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RESUMEN

Los polioles son carbohidratos que pueden ser transportados a través del
floema de las plantas, aportando varias ventajas al metabolismo — incluyendo mayor
tolerancia a estrés abiético — y constituyendo en algunas familias la principal forma de
carbono franslocado. E! sorbitol es el poli-alcohol de mayor presencia en
plantagindceas y rosdceas (por ejemplo manzana), siendo sintetizado a partir de
glucosa-6-fosfato por la aldosa 6-fosfato reductasa (A6PR), la enzima clave de esta
via. En estas familias, esta proteina se ha asociado al metabolismo de carbohidratos —
produciendo alteraciones importanies en los azucares solubles (glucosa, fructosa,

sacarosa) y sorbitol cuando su expresién es modificada — y con una mayor tolerancia al -

estrés abidtico. En no-rosdceas y no-plantaginiceas, se han encontrado numerosas
proteinas similares a AGPR y ofras enzimas relacionadas al metabolismo de poliocles,
también participando en la tolerancia a estrés abiébtico, especialmente salino. En una
de estas especies, Arabidopsis thaliana, se ha detectado sorbitol y se ha descrito
previamente una sorbitol déshidrogenasa (SDH, capaz de oxidar sorbitol asi como
ofros polioles). Adicionalmente, esta especie presenta dos posibles ortélogos a A6PR
que comparten las principales caracteristicas moleculares de estas enzimas, de los
cuales uno presenta niveles de transcrilo considerablemente mayores en la planta.
Este ori6logo, conocido como AtA6PR, comesponde a una proteina citosélica
expresada en tallos, hojas y flores.

El objetivo de esta Tesis de Magister fue determinar la actividad enzimatica y
posible rol metabdlico de AtAGPR. Para ello, se expresd {a profeina en diversos
sistemas, y se estudiaron plantas mutantes con menores niveles de transcritos de
AIA6PR. Como resultado, se cobtuvo que la expresion de A(AGPR recombinante
fusionada a un epitopo de 6 histidinas (His-AtA6PR) en Escherichia coli fue el sistema
mas eficiente para realizar los ensayos enzimaticos posteriores. En éstos, se comprobd
que His-AtA6PR corresponde a una enzima capaz de reducir NADP* en presencia de
sorbitol-6-fosfato con aproximadamente la mitad de [a actividad reportada para His-
MdABPR de manzana (utilizada como control positivo); sin embargo no fue posible
determinar oxidacion de NADPH en presencia de glucosa-6-fosfato. De las dos
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estrategias realizadas para obtener mutantes con menor nivel de transcrito de ATA6FR,
las mutantes insercionales de la coleccion SALK cumplieron los requisitos para los
posteriores andlisis de fenotipo y folerancia a estrés salino. Si bien no se observaron
grandes cambios morfolégicos en las lineas mutantes en estos experimentos, si se
distinguieron efectos metabdlicos, con plantulas mutantes con menor acumuiacion de
azlicares solubles bajo condiciones estadndar de crecimiento, diferencias que
desaparecieron en plantulas crecidas bajo altas concentraciones de sal (75 y 125 mM).
Futuros estudios podrian profundizar en la relacién entre AtA6PR y el metabolismo de
carbohidratos, respuesta a estrés, folosintesis y ritmo circadiano a través de diversas
estrategias, asi como también intentar determinar, a través de métodos directos o
indirectos, la actividad enzimatica de AtAGPR nativa.
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ABSTRACT

Polycls are carbohydrates that can be transported through the phloem of plants,
which provide several metabolic advantages — including improved tolerance to abiotic
stress — and are the main form of carbon translocated in some families. Sorbitol is the
main polyol in Plantaginaceae and Rosaceae (such as apple), and is synthesised from
glucose-6-phosphate by aldose 6-phosphate reductase (AG6PR), the key enzyme of this
pathway. In these families, the enzyme has been asociated with carbohydrate
metabolism — causing major changes in soluble sugar (glucose, fiuctose, sucrose) and
sorbito] content when its expression is modified — and with improved tolerance to abiotic
stress. In non-Rosaceae and non-Plantaginaceae, many A6PR-like and other polyol-
related like proteins have been found fo be involved in abiotic stress tolerance,
especially saline stress. In one of these species, Arabidopsis thaliana, sorbitol has been
found and a sorbitol dehydrogenase (SDH, able to oxidise sorbitol and other polyols)
has been described previously. Additicnally, fwo A6PR orthologs are present in this
species. These share the main molecular features of ABPRs and one of them presents
significantly higher transcript levels. This ortholog named AfA6PR is a cytosolic protein
which is expressed in different organs.

The aim of this Master’s degree thesis was to determine the enzymatic activity and
possible metabolic role of AtA6PR. To accomplish this aim, the protein was expressed
in various biological systems and expression-deficient mutants were obtained. Resuits
reveal that expression of recombinant AtAGPR fused to an N-terminal 6-histidine tag
(His-AtA6PRY) in Escherichia coli proved to be the most efficient system adequate for
subsequent enzyme assays. In these, AtA6PR was proven to be a NADP” - reducing
enzyme — in the presence of sorbitol-6-phosphate — with approximately half of the
activity reported for apple His-MdAG6PR (used as positive control). However, NADPH
oxidation in the presence of glucose-6-phosphate was not observed. Of the two
strategies to obtain mutants with reduced AIA6FR transcript levels, the SALK collection
insertional mutants fulfiled this requirement, and were thus used in phenotypic and
saline stress tolerance tests. Although no great morphological changes in mutant lines
were seen in these experiments, metabolic effects were observed: mutant seedlings




showed lower soluble sugar accumulation under standard growth settings but this
difference disappeared in seedlings grown under high salt (75 and 125 mM). Future
work could focus on the relation of AtAGPR to sugar metabolism, stress responses,
photosynthesis and circadian rhythms and also try to establish native AtA6PR
enzymatic activity through direct or indirect means.




1 INTRODUCCION

1.1 Papel y metabolismo de poli-alcoholes en plantas.

Los poli-alcoholes o alcoholes de azicar (productos reducidos de aziicares
lineales) como manitol, galactitol y sorbitol se encuentran ampliamente distribuidos
entre angiospermas, siendo el manitol el de mas amplia distribucién (Lewis y Smith,
1967). Son los Unicos carbohidratos, ademds de la sacarosa y rafinosa, que se
transportan por el floema de las plantas superiores, constituyendo en algunas familias
la principal forma de carbono translocado (manitol en las Apiaceae, Oleaceae,
Combretaceae y Planiaginaceae, galactitol en las Celastraceae y sorbitol en las
Plantaginaceae y Rosaceae) y pudiendo llegar a formar 50-90% del carbono en el
floema (Watari y cols, 2004). Numerosas especies de interés econdmico utilizan poli-
alcoholes como principal producto fotosintético, que les otorgan mayor tolerancia al
estrés abidtico ~ estan involucrados en la adaptacién osmética ya que actilan como
osmorreguladores endégenos, ademas estabilizan macromoléculas como membranas
y proteinas ante el estrés por frio, sequia, salino y oxidativo ~ y facilitan la movilizacion
de boro por el floema (Oberschall y cols., 2000; Beflalloule y cols., 2003; Hincha y
Hagemann, 2004; Pommerrenig y cols, 2007; Taravati y cols, 2007; Kanayama, 2009).
Ademas son carbohidratos altamente solubles, quimicamente estables (Ahmad y cols,
1979, Deguchi y cols, 2002), participan en la interaccién planta-patégeno y actian
como osmoreguladores endégenos y sumideros de poder reductor (Kanayama, 20089;
Reidel y cols, 2009).

Debido a estas caracteristicas, estas moléculas han sido ampliamente
estudiadas en diferentes especies. Uno de los que suscita mayor interés es el sorbitol,
la forma reducida de glucosa. Este policl es el carbohidrato de mayor presencia en las
familias Plantaginaceae (por ejemplo, llantén y Plantago maritima) y Rosaceae (que
incluye especies como manzano, durazno, damasco, nispero, almendro, efc.
Kanayama, 2009). En estas especies, el sorbitol se sintetiza como producto primario de
la fotosintesis en hojas fuente a partir de glucosa-6-fosfato (G6P, Figura 1). Este
compuesto se transforma en sorbitol-6-fosfato (S6P) por la accién de la aldosa-6-
fosfato reductasa (A6PR; también llamada sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa, S6PDH,
E.C. 1.1.1.200) y luego es desfosforilado por la sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP, E.C.




3.1.3.50). Ademas, una via menor de sintesis (activa sdlo en hojas jovenes) usa la
NADP-sorbitol deshidrogenasa (NADP-SDH E.C. 1.1.1.14) para reducir directamente
glucosa en sorbitol (Yamaki, 1984). Luego, el sorbitol es transportado al floema gracias
a transportadores de poli-alcoholes (MdSOT3, MdSOT4 y MdSOT5; Watari y cols,
2004), viajando por él para ser transportado en forma apoplasmica a los 6rganos
sumidero (raices, hojas inmaduras y frutos), donde se acumula en las vacuolas de las
células del parénquima, pudiendo ser oxidado a fructosa por la NAD-SDH o a glucosa
por la sorbitol oxidasa (SOX) (Yamaki, 1995; Teo y cols., 2006; Ohkawa y cols., 2008),
para su posterior metabolismo, por ejemplo en la glicdlisis.
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Figura 1: Metabolismo del sorbitol en hojas y 6rganos sumidero. El sorbitol es sintetizade por ABPR y
S6PP en hojas maduras y también por NADP-SDH en hojas jévenes. En frutos y otros érganos sumideros,
€l sorbitol se acumula y puede ser convertido a fruclosa y glucosa por las SDH y $SOX, respectivamente.
AG6PR: aldosa-8-fosfato reductasa. S6PP: sorbitol-8-fosfato fosfatasa. NADP-SDH: NADP-sorbitol
deshidrogenasa. NAD-SDH: NAD-sorbitol deshidrogenasa. SOX: sorbitol oxidasa. (Modificado de
Kanayama y Odanaka, 2000).




Otras enzimas capaces de metabolizar sorbitol son la sorbitol-6-fosfato 2-
deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.140), capaz de convertir sarbitol-6-fosfato en fructosa-6-
fosfato, con NAD/NADH como cofactor, la aldosa reductasa (E.C. 1.1.1.21), que
convierte polioles en aldosas utilizando el cofactor NADP/NADPH y I[a alcohol
deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.1), que cataliza la conversidén de alcoholes en aldehidos
con NAD/NADH. Sin embargo, estas enzimas han sido descritas principalmente en
animales y microorganismos y las dos dltimas fienen un amplio rango de
especificidades (Base de datos BRENDA, Schomburg y cols., 2002).

1.2 Aldosa-6-fosfato reductasas (A6PR)

1.2.1 Estructura y actividad

Las enzimas del metabolismo de sorbitol que presentan mayor actividad son
ABPR (en hojas maduras) y SDH (en frutos), y se les considera clave para su sintesis y
degradacion, respectivamente (Teo y cols., 2008; Kim y cols., 2007). La A6PR es una
proteina de la familia de las aldo-ceto reductasas, formada por un homodimero de ~65
kDa (~36 kDa y ~310 aa cada subunidad; Zhou y cols., 2003), que cataliza la
conversion reversible de G6P a S6P. Si bien se descanoce la estructura cristalogréafica
de esta enzima, el modelamiento molecular en 3D de 6xHis-MdA6PR (A6PR de
manzana, Malus x domestica, fusionada a un epitopo de 6 histidinas N-terminal, Figura
2) posee el patrén de plegamiento de barril (B/a)s comtin de las aldo-ceto reductasas
(Simpson y cols, 2009), con el dominio C-terminal de cada subunidad interactuando
para formar el dimero (Figura 2, destacado en rojo} (Figueroa e Iglesias, 2010).

Estudios previos de A6PR de manzana (Negm y Loescher, 1981; Kanayama y
Yamaki, 1993; Zhou y cols., 2003; Figueroa e Iglesias, 2010) y nispero (Eriobotrya
Japonica, Hirai, 1981), han indicado que esta enzima posee una Km entre 13,9 y 20
mM para la unién con G6P, y entre 2,22 y 3 mM para ia unién con S6P (Hirai, 1981;
Negm y Loescher, 1981; Tari y cols., 2010), utilizando NADPH como cofactor para la
reduccion de G6P y NADP para la oxidacién de S6P (Yamaki, 1995; Kanayama y
Odanaka, 2000). En estos estudios, la actividad detectada a pH 8 para la reduccién de
G6P por AGPR se encuentra entre 1,25 U/mg (M.domestica, Figueroa e Iglesias, 2010)




Figura 2: Modelo tridimensional de A6PR de manzana. En este modelo, se muestran las dos
subunidades de ABPR, unidas a NADP (en azul) y G6P (en naranjo). La caja negra destaca el dominio C-
terminal de ambas subunidades (en rojo), involucrado en la formacién del dimero (imagen tomada de
Figueroa e Iglesias, 2010).

y ~3 U/mg de proteina purificada (E. japonica, Hirai, 1981), mientras que para la
oxidacién de S6P la actividad corresponde a ~1 U/mg de proteina purificada (E.
Japonica, Hirai, 1981). De acuerdo a estos trabajos, el pH 6ptimo para la reduccién de
G6P se registra entre 7 y 9, mientras que para la oxidacion de S6P este valor se
encuentra alrededor de 9,5 (Hirai, 1981, Negm y Loescher, 1981). Estudios posteriores
in vitro indicaron también que la actividad de esta enzima puede ser afectada por
cationes divalentes (Ca®, Mg*, Zn** y Cu®) y P; (Zhou y cols., 2003). Los cationes
Ca®" y Mg*" presentan un efecto mixto: a concentraciones bajas tanto de G6P (menor a
10 mM) como del ién (0,5-2,5 mM) la K, por G6P disminuye y la actividad de la enzima
aumenta, mientras que a mayor concentracion de G6P (50 mM), la actividad de la
enzima disminuye. Por otra parte, tanto los iones Zn** y Cu®* como el P, disminuyen su
actividad, habiéndose observado que el Pi disminuye la V. y aumenta la K, para la
G6P (Zhou y cols., 2003). De igual manera, se presenta inhibicién competitiva por ATP
(K= 0,18 mM) y ADP (Ki=0,30 mM) (Kanayama y Yamaki, 1993, Matsumoto, 2008).




1.2.2 Expresién y rol de AEPR en el metabolismo de rosaceas.

En rosaceas y plantaginiceas, la expresion de A6PR y su actividad se dan
principalmente en érganos fuente (hojas maduras), aunque también se han reportado
en frutos de algunas especies (Sakanishi y cols., 1998; Bantog y cols., 2000; Yamada y
cols., 2006; Kim y cols., 2007). La evidencia indica que la regulacion de esta enzima
ocurre mayonmente a nivel transcripcional, con una correlacién positiva y fuerte entre
los niveles de transcrito, proieina y actividad detectada en las A6PR de durazno
(Sakanishi y cols., 1998), manzana (Kanamaru y cols., 2004), nispero (Bantog y cols.,
2000) y pera japonesa (Deguchi y cols., 2002). A nivel celular, AGPR se ha detectado
en cloroplastos y citoplasma en manzana (Yamaki, 1981; Liang y cols., 2012).

En estas familias, la sintesis de sorbitol comparte el sustrato (G6P, Figura 1)
con la via de sintesis de sacarosa (ya que aln en plantas que transportan
principalmente poli-alcoholes, se mantiene la sintesis y utilizacion de sacarosa y
almidén), por lo que modificaciones en la expresién de AGPR pueden alterar la tasa de
particion entre sacaridos en la planta. El silenciamiento génico de A6PR en manzana
preduce acumulacion de sacarosa y almidén en las hojas, niveles mas altos de G6P y
F6P (Kanamaru y cols, 2004; Cheng y cols, 2005), incremento de glucosa y
disminucion de fructosa en los frutos (Teo y cols, 2008) y aumento de sacarosa en
apices meristematicos (Zhou y cols, 2006); mientras que lineas con sobre-expresion de
ABPR muestran aumento en el nivel de sacarosa foliar (Kanamaru y cols, 2004). Estas
alteraciones, que no afectaron el crecimiento vegetativo de la planta, indican que la
tasa de particién de carbono entre sacarosa y polioles se encuentra bajo un estricto
control metabdlico, variando de acuerdo a la especie y a las condiciones ambientales
(Everard y cols, 1997).

Adicionalmente a su rol en la fotosintesis,la expresion de A6PR, se ha
relacionado en rosaceas y plantagindceas con el estrés abidtico. Ante bajas
temperaturas, estrés osmoético o presencia de acido abscisico (ABA), la expresion y
actividad de esta enzima se incrementa y se acumula sorbitol (Lo Bianco y cols, 2000;
Deguchi y cols., 2002, Kanayama y cols., 2007; Matsumoto, 2008). Se ha propuesto
que la acumulacién de este metabolito retiene agua en situaciones de estrés hidrico
(Sheveleva y cols., 1998), y la alta concentracién de sorbitol puede proveer proteccién
a proteinas y membranas celulares bajo estrés oxidativo, salino, por frio y sequia




(Oberschall y cols., 2000; Deguchi y cols., 2002; Hincha y Hagemann, 2004;
Pommerrenig y cols, 2007; Taravati y cols, 2007). En llanién de mar (Planfago
maritima), altas concentraciones de sal inducen la acumulacién de sorbitol en el
citoplasma, menor expresion de SDH y mayor expresion de transportadores de sorbitol
en el floema para igualar el potencial osmético con la vacuola, que acumula NaCl para
incrementar la tolerancia a salinidad de esta haléfita (Ahmad y cols, 1979, Pomerrenig
y cols, 2007). De igual manera, en manzana el estrés osmético induce una mayor
expresion de transportadores de sorbitol en raices, floema y hojas, asociada a un
incremento de sorbitol en la planta, un incremento en la actividad de A6PR y a una
mayor tolerancia en tejidos vegetativos (Li y cols., 2012).

1.3 AG6PR y sorbitol en no-rosiceas y no-plantaginaceas

Debido a su relacion con el estrés abidtico, se ha introducido A6PR en especies
que no producen ni acumuian sorbitol. En plantas de tabaco (Nicotiana tabacum, una
solanaceae) y caqui japonés (Diospyros kak, una ebenaceae, ambas translocan
sacarosa) transformadas para expresar A6PR de rosaceas, se ha observado presencia
de sorbitol entre 0,2 y 130 pmol/g peso fresco — demostrando que la enzima es
suficiente para la sintesis de esta molécula —~ acompafiada de un incremento en la
tolerancia al estrés osmético (Sheveleva y cols., 1998; Gao y cols, 2001). Otro efecto
de la sintesis introducida de sorbitol en no-rosaceas y no-plantagindceas es un
incremento en la resistencia de las plantas a la deficiencia de boro (Bellaliouie y cols.,
1999; Brown y cols., 1999) debido a que este micronutriente se une al poliol, formando
complejos que le permiten ser transportado por el floema, aumentando su movilidad
(Blevins y Lukaszewski, 1998).

Se han encontrado proteinas similares a las enzimas de la via de sintesis y
degradacién del sorbito] en plantas no-rosaceas y no-plantaginaceas que acumulan
sacarosa. Por ejemplo, se ha encontrado actividad SDH en semillas de soya (Glycine
max, familia fabaceae), endosperma de maiz (Zea rmays, familia poaceae) y frutos de
tomate (Solanum lycopersicum, familia solanaceae; Ohta y cols., 2005; Matsumoto,
2008). También se ha enconirado expresién de aldosa reductasa (ALR), con
produccién de sorbitol directamente a partir de D-glucosa, en mijo menor (Setaria
italica), una de las gramineas de mayor culfivo en Asia (Veeranagamallaiah y cols.,




2009) y en tomate (Tari y ¢cols, 2010) y existen numerosos EST con similitud a SDHs o
A6PRs en bases de datos de plantas monocotiledéneas, dicotiledéneas y
gimnospermas divergentes entre si (Matsumoto, 2008).

La acumulacién de sorbito! y el aumento de actividad de estas enzimas en
plantas no-rosaceas o no-plantaginaceas se asocia principalmente a la tolerancia al
estrés abibtico, participando en las relaciones osmdticas de diversos organismos bajo
condiciones adversas (Hincha y Hagemann, 2004). Por ejemplo, en cultivos in vifro de
células de hojas de tomate cultivadas con NaCl 100 mM durante 7 dias, la acumulacion
de sorbitol se incrementé alrededor de 3 veces respecto a los cultivos de control (Tari y
cols, 2010). En mijo menor se detecté incremento de actividad ALR y acumulacion de
sorbitol ante estrés salino, dependientes ambos de la concentracion de NaCl aplicada.
Adicionalmente, los niveles de sorbitol y actividad ALR detectados fueron mayores en
un cultivar tolerante al estrés salino que los medidos en un cultivar con menor
tolerancia a este tipo de estrés (Veeranagamallaiah y cols., 2009). En el endosperma
de maiz, ia presencia de SDH también se correlaciona con la regeneracién de NAD+ y
la mantencion del estado redox de la célula, que incrementa [a expresion de SDH ante
concentraciones altas de azlcar y bajas de oxigeno (Morais de Sousa y cols., 2008).

1.4 Sorbitol en Arabidopsis thaliana

En Arabidopsis thaliana, una Brassicaceae tolerante al frio y al estrés salino
(Jarillo y cols., 1993) y el organismo mas utilizado como modelo de estudio en plantas,
se ha detectado presencia e incremento de sorbitol en plantas expuestas a estrés por
frio (Kaplan y cols., 2004), el cual disminuye la fluidez de las membranas,
interrumpiendo la respiracion aer6bica (Christie y cols., 1991). En estas condiciones,
también aumentan los niveles de ABA, que induce expresién de genes de tolerancia al
frio, incluyendo el mRNA de Ia alcoho! deshidrogenasa (ADH), que cataliza la
reduccion reversible de aldehidos a alcoholes (Jaritlo y cols., 1993).

En comin con la gran mayoria de especies vegetales, Arabidopsis fransporta
sacarosa y, a menor grado, rafinosa en el floema (Haritatos y cols.,, 2000). Sin
embargo, estudios recientes han descrito una SDH citoplasmética propia de esta
especie, presente tanto en organos fotosintéticos como sumidero (raiz, hojas, tallo,
flores y silicuas). Esta enzima, llamada AtSDH, oxida sorbitol, ribitol y xilitol, siendo




capaz también de oxidar ofros alcoholes de azticar (arabitol, manitol, maltitol, lactitol y
eritritol) presentes en la especie, pero con menor eficiencia, El rol de AtSDH en el
metabolismo de Arabidopsis parece relacionarse con la tolerancia al estrés por sequia:
su expresion y actividad aumentan al rehidratar plantas sometidas a este tipo de
estrés, acompafadas por una disminucion del nivel de sorbitol acumulado
(Nosarzewski y cols.,, 2012). Mutantes sdh- muestran defectos de crecimiento en
presencia de sorbitol 30 mM, y al ser sometidas a estrés por sequia, se observa un
comportamiento diferencial: bajo fotoperiodo de dia largo (16 hrs de luz, 8 hrs de
oscuridad), las plantas fueron incapaces de scobrevivir al ser rehidratadas, mientras que
bajo fotoperiodo de dia corto (8 hrs de luz y 16 hrs de oscuridad) se presentd un
aumento en la tolerancia a este tipo de estrés, asociada a una mayor retencién de
agua respecto a las plantas de tipo silvestre (Aguayo y cols., 2013, Nosarzewski y
cols., 2012).

