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Naci 31 de Diciembre 1983. Si, prematura mas encima,
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apurada de no perderme las fiestas supongo. O por el
susto de los fuegos artificiales en la ciudad de Taipet,
no lo se. Creci en esa ciudad hasta los 7 afios. En 1990
llegamos a Chile. Para ser preciso a Iquique. Como
muchos otros asiaticos llegamos a la ciudad por razones
de negocio. Mi papa trabajaba, y ain trabaja, en la zona
franca. Pero por supuesto que en esa epoca, yo con mis
7 afiitos no entendia nada. Pensaba que estaba de

vacaciones en un lugar extrafio. Con gente que hablaba

un idioma extrafio. Algo asi como Alicia en el pais de
las maravillas. Eventualmente, cuando me saque mi primer rojo en vocabulario (légico, estaba
recién aprendiendo que “hora” era distinto de “hola” y de “ola”), me di cuenta que no estaba de
vacaciones. Pase mis primeras vacaciones de verano aprendiendo castellano. Menos mal que al
ser tan pequefia aprendi bastante rapido. Algo que nunca aprendi eso si fue a poner articulos, por

lo que si leen “la enzima” v luego “el enzima” en el mismo parrafo... perdon.
q ¥

Estudié en el “Colegio Lirima” desde segundo basico a 4to medio. Siempre me gusto mucho la
biologia. Y como muchos en algin momento pensé en estudiar medicina. Pero posteriormente,
después de haber tomado el curso de verano en biotecnologia en Baucheff, me di cuenta que
podia ser una opcion interesante. Debo decir que el Dr. Asenjo tenia razon. Recuerdo muy bien
que en una clase de biorreactores ese verano, después de hacerle una pregunta al profe, el
profesor me apunto con el dedo en un salén de como 500 alumnos... y me dijo: “usted, va ser

una futura biotecnologa”. Y tenia razon, aqui estamos hoy...
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la Ia fiestas en momentos de celebracion. (¢y la junta LP, cuando?). A los amigos de la vida...
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Siempre hay un consuelo, un “no importa, nosotros te apoyamos”. Muchas veces no entienden
de lo que hablo, del porque por el momento sélo aspiro al sueldo que aspiro. Adn asi, no me
presionan y me apoyan. Gracias por eso, y por mil millones de otras €OSas.

Ha sido una etapa con muchas lecciones, no solo en la “U”, también en la vida. No todas las
lecciones son tan ortodoxas y pueden venir de las personas menos esperadas. Personas como los
hermanos chicos. Chopo, para mi ha sido (y aun es) una travesia vivir contigo. Contigo me he
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por muchas otras cosas.
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RESUMEN

Sorbitol es el principal producto fotosintetico y la forma de carbono translocada via el floema en
especies pertenecientes a la familia Rosaceae como duraznos (Prunus persica), peras (Pyrus spp)
y manzanas (Malus x domestica). Una vez en el 6rgano sumidero, una porcién del alcohol de
azicar es oxidada a fructosa mediante una sorbitol deshidrogenasa dependiente de NAD (SDH).
Pese a lo anterior, también se han encontrado SDH en especies no-Rosaceae, como tomate
(Solanum Iycopersicum), soya (Glycine max) y maiz (Zea mays), en los cuales la principal fuente

de carbono translocada a través del floema es 1a sacarosa.

La presencia de sorbitol en especies no-Rosaceae ha sido relacionada a condiciones de estrés,
tales como estrés hidrico, o de alta y/o baja temperatura. Como una primera aproximacion para
determinar el papel fisioldgico de sorbitol y SDH en estas especies, en este seminario de titulo,
se identificé una posible SDH de uva (Vitis vinifera) usando la genética reversa, la cual hemos
denominado VwSDHI. VvSDHI posee todas las caracteristicas moleculares y los dominios
conservados presentes en SDHs de otras especies y se expresa en distintos tejidos de la planta,

como fue demostrado mediante RT-PCR.

Como parte de la estrategia discitada para determinar la actividad enzimdtica de esta proteina, el
c¢DNA de F'vSDH1 fue clonado en un vector binario (pGWB2) comandado por el promotor 35S
del virus del mosaico de coliflor. Se transformaron transitoriamente hojas de tabaco usando
Agrobacterium tumefaciens portando este vector. El RNA extraido de estas muestras fue
utilizado en reacciones de RT-PCR, determinando la eficiente expresién de FvSDHI y por ende

la funcionalidad del vector.

Adicionalmente, con el fin de determinar la localizacion subcelular de VvSDHI, el cDNA de
VvSDH1 fue clonado en un vector binario (pMDC44) que permite 1a firsién N terminal de GFP a

la posible SDH. Una vez maés, se transformaron hojas de tabaco transitoriamente mediante A.




tumefaciens, y las mmestras fueron observadas bajo microscopio de epifluorescencia. Los
resultados mostraron que GFP-VvSDHI esta ubicada en el citoplasma, consistente con las

predicciones bioinforméticas y su posible papel en la oxidacién de sorbitol,

Finalmente, estudios bioinformaticos utilizando la base de datos de microarreglos Plexdb fueron
realizados, como una primera aproximacién hacia el descubrimiento de la posible fimcion
fisiologica de VvSDHI. Los resultados mostraron que la expresion de VwSDHI aumenta en
Organos fotosintéticos bajo estrés hidrico, mientras que en Organos sumideros, la expresion
permanece relativamente estable. La expresion de VvSDH! también aumenta a través del
desarrollo de bayas en una manera similar al aumento del diametro de las bayas. En su conjunto,
estos resultados sugieren que VvSDHI pudiese cumplir un papel importante en la acumulacién

de fructosa durante el desarrollo de la baya.




