~0,5) en condiciones de estrés, salvo inositol que aumento 0,5 veces su
concentracién basal (Rizhsky y cols, 2004). Si bien recordamos, AtSDH presenta actividad
con la mayoria de estos polioles, siendo xilitol uno de sus preferentes sustratos (80% de
actividad con respecto a sorbitol). Estos antecedentes nos infieren que el fenotipo de mayor
tolerancia a estrés por sequia observado en lineas sdh- podria deberse a una acumulacion,
menor a la umbral de los polioles mencionados, en particular de Xxilitol.

En discrepancia a los metabolitos identificados por- Rizhsky y cols (2004), una reciente
investigacién registro altos niveles de sorbitol y ribitol en Arabidopsis bajo condiciones de
estrés por deshidratacion. En este estudio, Nosarzewski y cols (2012) utilizaron condiciones
experimentales similares a las que se utilizaron en nuestra investigacién (crecimiento en
tierra con 14 dias de eliminacién del riego), las cuales difieren a las utilizadas en la

investigacion realizada por Rizhsky y cols (2004), explicando posiblemente las diferencias
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en los metabolitos registrados impuesto el estrés. Dado estos antecedentes, seria muy |
interesante evaluar en un futuro trabajo los niveles de los policles mencionados en ambas
investigaciones en lineas sdh-, sometidas a estrés por deshidratacién mediante la técnica
de HPLC.

La reciente publicaciéon de Nosarzewski y cols (2012) tiene gran relevancia para nuestra
investigacion, ya que evaluaron al igual que en nuestro trabajo, la resistencia a estrés por
sequia de lineas mutantes insercionales de Arabidopsis sdh-, de las cuales sdh1-7 es
comln en ambos estudios. En contraposicion a lo que se observé en nuestro trabajo, el
grupo liderado por Nosarzewski registrd una menor tolerancia al estrés en lineas sdh-, lo
cual fue reflejado en una menor tasa de sobrevivencia. Estos discordantes resultados, nos
hicieron cuestionar y comparar el disefio experimental con que habia sido ejecutado el
estrés por ambos grupos de investigacién. En nuestro trabajo el estrés por deshidratacién
fue realizado en condiciones de dia corto (8 h luz/16 h oscuridad) con el fin de mantener el
crecimiento vegetativo de las lineas evaluadas durante las 8 semanas en que se realizo el
estudio. En el trabajo publicado por Nosarzewski, el crecimiento de los distintos grupos de
plantas fueron realizados bajo condiciones de fotoperiodo largo (16 h luz/8 h oscuridad},
condiciones que inducen el crecimiento reproductivo de las plantas transcurridos ~26 d
desde su siembra (Boyes y cols, 2001). Ellos evidencian este fenémeno en su publicacion al
indicar que las inflorescencias se retiraron periédicamente de las plantas durante el
tratamiento de estrés. Este aspecto es muy importante, ya que el cambio de fase de
crecimiento vegetativo a reproductivo tiene un profundo efecto sobre el metabolismo de la
planta. Varias investigaciones relacionan los cambios en perfiles de transcripcion, actividad
enzimatica, concentracién de solutos, y el metabolismo del nitrégeno y carbono con los
ciclos de luz/oscuridad al cual son sometidas las plantas (Gibon y cols, 2008; Bieniawska y
cols, 2008). En tratamientos de deshidratacién, los cambios dinamicos observados en el
transcriptoma de Arabidopsis son acotados por factores mitigantes como el tiempo de
duracion del ciclo diurno (horas de luz; Wilkins y cols, 2010). En este mismo contexto, es
interesante observar que en plantulas silvestres de Arabidopsis (ecotipo Ler) la expresion de

SDH es 37% mavyor al ser cultivadas en condiciones de fotoperiodo corto en comparacion
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con ciclos de dias largos (Michael y cols, 2008). Esta informacion se condice con la sobre-
representacion del motivo de respuesta a luz/oscuridad, L-box, identificado 260 veces sobre
el promedio en el promotor de AISDH (Parada, 2011). Todos estos antecedentes nos '
indican que las condiciones de fotoperiodo al que fueron sometidas las plantas son un factor
crucial gue podria haber alterado la respuesta de plantas silvestres y lineas mutantes sah-
al estrés por sequia, explicando los diferentes resultados obtenidos en este trabajo con
respecto a los ya publicados.