A la fecha, s6lo 2 aldosa reductasas (AKR4C8 y AKR4C8) se han caracterizado
en Arabidopsis. Ambas se expresan principalmente bajo estrés y presentan alta
afinidad por NADP(H), siendo capaces de reducir un amplio rango de sustratos, de los
cuales la glucosa no forma parte (AKR4C8) o presenta baja afinidad (AKR4C9, con un
Km de 760 mM para glucosa y de 2,8 mM para eritrosa) (Simpson y cols., 2009). No se
han detectado aldosa-6-fosfato reductasas (A6PR), alcohol deshidrogenasas (ADH), ni
sorbitol-6-fosfato 2-deshidrogenasas en el genoma de esta planta, por lo que se
desconoce el mecanismo responsable de la formacion de sorbitol observada en los
experimentos descritos previamente. Sin embargo, al realizar un BLAST de la
secuencia nucleotidica de fa AGPR de manzana (cédigo GenBank Accesion D11080)
contra el genoma completo de Arabidopsis, se consiguen 2 ORF con altos puntajes
(AGI: At2g21250 y At2g21260), con scores de 109 y 92 bits, E,aues de 262 y 26 v 69
y 70% de identidad aminoacidica, respectivamente. El siguiente hit en la lista
corresponde a una proteina de la superfamilia de transposones hAT, con un score de
36 bits, un Evawe de 0,76 y 19% de identidad aminoacidica. Estos valores sugieren que
sdlo los 2 hits iniciales corresponden a secuencias ortélogas de AGPR.

En un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Biolocgia Molecular Vegetal
(Zamudio, 2010), se estudiaron estas posibles aldosa-6-fosfato reductasas, que
poseen un porcentaje de identidad aminoacidica mayores al 65% respecto a A6PR de

rosaceas (que presentan un porcentaje de identidad aminoacidica ~70% entre ellas) y




mayores al 79% respecto a la A6PR putativa de Zea mays (maiz). Adicionalmente,
presentan sobre 78% de identidad aminoacidica con la A6PR de arroz (Oryza sativa),
actualmente bajo estudio estructural y de actividad en el Instituto Indio de Tecnologia
(Rajbala Yadav y Ramasre Prasad, resultados no publicados). Ademas de encontrarse
adyacentes en el genoma, ambos ORF poseen un 93% de identidad aminoacidica
entre si y presentan las caracteristicas moleculares de las aldo-ceto reductasas: 3
sitios altamente conservados caracteristicos de la familia, donde los sitios 1 y 3 podrian
estar involucrados en la union a NADP/NADPH, y la secuencia IPKS presente en el
sitio 3, supuesto sitio activo de la proteina.

Ensayos de PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR) realizados en el
Laboratorio de Biologia molecular Vegetal en plantulas de 10 dias demostraron que el
nivel de transcrito de At2g21260 es significativamente menor (aproximadamente un
1%) que el de At2g21250 (Figura 3). Ademas, el ultimo posee una regiéon 5’UTR de
mayor extension y con mayor numero de elementos regulatorios cis comunes en
promotores que At2g21260. Por estas razones, se estudié Af2g21250, denominandole
AtA6PR. Se demostré que AtABPR corresponde a una proteina citoplasmatica que se
expresa tanto en 6rganos fuente (hojas caulinares y rosetas) como en odrganos
sumidero (tallos, flores) de la planta (Zamudio, 2010), a diferencia de lo descrito en la
literatura para A6PR de rosaceas, donde A6PR se localiza tanto en citoplasma como
en cloroplastos (Yamaki, 1981) y se distribuye principalmente en 6érganos fuente. Sin
embargo, se desconoce su actividad enzimatica y su rol biolégico en el metabolismo de
Arabidopsis.

1.4+

Expresién Relativa
e o o, . .
8 8 ®ESR

AtAGPR At2g21260

Figura 3: Niveles de transcrito de AtA6PR y At2g21260 en Arabidopsis. Datos obtenidos de plantulas
completas de Arabidopsis de 15 dias de edad. Cada barra corresponde al promedio entre 3 exiracciones
de RNA, cada una con 2 repeticiones de la reaccion de qPCR. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar obtenida. *** = p<0,001. Test t de Student. Normalizador utilizado: PP2A.



1.5 Investigacion propuesta y estrategia desarrollada.

En esta tesis de Magister, se estudio el rol de AtAGPR en el metabolismo de
Arabidopsis. Para ello, se investigd su actividad enzimatica y se observé el efecto
provocado por su ausencia en plantas mutantes. Para lograr el primero de estos
objetivos, la estrategia planteada consistidé en clonar el CDS de AfA6PR en diversos
sistemas de expresién, para observar [a actividad de [a enzima nativa y/c recombinante
bajo las condiciones previamente establecidas para las A6PR de otros organismos
{(manzana, nispero) (Hirai, 1881; Negm y Loescher, 1981; Kanayama y Yamaki, 1993;
Zhou y cols., 2003; Figueroa e Iglesias, 2010). Si bien se disponia de un cDNA de
AtA6PR clonada previamente (Zamudio, 2010), se descarté el uso directo de este
fragmento debido a que incluye parte de las regiones 5 UTR y 3’ UTR (regiones no
traducidas 5’ y 3’) del gen, que debido a la estructura del vector serian inciuidos en la
traduccién al clonarse directamente en vectores que fusionan el fragmento a un
epitopo. Este producto no seria conveniente para el propésito de este trabajo, ya que
se ha demostrado que pequefias diferencias en los exiremos de A6PR pueden afectar
su actividad: cuando se agrego un epitopo de 6xHis C-terminal a A6PR de manzana,
su actividad fue severamente afectada (respecto a la enzima con el mismo epitopo en
N-temminal y a la actividad reportada para la enzima nativa), disminuyendo su K., en 2
6rdenes de magnitud: de 0,7 s a 0,009 s™ para la reduccién de G6P y de 0,22 s a
0,001 s™ para la oxidacion de S6P (Figueroa e Iglesias, 2010). Por esta razon, en esta
tesis, se subclond unicamente el CDS de AfA6PR para asi obtener una proteina mas
similar a la nativa.

Otro objetivo de este frabajo consiste en esclarecer el rol de esta enzima en el
metabolismo de Arabidopsis. Para lograrlo, se obtuvo mutantes knock-out o knock-
down, a través de lineas de la coleccion SALK y de mutantes con menor expresion
obtenidas por silenciamiento génico post-traduccional (SGPT). Este ultimo es un
mecanismo de respuesta de las plantas ante esirés bidtico, que permite suprimir la
acumulacion de RNA endégeno, viral o transgénico (Fagard y Vaucheret, 2000). Este
mecanismo se aprovecha en la biologia vegetal para producir lineas transgénicas con
menores niveles de transcrito de un blanco especifico, disminuyendo la acumulacién
del producto génico sin eliminarlo por completo. Esto evita la aparicién de fenotipos
letales o inviables que puede ocurrir al interrumpir una secuencia (por ejemplo, por una
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insercion de un transposon o T-DNA, como ocurre con las lineas SALK). Por otro lado,
las mutantes SALK corresponden a lineas de Arabidopsis transformadas establemente
con el plasmido pROK 2- (Baulcombe y cols., 1986), que inserta aleatoriamente un
fragmento de ~4,5 kb en el genoma de la planta, interrumpiendo diferentes loci lo que
impide la camrecta formacion de su producto génico. Ya que estas lineas se encuentran
parcialmente genofipificadas, es posible adquirir lineas mutantes knock-down y/o
knock-out para un locus especifico (Alonso y cols., 2003).

El uso de estas mutantes permite observar las alteraciones producidas por la
ausencia de una enzima, lo que facilita inferir los procesos del metabolismo en los que
dicho componente esta involucrado, aclarando su funcién. En el caso de este frabajo,
las lineas mutantes permitieron analizar su desempefio en condiciones estandares y su
tolerancia al estrés salino — que fue seleccicnado debido a que muchos de los genes
involucrados en él también responden ante estrés osmodtico o por frio, pudiendo
aplicarse el estrés salino con mayor precisién y reproducibilidad que los dos {iltimos
(Zhu, 2000) —, comparando su fenotipo y metabolitos acumulados respecto a plantas
de fipo silvestre.
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2 HIPOTESIS

“El locus At2g21250 cadifica una aldosa-6-fosfato reductasa dependiente de NADP®,
capaz de reducir glucosa-6-fosfato y oxidar sorbitol-6-fosfato, que participaria en la
respuesta a estrés salino de Arabidopsis thaliana®.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar si At2g21250 corresponde a una ABPR y caracterizar lineas mutantes para
este gen bajo estrés salino.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la capacidad de AtA6PR de reducir glucosa-6-fosfato y oxidar sorbitol-
6-fosfato.

2. Obtener lineas de Arabidopsis con menores niveles de transcrito de Af{AGPR.

3. Analizar morfoiégica y bioquimicamente las lineas mutantes obtenidas bajo
condiciones estandar de crecimiento y bajo esirés salino.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Biolégico

4.1.1 Cultivos de bacterias

Se sembraron células de Escherichia coli cepas OneShot Mach1, BL21 y BL21
pLysS en medio LB liquido [NaCl 1% p/v, fiptona 1% plv, exiracto de levadura 0,5%
p/v] o sdlido [el anterior mas agar-agar 1,6% p/iv] durante 16-18 hrs, a 37 °C con
agitacion (220 rpm, sélo para cuitivos liquidos). A este medio se agregaron antibidticos
adecuados para la seleccion de las cepas y vectores de interés.

Agrobacterium fumefaciens cepa GV3101 se crecid en medio LB suplementado
con antibidticos (rifampicina 10 pg/mbL, gentamicing 100 pg/mL y antibidtico para la
seleccion del vector) a 28 °C durante 36-48 hrs, con agitacién (220 rpm) para los
cultivos liquidos.

4.1.2 Preparacién de A. tumefaciens GV3101 quimiocompetentes.

Se crecié hasta saturacion un pre-inéculo de células (500 pL) en 25 mL de LB
(seccién 4.1.1) con rifampicina 10 ug/mL y gentamicina 25 pg/mL. Se dej6é a 28 °C con
agitacion durante 16-18 hrs. Posteriormente, se llevé el cultivo a 100 mL de LB {con los
mismos antibiéticos) y se incubd a 28 °C, hasta alcanzar una D.0O.g de 0,5. Se incubd
en hielo (10 min) y se cenirifugd (3000 g, 4 °C, 20 min). Se resuspendieron las células
en 1 mL CaCl, estéril 20 mM y se separaron en alicuotas de 200 plL, que fueron
congeladas en N; liquido y almacenadas a -80 °C.

4.1.3 Preparacion de E. coli BL21 y BL21 pl ysS quimiocompetentes.

Se crecidé hasta saturacion un pre-inéculo (100 pL de células) en 5 mL de
medio LB (seccién 4.1.1) y 0,9 pL de acido nalidixico 100 ug/mt. a 37 °C durante 16—18
hrs con agitacién. Luego se tom6 1 mlL. de células y se pas6 a 100 mL de medio LB con
30 pl de acido nalidixico. Se dejoé crecer (3 hrs, 37 °C) con agitacion, hasta alcanzar
una D.O.e0 de 0,4-0,5. Se centrifugd (1600 g, 4 °C, 10 min) y se resuspendieron las
células en 10 mL de CaCl, 0,1 M estéril. Se centrifugd nuevamente (1100 g, 4 °C, 5
min) y se resuspendié en 10 mL de CaCl, 0,1 M. Se incubd en hielo por 30 min y
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nuevamente se centrifugd (1100 g, 4 °C, 5 min). Finalmente, se resuspendieron las
células en 2 mL de CaCl; 0,1 M y se agrego 600 pL de glicerol estéril. Para finalizar,
se separaron las células en alicuotas de 200 plL y se almacenaron a -80 °C.

4.1.4 Cultivo de plantas en medio hidropénico.

Se sembraron semillas de Arabidopsis o N. fabacum en cultivo hidroponico con
el método descrito por Gibeaut (Gibeaut y cols., 1997), pero utilizando el sistema
AraHarvest (de SPL Life and Sciences) como soporie para las plantas y para la
recoleccion de semillas. Se dejaron crecer 6-8 semanas, a 23 °C y 4500-6500 lux, con
fotoperiodo de dia largo (16 hrs de luz — 8 hrs oscuridad) y con NaCl a distintas
concentraciones (sélo para experimentos de tolerancia a estrés).

4.1.5 Cultivo de plantas en placa.

Se esterilizé la superficie de semillas de Arabidopsis sumergiéndolas por 1 min
en etanol 70% estéril, luego por 1 min en etano! absoluto estéril y dejandolas secar al
aire (bajo campana). Las semillas se sembraron en placa estérii con medio MS
[Murashige & Skoog basal salt mixiure (PhyfoTechnology Laboratories) 1X, sacarosa
3% p/v], se esfratificaron (4 °C en oscuridad por 48 hrs) y luego se dejaron crecer en
una camara de incubacion a 22 °C y aproximadamente 5000 lux, con un fotoperiodo de
dia largo (16 hrs de luz — 8 hrs oscuridad).

Para los experimentos de seleccion de mutantes, se supfementd el medio MS
con antibidtico (higromicina 25 pg/mL), mientras que para realizar los experimentos de
tolerancia a estrés salino, se agregé NaCl a distintas concentraciones. En algunos de
estos experimentos, primero se sembraron fas semillas en medio MS sin NaCl y luego
de 7 dias se transplantaron ias plantulas a medio MS salino para observar el efecto del
estrés en el crecimiento de éstas.

Los experimentos de evaluacidn de germinacion se llevaron a cabo observando
cada 24 hrs las semillas estratificadas a través de un microscopio 6ptico (aumento de
40 veces, objetivo 4X). La germinacion se consideré completada cuando la radicula de
cada embrion atraves6 el endosperma y ia testa, segin lo definido por Bewley (1997).
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4.2 Extraccion de dcidos nucleicos

4.2.1 DNA gendmico

Se uiilizé una variante del método CTAB (Doyle y Doyle, 1987). Se congelaron
100 mg de hojas de Arabidopsis en N, liquido, se molieron con un pistilo plastico y se
agregaron 700 uL de buffer 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]. Se incubd a 65 °C durante 1 hr,
mezclando por inversion cada 5 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. Luego se agregaron 700 pl. de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y
se agité por 5 min. La mezcla fue centrifugada (6900 g, 5 min) y se rescat6 500 pL de
la fase superior a un nuevo tubo. Se repitié la extraccion con cloroformo:alcohol
isoamilico y la separacion de fases por centrifugacion, y se rescaté 300 pL de la fase
superior. Posteriormente, se agregaron 250 pL de isopropanol, se incubo6 (-20 °C, 20
min) y se centrifugd a 20.000 g por 15 min. Se lavd el sedimentado de DNA con 500 pL
de etanol 70%, se centrifugd brevemente (~ 1 min) y se descarté el sobrenadante.
Finaimente, se secaron las muestras al aire y se resuspendié el DNA en agua
nanopura para ser almacenado a —20 °C hasta su uso.

4.2.2 DNA plasmidial

Se extrajo el DNA plasmidial desde cultivos celulares de E. cofi poriadoras del
vector de interés por minipreparacién, utilizando el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep Kit
de Axygen Bioscience y siguiendo las instrucciones del fabricante.

42.3 RNA total

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se utilizé el kit UltraClean® Plant
RNA Isolation kit de MoBio Laboratories Inc., que permite aislar el RNA total desde
tejidos de plantas. Este une el RNA a una matriz de silica y elimina los contaminantes —

como los polisacaridos — que pueden afectar futuras reacciones de biclogia molecular.
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4.3 Cuantificacion y comprobacion de la calidad de acidos nucleicos.

4.3.1 Cuantificacién

Para cuantificar las muestras de DNA y RNA extraido, se utilizd un
espectrofotometro (NanoDrop®ND-1000 UV-Vis) para medir la Axo. Ademas, se
determind la pureza de las muestras a través de las relaciones Ags/Azso Y Azso/Azao.
Para que una muestra se considere pura, el radio Azg/Azs0 debe ser cercano a 1,8 (sila
muestra es de DNA) o a 2 (si [a muestra es de RNA). Valores mas bajos que éstos
indican contaminacién por proteinas o fenoles. El radio Axs/Azz debe encontrarse
entre 1,8 y 2,2 para una muestra pura, ya que valores mas bajos se deben a la
presencia de solventes organicos, algunas sales y proteinas.

43.2 Integridad y calidad
Se detemind la integridad del DNA y RNA por electroforesis en geles de

mM pH 8). Se mezclaron 5 pL de cada muestra con 1 pL de buffer de carga (6X DNA
Loading Dye de Fermentas®) y se colocd el gel en una camara de electroforesis con
buffer TAE 1X a una diferencia de potencial de 100 V durante 30 min para muestras de
DNA. Para las muestras de RNA se cargaron 3 pL de muesira y se utilizé una
diferencia de potencial de 85 V durante 15 min. Se visualizaron las bandas en una
camara oscura equipada con un fransiluminador UV y se ufilizaron los sofiware
GeneGenius Classic (SynGene®) e ImageJ 1.47 para captar y analizar las imagenes.

Ademas, se comprobo la calidad del DNA por PCR, mediante la amplificacion
de los genes GAPA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) o 18S, ufilizando las
mezclas y programas de termociclador del mismo nombre detalladas en las Tablas Il y
Il{ (seccidn 4.6).

4.4 Disefio de partidores.

Se utilizaron varios pares de partidores (Tabla I) durante el transcurso de fa
tesis. Para el disefio de los partidores AtA6PR.intF, AtA6PR.intR, 21260.intF y
21260.intR, se utilizé6 el programa AmplifX 1.5.4 y se evaluaron in sifico con la
aplicacion  OligoAnalyzer disponible en el servidor online del DT

i
agarosa 1% p/v. El gel fue preparado en tampén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1
|
|
(http:/Awww.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx).
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4.5 Generacion de cDNA

45.1 Tratamiento con DNasa

Se eliminaron posibles restos de DNA en {as muestras de RNA por tratamiento
con DNasa. Se prepar0 una mezcla que consistio en 3,5 ug de RNA total, 1 U de
DNasa | Fermentas, Buffer DNasa | 1X Fermentas y 10 U de RiboLock™ RNase
Inhibitor de Fermentas en un volumen de 10 yL. Se incubd la mezcla (37 °C, 30 min),
luego se dejo en hielo y se agregd 1 pL de EDTA 25 mM para detener la reaccion.

452 RT-PCR

Se generé cDNA por Transcripcion Reversa (RT-PCR), utilizando el sistema
RT-Improm-II™ Reverse Transcription System (Promega). En un volumen de 50 uL, se
mezcld 1,5 pug del RNA tratado con DNasa |, 1X improm-1I™ Reaction Buffer, 1 L de
Improm-1I™ RT, MgCl: 5 mM, dNTPs 0,5 mM y 0,6 uM de partidor oligoAp. La mezcla
final esta separada en dos volimenes, el primero contiene el RNA y el partidor
mientras que el segundo contiene el resto de la mezcla.

La reaccion se llevd a cabo en un termociclador, que ejecutd el siguiente
programa: 70 °C por 5 min para desenrollar las hebras de RNA (durante los cuales se
incubd la mezcla de RNA y partidor). Luego se dejaron las muestras en hielo y se
afiadié el resto de la mezcla de la reaccion. Se continud el programa con 25 °C por 5
min que permitieron el apareamiento del partidor con el RNA, seguidos por un paso de
extension del cDNA (42 °C, 60 min) y finalizando con la inactivacion de la enzima (70
°C por 15 min).

4.6 Reaccion en Cadena de Ia Polimerasa (PCR).

En este trabajo se utilizo la reaccién en cadena de la polimerasa con diversos
propositos, como clonacion, verificacién de vectores y mutantes o andlisis de
expresion. Para ello, se utilizaron diferentes protocolos y mezcias de reaccién (mix),
dependiendo de los partidores y e! fragmento a amplificar, ias que se resumen en las
Tablas Il y HI (respectivamente).
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Tabla lI: Protocolos de termociclador para PCR

Protocolo | T(2C) | Tiempo ci'c‘::s Protocolo T(2C) | Tiempo ci;:s
94 4 1 94 4 1
94 45" 94 45"
AtA6PR Pfu 57 1' 30" 34 355-AtA6PR 62 3 38
72 3 72 1'30"
72 10’ 1 72 10' 1
95 S I 94 4 1
95 30" 94 45"
GAPA 52 40" 35 AtABPR 57 1 33
72 40" 72 1" 15"
72 10' 1 72 10' 1
95 5 1 94 q 1
95 30" 94 45"
18S 51 50" 35 SALK 60 h iy 37
72 30" 72 1'30"
72 10 1 72 10' 1
94 4 ¥ 94 4 1
94 45" 94 45"
T7-AtA6PR 57 15 35 GFP-AtA6PR 58 i 35
72 1'10" 72 2'
72 10 1 72 10 1
94 4 1 94 4 1
94 45" 94 30"
Am;ta 55 1' 35 qPCR 55 30" 35
72 115" 72 30"
72 10’ 1 72 10' 1
20



Tabla lll: Mezclas utilizadas para PCR

» ¥ [dNTP] | [Partidores]
Mix Partidores Enzima Buffer (LM) (M)
Clonacién S6F y S6R Pfu DNA Polimerasa, | Buffer Pfu + MgSOs, 200 05
AtA6PR S6F y S6R.ss | Fermentas Fermentas ’
GAPA Koy ;gm':m Polimerasa, | pcR Buffer, Sigma 200 05
18S 18SF y 18SR g?gqm‘:""‘ Polimerasa, |pcR Buffer, Sigma 200 05
T7-AIA6PR | T7F y S6R g‘;!a”"' T"B"m B‘?‘ INi Hs Reaction Buffer, | 44, 0,15
Biolase™ TagDNA | 1X NHs Reaction Buffer,
MI3-AKGPR |M13FySER  |poase’ Tadtilh | B H 200 05
35S-AA6PR | 35SF(2) y S6R Pdmwagm"'“ I‘;’;"::‘ fesclon Bulier. ) - 200 03
Biolase™ Taq DNA 1X NH4 Reaction Buffer,
AtAGPR S6F y S6R e - i 200 05
SALK &ﬁa‘f y TE?" DNA Polimerasa, | pop puffer, Sigma 200 03
GFP-AtA6PR | GFPF y S6R g;sm[;m Polimerasa, | oop Byffer, Sigma 200 0.5
T2240F y Taq DNA Polimerasa, | por puffer. i e B

AtABPR.intF y | Taq DNA Polimerasa, g
ik AtABPR.intR Sigma PCR Buffer, Sigma 200 03

21260.intF y Taq DNA Polimerasa, -

21260, Poske PCR Buffer, Sigma 200 03

QDZQAF y 'ga';m[;m Polimerasa, PCR Buffer, Si 200 05

4.7 PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

Esta técnica se us6 para analizar los niveles de transcrito de genes especificos

en plantas crecidas bajo diferentes condiciones. Se utilizé la sonda fluorescente

contenida en el kit SensiMix™ SYBR Hi-ROX de Bioline para obtener la eficiencia de

los partidores y realizar la reaccion de PCR. El equipo termociclador y detector utilizado

fue el Stratagene Mx3005P de Agilent Technologies, que analiza y entrega los

resultados con el programa Stratagene MxPro 4.1d. Se disefiaron partidores
especificos para amplificar fragmentos de los genes AtA6PR (AGI: At2g21250) y 21260
(AGI: At2g21260) y se utilizaron partidores descritos en la literatura (Msanne y cols.,
2011) para RD29A (AGI: At5g52310, utilizado como control en tratamientos de
induccion por estrés salino), Ubq10 (AGI:At4g05320), PP2A (AGI: At1g13320), 26410
(AGI: At4g26410) y 12240 (AGI: At5g12240). Los cuatro ultimos, utilizados como
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normalizadores de la reaccién de PCR, se obtuvieron de la lista de genes de
mantenimiento (housekeeping) en Arabidopsis seleccionados por Czechowski y cols
(2005) para validacion de reacciones de qPCR.