ABSTRACT

Sorbitol is the main product of photosynthesis and the form in which carbon is translocated via
the phloem in species belonging to the Rosaceae family, which includes peaches (Prunus
persica), pears (Pyrus spp) and apples (Malus x domestica). Once in the carbon sink organ, a
proportion of this sugar alcohol is oxidised to fructose via NAD-dependent sorbitol
dehydrogenase (SDH). Nevertheless, SDH has also been found in non-Rosaceae species, such as
tomato (Solanum lycopersicum), soya (Glycine max) and maize (Zea mays), in which the main

phloem-translocated carbon is sucrose.

Sorbitol presence in non-Rosaceae species has been linked to stress conditions, such as drought
or stress due to high or low temperatures. As a first approach to determine the physiological role
of sorbitol and SDH in these species, in this thesis, a putative SDH from grapevine (Vitis
vinifera) was identified using a reverse genetics approach, which we have named VvSDHI.
VvSDHI possesses all the molecular characteristics and the conserved domains present in the
SDHs of other species, and is expressed in various organs of the plant, as determined by RT-

PCR.

As part of the strategy designed to detenmine the enzymatic activity of the protein, P¥SDH]
cDNA was cloned into a plant binary vector (pGWB2) under the control of the cauliflower
mosaic virus 355 promoter. Tobacco leaves were transiently-transformed using Agrobacterium
tumefaciens harbouring this construct RNA extracted from these samples was used in RT-PCR
reactions, determining the efficient expression of VWSDHI and thus the functionality of the

construct.

Additionally, in order to study the subcellular localisation of VvSDHI, VwSDHI ¢cDNA was
cloned into a plant binary vector (pMDC44) for the fusion of GFP at the N-terminus of the

putative SDH. Once again, tobacco leaves were transiently-transformed using A. tumefaciens
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and the samples were observed under an epifluorescence microscope. The results showed that
GFP-VvSDHL1 is located in the cytoplasm, consistent with predictions made by bioinformatic

analyses and with its possible role in oxidising sorbitol.

Finally, bioinformatic studies using the microarray database Plexdb were performed, as a first
approach towards discovering the possible physiological function of VvSDHI. The results
demonstrated that V¥SDHI expression in photosynthetic organs increases under drought
conditions, while it remains relatively unchanged in sink organs. VWSDHI expression also
increases throughout berry development as berry diameter increases. Taken together, these
results suggest that VvSDHI might play an important role in the accumulation of fructose during

berry development.




1 INTRODUCCION

1.1 Alcoholes de aziicar (polioles) en plantas

Los alcoholes de azicar, también denominados polialcoholes o polioles, son la forma reducida de las
aldosas y las cetosas. El grupo carbonilo de estos monosacaridos, aldehido y cetona respectivarnente,
ha sido reducido a un grupo hidroxilo dando lugar a un alcohol de azicar. La cadena de carbono de
eéstos puede ser lineal, dando Iugar a los alditoles o polioles alifiticos, o ciclicos conocidos como
inositoles o ciclitoles. Ademas, los alditoles son clasificados de acuerdo al mimero de carbonos en su
cadena, de tal manera que un alditol de seis carbonos se denomina hexitol. Dentro de los hexitoles
mas comunes en plantas superiores se encuentra el sorbitol (o glucitol), 1a forma reducida de la

glucosa, manitol de la manosa y galactitol de 1a galactosa (Noiraud et al 2001).

Se han identificado 17 distintos alditoles en plantas superiores, de 1os cuales existen a lo menos 13
alditoles diferentes en angiospermas incluyendo sorbitol, manitol y galactitol (Lewis, 1984).
Mientras que el manitol se encuentra ampliamente distribuido, presente en mas de 100 especies de
plantas (Lewis, 1984), el sorbitol es cominmente encontrado en especies pertenecientes a la familia

Rosaceae (manzana, pera, durazno, ciruela, entre otros) y Plantaginaceae (por ejemplo, Hantén).