La menor tolerancia a estrés por sequia de mutantes sdh- en condiciones de fotoperiodo
largo descritas por Nosarzewski, fueron atribuidas principalmente a altas concentraciones
de sorbitel y ribitol, superiores a un umbral critico, que desfavorece el crecimiento de
Arabidopsis, avalando lo que fue discutido previamente en medios suplementados con

sorbitol.
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VI. Conclusiones
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En el presente trabajo de tesis fue posible sintetizar de manera satisfactoria la
proteina recombinante His-AtSDH a través de un sistema de expresion in-vitro y la previa
generacion de un vector compatible, pEXP5-AtSDH. Mediante este sistema de sintesis se
obtuvo la proteina His-AtSDH de manera soluble y activa en el producto de la reaccion in-
vifro, lo cual permiti6 confirmar bioquimicamente, utilizando zimogramas vy
espectrofotometria, la actividad sorbitol y xilitol deshidrogenasa de la proteina.

En este trabajo la implementacién de un sistema de purificacion para pequefias
cantidades permitid purificar de forma adecuada y en mayor concentracion la proteina en
estudio. El uso de agentes estabilizadores y altas concentraciones de sal en las soluciones
utilizadas para lievar a cabo el proceso de purificacion implementado, permitieron obtener
una fraccién de proteina altamente purificada (~92%) y activa de manera estable durante un
periodo de 9 h. En estos periodos de tiempo fueron realizados ensayos cinéticos que
permitieron caracterizar en sus parametros Ky, Vuax ¥ Kcat dos de los principales sustratos
de actividad SDH, sorbitol y NAD". Los valores obtenidos en las constantes cinéticas Ky y
Vuax para sorbitol fueron 1,2 mM y 0,498 U/mg, respectivamente, similares a los parametros
identificados en SDHs caracterizadas en otras especies No-Rosaceas, como tomate y maiz.

La especificidad de sustrato de His-AtSDH también fue evaluada. Los resultados
indicaron que sus sustratos preferentes de actividad deshidrogenasa son sorbitol (100%),
ribitol (98%) y xilitol (80%), los cuales comparten similitudes estructurales que podrian ser
atribuidas a la preferencia de His-AtSDH por estos y no por otros sustratos, tales como
arabitol y manitol.

Para determinar el rol fisiolégico de AtSDH en plantas, se identificaron 3 lineas
mutantes insercionales de Arabidopsis en la secueﬁcia transcrita de AISDH, designadas
como sdh1-3, sdh1-1 y sdh1-4. Mediante genotipificacion fue posible confirmar la ubicacion
de la insercion (ADN-T) en el gen, especificamente en la region 5'UTR, exén 3 y exon 5 de
lineas sdh1-3, sdh1-1 y sdh1-4, respectivamente. Utilizando esta metodologia fue posible
ademas identificar aquellas lineas homocigotas para cada mutacion, en las cuales la
insercién habia sido incorporada en ambos alelos del genoma. Como era esperado, debido

a la insercion los niveles de transcrito de AtSDH en las distintas lineas fueron drasticamente



reducidos en comparacién a la expresion del gen en plantas silvestres (<3%) permitiendo
disponer de lineas practicamente knock-out para AtSDH.

El analisis fisiolégico de lineas sdh- permitid observar que la falta de funcién de
AtSDH no afecta el desarrollo de Arabidopsis en condiciones estandar de crecimiento. Sin
embargo la carencia de AtSDH fue determinante en la respuesta fisiologica de las tres
lineas mutantes en ciertas condiciones de estrés abidtico. La inhibicién de la expresion de
AtSDH (0,5 veces) en condiciones de estrés por frio infieren un posible rol de este gen en la
adaptacién a bajas temperaturas en plantas de Arabidopsis. Por otra parte, la inhibicién del
crecimiento de lineas sdh- en medios suplementados con sorbitol (30 mM) permite deducir
gue existe una mayor susceptibilidad al aumento de la concentracién intracelular del poliol
en plantas incapaces de metabolizarlo, evidenciando la existencia de una concentracion
critica de acumulacién, que una vez superada genera efectos adversos en el desarrollo.
Finalmente, se observé una mayor resistencia de lineas sdh- en condiciones de estrés por
deshidratacién, presentando una mayor sobrevivencia y un incremento en el contenido
relativo de agua en hojas.

Finalmente, podemos concluir que los objetivos propuestos en este trabajo de tesis
fueron todos satisfactoriamente cumplidos y que la hipétesis postulada “El locus At5g51970
codifica para una sorbitol deshidrogenasa de Arabidopsis thaliana que cataliza la reaccion
de oxidacion de sorbitol con mayor eficiencia que otros polioles y una disminucion en los
niveles de transcrito de este gen afecta |a respuesta de |a planta en condiciones de estrés

abiotico”, ha sido confirmada.
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