4.7.1 Curva de eficiencia de partidores.

Una vez obtenidos los pariidores descritos previamente, se evalud la eficiencia
de cada par (con excepcidn de 26410, Ubq10 y PP2A, evaluados previamente por
Francisca Aguayo, Tesis de magister, 2013). Para ello, se realizaron reacciones de
PCR convencional con cada set de partidores (mix qPCR, Tabla lll y protocolo gPCR,
Tabla Il). Se realizaron diluciones seriadas de los amplicones {(hasta 10%) y se
mezclaron 2 pL de las diluciones 10 — 10® en una mezcla que también contenia 1X
SensiMix™ mastermix y 0,25 — 04 pM del par de partidores (ver Tabla Vi)
correspondientes al amplicdn en un volumen total de 20 yulL. Se sometieron las
muestras a PCR en tiempo real con el siguiente programa: 10 min a 95 °C, luego 40
ciclos de: 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 15 segundos y 72 °C por 15 segundos,
luego de cada cual el equipo mide la fluorescencia emitida por los fragmentos
amplificados.

La eficiencia de cada par de partidores (E) se determiné utilizando la ecuacion
(1), donde la pendiente se obtiene de la recta entre el ciclo umbral de deteccion vs. la
dilucién del amplicén.

E =101 pendente)
(Ecuacion 1)

Una vez terminado, el termociclador obtiene una curva de disociaciéon de los
fragmentos amplificados para determinar la temperatura a la cual se denaturan y asi
confirmar un tnico fragmente amplificado (caracterizado por una Unica cispide en un
grafico de fluorescencia vs. temperatura). El protocolo de la curva de disociacion
consistié en 5 segundos a 95 °C, 15 segundos a 55 °C — durante los cuales se midid a

fluorescencia emitida por las muestras — y finalmente 1 segundo a 95 °C.




4.7.2 PCR cuantitativo

Se analizaron los niveles de transcrito de los genes AIA6PR y At2g21260 en
plantas mutantes y/o bajo tratamiento de esirés salinc respecto a las condiciones
normales (condicion que funciona como un “calibrador’), que en este trabajo
correspondieron a plantas de tipo silvestre y/o sin tratamiento de estrés.

La mezcla de reaccidn consistié en 2 puL de cDNA, 1X SensiMix™ mastermix y
entre 0,25 — 0,4 pM de los partidores correspondientes (ver Tabla V1) en un volumen
total de 20 uL. El programa utilizado en el termociclador se describe en la seccién
anterior. Para cuantificar los resultados, se ufilizaron los datos de ciclo umbral
(entregados por el programa indicado en la seccion anterior) y eficiencia de partidores
determinada previamente, que se ingresaron a la ecuacion 2 (Pfaffl, 2001)

Razdn = ( (1 + Egen..ofgfetfw)x e(Ct gen.abjetivo ™ thalibrador.objetim)

1+ E gmnmmalzador) + e(Crgm..namaIizadar - thaiibmdar.narmalizador )

(Ecuacién 2)

El método utilizado requiere el uso de un gen “normalizador”, cuya expresion

debe mantenerse constante en {as condiciones que se realiza el experimento. La
eleccion del normalizador se realizé con el software “Nommfinder 0.953" (Andersen y
cols., 2004), un algoritmo que identifica el normalizador éptimo de un grupo de 3 genes
candidatos, comparando la variacion de los datos de expresién obtenidos para cada
gen. Para los experimentos de expresién en condiciones estandares de crecimiento, se
evaluaron como normalizadores los pares de partidores PP2A, UBQ10 y 26410 (Tabla
1), mientras que para los experimentos de crecimiento en estrés salino, se evaluaron
los partidores PP2A, UBQ y 12240. Para todos los casos evaluados, €l normalizador a
utilizar correspondié al gen PP2A. Las figuras obtenidas fueron realizadas con el
programa GraphPad Prism, y se utilizd un test de ANOVA para detectar diferencias
significativas (p<0,05) entre los conjuntos de datos. Las diferencias significativas
(p<0,05) entre cada conjunto de datos se obtuvieron gracias al post-test de
comparacién mdlfiple de Bonferroni. Cada medicién fue realizada por duplicado a partir
de tres réplicas técnicas provenientes de un pool de 100 mg de réplicas biologicas (220

plantulas).
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4.8 Vectores utilizados

Luego de amplificar el CDS de AtA6PR por PCR convencional (con y sin coddén
de detencion segin las especificaciones del vector de destinacién: AtA6PR.FL y
AtAGPR.ss respectivamente; ver seccion 4.9), éste se cloné en varios vectores
comerciales, cada uno con diferentes caracteristicas y posibles aplicaciones.

4.8.1 pCRE®8/GW/TOPO®.

Es un vector de entrada, con el gen de resistencia a espectinomicina, que
permite la clonacién de fragmentos de DNA utilizando la tecnologia TOPO TA Cloning®
System de Invitrogen. Este sistema aprovecha la actividad transferasa terminal
independiente del molde de las Taq Polimerasas {que agrega un sobresaliente A 3’ al
fragmento amplificado) para la clonacién rapida y eficiente de productos de PCR. El
vector contiene sobresalientes T 3’ que hibridan con los sobresalientes A 3’ ya
mencionados, mientras una Topoisomerasa | (unida covalentemente al vector) forma el
enlace fosfodiéster entre el vector y el extremo 5’ del fragmento a insertar (Figura 4).

Ademas, este vector es compatible con la tecnologia GATEWAY™ (Karimi y
cols.,, 2002), es decir, la secuencia clonada queda flanqueada por sitios de
recombinacion (sitios atfl o altachmentf) que por recombinacién homodloga permiten
transferir con alta eficiencia el fragmento de interés desde el vector de entrada hasta
vectores que contengan sitios de recombinacion compatibles (atfR) a través de una
reaccion mediada por el LR Clonase™ Enzyme Mix de Invitrogen.

48.2 pEXP5-NT/TOPO®.

Este vector pertenece al Expressway™ Cell-Free Expression System de
Invitrogen, que permite la transcripcidn y traduccién in-vitro de la secuencia de DNA
clonada. El vector contiene el promotor del bacteriéfago T7, rio abajo del cual se
encuentra un sitio para la unién del ribosoma (RBS) y un epitopo de 6 histidinas
(6xHis). El ultimo es escindible, gracias a un sitio de reconocimiento para la proteasa
del virus del grabado del tabaco (Tobacco Etch Virus, TEV). Rio abajo de este sitio se
inserta el fragmento a clonar, al cual sigue el terminador T7 (Tabla V).

Para clonar el fragmento de interés en el vector, éste utiliza también la
tecnologia TOPO TA Cloning® System detallada en la seccién anterior (Figura 4).
Comeo antibidtico de seleccion, utiliza ampicilina.
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pEXP5-NT-AtA6PR Wiy RBS| BXHIS | -rengzr | AmngJAgngem*.)

pCR8-AtA6PR.ss

Figura 4: Formacién de vectores por sistema TOPO. Para detalles, consultar secciones 4.8.1y48.2.

4.8.3 pGWB2y pGWBS8.

Son vectores binarios (es decir, tienen origenes de replicaciéon para E. coli y A.
tumefaciens) pertenecientes a la tecnologia GATEWAY™ — que permite transferir con
alta eficiencia un fragmento de DNA flanqueado por sitios de recombinacion (sitios affl)
desde un vector de entrada como pCR®8 hasta vectores que contengan sitios de
recombinacion compatibles (affR) a través de una reacciébn mediada por el LR
Clonase™ Enzyme Mix de Invitrogen (Karimi y cols., 2002) — creados para la
transformacién transitoria o estable de plantas al poseer las regiones RB y LB (Figura
5). Estos vectores contienen el promotor del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV35S), que logra altos niveles de expresion de la secuencia de interés. Contienen
también el gen de resistencia a kanamicina (NPTIl) bajo el control del promotor
constitutivo Nos (para seleccion en bacterias y plantas) y el gen de resistencia a
higromicina (HPT) bajo el control del promotor CaMV35S para seleccion en plantas.
Entre los sitios atfR1 y atfR2 se encuentra el gen ccdB, que codifica la toxina CcdB.
Esta elimina las células transformadas con el vector sin recombinar, permitiendo que
crezcan soOlo aquellas transformadas con el vector deseado. El vector pGWBS,
ademas, agrega un epitopo 6xHis en el extremo C-terminal de la proteina, permitiendo
su posterior purificacion por columnas de niquel, por lo que requiere que el fragmento a
insertar no posea el codén de término (Tabla IV).
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pCRB-AtA6PR FL

pGWB2

pCR8-AtA6PR.ss

pPGWES ¢{RB NosP::KanJELtS T-Nos|Hyg®::355|LB

anR1 anR2

Figura 5: Formacion de vectores por recombinacion. Para detalles, consultar seccién 4.8.3.

484 pET28a-AtA6PR y pET19b-MdABPR

Otros vectores utilizados fueron pET28a-AtA6PR (Wurman, seminario de titulo
Ing. Biotecnologia Molecular, 2013) y pET19b-MdA6PR (Figueroa e Iglesias, 2010).
Estos son vectores adecuados para la sobreexpresion de AtA6PR y MdABPR (A6PR
de manzana) respectivamente, en bacterias como E. coli. Ambos vectores poseen el
promotor T7 — inducible por IPTG — para controlar la acumulacién de la proteina y
afladen un epitopo 6xHis N-terminal, que en el caso de pET28a es escindible. Este
vector, ademas, incorpora un epitopo T7 N-terminal no-escindible (Tabla IV).

4.9 Clonacion de AtA6PR

491 Vectores pEXP5-NT/TOPO® y pCR®8/GW/TOPO®.

Se amplifico el CDS de AtA6PR por PCR desde el vector pCR8-AtS6PDH
(Zamudio, 2010) utilizando la mezcla Clonacién AtA6PR y el protocolo AtA6PR Pfu
(Tablas 1l y lll respectivamente). Se cargé el producto de PCR en un gel de agarosa
1% y se resolvi6 la banda de interés (930 pb) por electroforesis (seccion 4.3.2). Se
purificé el DNA de esta banda mediante el kit de purificacién Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se agregaron al fragmento los sobresalientes A 3’ (reaccién llevada a
cabo separadamente debido a que la Pfu DNA Polimerasa no presenta actividad
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transferasa terminal). Para esta reaccion, la mezcla contenia, en un volumen de 10 pL:
200 ng de cDNA purificado, 1X NH,4 Reaction Buffer, MgCl> 3 mM, dATP 0,2 mM y 0,5
U de Biolase™ DNA Polymerase de Bioline. Se incubé (72 °C, 30 min) y luego se
almacend el producto a -20 °C.

Finaimente, los fragmentos AtABPR se clonarcn en cada vector siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se incubaron las mezclas por 2 hrs a temperatura
ambiente y posteriormente se utilizaron para transformar E. coli quimiocompetentes
One Shot® Mach1™, por golpe térmico (seccién 4.11.1).

4.9.2 Vectores pGWB2-AIAGPR v pGWBS-AtAGPR

Se utiliz6 la techologia Gateway para transferir AtABPR (fragmentos con y sin
codon de detencion segulin las especificaciones del vector de destinacion) por
recombinacion homodloga desde el vector pCR®8 (pCR8-AtA6PR.FL y pCRS8-
AtABPR.ss respectivamente, Tabla IV) a los vectores pGWB2 y pGWBS, utilizando el
LR Clonase™ Enzyme Mix de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se utilizaron los vectores para transformar E. coli (seccién 4.11.1) y A.
tumefaciens (seccion 4.11.2) quimiocompetentes por golpe térmico.

4.10 Analisis molecular de vectores

Se analizaron todos los vectores creados por PCR, digestion enzimatica y
secuenciacion. Los andlisis in-sifico de las secuencias se realizaron con los programas
Vector NTI Advance 10 de Invitrogen y Bioedit version 7.0.0.

4.10.1 pEXPS5-NT-AtAGPR.

Se comprobé la presencia de AtAGPR por PCR, amplificando un fragmento de
1070 pb con el protocolo T7-AtABFPR y el mix homénimo (Tablas Il y HI). La orientacion
del fragmento se determiné por digestion enzimatica con las enzimas de restriccion
Nco | y Ssp | (reaccidn realizada segtin las indicaciones del fabricante). La fidelidad de
la clonacion se determind por secuenciacion (Macrogen, USA) con los partidores T7
incluidos en el kit de clonacion del vector. Se uiilizd este vector para realizar la
expresion in-vitro de 6xHis-AtAGPR (seccion 4.15)
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4.10.2 pCR8-AtABPR.FL v pCR8-AtAEGPR.SsS.

La presencia de AtABPR se demosiré por PCR con el protocolo M13-AtA6PR y
el mix del mismo nombre (Tablas Il y lil), esperandose un fragmento de 1076 pb. La

orientacién del mismo fue determinada por digestion enzimatica con las enzimas de
resfriccion Nco | y BstE 1l (reaccién realizada segun las indicaciones del fabricante). La
fidelidad de la clonacién se determiné por secuenciacion (Macrogen, USA) con los
partidores universales M13 forward y reverse. Se utilizaron estos vectores para
transferir AtA6PR a los vectores pGVWB (seccion 4.9.2).

4.10.3 pGWB2-AtAGPR.

Este vector se analizd por PCR con el protocolo y mix 35S-AtA6PR, que
amplifican un fragmento de 1504 pb. También se linearizo el vector con la enzima de
restriccién Sacl y se secuencié (Macrogen, USA) con los partidores 35S.F(2) y S6R
(Tabla 1). Se utiliz6 este vector para transformar A. tumefaciens y posteriormente hojas
de N. tabacum en forma transitoria para expresar AtASPR nativo (secciones 4.11.2 y
4.11.3).

4104 pGWBS-AtAGPR.

Se analizo la correcta formacién de este vector por PCR con el protocolo y mix
35S-AtAG6PR, que amplifican un fragmento de 1504 pb. Adicionalmente, se lineariz el
vector con la enzima de restriccién Xba | y se secuencié {(Macrogen, USA) con los
partidores 35S.F(2) y His3 (Tabla ). Se utilizd este vector para transformar A.
tumefaciens y posteriormente hojas de N. fabacum en forma transitoria para expresar
6xHis-AtABPR (seccién 4.11.3).

4.11 Transformacién genética de material biolégico

4.11.1 Escherichia coli quimiocompetentes.

Se agregd 5-10 ng de vector a las células competentes (cepas BL21 y/o BL21

pLYss para los vectores pET, cepa OneShot Mach1 para los otros vectores). Se incubé
en hielo por 30 minutos y se did un pulso de golpe térmico (30 segundos a 42 °C). Se
transfirieron las células transformadas a hielo nuevamente, se agregdé 1 mL de medic




LB y se incub6 a 37 °C por 1 hr. Se sembraron las células en placa con antibiéticos de
seleccion {seccion 4.8) a 100 pg/mL.

4.11.2 Agrobacterium fumefaciens quimiocompetentes.

Se agregaron 200 ng de vector a las células competentes. Se incubaron en N,
liquido durante 5 minutos y luego se agregd 1 mL de medio LB. Se incubd a 28 °C
durante 10-16 hrs y luego se sembraron las células transformadas en placa con
antibidticos para la seleccion del vector (seccion 4.8), del plasmido Ti (Gentamicina 100
Hg/mL) y de ia cepa (Rifampicina 10 yg/mL).

4.11.3 Nicoliana tabacum — transformacion transitoria.

Se transformaron hojas de tabaco por Agroinfiliracion. Se crecié A. fumefaciens
en 5 mL de medio LB liquido (seccién 4.1.1), se centrifugaron las células y se elimind el
sobrenadante. Se resuspendieron las células en medio de infiltracion [MS (Murashige &
Skoog Basal Sait Mixture) 4,43 g/L, mio-inositol 0,56 mM y acetosiringona 0,6 mM]
hasta alcanzar una DOgg 0,5-0,8. Con una jeringa de 5 mL sin agyja, se infiltrd la parte
inferior de hojas de tabaco de 10 semanas de edad, que fueron mantenidas en
condiciones ambientales controladas (seccién 4.1.4).

4.11.4 Arabidopsis thaliana — transformacion estable.

Se transformé A. thaliana Col-0 por el método de inmersién floral (Bent, 2008).
Se crecid A. tumefaciens portadora del vector pMDC43-AtA6PR! (Zamudio, 2010) en
100 mL de medio LB liquido (seccién 4.1.1) hasta alcanzar una DQgo = 2. Se
centrifugaron las células y se resuspendieron en medic de inmersion [sacarosa 5% plv,
Silwett L-77 0,05% v/v] hasta una DOego = 0,5-0,8. Luego, se sumergié la parte aérea
de plantas adultas de A. thaliana (4-5 semanas aprox) en esta solucion — 3-5 veces
durante 5 segundos — y se mantuvo la planta en oscuridad por 10-16 hrs.

' El vector pMDC43-AtA6PR fusiona GFP N-terminal a AtA6PR, sin embargo durante la
clonacidn se incorporé un codén de término entre las dos secuencias, produciendo que la planta
sobre-exprese el mRNA de GFP-AtA6PR pero no la proteina de fusién (sin embargo, sf se
preduce GFP). Dadas estas caracteristicas, podrfa provocar silenciamiento génico de AtA6PR

por co-supresién (Voinnet, 2008)
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Se dejaron madurar las semillas, se eliminaron nuevas flores (que no sufrieron
el proceso de transformacion) y se recolectaron las semillas maduras para seleccion
por antibicticos (seccién 4.1.5).

4.12 Andlisis de plantas

4,12.1 Transformacion fransitoria — N. tabacum

Se demostré la expresidon de AtAGPR y OxHis-AtA6PR en las hojas
transformadas por RT-PCR. 3 dias después de la transformacién, se cosecharon las
hojas de tabaco para extraer el RNA fotal de las hojas transformadas (seccion 4.2.3) y
a partir de éste generar cDNA (seccion 4.5). Utilizando éste como templado, se realizé
una reaccion de PCR con el mix y protocolo AtAGPR (Tablas [i y Il).

Paralelamente, se realizé una extraccion de proteinas, que se analizaron por
SDS-PAGE (seccion 4.16.1) y westem blot (seccion 4.16.2) para demostrar la
expresion de AtA6PR-His y AtAGPR.

4.12.2 Transformacion estable — Arabidopsis thaliana

Se seleccionaron las plantas transformadas por resistencia al antibidtico
higromicina (seccién 4.1.5). Las plantas resistentes fueron crecidas en medio
hidropénico, para a las 6 semanas de edad, analizar su DNA por PCR (protocolo y mix
GFP-AtAGPRY), amplificando desde el coddn de inicio de la secuencia que codifica la
proteina GFP hasta el extremo 3' de AtA6PR para confirmar la incorporacién del T-
DNA al genoma de la planta. A las mutantes encontradas se les permitid completar su
ciclo de vida y se recclectaron las semillas luego de su maduracion.

Posteriormente, se sembraron las semiillas obtenidas (T,) de cada linea en
medio de seleccion (MS suplementado con higromicina 25 pug/mL, seccién 4.1.5). Se
analizé la proporcién de individuos resistentes y sensibles al antibidtico para verificar la
segregacion mendeliana de la resistencia (indicio de una insercion Unica en el genoma
de la planta). Se dejaron crecer en medio hidropdnico y se identificaron mutantes
homocigotas de cada linea analizando la proporcién de semillas T; resistentes a
antibidtico, ya que el 100% de las semillas provenientes de una planta homocigota
presentan resistencia al antibittico. Posteriormente, se analiz6 la expresién génica de
las mutantes obtenidas por gqRT-PCR (seccion 4.7).
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4.12.3 Mutantes insercionales SALK

Se obtuvieron plantas de la coleccion SALK (Alonso y cols., 2003) del
Laboratorio de Andlisis Genémico del Instituto SALK (SIGnAL). Estas corresponden a
A. thaliana tipo Col-0, transformadas establemente con el plasmido pROK 2-
(Baulcomnbe y cols., 1986). Este inserta aleatoriamente un fragmento de ~4,5 kb en el
genoma de ia planta, interrumpiendo diferentes ioci. Ya que estas lineas se encuentran
parcialmente genotipificadas, es posible comprar semillas de lineas mutantes knock-
down y/o knock-out para un locus especifico. En este trabajo, se adquirieron las lineas
SALK 084572, SALK 021705, SALK 028553 y SALK 012061; en ellas la insercién de T-
DNA se encuentra supuestamente en el promotor de AtA6PR, y en los exones 3, 4 y 5,
respectivamente.

Se analizé el genoma de las plantas T; por PCR (seccitn 4.6), utilizando los
protocolos y mix GAPA — como control de calidad del DNA —, SALK — para demostrar la
presencia del T-DNA y la interrupcién del gen AtA6PR en las plantas transformadas — y
AtABPR — para descartar las plantas heterocigotas — (Tablas It y ). Se secuenci6 el
amplicon (Macrogen, USA) para identificar con precision el sitio de insercién de! T-DNA
y se determinaron los niveles de transcrito de AfA6FPR y Af2g21260 por qRT-PCR
(seccion 4.7). En forma complementaria, se analizaron datos de microarreglos de la
expresion de AfA6PR bajo diferentes condiciones de estrés abidtico, utilizando el
recurso Arabidopsis eFP Browser del servidor del Botany Array Resource (BAR,
htip://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Este, a su vez, utiliza datos de
microarreglos (Affymetfrix ATH1 array) obtenidos por Schmid y cols (2005) y del
AtGenExpress Consortium Data (hitp:/figrt0.psc.riken. jp/AtGenExpressJPN/).