Numerosas funciones han sido atribuidas y/o asociadas a los polioles. En primer lugar, tanto manitol
como sorbitol son productos fotosintéticos primarios (manitol en Apiceae, Oleaceae y Rubiceae
[Pommerrenig et al 2007] y sorbitol en Rosaceae y Plantaginaceae) y son uno de Ias principales
formas de fuentes de carbono que estas especies transportan a través del floema. Ademids, los
polioles son osmolitos de gran importancia en situaciones de estrés abidticos tales como, estrés
osmotico (Shen et al 1999), de temperaturas extremas (altas o bajas, Yancey, 1982; Carpenter, 1993)
y salino o hidrico (Pommerrenig et al 2007). Esto se debe a que los grupos hidroxilos de estos
alcoholes de azicar podrian reemplazar al agua, en caso de escasez de ésta, en la formacién de

puentes de hidrogeno, estabilizando y protegiendo las membranas y las proteinas (No_i}aud- et al




2001). Ademas, pueden ser acumulados en altas concentraciones dentro de una célula vegetal para
compensar un potencial hidrico disminuido (Popp et al 1995). Por otra parte, se ha planteado que se
logra la estabilizacion de las protefnas y la proteccion contra su denaturacién ya que las
interacciones hidréfobicas entre proteinas son més fuertes en solventes con polioles (como glicerol)
que en agua. En parte, esto se produce debido a las fuerzas repulsivas que se generan entre los
polioles y las regiones no-polares en 1a superficie de la proteina (Taravati et al 2007). Sin embargo,

¢l mecanismo exacto de su accidén aun no ha sido determinado.

1.2 Sorbitel y sus funciones en las plantas

Sorbitol o D-glucitol es un alditol de formula empirica C¢H,40¢ Este alcohol de aziicar deriva de la

reduccién ya sea de D-glucosa o L-gulosa (Fig. 1) {Stangk 1963).

D-glucosa Sorbitol L-gulosa
CHO CH,OH CHO
H_(|;_OH H_-—E_OH HO.._(|3_ H
NADP* NADPH

| | I
HO—C—H HO—C—H HO—C—H
| > "]
H—C—OH /)y H—C—OH {—3 H—C—OH
H—C—oH H—IE—OH H——li:—w H

H.OH CH,OH CH,OH

Fig 1: Sorbitel (o D-glucitol} es derivado de la reduccion de D-glucosa o L-gulosa

Sorbitol es uno de los productos fotosintéticos més importantes y la forma principal de transporte de
carbono a través del floema en plantas de importancia econdémica pertenecientes a la familia
Rosaceae (Webb, et al 1962), en particular de Ia subfamilia Pomoidae (Ej. Manzana [Malus x
domestica) y pera [Pyrus communis}) y Prunoidae (Ej. almendra [Prunus dulcis], cereza [P. cerasus],
durazno [P. persical y ciruela [P. domestical) (Gao et al 2003). Vale decir, mientras que para la

mayoria de las plantas la principal forma de carbono transportado a través del floema es la sacarosa,




para especies de la familia Rosaceae es el sorbitol, tanto asi que en durazno, representa el 60-90%

del carbono transportado, con una concentracién de ~560 mM en la savia (Moing et al 1997).

En especies Rosaceae, el sorbitol deriva del mismo reservorio de hexosa fosfato que la sacarosa y se
ha demostrado que las vias de biosintesis de sorbito] y sacarosa, si bien son independientes entre si
(no comparten enzimas en sus vias de biosintesis), un intermediario en la formacién de sorbitol,
sorbitol-6-fosfato inhibe la sacarosa-fosfato-sintasa, nna enzima clave en la sintesis de la sacarosa
(Zhou et al 2002). El sorbitol formado en las hojas de la planta es translocado a través del floema
hacia los 6rganos sumideros, por ejemplo, las hojas inmaduras, los frutos y las raices. Una vez en el
fruto, la enzima sorbitol-deshidrogenasa (SDH) convierte el sorbitol a fructosa (Hansen 1970;

Newcomb et al 2006).
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Fig 2 Ruta metabdélica de la biosintesis y metabolismo de sorbitol.
Ademas de ser el principal medio de translocacioén de carbono en esta familia, sorbitol es capaz de
movilizar boro a través de la planta. El boro es un micronutriente esencial para el crecimiento de las
plantas. Sintomas recurrentes causados por la deficiencia de boro son: un centro color café en raices
de almacenamiento (ej: rabanos), tallos ahuecados (ej: coliflor, brocoli) y una disminucion en el
namero de semillas (Brown et al 1997). En especies donde la movilidad de boro se encuentra
restringida, el boro es acumulado en las hojas maduras, desde donde es redistribuida a otras partes
de la planta de forma lenta (Brown et al. 1997). Debido a la lenta redistribucion, en condiciones de
altas concentraciones de boro, las hojas maduras pueden sufrir toxicidad por el exceso de boro
acumulado en ellas, siendo los sintomas mas comunes la “quemadura” en el margen y/o punta de la
hoja y/o la caida de ésta (Brown et al 1997). Por el contrario, en plantas que sintetizan alcoholes de

azucar, como el sorbitol, el boro es movilizado a través de la planta con facilidad (Brown et al 1996).



Esto se debe a que un dfmero de sorbitol coordina el boro, facilitando su movilizacion y protegiendo
la planta frente a los efectos que el exceso y/o deficiencia de este elemento pudiera producir. Este
importante rol del sorbitol fue demostrado en plantas de tabaco, que normalmente no acumulan
sorbitol, transformadas con la enzima sorbitol-6-fosfato-deshidrogenasa-NAD dependiente (S6PDH)
de manzana. Debido a la acumulacién de sorbitol, se aumentd la movilidad de boro en los tabacos
transformados, y éstos fueron més tolerantes a la deficiencia de boro que sus contrapartes sin

transformar (Brown et al 1999).