Ademas, se analizb la germinacion, crecimiento (seccion 4.1.5) y perfil de
azticares (seccidn 4.13) de mutantes sometidas a distintos grados de estrés salino.

4.13 Extraccién y andlisis de azicares

4.13.1 Extraccion de azdcares

Para cada muesira, se homogenizarcn 300 mg de plantulas congeladas en N,
liquido con 1 mL de etanol 95% {calidad analitica) por 3-5 minutos. Se centrifugd la
mezcla a 10000 rpm por 10 minutos y se rescaté el sobrenadante. El precipitado se
lavé con 1 mL de etanol 80% (calidad analitica), se agité vigorosamente por 3-5
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minutos y se repitié la centrifugacién. Se rescaté este sobrenadante y después de
unirfo al anterior, se filtré con 2 capas de papel Whatman 1. Se ajustd el volumen final
de la extraccion a 2 mL y se mantuvo a -20 °C durante 16 hrs, para luego evaporar el
etanol incubando a 50 °C bajo nitrogeno gaseoso. Se redisolvié el residuo en 300 pL
de solucidn de resuspension [H.SO; 0,2 N y EDTA 0,05%], que se pasé por una
columna Sep-Pak C18 Plus (filtro de silica de alta hidrofobicidad, se utilizan para
adsorber analitos hidrofébicos de soluciones acuosas), previamente activada con 10
mL. de metanol seguidos por 10 mL de agua y 10 mL de aire. Se recuperd el eluido y
se filtré con un filiro de nylon de 0,45 pm Millex® de Millipore. Se congelaron las
muestras a -20 °C hasta el momento del analisis.

4.13.2 Analisis de azicares

Se separd la mezcla de azdcares presentes en plantulas de Arabidopsis por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) realizada en el Laboratorio de
Postcosecha del INIA — CRI La Platina. Para ello, se inyectaron 20 uL de cada muestra
a un cromatégrafo Jasco LC-Netll/ADC, que mantuvo un flujo contante (1,5 mL/min) de
la fase movil — consistente en un 82% de acetonitrilo y un 18% de agua — corriendo a
través de una columna amino Kromasil 100 — 5NH, (250 mm x 4,6 mm) durante
aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente y una presién de 15 kPa. La
deteccion se realizé a través de un detector ELSD (Evaporative Light Scattering
Detectors) SEDEX 60 LT, Sedere, y los datos obtenidos se visualizaron y cuantificaron
utilizando el software Chrompass. Los datos cbtenidos se graficaron y analizaron con
el programa GraphPad Prism, el cual utilizé un test de ANOVA para detectar
diferencias significativas (p<0,05) entre los conjuntos de datos. Las diferencias
significativas (p<0,05) entre cada conjunto de datos se obtuvieron gracias al post-test
de comparacion mdltiple de Bonferroni. Cada medicién fue realizada por duplicado a
partir de cuatro réplicas técnicas provenientes de un pool de réplicas biolégicas.

4.14 Extraccién de proteinas

4.,14.1 Extraccién desde plantas — SDS-PAGE

Se congeld 1 g de tejido en N; liquido y se homogeniz6 con 2 ml. de buffer
sodio-fosfato [NaH.PO, (pH 6,8) 100 mM; NaCl 150 mM; EDTA 10 mM: Tiourea 10
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mM; DTT 10 mM; Tween-20 0,3% v/v; Tritdn X-100 0,05% v/v]. Se centrifugd a 15.000
g por 5 minutos y se rescaté el sobrenadante con profeina para cargar geles de
poliacrilamida (Tao y cols., 1995).

4.14.2 Extraccién desde plantas — Actividad

Se homogenizé en mortero 1 g de hojas de tabaco con 5 mL de buffer PVPP
[Tris-HCI (pH 8) 100 mM; polivinilpolipirolidona (PVPP) 4% p/v y B-mercaptoetanol 10
mM]. Se centrifugd a 15.000 g por 20 minutos y se pasé la muestra por una columna
de Sephadex G-100 de 11 cm de altura y 50 mL de volumen, previamente equilibrada
con Tris-HCI (pH 9,3) 100 mM y B-mercaptoetanol 10 mM. Se concentré la fraccion rica
en proteinas por ultracentrifugacion (10 minutos a 14000 g, a 4 °C) con Centricon-30 y
se utilizé para ios ensayos de actividad (seccién 4.17; Tao y cols., 1995).

4.14.3 Extraccidn desde microorganismos.

Se crecieron células de E. coli en 200 mL de cultivo liquido (seccién 4.1.1) a 37
°C hasta una D.O.s de 0,5. Se probaron varias condiciones para inducir la expresion
de las proteinas de interés agregando IPTG hasta una concentracion final de 0,05 0 0,5
mi. Se incubd a 37 0 25 °C durante 4 hrs u O.N. (16-24 hrs) con agitacién (220 rpm),
luego de lo cual se centrifugaron y se congelaron las células a -80 °C hasta su uso.

Para extraer las proteinas, se utilizaron dos métodos para obtener proteinas
desde cultivos liquidos de E. coli. En el primero, modificado del trabajo de Figueroa e
Iglesias. (2010), se resuspendieron las células inducidas en buffer A [Tris-HC| pH 8 25
mM; NaCl 300 mM, glicerol 10%; PMSF 0,1 mM; BME 1 mM)] y se lisaron las células
por sonicacion (1 pulso de 10 segundos cada 30 segundos por 3 minutos a 40% de
amplitud), utilizando un sonicador Misonix® Microson xI12000 Ultrasonic Cell Disruptor.
En algunos experimentos, se agregé G6P 20 mM a la suspension celular antes de
sonicar. Posteriormente, se separo la fraccion soluble de la insoluble de la suspensién
celular por centrifugacion (15 minutos a 10.000 g) a4 °C.

El segundo método consistié en lisar las células a través del reactivo B-PER®
(Bacterial Protein Extraction Reagent) de Thermo Scientific, que utiliza detergentes no
idnicos y enzimas — lisozimas y DNasa | — para lisar las células y solubilizar proteinas.
Se utilizé este método siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.15 Expresi6n in vitro de proteinas.

Se utilizd el kit Expressway™ Cell-Free Expression System de Invitrogen, el
cual permite la transcripcién y traduccidn in-vitro de una secuencia de DNA en una sola
reaccion, produciendo una proteina recombinante de facil deteccién y purificacién al
agregar un epitopo 6xHis escindible en el extremo N-terminal de la proteina
(www.invitrogen.com). La reaccidn se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante, utilizando 1 pg del vector pEXP5-NT-AtAGPR como DNA templado y 1 pg
del vector pEXP5-NT/CALML3 como control positivo de la reaccion.

4.16 Andlisis de proteinas

Las proteinas obtenidas se cuantificaron por método de Bradford, utilizando el
reactivo comercial Protein Assay Dye Reagent Concentrate (de Bio-Rad) y luego se
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes
(SDS-PAGE) y western blot.

4.16.1 SDS-PAGE

Se cargaron muesfras de proteinas en geles de poliacrilamida 15% pfv [1,2 mL
de agua destilada; 2,5 mL de solucioén de acrilamida 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0,8 %
(piv); 1,25 mL de buffer Tris-HC! 1,5 M pH 8,8; 25 pl de SDS 20% (p/v); 25 L de APS
10 % (p/v) fresco y 2,5 uL de TEMED)]. El gel compresor fue preparado al 4 % (p/v)
[1,539 mL de agua destilada; 335 uL de una solucién de acrilamida 30 % (p/v) y bis-
acritamida 0,8 % (p/v); 625 L buffer Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 12,5 ul. de SDS 20% (p/v);
25 uL de APS 10 % (p/v) fresco y 5 pL de TEMED].

Se realiz6 la electroforesis con los geles sumergidos en buffer de cormida [Tris-
HCI 25 mM pH 8,8, glicina 200 mM y SDS 0.1 % (p/v)]. Se mezclaron las muestras con
una solucién 5X de tampén de carga [Tris-HC| 60 mM pH 6,8; glicerol 25 % (v/v), BME
28,8 mM, azul de bromofenol 0,1 % (p/v) y SDS 2 % (p/)] y se incubaron a 90 °C por
10 min. Se cargaron entre 25 g de proteinas de cada muestra y se corrié por 30
minutos a un potencial de 85 V y luego por 1 hora y media a un potencial de 120 V. Los
geles fueron revelados mediante tincién de Coomassie. Las bandas obtenidas fueron
analizadas con el software ImageJ 1.47.
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4.16.2 Western-blot

Una vez resuelto el gel SDS-PAGE, se transfiié a una membrana de
nitrocelulosa usando Trans-Blot® SD “Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” de Bio-
Rad. La transferencia se efectud a 15 V por 20 min y luego se comprobd incubando la
membrana con una solucion de Rojo de Ponceau [Rojo de Ponceau 0,1 % (p/v), acido
acético 5 % (v/v)] que se elimind posteriormente lavando la membrana con agua
destilada. Luego de la transferencia se incub6 la membrana O.N. a 4 °C, con agitacién
suave, en una solucion de leche marca Svelty 4% (p/v) en TBS-T [Tris-HCI 20 mM pH
7,5, NaCl 140 mM y Tween-20 0,1 % (v/v)] para evitar la unién inespecifica de
anticuerpos a la membrana. Posteriormente, ésta se lavo 3 veces con TBS-T durante
10 min para después incubarla, con agitacién suave, durante 3 horas a temperatura
ambiente en la solucién de anticuerpo primario [‘Monoclonal Anti-polyHistidine antibody
produced in mouse” de Sigma®, disuelto 1:3000 en solucién de leche 4% (p/v) en TBS-
T o en suero sanguineo anti-AtABPR generado en ratén (Wurman, seminario de titulo
Ing. Biotecnologia Molecular, 2013) 1:4000 en solucién leche 2% (p/v) en TBS-T].
Luego, se lavé la membrana 3 veces con TBS-T durante 10 min y se incubd con
agitacion suave durante 2 horas a temperatura ambiente en solucién de anticuerpo
secundario [‘Anti-Mouse IgG (whole molecule) alkaline phosphatase conjugate”, de
Sigma®] disuelto 1:25000 en solucién de leche 5% (p/).

Para revelar el western blot, se lavo la membrana 3 veces con TBS-T durante
10 min y 2 veces con buffer alcalino [Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl, 5
mM] durante 5 min. Luego, se incubéd la membrana a temperatura ambiente con 30 mL
de buffer Alcalino, 198 uL de NBT 50 % (p/v) en DMSO y 99 pL de BCIP 50 % (p/v) en
DMSO, hasta que las bandas se hicieran visibles (~ 5 min). Finalmente la reaccién se
detuvo con 20 mL de EDTA 20 mM.

4.16.3 Purificacién de proteinas

Se purifico 6xHis-MdABPR y 6xHis-AtABPR desde los lisados de células por
cromatografia de afinidad a iones metdlicos inmovilizados (IMAC), utilizando columnas
His-trap™ HP de GE Healthcare Life Sciences de 1 mL. Estas columnas contienen una
matriz de sefarosa unida a iones de Nique! (Ni*"), al que se une e} epitopo de histidinas
presentes en la proteina recombinante, siendo ésta retenida mientras el resto de las
proteinas presentes en la mezcla son eluidas en las primeras fracciones. Se cargo el
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sobrenadante del lisado de células en la columna (previamente equilibrada con 10
volimenes de buffer A). Se eluyeron las proteinas unidas débiimente a la columna con
buffer A suplementado con imidazol 40 mM y las proteinas unidas fuertemente a la
columna con buffer A suplementadc con imidazol 300 mM, recolectando
aproximadamente 10 fracciones de 2 mL. La proteina recombinante se obtuvo
generalmente en la primera fraccion eluida con imidazol 300 mM. La proporcion de
proteina purificada se calcul6 a fravés del software de andlisis de imagen Imaged, con
el cual se evalud la cantidad de proteina contenida en cada banda de cada carril, lo
que permitié establecer qué proporcién de la proteina total corresponde a AtA6PR.

4.17 Ensayos de actividad

Se realizaron ensayos de actividad enzimatica in vitro, midiendo el aumento o
disminucion de la absorbancia a 340 nm de A (Aax) en la mezcla de reaccion a medida
que se oxida NADPH o se reduce NADP'. La medicion se realizd con un
espectrofotdometro Unicam UV4-100, donde se llevé a cabo la reaccidn en cubetas
plasticas de 500 uL de capacidad, a temperatura ambiente.

Se probaron diversas mezclas de reaccion para medir la actividad de la
proteina, utilizando como modelo las mezclas de reaccion utilizadas por varios autores,
Para las proteinas extraidas desde tabacos transformados, las mezclas utilizadas
consistieron en buffer Tris-HCI 45 mM (pH 9,3), NADP* 0,91 mM, S6P 18 mM y entre
10 y 20 ug de preparacion enzimatica concentrada (seccion 4.14.2) en un volumen final
de 200 uL (para la oxidacion de S6P), segiin lo descrito para AGPR de Malus
domestica (manzana) por Tao y cols. (1985). Para la reduccién de G6P a S6P, Ia
mezcla de reaccion se compuso de Tris-HCI 100 mM (pH 8), NADPH 0,2 mM, G6P 50
mM, y entre 10 y 20 ug de enzima concentrada (seccién 4.14.2) en un volumen final
de 200 pL. En los ensayos donde se utilizé proteina proveniente de E. colj, las mezclas
utilizadas fueron variantes de Ia reaccién llevada a cabo por Figueroa e Iglesias (2010),
donde se mezclaron Tris-HC! 100 mM (pH 8), NADP* 1 mM, S6P 20 mM y entre 10 y
100 ug de preparacion enzimatica o enzima purificada en un volumen final de 500 L
para la oxidacion de S8P o Tris-HCI 100 mM (pH 8), NADPH 0,2 mM, G6P 50 mM, y
entre 10 y 100 ug de preparacién enzimatica o enzima purificada en un volumen final
de 500 pL (para la reduccion de G&P).
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5 RESULTADOS

5.1 Formacion de los vectores pGWB2-AtA6PR, pGWB8-AtAG6PR y pEXP5-NT-
AtAGPR.

Uno de los objetivos de este trabajo consiste en determinar la actividad
enzimatica de AtABPR. Para ello, lo ideal es obtener la enzima purificada, tarea que se
facilita enormemente al expresar la enzima fusionada a un epitopo que permita su
unién a una matriz. Con este propésito, se creé el vector pEXP5-NT-AtA6PR (Tabla
IV}, el cual permite la expresion in-vifro de AtA6PR fusionado a un epitopo de 6
histidinas (6xHis) en el extremo N-terminal.

Dado que se busca dilucidar la actividad de la proteina, que puede depender de
modificaciones post-traduccionales que el sistema /n vitro descrito no realiza, se
decidio expresarla en forma paralela en plantas de tabaco. Para ello, se crearon los
vectores pGWBZ—Kt;ﬁ:éPR“y pGWB8-AtAGPR (Tabla IV} para la expresion in planta de
la proteina de interés. Mediante el vector pGWBS, se aiiade el epitopo (6xHis) en la
region C-terminal a la proteina; por lo tanto el CDS de AfA6FR fue clonado en este
vector sin coddn de término, a diferencia de su clonacién en pGWB2, un vector que no
agrega epitopos a la proteina.

Se obtuvo por PCR (seccion 4.6) los fragmentos AtABPR.FL y AtA6PR.ss (que
contienen la regidon codificante de AfA6PR con y sin codén de término,
respectivamente, seccion 4.8.3), utilizando como templado el vector pCR8-AtS6PDH
(Zamudio, 2010).' El fragmento AtABPR.FL se cloné en los vectores pEXP5-NT vy
pCR®8 (Figura 4), mientras que AtASPR.ss fue clonado sélo en el vector pCR®8
(seccion 4.9.1), obteniéndose asi los vectores de entrada pCR8-AtA6PR.FL y pCR8-
AtABPR.ss y el vector de expresién in vifro pEXP5-NT-AtAGPR (Tabla V).

Cada vector se propagd en células de E. coli. En cada uno de ellos se
comprobd la presencia del fragmento AfAG6PR, su orientacién respecto al promotor (T7;
PEXP5-NT-AtABPR) o los sitios aff (pCR8-AtAGPR.FL y pCR8-AtA6PR.ss) por PCR y
digestion enzimatica (seccidn 4.10, datos no mostrados) y la fidelidad de la clonacién
por secuenciacién (100% de identidad nucleotidica respecto al CDS de AfA6PR
depositada en www.arabidopsis.org).

38

STy e




Posteriormente, se utilizé el vector pEXP5-NT-AtA6PR para la reaccion de
transcripcion y traduccion in vitro (seccién 4.15). Los vectores pCRS8-AtA6PR.FL y
p'bRB-AtAGPR.ss, por su parte, fueron utilizados para transferir por recombinacion el
fragmento a los vectores pGWB2 y pGWB8 respectivamente, formando asi los
vectores pGWB2-AtA6PR y pGWBS-AtA6PR (seccion 4.9.2, Figura 5), que también
fueron evaluados por PCR, digestion con enzimas de restriccién v secuenciacion
(donde también se obtuvo un 100% de identidad nucleotidica, datos no mostrados).
Estos se utilizaron para transformar A. tumefaciens (seccion 4.11.2), con la cual se
transformé transitoriamente hojas de tabaco por agroinfiltracion (seccién 4.11.3).

5.2 AtA6PR obtenida por transformacion transitoria de N. fabacum.

5.2.1 Obtencién de AtAGPR v AtAGPR-His.

Tres dias luego de la transformacién, se cosecharon las hojas de tabaco
transformadas y se realizd una reaccién de RT-PCR para verificar la expresion del
mRNA de AtA6FR (seccidn 4.12.1). En la Figura 6.A se puede observar una banda del
tamano esperado (poco menor a 1 kb) tanto en las muestras transformadas para
expresar AtA6FR como en e! control positivo, a que no se observa en ninguno de los
controles negativos (muestras de RNA — carmiles sin RT— y hoja infiltrada con medio de
infiltracién). Se comprueba que la falta de amplicon de AtA6PR en los controles
negativos se debe a la falta de cDNA de este gen en particular y no a una baja calidad
del cDNA, ya que en esta misma muestra el fragmento del gen 78S si es amplificado al
igual que en las muestras transformadas (Figura 6.B)

Una vez verificada ia expresion de AfA6FPR, se extrajeron las proteinas de las
muestras para analizarlas por SDS-PAGE y Westemn Blot (secciones 4.14.1 y 4.16). En
el gel tefiido con azul de Coomassie (Figura 6.C) se observa una gran banda de ~50
kDa, que corresponde a la subunidad grande de la proteina RuBisCo (Maier y cols.,
2012). Sin embargo no se distingue mayor presencia de bandas a ~35-38 kDa (los
tamarios esperados para AtA6PR y AtA6PR-6xHis, respectivamente). En la Figura 6.D
(Western blof) se observa la presencia de AtA6PR-6xHis en el carril correspondiente a
la hoja infiltrada con el vector pGWB8-AtAGPR, la cual migra de manera semejante al
control positivo utilizado (MdAG6PR, Figueroa e Iglesias, 2010). Sin embargo, nc se
observa una banda similar corespondiente a AtA6PR ya que el anticuerpo utilizado
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(["Monoclonal Anti-polyHistidine antibody produced in mouse” de Sigma®, seccién
4.16.2) reacciona especificamente con el epitopo 6xHis. Esto confirma la construccion
de los vectores, indicando que pGWB2-AtA6PR y pGWB8-AtA6PR son adecuados
para la expresion de AtA6PR in planta y que el ultimo es adecuado para la sintesis in
planta de AtA6PR-6xHis en N. tabacum.
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Figura 6: Expresién de AtA6PR en hojas de tabaco. A: RT-PCR del CDS de AtA6PR. B: RT-PCR de un
fragmento interno de 718S. C: Gel de SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. D: Western Blot realizado
con antisuero a-6xHis. PM: Estandar de peso molecular. RT: muestras de mRNA tratadas con

Transcriptasa Reversa. sin RT: muestras de mRNA sin tratamiento con Transcriptasa Reversa (Controles
Negativos de la reaccién de RT-PCR). +: Control positivo de la reaccion (vector pCR8-AtABPR.FL en A,
DNA de tabaco de tipo silvestre en B, mix de proteinas solubles de E. coli transformadas para expresar
Md-ABPR-His en C y D) 1: cDNA (en A y B) o proteinas (en C y D) extraidas desde hojas infiltradas sélo
con medio de infiltracion (control negativo de la transformacion). 2: cDNA (en A y B) o proteinas (en C y D)
extraidas desde hojas de tabaco transformado con pGWB2-AtA6PR (proteina sin epitopo, actia como
control negativo del westemn-blot). 3: cDNA (en A y B) o proteinas (en C y D) extraidas desde hojas de
tabaco transformadas con pGWB8-AtA6PR (AtABPR-6xHis). Las cabezas de flecha marcan las bandas
correspondientes a His-AtA6PR (carril +) y AtA6PR-6xHis (carril 3).
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5.2.2 Purificacién y actividad de AtA6PR y AtA6PR-His

Una vez confirmada la acumulacion del transcrito de AfA6PR y AtA6PR-6xHis y
de la proteina AtA6PR-6xHis en las hojas transformadas, se realizaron extracciones de
proteinas totales para examinar su actividad con G6P, manosa-6-P y S6P, respecto a
las provenientes de hojas no transformadas (secciones 4.14.2 y 4.17). Para eliminar
posibles impurezas que pudieran interferir con la reaccion, se purificd parcialmente el
extracto de proteina (seccion 4.14.2, Figura 7) por cromatografia de exclusion
molecular, utilizando una columna de Sephadex G-100, obteniéndose 18 fracciones de
1,5 mL que se analizaron por SDS-PAGE (Figura 7). Como se observa en la Figura

A PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PM 10 11 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 7: Purificacién parcial de AtA6PR y AtA6PR-His producida en plantas. A: Fracciones 1-18
(carriles 1-18) obtenidas al separar cromatograficamente proteinas extraidas desde hojas de tabaco
transformadas con el vector pGWB2-AtA6PR por una columna de Sephadex G-100 de 11 cm de altura y
50 mL de volumen. B: Fracciones 1-18 (carriles 1-18) obtenidas al pasar proteinas exiraidas desde hojas
de tabaco transformadas con el vector pGWB8-AtA6PR por una columna de Sephadex G-100 de 6 cm de
altura y 12 mL de volumen. La diferencia en la altura y volumen de las columnas explica las diferencias
entre el patron de bandeo de las figuras A y B. PM: Estandar de peso molecular.
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7.A (correspondiente a exiractos con presencia de AtA6PR), se obtuvo proteina en
todas las fracciones recolectadas, con las proteinas de mayor tamafio en las fracciones
iniciales y las de menor tamafio en las fracciones finales. En la Figura 7.B (extractos
con presencia de AtABPR-His) se observaron resuitados simifares pero con una menor
separacion de proteinas ya que se utilizé una columna de menor tamafio. Ya que el
tamaiio esperado de AtAGPR y AtABPR-His corresponde a ~35 kDa, se tomaron las
fracciones con mayor presencia de proteinas entre 30 y 40 kDa (fracciones 7-18 para
AtABPR y 6-10 para AtABPR-His), que se utilizaron para los ensayos de actividad.
Inicialmente, no se encontrd actividad en ninguna de las muestras examinadas
(provenientes de las hojas transformadas con los vectores pGWB2-AtAGPR y pGWES-
AtAGPR), por lo que la mezcla de proteina se concentrd con columnas Centricon-30 y
se repitieron los ensayos de actividad. Si bien en estas condiciones se obtuvo actividad
enzimética (se detectd reduccién de NADP® al utilizar S6P como sustrato) con el
extracto proteico concentrado obtenido de las hojas transformadas con el vector
PGWB2-AtABPR, las réplicas biol6gicas no reprodujeron los datos obtenidos, por lo
que se detuvieron los experimentes para determinar la actividad de AtA6PR in planta.