Por otra parte, el sorbitol cumple una funcion como osmoregulador frente a estrés hidrico y de
temperatura. Se ha documentado un aumento de sorbitol en la savia en los frutos de durazno bajo
estrés hidrico, ya sea por un aumento en la sintesis de éste (Escobar-Gutiérrez et al 1998) o por una
disminucién de 1a conversién de sorbitol a fructosa en los érganos sumideros (Lo Bianco et al 2000).
También, se ha observado un aumento de sorbitol en la savia del manzano cuando éste fue sometido

a temperaturas bajo cero durante la temporada de dormancia (Sakai 1961; Williams et al 1974).

1.3 Serbitol deshidrogenasa (SDH)

La enzima sorbitol deshidrogenase (SDH, también conocida como L-iditol 2-deshidrogenasa, EC
1.1.1.14) es una enzima dependiente de zinc que utiliza, de forma exclusiva, NAD" como co-factor.
Actiia oxidando el carbono 5 del sorbitol, transformando un grupo alcohol a una cetona, dando como
resultado una cetosa lineal, especificamente la fructosa. La fructosa, por su parte, puede entrar a la

glicolisis o ser almacenado en la vacuola.

La SDH pertenece a la familia de las proteinas deshidrogenasa/reductasa de cadena mediana. Posee
un parentesco lejano con las alcoholes deshidrogenasas (ADH), teniendo un 20% de identidad
aminoacidica con éstas (Johansson et al 2001). Este parentesco explicaria la presencia en la SDH del
sitio conservado para las ADHs de mnidn a Zinc (ADH_ZINC, PS00059), cuyo patron es: G-H-E-x-

{EL}-G-{AP}-x(4)-[GA]-x(2)-[IVSAC], en donde H (histiding) es el ligando a Zinc.



En cuanto a la ubicacién subcelular de esta enzima, mediante analisis inmunohistoquimico en
manzana, se ha detectado SDH tanto en pulpa como en tejido vascular del fruto, y en tejido vascular
y mesofilo de hojas jovenes y senescentes, indicando una distribucién ubicna tanto en drganos
fotosintéticos como en érganos sumideros. Ademsés, los mismos investigadores estudiaron la
ubicacion subcelular de SDH de manzana detectando presencia de SDH en cloroplastos y citoplasma

tanto en frutos como en hojas (Wang et al 2009).
1.4 Serbitol en especies no-Rosaceae

En el caso de Ia mayoria de las especies no-Rosaceae, el carbono es translocado a través del floema
principalmente en la forma de sacarosa (Biddulph, 1969). Sin embargo, se ha detectado la actividad
de SDH y/o aislado genes SDH en especies que transportan carbono en forma de sacarosa, tales
como en Solanum lycopersicum (tomate, Ohta et al 2005), Glycine max (soja, Kuo et al 1990) y Zea
mays (maiz, Doehlert 1987). Ademads, mediante Ia informacion de bases de dato en linea se puede
comprobar mediante alineamiento de EST que existen secuencias en distintas especies no-Rosaceae
que presentan alta homologia con la SDH de especies Rosaceae como la manzana (Anexo 1). Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de la fumcidn fisiolégica que podiian tener las proteinas

codificadas en los genes de estas especies.

Se ha sugerido que sorbitol podria tener una fincién osmoreguladora en las especies no-Rosaceae
bajo estrés salino (Tari et al 2010), una funcién también cumplida en las Rosaceae como manzana
(Sircelj et al. 2007). En el trabajo de Tari et al (2010), los investigadores observaron un ammento
; significativo en el contenido de sorbitol en hojas de tomate en condiciones de estrés salino (100 mM

de NaCl por 7 dias), mientras que en raices, un érgano sumidero, este aumento no fue observado.

1.5 Vitis vinifera (uva) como modelo de estudio

O



Durante el desarrollo de la tesis de magister del alumno Patricio Mandujano (Mandujano, 2010},
titulado "Localizacién sub-celular y caracterizacion bioguimica de AtSDL una probable sorbitol
deshidrogenasa”, se identificé una secuencia protéica de vid (Vitis vinifera) con alto grado de
identidad con SDH conocidas. Por otra parte, la presencia de sorbitol ha sido detectada tanto en
fiutos maduros sanos (Flanzy 2003) como en la savia (Kalliopi et al 1979) de vides (Vitis vinifera,
familia Vitaceae), a pesar de que esta especie transporta sacarosa como fuente de carbono. Ademas,
se ha demostrado una gran abundancia de un posible transportador de sorbitol en etapas tempranas
del desarrollo del fruto, que podria estar involucrado en la descarga de sorbitol desde el floema hacia
las células de organos sumideros (Deluc et al 2007). Todo lo anterior sugiere la presencia del

metabolismo de sorbitol en esta especie.