5.3 His-AtA6PR obtenida por sistema de expresion in vitro.

Una vez realizada la reaccién de transcripcidén y traduccion in vitro a 37 °C
(siguiendo las instrucciones del fabricante), se analiz6 la mezcla de reaccién por SDS-
PAGE y Western Blot (seccién 4.16). En el gel tefiido con azul de Coomassie (Figura
8.A), se observé gran nimero de proteinas involucradas en la reaccién, sin destacarse
bandas de gran groser a ~38 kDa (el tamafio esperado de His-AtA6PR). En el western
blot (Figura 8.B), sin embargo, se observa la presencia de la proteina de fusion,
indicando que el sistema es capaz de sintetizar His-AtAGPR. Se intenté optimizar la
eficiencia de la reaccién variando la temperatura (segin indicaciones del fabricante),
sin obtenerse sintesis de proteina a 33 °C o 30 °C (Figura 8.B). Sin embargo, a 37 °C
la mayoria de His-AtA6PR se encuentra en la fraccién insoluble (datos no mostrados).
Se realizaron ensayos de actividad con la mezcla obtenida después de la transcripcién
y traduccién in vitro. Lamentablemente, las proteinas involucradas en e! sistema de
transcripcitn y traduccién también presentaron actividad redox en presencia de NADP™*
y NADPH, impidiendo obtener resultados claros de actividad (datos no mostirados).
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Figura 8: Expresion in vitro de His-AtA6PR a diferentes temperaturas. A: gel de SDS-PAGE tefido
con azul de Coomassie. B: Western-biot realizado con anticuerpo a-6xHis. PM: Estandar de peso
molecular. Las temperaturas sefialadas indican a que temperatura se incub6 cada reacién durante la
transcripcion y traduccion in vitro.

Por esta razén, y debido a que el propoésito de este sistema de expresién fue la
obtencién de His-AtA6PR pura (lo que fue impedido por la pequefia cantidad de
proteina soluble obtenida) se optd por expresar la enzima utilizando un sistema
heterblogo en E. coli, desarrollado en paralelo en el Laboratorio de Biologia Molecular
Vegetal durante el transcurso de este trabajo para la sintesis de un antisuero a-His-
AtABPR (Wurman, 2013).

5.4 His-AtA6PR obtenida por expresion en bacteria.

5.4.1 Expresién en bacteria de His-AtA6PR.

Durante el desarrollo de este trabajo, en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal
se cred el vector pET28a-AtA6PR para la produccion de un antisuero a-His-AtA6PR
(Tabla IV; Wurman, 2013) que permite la sobreexpresion de His-AtA6PR en E. coli.
Debido a que en ambos sistemas de expresion analizados previamente (in planta e in
vitro, secciones 5.2 y 5.3 respectivamente) no se logré purificar la enzima ni detectar
actividad, acompafiado de una baja cantidad y/o volumen de proteina producida, se
decidié purificar la proteina recombinante de fusién a partir de la sobreexpresién
inducible por IPTG en E. coli.
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Se optimizé la produccion de His-AtAE6PR utilizando diferentes condiciones de
induccién (Figura 9). se probaron 2 temperaturas (25 °C y 37 °C), 2 concentraciones
de IPTG (500 uM y 50 uM) y 2 tiempos de induccion (4 y 16 hrs). Estos ensayos
también se realizaron en la proteina 6xHis-MdABPR de manzana (Malus x domestica,
Figura 9.B) clonada en el vector pET19b (Tabla IV) y expresada en E. coli por
Figueroa e Iglesias (2010), la cual se utilizé en este trabajo como control positivo.

Para poder analizar las condiciones de la induccién, fue necesario primero lisar
las células obtenidas. Para ello, se probaron 2 métodos de lisis celular. Inicialmente, se
utilizé la sonicacién (seccion 4.14.3), sin embargo, se comprob6 que este método
afect6 la actividad de la enzima (seccién 5.4.3), la cual se recuperé parcialmente al
realizar el sonicado en presencia de uno de sus sustratos (G6P, datos no mostrados},
Ademas, se probd el método de lisis por detergentes del reactivo B-PER® (Bacterial
Protein Extraction Reagent), con el cual se obtuvieron cantidades de proteinas
similares a las obtenidas por sonicacién, y se evitaron pérdidas de actividad sin
necesidad de afiadir G6P, por lo que el resto de los andlisis se realizaron utilizando
este método.

Ya lisadas las células, se realiz6 SDS-PAGE para analizar el efecto de las
condiciones de induccién probadas (Figura 9). En las Figuras 9.A.i y ii, se observa
presencia de un gran nimero de proteinas, sin destacarse 6xHis-AtA6PR por su mayor
nivel de expresién. Sin embargo, al realizarse un Western Blot a-6xHis se observd la
presencia de una tnica banda entre 30 y 40 kDa (que corresponde al tamafio esperado
para 6xHis-AtA6PR) en todas las muestras inducidas por IPTG. Dado que AtAGPR es
una proteina citoplasmatica (Zamudio, 2010), se espera encontrar proteina activa en la
fraccidn soluble del lisado de células. En las Figuras 9.iil y iv, se destaca una banda
de mayor intensidad en las fracciones solubles (carriles S), que en las insolubles
(carriles P). Esta diferencia es mas evidente en la muestra inducida con IPTG 500 MM
por 4 hrs a 25 °C (cabezas de flecha negra), indicando una mayor proporcion de
proteina soluble.

En las Figuras 9.B i y ii, se puede observar una gran sobreexpresién de 6xHis-
MdAGPR con la mayor parte de ésta en la fraccién inscluble (carriles P), indicando que
la proteina forma cuerpos de inclusion. Sin embargo, en el ensayo de Western Blot
(Figuras 9.B.iii y iv) se logra observar presencia de proteina en las fracciones solubles
(carriles S), con una menor presencia de proteina insoluble en la muestra inducida con
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Figura 9: Optimizacién de las condiciones de induccién de His-AtA6PR y His-MdA6PR. A: Induccién
de His-AtA6PR en E. coli BL21-pLysS transformada con pET28a-AtA6PR. B: Induccion de His-MdABPR
en E. coli BL21 transformada con pET19b-MdABPR. i, ii: Proteinas totales (tincion: azul de Coomassie). iii,
ivi Western blot realizado con anticuerpo a-6xHis. 4 hrs: Muestras inducidas por 4 horas a las
temperaturas y [IPTG] indicadas. O.N.: Muestras inducidas por 16 hrs a las temperaturas y [IPTG]
indicadas. ~IPTG: Muestras sin induccién de IPTG, incubadas a las horas y temperaturas indicadas. PM:
Estandar de peso molecular. S: Fraccion soluble del lisado de células. P: Fraccion insoluble del lisado de
células. Cabezas de flecha negra: Condiciones con mayor acumulacion de His-AtA6PR. Cabezas de
flecha roja: Condiciones con mayor acumulacién de His-MdA6PR soluble.
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IPTG 0,5 mM por 4 hrs a 25 °C (cabezas de flecha roja). Estas se consideraron las
condiciones 6ptimas de induccién para ambas proteinas y fueron utilizadas en los
experimentos posteriores. Se puede observar en las Figuras 9.B.iii y iv que existe una
ligera expresidn de 6xHis-MdABPR cuando no hay induccién por IPTG (carriles -
IPTG). Esto se debe a que el vector pET18b-MdJASPR fue transformado en Ia cepa
BL21(DE3) de E. coli, |a cual permite la expresién basal de proteinas recombinantes
reguladas por el promotor T7, mientras que el vector pET28a-AtASPR fue transformado
en [a cepa BL21(DE3)plysS, que al contener la lisozima T7 disminuye los niveles
basales de expresién de proteinas bajo el control del promotor homénimo. Para
aumentar los niveles de expresion de 6xHis-AtA6PR, se transformaron también con
este vector células de la cepa BL21(DE3), con la que se utilizaron las mismas
condiciones de expresion determinadas anteriormente (datos no mostrados)

5.4.2 Purificacién de His-AtA6PR.

En este trabajo se buscd determinar los pardmetros cinéticos de His-AtA6PR,
para lo cual fue indispensable contar con la enzima purificada. Para ello, y una vez
obtenidos los extractos crudos de proteinas sclubles — donde His-AtABPR representa
un 41,3% de Ia proteina total en la muestra (segtin lo calculado con el software de
analisis de imagen ImageJ) -, se purificé 6xHis-AtASPR por cromatografia de afinidad
a ones metalicos inmovilizados (IMAC) (seccién 4.16.3). De acuerdo a lo esperado, la
proteina recombinante fue retenida mientras el resto de las proteinas presentes en ia
mezcla resultaron eluidas en las primeras fracciones (Figura 10.A y 10.B, carriles 1-
5). Para optimizar la purificacién y la actividad enzimética de la proteina purificada
(seccion 5.4.3), se probaron algunas modificaciones a la solucién buffer descrita por
Figueroa e Iglesias (2010): se disminuy6 la concentracién de NaCl en el buffer de 300
mM a2 20 mM (ya que se ha reportado que esta sal puede disminuir la actividad de Ja
enzima, Figueroa e Iglesias, 2010), se agregé Tween-20 y se eliminé el EDTA (ya que
otras deshidrogenasas de Arabidopsis como AtSDH contienen sitios de unién a zinc,
Aguayo y cols., 2013). Sin embargo, no se observaron cambios considerables en ef
grado de purificacién o actividad obtenidos con todas las variaciones del buffer
utilizado, por lo que finalmente se utilizé el buffer A descrito en la seccién 4.14.3 [Tris-
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HCI pH 8 25 mM; NaCl 300 mM, glicerol 10%; PMSF 0,1 mM; BME 1 mM]. De esta
manera, se logré purificar His-AtA6PR, obteniéndola como un 99,27% de la proteina
total contenida en la muestra purificada (Figura 10.A y 10.B, carril 6).
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Figura 10: Purificacion de 6xHis-AtA6PR por columnas de Niquel. A: SDS-PAGE de fracciones
eluidas de una columna de His-trap (tincion: azul de Coomassie). B: Westemn blot de fracciones eluidas de
una columna de His-trap (anticuerpo: a-His-AtA6PR). PM: Estandar de peso molecular. EC: Fraccion
soluble del extracto crudo de proteinas obtenidas de E. coli transformada con pET28a-AtA6PR e inducida
con 0,5 mM IPTG por 4 hrs a 25 °C. 1: Frente de proteinas sin afinidad por la columna. 2, 3, 4, 5:
Fracciones obtenidas al lavar la columna con 40 mM imidazol. 6, 7, 8, 9: Fracciones obtenidas al lavar la
columna con 300 mM imidazol. Se observa la elucién de His-AtA6PR en la fraccion 6. Cabezas de flecha
negras: 6xHis-AtA6PR.

5.4.3 Actividad enzimatica de His-AtA6PR

Se realizaron numerosos ensayos de actividad para determinar la capacidad
catalitica de 6xHis-AtA6PR. Para verificar si la enzima producida en E. coli es activa,
se examiné la actividad in vitro de las fracciones purificadas de enzima tanto como la
presente en extractos proteicos crudos de E. coli (células inducidas por IPTG respecto
a extractos provenientes de células no inducidas que, cabe destacar, presentan un
nivel basal de acumulacion, Figura 11.A), utilizando como control positivo de la
reaccion extractos crudos de la enzima 6xHis-MdA6PR descrita en la seccién previa
(Seccion 5.4.1).

Inicialmente, fue dificil observar actividad en los ensayos realizados con
AtABPR, por lo que se modificaron las condiciones de produccion de la proteina, las de
extraccion y purificacién de la misma y las del ensayo de actividad. Se aumenté la
produccion de His-AtA6PR en E. coli repitiendo la clonacién del vector pET28a-AtA6PR
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en la cepa BL21 (DE3), que al no poseer el pldsmido pLysS permitié un mayor nivel de
expresion de AtABPR, enriqueciendo el extracto que pasé de representar el 17% a
conformar el 37% del total de proteinas en Ja extraccion (Valores calculados de
acuerdo al softlware de procesamiento de imagenes Imaged, Figura 11.A).

Se modificaron las condiciones de extraccién de la proteina producida en la
cepa BL21 (DE3) a través de varios métodos. Inicialmente las células fueron lisadas
por sonhicacién, sin embargo el protocolo utilizado elimind la actividad de la mezcla de
proteina sin purificar, la cual se recuperé parcialmente luego de una incubacién de 10
minutos (aproximadamente) en la mezcla de reaccién (datos no mostrados). Para
proteger la actividad de la proteina, se redujo la duracién de los pulsos de sonicacién
(de 10 segundos ON con intervalos de 20 segundos OFF durante 5 minutos a 3
segundos ON con intervalos de 2 segundos OFF durante 2 minutos), y se agregdé BME
1 mM y PMSF 0,1 mM posterior a la sonicacién de las muestras, para proteger los
residuos de cisteina de la proteina de posibles oxidaciones que afectaran su estructura
terciaria. Ya que en presencia de sus susfratos ia proteina recuperd actividad, se
agregd G6P 20 mM al buffer de sonicacién para proteger la enzima, sin embargo en
estas condiciones la mezcla de proteinas redujo NADP" sin la adicion de S6P como
sustrato, probablemente debido a la presencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Banerjee y Fraenkel, 1972) y por lo tanto, alterando las mediciones de la reaccién de
oxidacién de S6P con reduccién de NADP®. Este problema especifico fue solucionado
al reemplazar el protocolo de sonicacion por el reactivo de extraccién de proteinas B-
PER®. Respecto a la purificacion de la proteina, se probaron las diferentes condiciones
detaliadas en la seccién 5.4.2.

Las variaciones al ensayo de actividad aplicadas tanto en la enzima purificada
como en los extractos crudos consistieron en modificaciones del pH de la reaccion (7,5;
8, 8,2 y 9), se agregé una incubacién de la enzima purificada de 5 minutos a
temperatura ambiente (antes de agregarla a la mezcla de reaccién) y se vari6 la
concentracion de glicerol presente enia enzima (sdlo en la enzima purificada): se
aumento hasta un 30% v/v o bien se disminuy6 por didlisis (que provoct que la enzima
se agregara). Adicionalmente, se evalud el efecto de Zn*, Mg?* y Mn?* en la actividad
de His-AtABPR, ya que estudios previos han sugerido que algunos cationes divalentes
pueden tener efecto en la actividad de MdAGPR (Zhou y cols., 2003). Si bien se
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Figura 11: Optimizacién de la obtencién His-AtA6PR. A: Efecto de la cepa de E. coli (BL21(DE3) y
BL21(DE3) pLysS) utilizada para la expresion de 6xHis-AtA6PR. +IPTG: Muestras inducidas con IPTG 0,5
mM durante 4 hrs a 37 °C. —-IPTG: Muestras sin induccion de IPTG, incubadas en iguales condiciones de
temperatura y tiempo que las inducidas. B: Optimizacion de lisis celular para ensayos de actividad y
purificacién de 6xHis-AtA6PR por los métodos de sonicacion y utilizando el reactivo B-PER. BL21: Células
de la cepa BL21(DE3) sin transformar (control negativo). i: Proteinas totales (tincién: azul de Coomassie).
ii: Western blot realizado con anticuerpo a-6xHis. PM: Estandar de peso molecular. S: Fraccion soluble del
lisado de células. P: Fraccion insoluble del lisado de células. Cabezas de flecha negra: 6xHis-AtA6PR

observaron mayores pendientes al agregar Mn®** 1 mM a la enzima (antes de agregar
ésta a la mezcla de reaccién), el analisis estadistico (ANOVA) indicé que las
diferencias observadas no fueron significativas. También se probaron sustratos
alternativos para la enzima: no se observé actividad con manosa-6-fosfato (sustrato de
la manosa-6-fosfato reductasa, que presenta un porcentaje de identidad superior al
60% con AtA6PR), NAD" o NADH. Para los controles positivos, realizados con A6PR
de Malus x domestica, se encontré actividad para la reduccién de G6P y para la
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oxidacion de S6P solo utilizando NADPH o NADP® (respectivamente) a todos los pH
probados.

A pesar de estos impedimentos, fue posible determinar que para la reaccion de
oxidacién de S6P a G6P (con reduccion de NADP®, Figura 12.A) los extractos crudos
de His-AtA6PR (obtenidos de la cepa sin pLysS — por lo tanto los extractos sin
induccion por IPTG también presentan expresion de la enzima pero en menor cantidad
— Figura 12.A) presentaron una actividad de 26,28 nmoles de NADPH formado por mg
de mezcla enzimatica por minuto, valor significativamente mayor que el detectado para
los mismos extractos no inducidos por IPTG (6,91 nmoles mg™ min™). De igual manera,
los extractos crudos de His-MdAGPR catalizan la formacion de 61,49 nmoles NADPH
min” mg™. Por ofro lado, para la reaccién de reduccién de G6P a S6P (con oxidacién
de NADPH, Figura 12.B) no fue posible detectar actividad en las muestras de His-
AtABPR, sin embargo, la actividad de las muestras provenientes de His-MdJAGBPR
presentan una actividad de 128,8 nmoles min® mg' de mezcla enzimatica, la cual
coincide con la descrita en la literatura para extractos crudos de esta enzima (136
nmoles mg™ min™', Figueroa e Iglesias, 2010). Asi, al utilizar extractos crudos de His-
AtABPR fue posible encontrar actividad soélo para la oxidacion de S6P a pH8 (sin
necesidad de preincubar la enzima a temperatura ambiente), la cual podria aumentar
con la adicién de Mn?".

A Reduccion de NADP* B I Oxidacion de NADPH

e @8 PTG 05 mM
BR PTG 0 mM

Focd 28 PTG 0,5 mM
23 PTG 0 mM

Actividad
nmol NADPH m g'min’
5
Actividad
nmel NADPH m g'm Iri"*

o4

AASPR MdASPR

Figura 12: Actividad de His-AtA6PR y His-MdA6PR en extractos crudos de proteina. A: Reaccion de
oxidacion de sorbitol-6-fosfato con reduccién de NADP®. B: Reaccién de reduccién de glucosa-6-fosfato
con oxidacion de NADPH. *: p<0,05. ***: p<0,001. ns: no hay diferencias significativas entre las
condiciones sefialadas. n = 6. Se aplico el test de ANOVA y el post-test de Tukey para encontrar
diferencias significativas entre los grupos de datos. Las barras de error sefialan la desviacion estandar
obtenida para cada grupo de datos.
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5.5 Obtencidn de plantas con menores niveles de expresién de AtA6PR.

La forma mas directa de esclarecer el rol de AtA6PR en el metabolismo de
Arabidopsis, es la creacién de plantas mutantes que carezcan o posean niveles
disminuidos de la proteina funcional. Para ello, se llevaron a cabo dos estrategias: en
la primera, se adquirieron plantas de la coleccion SALK, que presentan una insercion
de T-DNA que interrumpe el gen de interés (seccidn 5.5.2).

La segunda estrategia consistié en transformar semillas de Arabidopsis con el
vector pMDC43-AtA6PR (Zamudio, 2010), el cual fue creado para obtener la
localizacion subcelular de la proteina, por lo que fusiona GFP N-terminal a AtA6PR. Sin
embargo, este vector presenta inesperadamente un codén de stop entre GFP y
AlA6PR, por lo que en plantas transformadas se obtiene produccién del mRNA de
GFP-AtAEPR pero sélo GFP se traduce a proteina (Zamudio, 2010). Este vector puede
ser empleado como una herramienta para estudiar el papel que juega AtAPR in vivo,
considerando los resultados obtenidos anteriormente en el laboratorio donde, al
acoplar un gen vegetal del mismo tamario de AfA6PR (GONST3; ~1000 pb) a una
secuencia relativamente larga (~700 pb) como la de GFP, se gatillé SGPT por co-
supresion, algo que no ocurrid al expresar GONST3-His (de menor estabilicfad) enla
misma planta (Miranda, 2008). De acuerdo a estos antecedentes, si bien el vector
pPMDC43-AtA6PR no resultdé funcional para determinar la localizacién subcelular de
AtA6PR, si constituye un vector adecuado para gatillar SGPT por co-supresitn de
AtA6PR en plantas.

55.1 '_I'ransformantes con pMDC43-AtA6PR

Se transformaron plantas de Arabidopsis con pMDC43-AtA6PR y se
recolectaron sus semillas. Debido a que este vector utiliza higromicina como antibistico

de seleccidn, se identificaron las semillas transformadas sembréndolas en medio con
este antibidtico (seccién 4.1.5) y transplantando aquellas resistentes. Estas pudieron
ser identificadas debido su mayor tamaiio respecto a las plantulas sensibles que las
rodeaban (Figura 13.A). Ademads, se utilizaron placas sin antibiético como controles de
crecimiento y desarrollo.

De esta manera, de un total de 1210 semillas, se obtuvieron 8 lineas resistentes
a higromicina (0,7% de eficiencia de ia transformacion), a las cuales se les permitio
crecer y desarrollarse. A las 6 semanas de desarrollo, se realizé una extraccion de
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DNA para confirmar la presencia del T-DNA en el genoma de las plantas, amplificando
el fragmento GFP-AtA6PR que se encuentra en el vector pero no en el genoma de
plantas de tipo silvestre. Los resultados de la amplificacién se observan en la Figura
13.B, donde las 8 lineas analizadas presentan una banda del tamafio esperado (~1,7
kb, equivalentes a la banda obtenida en el control positivo) que no se encuentra en la
planta de tipo silvestre, demostrando la transformacion efectiva de las plantas
analizadas.
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Figura 13: Analisis molecular de Arabidopsis transformadas con pMDC43-AtA6PR. A:
Transformantes identificadas por resistencia a higromicina. B: PCR del fragmento GFP-AtA6PR. C: PCR
de una region interna del gen constitutivo GAPA. L1-L8: Plantas o DNA proveniente de las lineas
transformantes 1 a 8. Flechas rojas: Plantas sensibles al antibiético. Flechas azules: Plantas resistentes
al antibiético. Barra de tamafio: 5 mm. PM: Estandar de peso molecular. WT: DNA de Arabidopsis de tipo
silvestre. Ctrl: control positivo del PCR en B (pMDC43-AtA6PR) y control negativo del PCR (control sin
DNA templado) en C.
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También se analiz6 la segregacion de la resistencia a antibiéticoenla T,y la T
de las transformantes (Tabla V), debido a que para los experimentos posteriores (de
germinacioén), se requiere que todas las semillas utilizadas presenten la insercion, las
que no pueden ser analizadas sin destruirse.

La forma mas sencilla de asegurar la utilizacién de semillas mutantes es utilizar
semillas provenientes de plantas homocigotas para la insercién, por lo que se buscaron
plantas que cumplieran esta condicién. Para ello, se crecieron 15 individuos T, de cada
linea y se analiz6 la resistencia a antibiético de la descendencia (plantas T;) de cada
una de ellas (datos no mostrados), ya que las plantas homocigotas producen un 100%
de semillas resistentes al antibiético. Aquellas lineas con las que se obtuvo menos del
50% de plantulas T, resistentes a higromicina (Tabla V) también presentaron una gran
mayoria de plantulas T; sensibles al antibiético, a pesar de poseer éstas el fragmento
GFP-AtABPR (demostrado por PCR de AtA6PR, utilizando como templado el DNA
gendmico de algunas de las mencionadas plantulas, datos no mostrados). De esta
manera, se logré obtener transformantes homocigotas en 2 lineas: L4 y L5.

Tabla V: Andlisis de segregacién de plantas T, resistentes y sensibles a
higromicina en las lineas transformadas.

Lied Semillas sin | Plantulas -Plgnmias % $emillas Togal
germinar sensibles | resistentes | resistentes | semillas
1 33 31 59 15,9 403
2 12 68 80 54,1 160
3 6 235 30 11,3 271
4 3 48 229 82,7 280
5 9 67 110 62,1 186
6 21 358 165 31,5 544
7 28 56 124 68,9 208
8 18 476 75 13,6 569
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5.5.2 Mutantes SALK

Se obtuvieron semillas de 4 lineas de la coleccion SALK (Alonso y cols., 2003,
seccion 4.12.3): SALK 084572, SALK 021705, SALK 028553 y SALK 012061:
renombradas en este trabajo como lineas atabpr-0, atabpr-1, atabpr-2 y ata6pr-3
respectivamente (Figura 14). Las semillas de esta coleccion presentan interrupciones
de T-DNA de ~4,5 kb en el locus At2g21250, lo que permite adquirir mutantes que
deberian ser knock-down o knock-out para AtA6PR (seccion 4.12.3). Sin embargo, las
lineas mutantes de esta coleccion sélo se encuentran caracterizadas parcialmente, por
lo que fue necesario genotipificarlas para confirmar la presencia del T-DNA en las
plantas obtenidas y determinar si éste se encuentra en homocigosis, ademas de
corroborar el sitio de insercion en el genoma.

AtA6PR
N ] N R [ /\Il #|
SALK 084572 SALK 021705 SALK 028553 SALK 012061
atabpr-0 atabpr-1  atabpr-2 atabpr-3

I : Promotor AtA6PR

__|:UTR (5’ y3) de AtA6PR

] : Exones de AtAG6PR
:Intrones de AtA6PR

/\: Zonade insercién del T-DNA

100 pb

Figura 14: Mutantes insercionales SALK. Esquema de AtA6PR indicando la supuesta localizacién de los
T-DNA en las lineas ata6pr-0, atabpr-1, atabpr-2 y atabpr-3.

Para realizar estos andlisis, se sembraron semillas en medio hidropénico y se
les permiti6 desarrollarse para obtener ~12 plantas adultas de cada linea. A las 3
semanas de edad, se cosecharon 2-4 hojas rosetas de cada individuo y se realizé una
extraccion de DNA genémico, que se usé como templado para las reacciones de PCR
necesarias para la genotipificacion. Para ello, fue necesario llevar a cabo 2 reacciones
de PCR para cada planta (mix y protocolos SALK y AtA6PR, seccion 4.6) utilizando los
juegos de partidores indicados en la Figura 15.A. En la primera reaccién (PCR SALK.P
0 SALK.E), se utiliza el partidor LBb1.3 — que hibridiza con la regién 5’ del T-DNA — en
combinacién con un partidor que hibridiza en la regién promotora de AtA6PR (partidor
AtA6.intF) para la linea atabpr-0 (reaccién SALK.P) o en el sitio de inicio de la




traduccion (partidor S6F) para las lineas atabpr-1, atabpr-2 y atabpr-3 (reaccion
SALK.E) (Figura 15.A). De esta manera, se obtiene amplicén sélo en plantas donde
hay alelos interrumpidos por el T-DNA. La segunda reaccién amplifica AtA6PR (PCR
AtA6PR), por lo que se presenta amplicon sélo cuando existen alelos sin interrumpir
(ya que ni el tiempo de extensién de la reaccion ni la procesividad de la Taq
Polimerasa son adecuados para amplificar un fragmento del tamafio de AtA6PR
interrumpido con el T-DNA; ~5,5 kb). Asi, la primera reaccion (SALK) confima la
presencia del T-DNA en el locus At2g21250, mientras la segunda (AtA6PR) indica si
hay copias del gen que no sean interrumpidas. Al unir los datos entregados por ambos
analisis, se obtiene la informacion de cada individuo analizado, que se puede clasificar
como planta homocigota, heterocigota o no transformada para la interrupcién de
AtA6PR.

AtAGPR
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AtAE.lntFZ\ —»S6F S6R+—
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B: rartidores para PCR SALK.E
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Figura 15: Genotipificacién de plantas de la coleccién SALK. A: Pares de partidores utilizados para
analizar cada planta. Los juegos de partidores SALK (SALK.P y SALK.E) amplifican fragmentos de un
tamario entre 850 y 2500 pb, respectivamente, sélo cuando el T-DNA interrumpe AtA6PR, mientras que los
partidores AtA6PR amplifican un fragmento de 930 pb sélo cuando el gen no se encuentra interrumpido. B:
Analisis por PCR de las lineas insercionales. El fragmento SALK demuestra la presencia de T-DNA en
AtAGPR y el fragmento AtA6PR indica cuando existe al menos un alelo sin interrumpir. El gen GAPA actua
como control de calidad del DNA. WT: Planta de tipo silvestre. El niimero en cada columna corresponde a
la identificacion de cada planta para cada linea.
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En la Figura 15.B, se presentan muestras representativas de los resultados
obtenidos en este analisis. Las plantas de tipo silvestre (o WT, utilizadas como control)
s6lo presentaron amplicon al amplificar fragmentos de los genes AfA6PR y GAPA
(control de calidad del DNA). Lo mismo se observé con todas las plantas de la linea
atabpr-0 y una de la linea atabpr-3 (ata6pr-3.2), para las cuales no se obtuvieron
mutantes con presencia de T-DNA en este locus. Tanto en la Gitima como en la linea
atabpr-2, fue posible observar plantas heterocigotas para la presencia del T-DNA en
AfA6PR, caracterizadas por amplificar bandas para ambos PCR de analisis (ata6pr-
2.12, atabpr-3.6 y atabpr-3.11). Finalmente, se obtuvieron plantas homocigotas en las
lineas ata6pr-1y ata6pr-2 (atabpr-1.1, atabpr-1.3, atabpr-1.4, atabpr-2.5 y ata6pr-2.11,
Figura 15.B), las que se identificaron por presentarse banda sélo al amplificar el
fragmento “SALK”.

Para el resto de los analisis, se seleccionaron sélo mutantes homocigotas de
las lineas atabpr-1 y atabpr-2, ya que se esperaria que un 25% de las semillas
obtenidas de lineas heterocigotas presenten el genotipo silvestre, el cual alteraria los
resultados de los analisis posteriores, que requirieron uso de semillas y plantulas (que
debido a su pequerfio tamafio no pueden ser genotipificadas previo a los experimentos
sin resultar destruidas). Para determinar con exactitud el sitio de insercion del T-DNA
en estas lineas, se secuenciaron los fragmentos SALK amplificados por PCR. De esta
manera, se comprobé que en la linea ata6pr-1 el T-DNA se encuentra en el extremo 5’
del 3° intrén, en el nucleétido 856 desde el sitio de inicio de la traduccion. En la linea
ata6pr-2, la insercion se localiza en el extremo 3’ del mismo intrén, en el nucleétido 927
desde el inicio de la transcripcion (Figura 16).

gDNA AtAGPR, 1981 pb atabpr-1
nt 856
R 536 631712 \31 963 1095 1177 1398 1480 1710
nt 927
atabpr-2

Figura 16: Localizacién de T-DNA en lineas mutantes SALK. La linea ata6pr-1 presenta el inserto de T-
DNA al inicio del 3° intr6n, mientras que en la linea ata6pr-2 el gen se interrumpe hacia el final del mismo.
Se indica el numero del nucleétido de inicio y término de cada ex6n respecto al sitio de inicio de la
traduccién.
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5.6 Caracterizacion de lineas atapr-1, atabpr-2, L4 y L5 en condiciones de
crecimiento estandar.

5.6.1 Niveles de transcrito de AtA6PR en las lineas ata6pr-1, ata6pr-2, L4 y L5.

Una vez obtenidas las lineas mutantes, se verificaron los niveles de transcrito
de AtA6PR en las mismas a través de una reaccion de PCR cuantitativo en tiempo real
(QPCR), que mide la expresion relativa de los genes examinados en las lineas
mutantes respecto a la de tipo silvestre.

Para realizar esta reaccion, primero se determind la concentracion de partidores
a utilizar para obtener una eficiencia de reaccién® entre 80 y 120%. La eficiencia de la
reaccion (ecuacion 1) se obtiene a partir de la pendiente de la recta que relaciona el
logaritmo de la concentracién inicial de templado con el nimero de ciclos en el cual se
alcanza el limite de deteccion de fluorescencia del equipo (Ct). Las eficiencias
obtenidas para cada set de partidores utilizado se detallan en la Tabla VI:

Tabla VI: Eficiencia de los partidores utilizados.

Partidores | Eficiencia | Concentracion
AAGPRintF | o, Gk
AtAGPR.intR
21260.intF R BA
21260.intR
26410F 93,6 0,25 uM
26410R
PP2AF 102,6 0,25 uM
PP2AR
LBQF 96,1 0,25 uM
UBQR
G12240F 917 0,25 uM
G12240R
RD29AF e -
RD29AR

2 . La eficiencia de la reaccién indica la sensibilidad del ensayo. Si la eficiencia es baja, la
concentracion inicial de DNA sera subestimada ya que se necesitara mayor numero de copias
para alcanzar el limite de deteccién de fluorescencia del instrumento. Por el contrario, si la
eficiencia es demasiado alta, la concentracién de DNA inicial se sobreestima.
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Una vez determinada la eficiencia para cada par de partidores, se llevaron a
cabo las reacciones de qPCR para analizar los niveles de transcrito de AtA6PR en
plantas de tipo mutante y silvestre. Los partidores disefiados para este gen (Tabla I)
hibridizan con una regioén interna del 5° exén de AtA6FPR, rio abajo de los sitios de
insercién para las lineas atabpr-1 y atabpr-2. Como se observa en la Figura 17, las
mutantes insercionales de la linea SALK (afabpr-1 y 2) presentaron un 0,85 y 0,56% —
respectivamente — de los niveles de transcrito detectados en las plantas de tipo
silvestre, por lo que en adelante se consideraron estas lineas como mutantes knock-
out. Las lineas mutantes pMDC43-AtA6PR (L4 y L5), por el contrario, presentaron un
nivel de transcrito igual (L4) o superior (L5, mayor en 5 veces) al de las plantas de tipo
silvestre. Ya que el objetivo de esta investigacion fue trabajar con mutantes con
menores niveles de expresion de AtA6PR, para los siguientes andlisis se descartaron
las lineas mutantes L4 y L5 y se continué el trabajo sélo con las mutantes ata6pr-1 y
atabpr-2. A pesar que en estas Ultimas, las inserciones de T-DNA se encuentran en un
intrén (3), la reduccién dramatica en los niveles de transcritos en atabpr-1 y ata6pr-2,
detectados mediante partidores rio abajo del sitio de insercién (exén 5) implica que
hubo efecto en la tasa de transcripcion, la estabilidad del mensajero, su procesamiento

8 ek

Expresion relativa

—I— * k%

amépr-*! ataépr-2 L4 LS

Figura 17: Niveles de transcrito de AtA6PR en las lineas analizadas. Cada barra corresponde al
promedio entre 3 extracciones de RNA, cada una con 2 repeticiones de la reaccién de qPCR. *** p<0,001.
WT: Plantas de tipo silvestre. atabpr-1 y 2: Lineas mutantes insercionales SALK. L4 y L5: Lineas
mutantes pMDC43-AtAG6PR. Normalizador utilizado: PP2A (AGI At1g13320). Se aplico el test de ANOVA y
el post-test de Dunnett para encontrar diferencias significativas entre los grupos de datos. Las barras de
error sefialan la desviacion estandar obtenida para cada grupo de datos
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por splicing, u otro proceso. Para determinar si hubo acumulacién de proteina AtA6PR
en las mutantes (debido a que ambas inserciones se encuentran en el intrén 3), se
realizé un ensayo de Western-blot con un anticuerpo especifico a-AtA6PR,
desarrollado en paralelo en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal durante el
transcurso de este trabajo (datos no mostrados, Wurman, 2013). De esta manera, se
confirmé la acumulacién de AtA6PR en plantas silvestres, y que atabpr-1 y atabpr-2
son mutantes que carecen de niveles detectables de esta proteina.

La secuencia que codifica AtA6PR (At2g21250) se encuentra en el cromosoma
2 de Arabidopsis, adyacente a la secuencia At2g21260 (seccién 1.4). Considerando la
posibilidad de que por el fenémeno de redundancia génica los bajos niveles de
transcrito de AtA6PR sean compensados con un aumento en los de Af2g21260, se
evaluaron los niveles de transcrito de este gen en las lineas mutantes seleccionadas
anteriormente. Se observé que en condiciones estandares de crecimiento, los niveles
de transcrito de Af2g21260 respecto al de AIA6PR no cambia significativamente en las
lineas knock-out atabpr-1 y atabpr-2 (Figura 18) respecto a la observada para las
plantas de tipo silvestre, indicando que A{2g271260 no compensa la disminucién del
nivel de transcrito de AtA6PR.

B WT
7] atabpr-1

Expresion Relativa

AtAGPR At2g21260
Figura 18: Expresion relativa de AtA6PR y At2g21260 en atabpr-1y atabpr-2. Cada barra corresponde
al promedio entre 2 extracciones de RNA, cada una con 2 repeticiones de la reaccion de qPCR. p<0,001.
WT: Plantas de tipo silvestre. atabpr-1 y 2: Lineas mutantes insercionales SALK. Normalizador utilizado:
PP2A (AGI At1g13320). Las barras de error sefialan la desviacion estandar obtenida para cada grupo de
datos.
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56.2 Fenotipo de atabpr-1y atabpr-2

Para continuar el analisis, se observé el fenotipo de las lineas mutantes.
Considerando que en la base de datos del Botany Array Resource se indica que los
niveles de transcrito de AtA6PR son altos en semillas embebidas (Zamudio, 2010), se
compararon estas caracteristicas en las lineas atabpr-1 y atabpr-2 respecto a las
plantas de tipo silvestre. Para ello, primero se determiné la tasa de germinacion
(Figura 19.B) y se midié el largo de la raiz principal de plantulas de 7 y 15 dias de
edad (Figura 19.C) en plantas creciendo en placa en ausencia de estrés salino (en
medio MS, seccion 4.1.5). Adicionaimente, se estudid por separacion cromatografica
(HPLC) el impacto de la reduccion en los niveles de transcrito de AtA6PR en la
acumulacioén de sacaridos de las lineas mutantes en plantulas de 15 dias.

WT ata6pr-1 atabpr-2

Fructosa Glucosa Sacarosa

e Wi
100+
BB atatipr-1
o 80- 8 stabpr-2
Q0
g
2 60+
£
S 40- & Wi
g - atabpr-1
° 209 = atabpr-2
0+ - T T "
L] 2 4 6 8
Dias Post-siembra Dias Post-siembra

Figura 19: Fenotipo de Arabidopsis de tipo silvestre (WT), atabpr-1 y atabpr-2 en condiciones
estandares de crecimiento. A: Plantulas de 7 dias de edad en medio MS. Barra de tamafio: 1 cm. B:
Sacaridos acumulados en plantulas de tipo silvestre, afa6pr-1 y atabpr-2 de 15 dias de edad. *: p<0,05.
***: p<0,001. C: Curvas de germinacion de semillas de tipo silvestre, ata6pr-1 y ata6pr-2. n>80. D: Largo
de la raiz principal de plantulas de 7 y 15 dias. ns: no hay diferencias significativas entre las lineas
sefialadas. n>10. Se aplico el test de ANOVA y el post-test de Bonferroni para encontrar diferencias
significativas entre los grupos de datos. Las barras de error sefialan la desviacion estandar obtenida para
cada grupo de datos.
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Tal como se observa en la Figura 19, las pequenas diferencias de germinacion
(Figura 19.C) y crecimiento (Figura 19.D) observadas no fueron significativas para los
tiempos analizados. Tampoco se observaron diferencias de tamario, aspecto o
desarrollo en plantas adultas cuitivadas durante 12 semanas en medio hidropénico
para la obtencién de semillas. Sin embargo, si fue posible detectar diferencias
significativas en la acumulacién de ios azlcares detectados: La fructosa se reduce de
0,566 mg/g de peso fresco (en las de tipo silvestre) a 0,274 y 0,369 mg/g de peso
fresco en atabpr-1 y atabpr-2 (Que corresponden a un 48% para afa6pr-1 y 65% para
atabpr-2 respecto de la cantidad encontrada en las de tipo silvestre), mientras la
giucosa disminuye de 0,605 mg/g de peso fresco {en las de tipo silvestre) a 0,305
(atabpr-1) y 0,412 (atabpr-2) mg/g de peso fresco (un 50 y 68% respectivamente del
encontrado en plantas silvestres) y la sacarosa se reduce a un 32 y 33% de la
encontrada en plantulas de tipo silvestre — de 0,517 mg/g de peso fresco (en ias de tipo
silvestre) a 0,167 y 0,172 mg/g de peso fresco en atabpr-1 y atabpr-2 respectivamente
—, siendo ésta el azicar cuya acumulacion se ve més afectada por los bajos niveles de
AtA6PR (Figura 19.B). Los principales polioles presentes en Arabidopsis (xilitol, ribitol,
sorbitol, arabito!, manitol, y eritritol) no fueron detectados por el equipo utilizado. La
disminucién de los niveles de estos sacaridos en plantulas mutantes no estresadas
sugiere una alteracion en el metabolismo de azticares en ambas lineas.

5.7 Caracterizacion de lineas ata6pr-1 y atabpr-2 bajo estrés.

5.7.1 Niveles de transcrito de AIA6FR.

Debido a que la literatura sugiere que los polioles en plantas no-rosaceas
pueden estar involucrados en los procesos de tolerancia al estrés osmético, salino
(Hincha y Hagemann, 2004) y térmico (Kaplan y cols, 2004), se analizé la expresién de
AtA6PR bajo las mencionadas condiciones de estrés. Para ello, en primera instancia,
se recurrié al recurso Arabidopsis eFP Browser (Winter y cols, 2007) del servidor del
Botany Array Resource (BAR). Este, a su vez, utiliza datos de microarreglos (Affymetrix
ATH1 array) del AtGenExpress Consortium Data, obtenidos por Kilian y cols (2007).
Los resultados se resumen en la Figura 20. En la Figura 20.A, se puede observar que
en condiciones de crecimiento esténdares (Control) los niveles de AtA6FR aumentan a
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Figura 20: Expresién de AtAG6PR en plantas bajo estrés abidtico. Los experimentos se llevaron a cabo
en plantulas de Arabidopsis thaliana de 18 dias, crecidas bajo fotoperiodo de dia largo (seccion 4.1.5). Las
condiciones de estrés indicadas se aplicaron 3 hrs después de la transicion luz/oscuridad, y todas las
mediciones se realizaron durante el periodo de luz. Frio: Las plantas se enfriaron en hielo y luego se
mantuvieron en camara fria a 4 °C hasta el momento de la cosecha. Osmético: Se agregé manitol
(concentracion final de 300 mM) al medio. Salino: Se agregé NaCl (concentracién final de 150 mM) al
medio. Sequia: Se expusieron las plantas completas a una corriente de aire por 15 min (durante los cuales
las plantas perdieron 10% de su peso fresco) y se devolvieron a las condiciones de cultivo estandar hasta
la cosecha. Calor: Las plantas se incubaron a 38 °C durante 3 hrs y luego fueron devueltas a las
condiciones de cultivo estandar hasta la cosecha. Promedios y desviaciones estdndar obtenidos de
Arabidopsis eFP Browser y graficados usando el software GraphPad.
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lo largo de ias horas, siendo mayores hacia la segunda mitad del dia y volviendo a
disminuir al inicio de! dia siguiente, lo que podria indicar que sigue un ritmo circadiano.
Esta variacion se mantiene para las condiciones de estrés aplicadas; con excepcion del
estrés por frio donde la acumulacion de transcrito de AtA6PR se mantiene similar a los
niveles de las plantas control hasta las 12 hrs, momento en el cual aumenta. Al
examinar las otras condicicnes de estrés, se observan variaciones en los niveles de
AtAG6PR respecto a las condiciones contro! a partir de las 3 hrs de aplicado en estrés
(Figura 20.B). En el caso de la exposicién a estrés osmético, se observa un patrén
similar al obtenido para las condiciones control, con la excepcion de la muestra a las 3
hrs, donde el nivel de AtA6FR es ligeramente menor. Bajo esirés salino, el patrén
observado se asemeja al obtenido para las muestras control, sin embargo se observa
mayores niveles del mMRNA de AfA6PR alas 6 y 12 hrs. Cabe destacar que bajo este
tipo de estrés se observan la mayores acumulaciones de transcrito de! experimento (a
las 6 y 12 hrs, Figura 20.B). Cuando el estrés aplicado es por sequia, no se observan
cambios destacables en ninguno de los momentos de medicidén, mientras que cuando
las plantulas se sometieron a estrés térmico, se observa una ligera disminucién de
AIABPR alas 3 hrs y un ligero aumento a las 12 y 24 hrs.