De esta manera, Vitis vinifera tesulta ser un especie interesante sobre la cual realizar estudios del
metabolismo de sorbitol en especies no-Roseaceae. Ademas, el French-Italian Public Consortium for
Grapewine Genome Characterization (2007), secuenci6 y hizo piblico Ia secuencia del genoma de la

vid (Vitis vinifera) de la variedad Pinot noir, facilitando estudios moleculares en esta especie.
1.6 Estrategia desarrollada

Los genes SDH son estudiados en nuestro laboratorio con la finalidad de investigar sobre el papel
fisiolégico de sorbitol, particularmente en especies no-Rosaceae. Este objetivo se ve reflejado en el
trabajo de magister de Patricio Mandujano, donde se realizaron estudios sobre una posible SDH en
Arabidopsis thaliana (AtSDL, NP_200010). Como se mencioné anteriormente, la inquietnd por
estudiar el metabolismo de sorbitol en uva nace a pactir de su trabajo, y si bien en aquel tesis se
identificd nna secuencia de una posible SDH en uva, en este seminario de titulo se profundizé la
bilisqueda. Para identificar supuestas SDHs en Vitis vinifera, se realizaron BLAST utilizando las

secuencias de las SDHs caracterizadas de manzana (MdSDH3, AAL37295, Nosarszewski et al.



2004), tomate (LeSDH, BAE47038, Ohta et al. 2005) y la secuencia de AtSDL (Mandujano, 2010).

De esa manera, se identificaron varios candidatos en vides (ver la primera seccion de Resultados).

Dado 1a presencia de sorbitol en vides en bajas concentraciones (seccion 1.4), y como primera
aproximacion para determinar las funciones de este alcohol de azicar, y de las SDHs en vid, se
inicid el estudio de uno de los candidatos identificados, Para ello, se utilizaron recursos y algoritmos
disponibles en la web para analizar las secuencias candidatas y escoger una para experimentos
futuros. Especificamente, se aislé el cDNA de una SDH supuesta de vid, la cual fue nombrada
WSDH]I, y se construyeron dos vectores binarios. El primero, en el vector binario pGWB2, ticne
como objetivo la sobre expresion de VvSDHI, para posteriores estudios bioquimicos para determinar
su especificidad de sustrato, asi permitiendo comprobar si la proteina codificada efectivamente tiene
actividad SDH. El segundo vector, pMDC44, permite crear una proteina fusion con GFP en el
extremo N-terminal de la proteina. Con ambos vectores, se realizé una transformacion transitoria de
Nicatiana tabacum (tabaco) utilizando Agrobacterium tumefaciens para determinar la fimcionalidad
transcripcional de ellos, ¥ con pMDC44-VvSDH, se determiné la localizacién subcelular de la
proteina de fusion via microscopia de fluorescencia. Ademés, en forma paralela, se realizdé un
estudio in-silico, analizando datos de la base de datos Pledb (www.plexdb.org) para evaluar la

posible funcién de VvSDHI.



2 OBIJETIVOS

Objetivo general

Identificar, seleccionar y clonar en vectores binarios una posible SDH de vid (VvSDHLI). Verificar a
nivel molecular mediante la expresion transitoria en planta la funcionalidad de los vectores binarios

construidos, y evaluar in-silico 1a posible funcion fisiologica de VvSDHI en Vitis vinifera.

Objetivos especificos
e Identificar secuencias candidatas para SDH de vid
e Clonar el cDNA de V¥SDFH 1, una Sorbitol Deshidrogenasa putativa de uva (Vitis vinifera)

e Construir vectores binarios para sobre-expresar VvSDH1 y analizar su funcionalidad

transcripcional mediante la expresion transitoria en hojas de tabaco, Nicotiana tabacum.

e Construir una proteina fusién GFP-VvSDHI para estudiar la ubicacién subcelular de

VvSDH1

e Analizar y evaluar in silico la posible funcién fisiologica de VVSDHLI en Vitis vinifera



3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Material Biol6gico
3.1.1 Crecimiento de Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

Se crecieron bacterias E. coli cepa DH5a, DB3.1y One Shot® en medio LB liquido [NaCl 1% (p/v),
Triptona 1% (p/v), Extracto de Levadura 0,5% (p/v), pH 7 a 25 °C] con agitacién de 200 rpm o en
placas con LB sélido [LB liquido més agar 1,6% (p/v)] en ambos casos por 16-18 hrs a 37 °C.
Ademas en algunos casos se suplement6é el LB con antibidticos para la seleccion de bacterias
transformadas; espectomicina 100 pg/mL, para las transformadas con el vector pCR8 y kanamicina

100 pg/ml. para las transformadas con los vectores pPGWB2 o pMDC44.