Asi, bajo la mayoria de las condiciones de estrés aplicadas, no se observan
grandes variaciones en los niveles de transcrito de AtA6FPR respecto a las plantas
control, exceptuando al estrés salino (y afiadiendo el térmico y por frio pero sblo
después de 12 6 24 hrs). Considerando que reportes previos indican que el estrés
salino afecta la tasa de germinacién y el crecimiento de Arabidopsis (Ruiz y cols.,
2007), que este tipo de estrés puede ser aplicado con mayor precision y
reproducibilidad que el estrés osmético o por frio, y que muchos de los genes
involucrados en el primero también responden ante los dos tiltimos (Zhu, 2000), se
continuaron los experimentos in vivo sometiendo a estrés salino semillas y/o plantulas
de tipo silvestre y las mutantes afa6pr-1 y afabpr-2, para evaluar y comparar su
desemperio en estas condiciones. Las concentraciones de sal utilizadas para estos
experimentos (0, 50, 75 y 125 mM) fueron determinadas de acuerdo a lo expuesto en
trabajos anteriores, donde se reporté 75 y 100 mM de NaCl como la concentracion sub-
letal maxima tolerada por Arabidopsis (Zhu, 2000; Ruiz y cols., 2007). Sin embargo,
otros trabajos (Kilian y cols, 2007; Hamaji y cols., 2009) utilizan concentraciones
mayores de sal, perc sélo lo hacen durante periodos breves (horas). Ya que los datos
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obtenidos de esta fuente (eFP browser) no evallian la expresion de AtAGPR en plantas
expuestas a estrés por periodos prolongados, que generalmente es [a condicidon que
deben afrontar estos organismos en la naturaleza, se estudié el efacto del estrés salino
en plantulas de Arabidopsis sometidas a estrés salino durante 15 dias.

Para comenzar, se examinaron los niveles de AtA6PR en plantulas sometidas a
las condiciones de estrés ya mencionadas., Debido a que el estrés salino afecta el
crecimiento de Arabidopsis, se examiné la expresién de genes sélo en plantulas de 15
dias, que al ser de mayor tamaiio (que las de 7 dfas) facilitaron la recoleccién de tejido
para los experimentos siguientes.

Considerando que el estrés salino afecta el crecimiento de Arabidopsis y que
125 mM se encuentra por sobre la concentracion letal de NaCl, no fue posible obtener
RNA en la cantidad y calidad necesaria para examinar la expresion de genes a esta
concentracion. En las condiciones donde si se logré examinar la expresion (0, 50 y 75
mM de NaCl), se observd que en las fineas de tipo silvesire se produce un aumento
significativo en los niveles de mRNA de AfA6FR, dependiente de la concentracion de
NaCl aplicada. Este aumento corresponde a 1,66 veces en sal 50 mM y de 2,26 veces
cuando la sal llega a 75 mM (Figura 21.A). No se observd aumento en las lineas
ataépr-1 o atabpr-2. Tampoco se observaron cambios significativos en los niveles de
mRNA de At2g21260 (Figura 21.B), confirmando la observacion anterior donde no se
produce compensacion por la falta de expresion de AfA6PR (Figura 18).
Adicionalmente, se examiné el nivel de mRNA de RD29A (Figura 21.C), utilizado como
gen de control para estrés salino, por frio y/o sequia (Msanne y cois., 2011). Se puede
observar que, de acuerdo a lo esperado, en plantas de tipo silvestre los niveles de
transcrito aumentan proporcionalmente a la concentracién de NaCl aplicada (3,34 y
6,29 veces respecto al silvestre al aplicar NaCl 50 y 75 mM, respectivamente). Sin
embargo, en ambas lineas mutantes, el nivel de transcrito se encuenira elevado en
condiciones optimas de crecimiento, y este estado elevade so6lo aumenta
significativamente al aumentar la concentracion de NaCl a 75 mM en la linea con
menor expresion de AfA6PR (afabpr-2), mienfras que, extrafiaments, en la linea
afabpr-1 la concentracion de sal aplicada no afect6 los niveles de transcrito del gen.
Estas alteraciones sugieren que la ausencia del transcrito de AfA6PR causa que el
metabolismo de la planta en condiciones estdndar de crecimiento se comporte en
forma similar a la que lo hace cuando se encuentra bajo estrés abidtico.
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Figura 21: Expresion de AtA6PR, At2g21260 y RD29A en plantas tipo silvestre y lineas mutantes
sometidas a estrés salino durante 15 dias. Cada barra corresponde al promedio entre 3 extracciones de
RNA, cada una con 2 repeticiones de la reaccion de gPCR. p<0,001. ns: no hay diferencias significativas
entre las condiciones sefialadas. WT: Plantas de tipo silvestre. atabpr-1 y 2: Lineas mutantes
insercionales SALK. ns: no hay diferencias significativas entre las condiciones sefialadas. Las letras
mintsculas en las barras indican valores significativamente diferentes, asociandose letras diferentes a
valores significativamente distintos Se aplicd el test de ANOVA y el post-test de Bonferroni para encontrar
diferencias significativas entre los grupos de datos. Las barras de error sefialan la desviacién estandar
obtenida para cada grupo de datos. Normalizador utilizado: PP2A (AGI At1g13320).
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5.7.2 Fenotipo de ata6pr-1y atabpr-2.

Se evalué el efecto del estrés salino en la germinacién y el crecimiento de las
semillas mutantes ata6pr-1 y ata6pr-2 para comparar su desempeno respecto a las de
tipo silvestre. Para ello, se determind el porcentaje de germinacién diario de las
semillas estudiadas en medio MS suplementado con las concentraciones de NaCl
indicadas anteriormente (0, 50, 75 y 125 mM). Tal como se ha reportado previamente
(Galpaz y Reymond, 2010; Joosen y cols 2012), el estrés salino generé un retardo de
alrededor de 1 dia en la germinacion de las semillas, tanto en plantas de tipo silvestre
como mutante (Figura 22). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en
la tasa de germinacién de las lineas mutantes respecto a las de tipo silvestre en

ninguna de las condiciones examinadas.

0 mM 50 mM
" ] r”%
= 804 = 807 ;
© <
3 - -« WT 3 - f - WT
c @ atabpr-1 £ |
E ! o iz 1| B f @ atabpr-1
§ 0] / Pr- s 401 / = atabpr-2
E . £ 201 f
0+ T T T v 0+ T T T )
o 2 4 6 g (1] 2 4 (3 8
Dias Post-siembra Dias Post-siembra
75 mM 125 mM
100+ 1004 —
//
80 804
B -+ WT 3 f
3 60 g0 { A WT
.E -& atabpr-1 t /r & alabpr-1
a 40 = alabpr-2 a 404 ."; = alafpr-2
2
® 5 & 201 /
{
0 — v T y D-—l‘“ T v v
0 2 4 (-] 8 L] 2 4 ) 8
Dias Post-siembra Dias Post-siembra

Figura 22: Tasa de germinacién de semillas tipo silvestre, atabpr-1 y ata6pr-2 bajo estrés salino.
Experimento realizado por duplicado en placa Petri, cada placa con un n>70. Las barras de error sefialan
la desviacion estandar obtenida para cada grupo de datos.
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Durante el experimento de germinacién, se observaron en cada placa plantulas

que si bien germinaron, rapidamente dejaron de crecer, se volvieron cloréticas y

murieron. Se cuantificd la incidencia de las plantulas que presentaron esta reaccion

respecto a la concentracion de sal a lo largo del tiempo, obteniéndose curvas de
sobrevivencia para cada concentracion de NaCl (Figura 23). Se observé una marcada

disminucién en el porcentaje de plantulas sobrevivientes al incrementarse la
concentracion de sal (llegando a un 40% de mortalidad a 125 mM), sin embargo no se

presentaron diferencias significativas entre la sobrevivencia observada para las plantas

silvestres y las lineas mutantes.
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Figura 23: Sobrevivencia de plantulas tipo silvestre, atabpr-1 y atabpr-2 bajo estrés salino.
Experimento realizado por duplicado en placa Petri, cada placa con un n>70. Las barras de error
representan la desviacion estandar obtenida para cada grupo de datos.
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Para continuar la caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes bajo estrés
salino, se evalud el crecimiento de plantulas sometidas a las condiciones de estrés
mencionadas anteriormente. Tal como se menciona en la literatura (Galpaz y
Reymond, 2010), el esirés salino causé disminucién del crecimiento en las plantulas
observadas (Figura 24.A), proporcional a la concentracion de NaCl utilizada.
Nuevamente, la caracteristica donde se observaron mayores diferencias aparentes
entre las lineas fue el largo de la raiz principal, que fue cuantificado a los 7 v 15 dias de
edad de las plantulas (Figuras 24.B y 24.C, respectivamente). Se observd una
disminucion significativa del largo de la raiz al incrementarse la concentracion de sal, ia
cual se hace mas evidente a los 15 dias: a esta edad, las raices de las plantulas
sometidas a 50 mM de NaCl miden aproximadamente un 50% del largo de aquellas
crecidas sin estrés (25,2 mm en promedio respecto a 49,3 mm en las plantas no
estresadas), aquellas crecidas en presencia de NaCl 75 mm poseen aproximadamente
un 30% del largo de las no-estresadas (14,0 mm), mientras que las raices de las
crecidas en NaCl 125 mM tienen en promedio un 12% del largo de las plantas no
estresadas (6,0 mm). Sin embargo, al comparar el largo de las raices de las lineas
mutantes con las de tipo silvestre crecidas bajo concentraciones de NaCl similares, no
se presentaron diferencias significativas, indicando que una menor acumulacién de
transcritos de AtA6PR no afecta la tolerancia a estrés salino en las condiciones
observadas. Tampoco se observaron diferencias en el caso de plantas adultas
mantenidas bajo estrés salino (NaCl 0, 50, 75 y 125 mM) en medio hidropénico durante
1 mes (datos no mostrados). En estas plantas ademas (tanto en silvestres como en
mutantes), se observé el retraso en el desarrollo de érganos reproductivos descrito
previamente (Galpaz y Reymond, 2010), los que en el caso de las plantas bajo NaCl
125 mM no se desarrollaron.

Adicionalmente, se analizd e! efecto del bajo nivel de transcrito de AtA6PR en la
acumulacion de sacéaridos de plantulas de Arabidopsis sometidas a estrés salino. Para
elio, se separaron por HPLC los principales sacéridos presentes en plantulas de 15
dias, sembradas bajo las concentraciones de NaCl detalladas anteriormente. La edad
de las pléntulas utilizadas comresponde a aquella donde se observaron diferencias en
los niveles de mRNA de AfAG6FPR en las lineas de tipo silvestre, ademas de poder
observarse mas claramente la diferencia en el largo de la raiz bajo cada concentracién
de sal (15 dias post siembra). En este experimento, se observaron cambios en la
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cantidad de glucosa, fructosa y sacarosa al incrementar la concentracién de NaCl
(Figura 25). En la seccién 5.6.2 se describe la acumulacion de estos azlcares
observada para las lineas silvestre, atabpr-1 y ata6pr-2 en condiciones estandar de
crecimento (Figura 25.A).
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Figura 24: Crecimiento de pléntulas tipo silvestre, atabpr-1 y atabpr-2 bajo estrés salino. A:
Pléntulas de Arabidopsis de 15 dias sembradas en medio MS con NaCl 0, 50, 75 y 125 mM. Se midi6 el
largo de la raiz principal de plantulas de 7 dias (B) y 15 dias post siembra (C). Se aplict el test de ANOVA
y el post-test de Bonferroni para encontrar diferencias significativas entre los grupos de datos.
Barras=Desviacion estandar. Las letras mindsculas en las barras indican valores significativamente
diferentes, asociandose letras diferentes a valores significativamente distintos. n>10. Barra de tamafio: 1
cm.
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Los niveles observados con NaCl 0 mM se mantienen para cada linea cuando
la sal es de 50 mM (Figura 25.B), encontrandose en este caso que la fructosa de las
lineas de tipo silvestre se mantiene en 0,446 mgl/g de peso fresco, mientras las lineas
afa&pr-i' y 2 presentan 0,256 y 0,241 mg/g de peso fresco (un 57 y 54% del
encontrado en plantas silvestres), respectivamente. La glucosa encontrada en estas
plantas se reduce de 0,437 a 0,205 y 0,271 mg/g de peso fresco en las plantas de tipo
silvestre, atabpr-1 y atabpr-2, respectivamente (es decir, las lineas mutantes presentan
solo un 47 y 62% de la glucosa encontrada en las de tipo silvestre). La sacarosa por su
parte, en las lineas mutantes se acumula hasta 0,138 y 0,182 mg/g de peso fresco, un
38 y 49% del acumulado en las plantas silvestres (que acumulan en promedio 0,367
mg/g de peso fresco).

A 75 mM de NaCl (Figura 25.C), se observa que los niveles de azlcares
acumulados en las plantas de tipo silvestre se mantienen relativamente constantes
respecto a las concentraciones anteriores encontradas, con la fructosa en 0,448, la
glucosa en 0,472 y la sacarosa en 0,392 mg/g de peso fresco. Sin embargo, a esta
concentracion de sal (la mayor concentracion sub-letal utilizada en este trabajo), no se
presenta la reduccidn en la acumulacién de azlcares observada a menores
concentraciones de sal (es decir, no se encuentran diferencias significativas entre las
lineas mutantes y las de tipo silvestre).

Cuando se observa la acumulacién de cada sacarido en plantulas sembradas
bajo una concentracién letal de NaCl (125 mM), se revela un aumento en la
acumutacién de todos los aziicares medidos {en las plantas de tipo silvestre Ia fructosa
aumenta a 1,58 mg/g de peso fresco y la glucosa se acumula hasta 1,66 mgl/g de peso
fresco), donde destaca la gran acumulacién de sacarosa en estas plantulas, con 9,41
mg/g de peso fresco. Se repite el fenémeno observado a 75 mM de NaCl, donde no se
observan diferencias significativas entre los sacéridos acumulados en las plantas de
tipo silvestre respecto a las mutantes.

Estos resultados indican que, si bien la menor acumulacién de transcrito de
AtAGPR esta afectando la acumulacién de azicares en las lineas mutantes atabpr-1y
afabpr-2 en condiciones estdndares de crecimiento, no afecta su acumulacion bajo
condiciones severas de estrés salino, lo que sugiere que en estas condiciones la
acumulacion de sacaridos se debe a una via independiente.

70




A 0mM B 50 mM

& WT
2.0 € atabpr-1 2.0- B WT

P 2 B3 atabpr-1

3 stabpr 8 B3 atabpr-2

o 1.5 @ 1.5

s -

w w

2 104 S 1.04

© ©

o o

= =3

) >

£ £

Fructosa Glucosa Sacarosa

(o]

75 mM D

mg/g Peso Fresco
mglg Peso Fresco

Glucosa Sacarosa Fructosa Glucosa Sacarosa

Figura 25: Principales sacaridos encontrados en Arabidopsis de tipo silvestre y en las lineas
atabpr-1 y atabpr-2. Cada titulo corresponde a la concentracion de sal en la cual se sembraron las
plantulas en estudio. Las mediciones se realizaron a partir de 4 extracciones independientes, cada una
formada por un pool de plantas crecidas en condiciones similares. Plantulas de 15 dias de edad post
siembra. *: p< 0,05. *: p<0,01. **: p<0,001. ns: no hay diferencias significativas entre las lineas
sefaladas. Se aplico el test de ANOVA y el post-test de Bonferroni para encontrar diferencias significativas
entre los grupos de datos. Las barras de error sefialan la desviacion estandar obtenida para cada grupo de
datos.
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6 DISCUSION

En el desarrollo de esta Tesis de Magister, se estudidé AtAGPR como posible
aldosa-6-fosfato reductasa propia de Arabidopsis thaliana y se intenté esclarecer su
asociacién con la tolerancia al estrés en el metabolismo de esta planta. Esto se realizd
a través de la creacion y caracterizacion fenotipica de plantas mutantes — con bajos
niveles de transcrito de este gen — en condiciones nomales de crecimiento y bajo
estrés salino, y ensayos para determinar su actividad enzimatica, utilizando
herramientas de bioquimica y biologia molecular.

6.1 Obtencién de His-AtA6PR y actividad enzimética

Se abordaron diferentes estrategias para determinar la actividad enzimética de
la proteina, expresando AtA6PR en varios sistemas en paralelo. Se descarto extraer la
proteina directamente de Arabidopsis debido a las grandes cantidades de tejido
requeridas: Se utilizaron 60 g cuando se extrajo desde hojas de M. domestica (Negm y
Loescher, 1981) y 200 g para plantulas de M. domestica (Kanayama y Yamaki, 1993),
cantidades excesivas considerando el pequefio tamafio de A. thaliana y que por ser
rosacea, M. domestica deberia presentar gran actividad de MdA6PR mientras que se
desconoce la actividad de AtABPR producida por A. thaliana. Por ofro lado, al producir
una proteina recombinante en plantas, fue posible sobreexpresar la misma en un
sistema similar al nativo, pero en un organismo de mucho mayor tamafio (N. fabacum),
lo que permitié obtener mas tejido para las extracciones, facilitando la obtencidon de ia
enzima. Ademas, las construcciones creadas permitieron sobreexpresar la proteina en
los tejidos transformados —~ disminuyendo Ia cantidad de tejido requerido para cada
extraccion — y afiadir epitopos (6xHis) que facilitaran su purificacion. Se buscé un
beneficio similar al expresar AtA6PR en el sistema in vifro: el aumento significativo de
la proporcién de enzima en cada extraccion y la posibilidad de purificarla en un solo
paso por columnas de afinidad de Ni**. Otras razones para elegir estos sistemas de
expresion fueron que el sistema in vifro (que utiliza el sistema de trascripcion y
traduccion de E. coli) permite expresar la proteina en una sola reaccién, mientras que
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el sistema in planta se adoptdé en caso que la actividad de la proteina dependiera de
modificaciones postraduccionales que no se dan en bacterias {Daniell y cols., 2001).

De esta manera, se crearon 3 vectores diferentes, utilizando como DNA
templado un fragmento de AtA6FPR clonado previamente. Asf, se logré obtener las
proteinas recombinantes BxHis-AtA6PR (para expresion in vitro), AtA6PR-6xHis y
AtABPR (para expresion in planta). Para las dos Ultimas, la proteina se produjo a través
de una transformacién transitoria de hojas de N, tabacum. Este tipo de transformacién
fue seleccionada debido a que es mas simple y permite mayores rendimientos que la
transformacion estable (Wydro y cols., 2006), permitiendo la acumulacién de grandes
cantidades de proteina en poco tiempo (2-4 dias) mientras que la transformacién
estable produce, en un lapso mucho mayor (2-4 meses), bajos niveles de proteina
(menos del 1% de proteina total), usualmente debidc a la aparicion de SGPT
(Sheludko y cols., 2007). En los experimentos realizados en este trabajo, se pudo
observar que 3 dias después de la transformacién, efectivamente hay expresion del
mRNA de AfA6PR-6xHis y produccién de la proteina en la planta (Figura 6). Sin
embargo, en estos experimentos no se observaron los altos niveles de expresion de
proteina recombinante observados en otros trabajos para transformaciones transitorias
utilizando el promotor constitutivo y fuerte del virus del mosaico de la coliflor CaMV35S
(Romeis y cols., 2001, Fischer y cols., 2004). La variabilidad en la eficiencia de cada
evento de transformacién (que depende de muiltiples factores, como Ia viabilidad de la
planta, la edad de las plantas y de las hojas transformadas y la viabilidad de
Agrobacterium, Sparkes y cols., 2008) probablemente contribuyé a la falta de
reproducibilidad de los ensayos de actividad realizados posteriormente, aunque
probablemente el paso por la columna de Sephadex tamnbién contribuyé al diluir Ia
muestra utilizada. Otra posibilidad consiste en que la reaccion fuese inhibida por algin
componente propio de la extraccion; sin embargo esta hipétesis no fue sujeta a prueba
ya que al momento de realizar los experimentos, His-MdA6PR no se encontraba
disponible como control positivo.

Respecto a la expresion in-vitro de His-AtA6PR, se logré producir la proteina
recombinante (Figura 8). Sin embargo la cantidad de proteina obtenida fue insuficiente
para purificarla, y no se logré ver su actividad desde extractos crudos debido a que
otras enzimas presentes en la mezcla reaccionaron con NADP* (seccién 5.3), por lo
que éste no constituyd un sistema adecuado para determinar la actividad de His-
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ATABPR. Por esta razdn, finalmente se utilizd un sistema de expresion heteréloge en E.
coli, que si permitio la sobreexpresion de His-AtASPR y su purificacion. Este sistema se
habia descartado inicialmente por requerir mas tiempo en la formacion de vectores y
transformaciones que la transcripcion y traduccién in vitro y por la posibilidad gue la
proteina requiriera modificaciones post-traduccionales para ser activa (a pesar de no
haberse encontrado trabajos que reporten evidencias de modificaciones
postraduccionales de AGPRs en plantas).

Para obtener la proteina en E. coli, fue necesario optimizar las condiciones de
expresion de la enzima (seccion 5.4.1), de lisis celular (seccién 5.4.3) y de purificacion
de la misma (seccién 5.4.2). Debido a que la actividad perdida en el proceso de
sonicacion se recuperd al incubar la mezcla de enzimas con los sustratos de AIA6PR,
es posible que este acontecimento se debiera a una pérdida de parte de la integridad
estructural en las enzimas de la mezcla, que luego se recuperd facilitada por la
presencia de un sustrato de AtABPR (G6P). Sin embargo, en los ensayos realizados la
G6P actud como sustrato para enzimas endogenas de E. cofi, dentro de las cuales la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa posee un K, para G6P (de 0,145 mM, Banerjee y
Fraenkel, 1972) mucho menor que el de ASPR para GEP (entre 13,9 y 20 mM) o para
S6P (entre 2,22 y 3 mM), por lo que al agregar NADF', se observé actividad enzimatica
sin agregar S6P.

6.1.1 Actividad de AtA6PR

A pesar de los numerosos intentos y condiciones probadas para establecer la
actividad de His-AtABPR purificada, sélo fue posible obtener actividad con los extractos
crudos de E. coff inducida que contenfa la enzima (Figura 12). Esto puede deberse a
una rapida pérdida de actividad de la enzima luego de la extraccién: en estudios
previos se ha observado que His-AtSDH perdid actividad luego de ser purificada
(Aguayo, 2013) y que al purificar parcialmente ABPR de diversas rosaceas {de las
subfamilias prunoideae, pomoideae y spiracoideae, Hirai, 1981) también se perdid
actividad algunos minutos después de la purificacién. En estos estudios se logro
estabilizar la actividad de la enzima cambiando el buffer de purificacion y afiadiendo

glicerol 1 M, respectivamente, condiciones que no incrementaron la actividad de His-
AtABPR en este trabajo.