La cepa GV3101 de 4. tumefaciens fue crecida en medio LB liquido con agitacién de 200 ipm o LB
solido por 36-48 hrs a 28 °C, La cepa GV3101 de A.fumefaciens posee la capacidad de infectar y
transformar plantas gracias a que posee el plasmidio Ti ("Tumour inducing plasmid") modificado
parte de lo cual se transfiere a la célula huésped (T-DNA). El plasmidio Ti modificado mantiene
todo los genes de virulencia (vir) necesarios para la transferencia del T-DNA, actuando en trans.
Vale decir, la cepa GV3101 de A. tumefaciens es capaz de transferir T-DNA presenie en ofro
plasmidio (gracias al plasmidio Ti modificado), razén por la cual es utilizado en sistemas binarios de
transformacién. El otro componente del sistema binario de transformacion consiste en un vector
binario (vector utilizado en ¢l sistema binario), que permite clonar el gen de interés flanquedo por
los bordes del T-DNA (LB y RB), como por ejemplos los vectores binarios utilizados en este
seminario de titulo; pMDC44 y pGWB2. De esta manera A. tumefaciens cepa GV3101
transformadas con alguno de los vectores binarios permitird transformar plantas, transfiriendo el gen

de interés en las células huésped.




Es por lo anteriormente explicado, que para asegurar el correcto funcionamiento del sistema binario,
el medio LB en que fueron crecidas las bacterias se suplement6 con los antibiéticos rifampicina (10
pg/mL), gentamicina (50 pg/ml) y kanamicina (50 pg/mL), para la seleccion de la cepa GV3101,

del plasmidio Ti y del vector binario pMDC44 o pGWB?2, respectivamente.
3.1.2 Crecimiento hidropénice de Nicotiana tabacum

Se crecieron plantas de tabaco, Nicotiana tabacum, silvestre (wild type, wt) en cultivo hidropénico
(Gibeant, 1997) a 23 °C, con 16 hrs de fotoperiodo con 2400 lux. Plantas de 6-8 semanas fueron

atilizadas en los experimentos de agro-infiltracién (seccién 3.7).
3.1.3 Fuente de obtencion de DNA y RNA de vid

Debido a que en el momento del inicio de este seminario de titulo, 1a temporada de uva estaba en su
termino, el DNA gendmico de vid y las muestras de RNA (ambos de Cabernet Sauvignon) fueron
proporcionados por José Toméas Matus del laboratorio de Dr. Patrica Arce de la P. Universidad
Catolica. Tres muesiras de RNA fueron proporcionadas, rotuladas de la siguiente manera: RNA3,
RNA4 y RNAS, provenientes de extracciones de RNA de baya en el momento de pinta, de hojas
jOvenes y de baya (4 semanas post-pinta), respectivamente, Todas las muestras fueron observadas en

geles de agarosa (seccién 3.2.2) con el fin de cuantificar y comprobar la integridad del RNA,

3.1.4 Preparacién de células quimiocompetentes E. coli DB3.1

Para hacer células E. coli DB3.1 quimtocompetentes, se crecio una alicuota de 100 pL en 3 mL de
LB liquido, sin antibioticos, a 37 °C por una noche. Al dia siguiente, 500-750 pl del cultivo fue
traspasado a un matraz con 50 mL de LB liquido, se incub6 con agitacién a 37 °C hasta alcanzar una
DO600nm de 0,5-0,6 y se centrifugd (4 °C, 10 min, 3100 g). El sedimento fue resuspendido rapida y
suavemente en 10 mlL de CaCl; 0,IM fiio y estéril y centrifogado (4 °C, 5 min, 3700 g). El

sedimento se volvié a resuspender en 10 mL de CaCl; 0,1 M frio y estéril, se incubd (4 °C, 30 min) y



luego se centrifogé (4 °C, 5 min, 3700 g). El sedimento fue resuspendido en 2 mL de CaCl;0,1 M
frio v estéril e incubado (4 °C, 16 hrs). Al dia siguiente, se adicioné 600 pL de glicerol 100% estéril

y se guardaron alicuotas de 200 pL a -80 °C hasta su utilizacion.

3.1.5 Preparacion de células electrocompetentes E. coli DHSa

Para la preparacion de células electrocompententes, se dejo crecer una alicnota de 40 pl de £. coli
DHSa en 5 mL de medio LB liquido con el antibidtico 4cido nalidixico (S0 pg/mL) con agitacion
por toda la noche. Al dia siguiente se creci6 el indculo en 100 mL de LB liquido 4cido nalidixico (50
pg/mL) en un matraz con agitacion a 37 °C hasta un OD600nm de 0,5-0,8. Luego, se incubd en
hielo por aproximadamente 30 min. Transcurrido este tiempo se traspasé a tubos de 50 mL y se
centrifugd (3800 g, 4 °C, 15 min). Se elimind el sobrenadante y se agregd 1 volumen de agua
destilada nanopura y se homogenizd y se volvi6 a centrifugar (3800 g, 4 °C, 15 min). Se eliminé el
sobrenadante y se repiti6 el paso anterior. Luego, se resuspendio el sedimento en 10 mL de glicerol
10% frio v estéril y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. Se elimind el sobrenadante y
se resuspendio el sedimento en 500 pL de glicerol frio estéril 10% y se alicuotd en 40 uL en tubos

de eppendorf estéril.
3.1.6 Preparacién de células quimiocompetentes A. fumefuciens GV3101

Para la preparacién de células 4. fumefaciencs GV3101 quimiocompetentes se incubd un pre-
indculo de 20 pi de A. fumefaciens GV3101 en 5 mL de LB liguido suplementado con gentamicina y
rifampicina (seccion 3.1.1) con agitacion a 28 °C por toda la noche. Al dia signiente se traspaso el
cultivo a un matraz con 100 mL de LB liquido y se incub6 en las mismas condiciones anteriores
hasta un OD600nm de 0.5 aproximadamente. Se traspasoé a dos tubos de falcon de 50 mL y se

incubé en hielo por 10 min. Se sedimentd (3000 g, 20 min, 4 °C) y se desechd el sobrenadante y el
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y

sedimento fue resuspendido en 2 mL de CaCl, 20 mM estéril. Se alicuoté en 100 uL y se congelaron

en nitrogeno liquido antes de guardar a -80 °C.
3.2  Disedio y verificacién in silico de partidores
El disefio de los partidores fue realizado utilizando PerlPrimer, NCBI y ClustalW2.

Se selecciond la secuencia de VvSDHI (nimero de acceso CAQ024583), a partir de NCBI

(www.ncbi.nlin.nih.gov), de acuerdo al porcentaje de similitud con las SDH conocidas y/o putativas

mediante su comparaciéon y alineamiento utilizando ClustalW2 (www.ebiac.uk/Tools/clustalw2/

index.html; seccion 4.1.1). Luego, se utilizo PerlPrimer (v1.1.17; http:/perlprimer.sourceforge.net/)

para disefiar partidores contra las regiones 5" y 3° UTR de V¥SDH], de acuerdo a los parametros de
Tm y el largo de partidor. Una vez disefiados los partidores, se realizd un BLAST nucleotidico
contra el genoma de vid y tabaco, para asegurar la especificidad de los partidores para VvSDHI. De
esta manera se disefiaron los partidores: VvSDHSpeF, VvSDHBstR, VvSDHSpe52, VvSDHBst33,
Vv_ int 2 Fy Vv_int 2 R (Tabla I).

Tabla 1. Partidores utilizados en este seminario de titulo. Los distintos partidores se utilizaron para la
clonacion del fragmento de interés PvSDHI, comprobacion del fragmento clonado, obtencion de cDNA a
partir de RNA, verificacion de la calidad del cDNA obtenido y constatar la expresion transitoria en tabaco.

Nombre Secuencia Descripcion

Hibrida con el gen de interés
49nt rio arriba del codon de
VvSDHSpeF 5’-GGCAACTAGTAAACTCAGAGGAGTCTCACTG -3” inico en azul. Junto con
VvSDHBSstR amplifica un
producto de ~1200pb
Hibrida con el gen de interés
; o Sess o e : 75nt rio abajo del codon de
VvSDHBSIR 5. GGCAGGTGACCGTCTGGTAAGACTGGTAAGAC-3 i s ;zu { Tunto oot
VvSDHSpeF amplifica un
producto de ~1200pb.
5 4 5 Codén de inicio en azul. Junto a
5-GGCAACTAGTAAAATGGGAAAAGGAGGGATG-3 VvSDHBst33 amplifican un

producto de 1098pb,

Codon de término en azul y
nucleotido a corregir en verde.

VvSDHSpes2

VvSDHBst33 5°-GGCAGGTGACCGTC TAGAGGTTGAACATGACC-3" Junto con VvSDHSpe52
amplifican un producto de
1098pb.
y : . Hibrida con una region interna,
Vv int 2F 5.GTGAAGTCTCTGGTGCCAGGGGA-3 277nt rio abajo del codén de
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inicio. Junto con Vv_int 2R
amplifica un producto de 758pb.
Hibrida con una region interna,
. , 5 1034nt rio abajo del codon de
Vv int 2R 5°- ACCTCCCTTTGGGAGAAGCCGA -3 inicio, Junto con Vy_int 2R
amplifica un producto de 758pb.
Hibrida con una region interna
) ) 5' del gen de la proteina
5-GAGGGTGAAGGTGATGCAAC-3 fsrescdnne vesde Tanso con

VvSDHBst33 amplifican un
producto de 1800pb.
Hibrida con una regién interna
5' del promotor CaMV358S.
358directo 5'-AAGATACAGTCTCAGAAGACC-3' Junto con VvSDHBst33
amplifican un producto de
1560pb.
Hibrida con una regién interna
; 2 5' del gen 18S. Junto con
18Sdirecto -TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3 188 reverso suplifies un
producto de 200pb.
Hibrida con una region interna
3' del gen 18S. Junto con

GFPdirecto

18Sreverso 5'-ACAATGATCCTCCGCAGGT-3' 188 airecto smphifioa:nn
producto de 200pb.
: ,  Hibrida con poli A en la region
1 TTTTTTTTTTTTTTTTT-
OligoAP 5'-CGCCACGCGTCGACTAGTAC 3 3' de los mRNA.