Ya que no existen ABPR comercialmente disponibles, se sintetizdé His-MdASPR
(Figueroa e Iglesias, 2010) como control positivo para los ensayos de actividad. Se di6
preferencia a ésta en lugar de purificaria directamente de plantas de Malus x domestica
debido a que su sintesis y epitopo son similares a los utilizados para His-AtA6PR,
permitiendo que ambas enzimas fueran méas comparables. Al realizar esta
comparacion, se observa que la mezcla enzimatica que contenia His-AtA6PR era
capaz de reducir NADP" a aproximadamente la mitad de la velocidad que lo hace la
que contiene His-MdJAGPR en presencia de S6P (28,28 nmoles de NADPH mg™ min™ y
61,49 nmoles de NADPH mg™ min™ respectivamente, Figura 12.A). Esta diferencia
puede deberse a que AtA6PR presenta una sustifucion del tipo conservado S.e>T en
la secuencia IPKS {(Zamudio, 2010), donde se encuentra el posible sitio activo de las
aldo-ceto reductasas (en particular en el residuo de lisina, Bohren y cols., 1991). No fue
posible comparar la actividad de His-MdABPR con His-AtABPR para la oxidacién de
NADPH (en presencia de G6P) debido a que no se detectd actividad de His-AtA6PR
para esta reaccion en las condiciones estudiadas. Si la actividad de esta enzima para
la reduccion de G6P no ocurre en condiciones similares a las fisiolégicas, podria
implicar que en la planta, la enzima se encarga de catabolizar S6P en lugar de
sintetizarlo. De ser éste el caso, se requeriria ofro sistema para sintetizar S6P en la
planta, como por ejemplo a través de aldosas reductasas o alcohol deshidrogenasas.
En Arabidopsis existen ofras aldo-ceto reductasas descrifas, sin embargo éstas
presentan mucha menor actividad con azlcares (glucosa, galactosa, eritrosa) que con
aldehidos (gliceraldehido, glioxal, decanal, benzaldehido, Simpson y cols., 2009), con
una diferencia en el K./K,, de hasta 3 érdenes de magnitud (min™ mM™).

6.2 Obtencién y andlisis de lineas mutantes SALK y pMDC43-AtA6PR.

Para estudiar el rol biolégico de AtABPR en el metabolismo de la planta, se
recurridé al uso de mutantes. Para obtener las mutantes requeridas, se abordaron 2
esfrategias independientes: la creacién de plantas sobreexpresoras del mRNA de
AfAGFR, que podria culminar en SGPT de este gen, v el uso de mutantes insercionales
de la coleccion SALK. Las dltimas presentaban el riesgo de conformar plantas con
mutaciones letales (es decir, las mutantes homocigotas no son viables), lo que hubiera

forzado la utilizacién de plantas heterogicotas que dificultarian el estudio (ya que




hubieran requerido crecer cada plantula a analizar — antes de realizar los analisis —
para determinar si presentaba la insercién por los andlisis de PCR detallados en la
seccién 5.5.2). Ya que el SGPT produce plantas con variados niveles de
silenciamiento, abordar ambas estrategias aseguré la obtencidn de plantas viables con
niveles reducidos de mRNA de AfA6PR para los analisis realizados en semillas y
plantulas.

En la primera estrategia, se transformaron semillas de Arabidopsis con el vector
pMDC43-AtABPR (Zamudio, 2010), el cual podria gatillar SGPT por cosupresion en la
planta (seccion 5.5), tal como se ha observado en trabajos anteriores con vectores
similares (Miranda, 2009). A partir de esta transformacién, se lograron obtener 8 lineas
resistentes a higromicina que presentaron el fragmento de GFP-AtA6FR en su genoma
(Figura 13). Cuando se analiz6 la segregacion de la resistencia a higromicina de las
semillas T, obtenidas a partir de cada una de estas lineas, se observd que
aproximadamente la mitad presentd un porcentaje menor al esperado (de plantulas
resistentes al antibidtico, Tabla V) para plantas con una sola insercién en su genoma
(Seccion 5.5.1). De acuerdo al Instituto SALK (SIGnAL), en plantas de Arabidopsis
transformadas con Agrobacterium se ha observado silenciamiento de ia resistencia a
antibidtico luego de mas de una generacién, por lo que no es inusual que la resistencia
a antibiotico no se observe. En ofros experimentos, se ha observado que en
transformaciones mediadas por Agrobacterium, sélo un 50% de las lineas presenta
segregacion mendeliana comrespondiente a una sola insercion en el genoma
(incluyendo en este grupo aquellas con proporcion 2:1 resistentes:sensibles). Del resto,
la mayoria presenta segregacién compatible con mas de una insercion y alrededor de
un 10% del total de las lineas no presentan segregacién mendeliana para el marcador
de seleccién, con una proporcion menor a 2:1 de semillas T; resistentes:sensibles al
antibiético (Feldmann y cols, 1997). Aun asi, se obtuvieron transformantes
homocigotas en 2 lineas: |4 y LS.

Para la segunda estrategia abordada — el uso de mutantes insercionales de la
coleccion SALK — fue necesario genotipificar cada planta para determinar la posicién
de la insercion y su estado de homo o heterocigosis. De acuerdo al sitioc web del
Instituto SALK (SIGnAL), la insercién puede encontrarse hasta 300 pb rio arriba del
borde izquierdo del sitio sefialade como inicio de la insercion (Figura 14), lo que

implica que puede encontrarse en intrones o en los exones de AfAG6PR, o en el caso de
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atabpr-0 en la seccién 5' del promotor del gen, lo que provoca que determinar la
localizacion exacta de las inserciones sea vital para una buena interpretacion de los
resultados obtenidos con estas lineas. Esta incertidumbre existe debido a
sobreposiciones en las secuencias obtenidas de la secuenciacion de las plantas del
proyecto SALK, por lo que la informacion porporcionada por SIGnAL
(hitp/fsignal.salk.eduf) corresponde a la primera base de alta calidad de la
secuenciacion obtenida. Debido a que la muestra de semillas proporcionadas por este
Instituto comresponden a la generacién T, ésta contiene una mezcla de semillas
homocigotas, heterocigotas y silvestres, por lo que se hace necesario analizar cada
una para poder identificar las plantas homocigotas. La heterogeneidad de las semillas
entregadas se aprecia en e! andlisis de PCR (Figura 15), donde las reacciones
realizadas evidenciaron las plantas homocigotas, heterocigotas y aquellas que no
presentaron la insercién de T-DNA. En particular, no fue posible identificar plantas
homocigotas para las lineas atabpr-0 y ata6pr-3, siendo observadas en la primera sélo
plantas carentes del T-DNA y en la Gltima s6lo plantas heterocigotas (afabpr-3.6,
ata6pr-3.11) o sin insercion (afa6pr-3.2). Dadas las probabilidades de cada planta de
ser homocigota (25% seguln gengtica mendeliana) y el nimero de plantas crecidas
(>12, seccion 5.5.2), se deberia haber encontrado al menos 3 individuos con el T-DNA
en homocigocis para cada linea. En el caso de las lineas afa6pr-0, la falta de amplicon
pudo deberse a que las condiciones adecuadas para la reaccion de PCR de este
fragmento fueran diferentes a las estandarizadas para las ofras lineas SALK, mientras
que para la linea aftabpr-3, quizds un nimero ain mayor de individuos sembrados y
crecidos hubiera permitido encontrar las mutantes homocigotas requeridas.

Una vez obtenidas las lineas afabpr-1, afabpr-2, L4 y L5 homocigotas, se
analizo la acumulacién de transcritos de AIA6PR en cada una de ellas por gRT-PCR.
Como se observa en la Figura 17, se descartd las lineas L4 y LS para los analisis
posteriores debidc a que en ellas no se gatilld e! SGPT esperado, observandose
incluso que en la linea LS se produjo un gran aumento del nivel de franscrito de
AtA6PR (521% relativo a plantas silvestres). Esta diferencia, a pesar de haber sido
transformadas ambas plantas con el mismo vector se debe a que cada evento de
transformacién es independiente y el resultado final puede estar influenciado por et sitio
donde ocurre la insercién de los transgenes (Vaucheret y Fagart, 2001). La ausencia
de SGPT resultante en estas lineas probablemente se debe a un nuimero insuficiente
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de inserciones del fragmento GFP-AA6PR en el genoma de la pianta, ya que se ha
reportado que el nimero de insertos es inversamente proporcional al nivel de transcrito
detectado (Vaucheret y Fagart, 2001). En las lineas afa6pr-1y -2, por el contrario, si se
observd la disminucion esperada del mRNA de A{A6PR (a un 0,85 y 0,56%
respectivamente) del observado en plantas silvestres, sin que se observara una
compensacién de los bajos niveles de transcrito de AfA6PR con un aumento de los de
At2g21260. Ademds, en un trabajo paralelo en el laboratorio, se mostré que ambas
mutantes carecen de niveles detectables de AtA6PR, mediante el uso de un antisuero
policlonal a-AtA6PR (Wurman, 2013).

6.2.1 atabpr- bajo condiciones esténdar de crecimiento.

Cuando se examind el fenotipo de las lineas mutantes bajo condiciones
estandar de crecimiento, no se observaron diferencias notables entre las lineas de tipo
silvestre y las mutantes, sin embargo destact el hecho que en ambas mutantes se
presentaran alteraciones en los niveles de todos los carbohidratos examinados (Figura
19). Este efecto se ha estudiado anteriormente en Malus x domestica, donde al reducir
ABPR por silenciamiento génico, se observé un aumento en los niveles de glucosa y
almidén y una disminucién en los de sacarosa (Cheng y cols, 2005; Teo y cols, 2008).
Sin embargo, estos datos no se corresponden con los observados en las Figuras 19 y
25, donde Ios niveles de fructosa, glucosa y sacarosa en ambos mutantes
disminuyeron a aproximadamente la mitad de los obtenidos en las plantas de tipo
silvestre., Resultados mucho mas similares a los obtenidos en este irabajo se
observaron en un estudio reciente en el cual se suprimié la fotosintesis en plantulas de
Arabidopsis de 10 dias de edad, disminuyendo aproximadamente a la mitad !os niveles
de fructosa, glucosa y sacarosa de las hojas (Haydon y cols., 2013). Estos resultados
sugieren que los bajos niveles de transcrito de AtA6PR podrian entorpecer el proceso
de fotosintesis de las plantulas, causando la baja en los carbohidratos detectados. O
bien, si en efecto AtA6PR cataholiza S6P a G6P (segun io comentado en la seccién
6.1.1), la disminucion del transcrito de esta proteina podria disminuir la G6P, que
entonces no se encontraria disponible para ser convertida en fructosa ni sacarosa
(recurso AraCyc del Plant Metabolic Network, PMN). Dado que el sorbitol puede estar
actuando como senalizador en condiciones de estrés abidtico (Feng y cols., 2011,
Rosa y cols, 2009), vy considerando los altos niveles de transcrito de RD29A
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detectados, una explicacién mas probable es que sea la activacion de la respuesta a
asirés lo que afecta la fotosintesis, ya que se ha reportado que ésta disminuye en
condiciones de estrés salino (Msanne y cols., 2011) y por ende, disminuye también la
acumulacién de aztcares solubles.

Al examinar los datos de microarreglos de la expresion de AIAGPR bajo
condiciones estandar de crecimiento (Figura 20), se pueden observar cambios en los
niveles de transcrito de este gen donde el transcrito aumenta a lo largo del dia y
disminuye en las dltimas horas de éste, mostrando un posible ritmo circadiano en su
expresion, al igual que otras enzimas relacionadas a la fotosintesis (Haydon y cols.,
2013). Este fenémeno ocurre en plantas debido a la fina regulacién de los ciclos
diumnos y nocturnos de sintesis y utilizacion de carbono (Graf y cals., 2010). Al agregar
a estas observaciones las realizadas respecto al fenotipo y perfil de azicares de las
plantas de tipo silvestre y mutante (Figura 19), se puede inferir una estrecha relacién
de AtABPR con el proceso de fotosintesis y el metabolismo de sintesis de azGcares en
Arabidopsis. Si bien no se observaron diferencias claras en la germinacion ni el
fenotipo de las mutantes ata6pr-1 y afabpr-2, si se pudieron observar diferencias
metabdlicas, con una menor acumulacion de glucosa, fructosa y sacarosa que las de
tipo silvestre acompanada por un aumento significativo en los niveles basales de
transcrito del gen de respuesta a esirés abidtico RD29A (Figura 21.C; 0 mM NacCl),
que son mas altos que el nivel encontrado en plantas de tipo silvestre sometidas al
méximo estrés salino considerado no-letal {75 mM). Estos resuliados evidenciaron que
aunque no es posible asociar especificamente la sintesis de sorbitol u otros
carbohidratos a AtAGPR, la disminucién de sus niveles de transcrito si produce un
efecto importante en el metabolismo de la planta, reflejado en un aumento significativo
(8,5 veces) en la acumulacién de transcritos de un gen de respuesta al esirés abidtico
(RD29A), atin encontréandose en condiciones estandar de propagacion y posiblemente
afectando el proceso de fotosintesis. Otra explicacidén para el aumento del nivel de
transcritc de RD29A encontrado consiste en que si el sorbitol (via S6P) es el producto
de la reaccion catalizada por AtABPR, en la planta esta molécula achie como molécula
sefializadora: Un estudio reciente en callos de Oryza safiva (arroz) evidencié la
transcripcion diferencial de mtiltiples genes enire callos cultivados con y sin sorbitol
agregado al medio de regeneracion, donde un porcentaje importante de los genes
conocidos identificados se relacionaba a la transduccion de sefales y otro porcentaje
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igualmente grande al metabolismo y energia (Feng y cols., 2011). Otfra posibilidad
consiste en que sea la disminucidn en los niveles de sacarosa — que puede afectar la
transcripcion de genes de respuesta a estrés ahidtico (Rekarte-Cowie y cols., 2008) —
la que altere la transcripcion de RD29A. Un estudio mas reciente (Haydon y cols.,
2013) relaciondé 3 productos de la fotosintesis (glucosa, sacarosa, fructosa) con la
restitucién del ciclo circadiano en plantulas crecidas bajo oscuridad constante,
regulando la transcripcion de genes del reloj circadiano (PPR7). De esta maners,
plantas mutantes con bajos niveles de sorbitol podrian presentar algunas alteraciones
en indicadores relacionados al estrés como RD29A o, si la mutacién afecta el proceso
de fotosintesis, podria causar {en forma indirecta) una desregulacion en el ciclo
circadiano de la planta, alterando su metabolismo y produciendo estrés.

6.2.2 afabpr- bajo estrés salino.

Para observar la relacién entre AtABPR vy el estrés salino (condiciones bajo tas
cuales AfA6FPR sufre los mayores aumentos en expresion, Figura 20), se examino la
germinacion, fenotipo, expresidbn génica y periil de carbohidratos en plantulas
sometidas a este estrés por 15 dias. Previamente a esto, se observaron los datos de
microarreglos disponibles en la web, donde ademas de evidenciarse el posible ritmo
circadiano de AfAG6PR, se observo el aumento de transcritos de A{A6FR en respuesta
al estrés salinc y una ruptura en &l patrén observade bajo condiciones control y bajo los
ofros tipos de estrés cuando las plantas se sometieron a esfrés por frio. Esto puede
deberse a que en hojas de Arabidopsis bajo estrés por frio, la fotosintesis se suprime,
junto a los niveles de transcrito de proteinas relacionadas a ésta, recuperandose
después de un periodo de aclimatacion al frio (~21 dias, Strand y cols., 1897).

Al igual que lo observado para plantas en condiciones estandar de crecimiento,
no se observaron cambios significativos de gemminacién o fenotipicos en las lineas
afa6pr-1 ni atabpr-2 cuando éstas se sometieron a diferentes grados de estrés salino
(Figuras 22, 23, 24). Sin embargo si fue posible observar diferencias en la expresion
génica (Figura 21) y el perfil de azdcares analizado (Figura 25): se produjo un
aumento — dependiente de la concentracién de NaCl — en los niveles de transcrito de
AtA6PR en plantas de tipo silvestre (pero que no se cbservé en las lineas mutantes
bajo condiciones similares) sometidas a estrés (Figuras 20 y 21), indicando que
AtABPR si responde al estrés salino de manera simifar a las enzimas relacionadas a la
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sintesis de sacarosa (Rosa y cols, 2009). También se observé un mayor grado de
estrés en las plantas mutantes que en las silvestres, evidenciado por el mayor nive! de
transcrito de RD29A bajo todas las concentraciones de estrés probadas (Figura 21.C).

Respecto a las diferencias enconiradas en los carbohidratos analizados, a
concentraciones bajas de NaCt (25 mM, Figuras 25.A y 25.B) se observé un menor
nivel de acumulacién de azdacares en las lineas mutantes, manteniéndose lo observado
para las condiciones estandar de crecimiento. Sin embargo, a concentraciones
mayores, (NaCl 75 y 125 mM, Figuras 25.C y 25.D) las diferencias encontradas en los
niveles de glucosa, fructosa y sacarosa entre plantas silvestres y mutantes
desaparece: al aumentar la concentracion de sal en el medio de cultivo, los azlcares
aumentaron en todas las lineas, de manera que a las mayores concentraciocnes de
NaCl (75 y 125 mM) ya no fue posible observar diferencias entre plantulas silvestres y
mutantes (Figura 25). Esto implica que si bien AtABPR tiene un efecto en la
acumulacion de aztcares en Arabidopsis (ya sea afectando su sintesis, su degradacién
0 ambos) y su transcripcion aumenta bajo estrés salino, la disminucién de los niveles
de transcrito de AfA6FR en las mutantes no impidieron a la planta responder a este
tipo de estrés de igual manera que las plantas silvestres, ya que cuando éstas se
encuentran bajo estrés salino o por sequia, se produce degradacion de almidén y
acumulacion de azlcares solubles (Krasensky y Jonak, 2012).
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7 CONCLUSIONES

En este trabajo se estudit la actividad y papel de AtABPR en el metabolismo de
Arabidopsis a través de la determinacién de la actividad de la proteina y de la
caracterizacion de lineas mutantes deficientes de funcion.

Para el primer puntoc mencionado, se logré expresar His-AtA6PR en diversos
sistemas heterblogos (in planta, in vitro y en bacteria), siendo el méas efectivo y facil de
optimizar la expresion en E. cofi, que permitié obtener y purificar la proteina. Si bien no
se detectd actividad con la proteina purificada, se logré determinar que extractos
crudos de proteina enriquecidos con His-AtA6PR ~ al provenir de E. coli transformadas
con el vector pET 28a-AtABPR e inducidas por IPTG para expresar la proteina ~ fueron
capaces de reducir NADP* en presencia de S6P con mayor actividad que los controles
negativos y con menor actividad que la determinada para His-MdABPR. No se detecto
actividad para la oxidacién de NADPH vy la reduccién de GBP bajo las condiciones
examinadas en este trabajo.

Respecto a la participacién de AtABPR en el metabolismo de Arabidopsis, se
demostrd que los transcritos de esta proteina responden al estrés salino, aumentando
en forma dependiente de la concentracién de NaCl aplicada en plantas de tipo
silvestre. En concordancia con los objetivos especificos planteados en este estudio,
también se logré obtener lineas mutantes incapaces de producir AtA6PR. En estas
lineas no se observaron diferencias morfoldgicas respecto a las lineas de tipo silvestre,
sin embargo, si se identificaron efectos metabdlicos. En plantas de las lineas ata6pr-1
y afabpr-2 cultivadas con concenfraciones bajas (50 mM) o nulas de NaCl, Ia
disminucién de transcrifos de A{A6PR y consiguiente ausencia de proteina observados
coincidieron con una importante reduccién en ia acumulacién de sacaridos solubles
(glucosa, fructosa y sacarosa), junto con un aumento considerable en los niveles de
transcritc de RD29A (gen relacionado a la respuesta al estrés abidtico), pudiendo
indicar una disminucion en la fotosintesis debida a la activacién de la respuesta a
estrés abidtico. Bajo condiciones severas de estrés salino (75 y 125 mM), la
acumulacion de estos metabolitos se restablecio, alcanzando los niveles detectados en
las plantas de tipo silvestre, probablemente debido a la participacion de vias que
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degradan azGcares de reserva como el almidon ante el estrés. Estos resultados
permiten inferir una estrecha relacion entre AtA6PR, el estrés salino y el metabolismo
de sacaridos en la planta (posiblemente siendo capaz de alterar la sefializacion
relacionada al estrés), y confirman la hipétesis planteada al inicio de este trabajo.
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8 PROYECCIONES

En esta Tesis de Magister se obtuvo informacién valiosa para lograr una mejor
comprensién del rol que cumple AtA6PR en e! metabolismo de Arabidopsis. Para
profundizar el conocimiento adquirido en este trabajo, futuros experimentos podrian
enfocarse tanto en determinar la actividad de la proteina purificada como en precisar la
participacion de AtAGPR en el metabolismo de sacaridos.

La primera podria realizarse a través de diversas estrategias, por ejemplo
eliminando el epitopo de 6xHis N-terminal para observar la actividad de la proteina
nativa, pero para no dificultar su purificacién, se debe eliminar el epitopo posterior al
paso de purificacion de la proteina. En paralelo, se puede intentar resolubilizar AtA6PR
desde las fracciones insolubles cuando es producida en E. cofi. Otra posibilidad
consiste en la fransformacion estable de N. fabacum u ofro organismo incapaz de
sintetizar polioles con AtA6PR bajo un promotor fuerte y constitutivo, para determinar si
estos compuestos estan siendo formados en Ia planta y asi establecer indirectamente
su actividad. Utilizando las mismas técnicas, se puede incluir al producto génico del
locus Af2g21260 en estos experimentos para determinar si éste es el responsable de la
sintesis de S6P en Arabidopsis. k

Para profundizar el conocimiento sobre el rol de AtA6PR en &l metabolismo de
carbohidratos en Arabidopsis, se pueden ufilizar varias aproximaciones. Una de ellas
consiste en ampliar los metabolitos examinados en las lineas afa6pr-1y atabpr-2 para
incluir los polioles presentes en esta especie (mezclando técnicas de HPLC con
espectrometria de masas y métodos enzimaticos), que también puede realizarse bajo
condiciones de estrés diferente al salino (por ejemplo, estrés térmico o por sequia), y
ser complementados con la informacion de los niveles de transcrito. Estos datos
pueden ser ampliados si se examina la capacidad de recuperacién de las lineas
atabpr-1y ata6pr-2 luego de aplicado el estres,

Adicionalmente, seria interesante analizar relacién entre el estrés, Ia
fotosintesis y la fluctuacién en los niveles de transcrito en 24 hrs. Para ello, seria ttil
estudiar la secuencia promotora de AfA6FR, analizando cajas regulatorias con posible
sobrerrepresentacién que indiquen especificamente en qué vias de regulacién
transcripcional se encuentra involucrado este gen. Otra aproximacion interesante seria
estudiar los niveles de transcritos de diferentes genes de respuesta a estrés en las
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lineas ata6pr-1 y ata6pr-2, para estudiar si su expresion también se altera en estas
lineas, asi como también verificar el aumento de expresién de AtA6PR a nivel de
proteina en plantas WT sometidas a estrés. De igual manera, el contar con plantas
sobreexpresoras de AtABPR, permitiria comparar datos de diferentes condiciones de
crecimiento con las lineas atabpr-1 y 2, que se podria utilizar para explorar el rol de
AtA6PR y el sorbitol como posible molécula sefializadora en el metabolismo de
Arabidopsis, obteniéndose una comprensién mas profunda de los mecanismos donde
participa AtAGPR.
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