Los partidores fueron sintetizados y entregados liofilizados por la empresa IDT. Se resuspendieron

en agua np para conservar un stock a -20 °C (1 mM) y para las amplificaciones por PCR (seccion

3.3,3.4y3.5.4), se diluyeron a 10 pM.
3.3 Obtencion de cDNAs

3.3.1 Tratamiento con DNAsa

Este tratamiento tiene como fin eliminar los posibles restos de DNA que pudiesen quedar en la
muestra de RNA. Para ello se utilizd 2 pg de RNA total de cada muestra (3.1.3) y se tratdé con 1 U
de DNasal (Fermentas), Buffer DNasal 1X, 10 U de RiboLoc RNase Inhibitor (Fermentas), y agua
DEPC en un volumen total de 10 pL. Se incubé (37 °C, 30 min), se dejé en hielo (1 min) y

finalmente, se adicion6 1 pL. de EDTA 25 mM para detener la reaccion.
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3.3.2 Reaccién de transcripcion reversa (RT)

La reacci6n se llevd a cabo utilizando el sistemna RT-Improm-II Reverse Transcription System de
Promega. Las muestras sometidas al tratamiento de DNAsa fueron divididos en dos tubos (5.5 pl de
muestra en cada uno). A cada tubo, se le adicioné 0.5 pM Oligo-AP (Tabla I). De forma separada, se
prepard la mezcla A: 1X Improm-II Reaction Buffer, 3 mM MgCl, 0,5 mM dNTPs, 0.5 U de
RiboLock RNAase Inhibitor, 1 pl ImProm-II Reverse Transcriptase y agua DEPC para inactivar
cualquier RNAsa que pudiera estar presente. Se adicioné suficiente agna DEPC para que al
adicionar 1la mezcla de RNA tratada con DNAsa y Oligo-AP, el volumen final fuese de 20 pl. La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador, que ejecnto el siguiente programa; 70 °C (5 min) para
desenrollar las hebras de RNA (durante los cuales se incubé sélo la mezcla de RNA tratada con
DNAsa y el partidor Oligo-AP), luego se detuvo el programa y las muestras fueron incubadas en
hielo mientras que se les afiadié la mezcla A. Una vez agregado, se volvieron las muestras al
termociclador y se continué el programa: 25 °C (5 min) para permitir €l apareamiento del RNA con
el partidor Oligo-AP, 42 °C (60 min) para la extension del cDNA y finalmente la inactivacion de la

enzima a 70 °C (15 min).
3.4 Amplificacion de VvSDH1

3.4.1 Amplificaciéon de VvSDHI desde 5" UTR hasta 3'UTR a partir de cDNA total por PCR

Con la finalidad de amplificar el cDNA de VvSDHI, se realizaron reacciones de PCR utilizando
como templado los cDNAs obtenidos (seccion 3.3) y los partidores VvSDHSpeF y VvSDHBSstR
(Tabla I). La composicion de cada mezcla fue la signiente: 1X Dream Taq Green Buffer
(Fermentas), 5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,5 pM VvSDHSpeF, 0,5 pM VvSDHBstR, 3 pl de
c¢DNA total, 1 U Dream Taq polimerasa y agua libre de DNAsa (agua np) en un volumen final de 20
pl. El protocolo de reaccién consistié en 3 min de “Hot-Start” a 94 °C, para asegurar el

desapareamiento de las hebras. Transcurrido este tiempo, se adicioné Taq polimerasa y se continud
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con el paso siguiente que consistié en 2 min més de denaturacion a 94°C, seguido por 10 ciclos de
denaturacion (94 °C, 15 seg), apareamiento de los partidores (55 °C, 30 seg) y polimerizacion (70
°C, 1 min). A continuacién, se realizaron 30 ciclos de denaturacion (94 °C, 15 seg), apareamiento de
los partidores (55 °C, 30 seg) v elongacion con un incremento de tiempo partiendo de 1 min
aumentando en 5 segs en cada ciclo (70 °C). Finalmente, se realizé un ciclo de polimerizacion de 10

min a 72 °C, terminando el proceso a 10 °C.

3.4.2 Amplificacion de VvSDHI desde coddn de inicio hasta codén de términe de

transcripcion, a partir de pCR8-VvSDH1

Se realizaron amplificaciones de VwSDHI a partir de pCR8-J¥SDHI (seccion 3.5.2). La
composicion de cada mezcla fue la sigoiente: 1X Pfuo Buffer con MgSO; incorporade (Fermentas),
0,2 mM dNTPs, 0,5 pM VvSDHSpe52, 0,5 pM VvSDHBst33, 1 pl de pCRS-IWSDHI, 1 U Pfu
DNA Polimerasa y agua np en un volumen final de 20 pl. El protocolo de reaccién utilizado fue el

mismo a lo descrito en seccién 3.4.1.
3.4.3 Amplificacion de un fragmento interno de ¥»SDH]I a partir de cDNA total por PCR

Con la finalidad de verificar la expresién de VvSDHI, se realizaron reacciones de PCR utilizando
como templado los cDNAs obtenidos a partir de un RT-PCR (seccion 3.3) realizado con el RNA de

tabaco agroinfiltrado (seccion 3.8.2) y los partidores Vv_int 2F y Vv_int 2 R (Tabla I).

Ia composicion de cada mezcla fue la siguiente: 1X Taq Buffer (Invitrogen), 5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,5 pM Vv_int 2 F, 0,5pM Vv_int 2 R, 2 pl de ¢cDNA total, 1 U Taq polimerasa (Invitrogen)
y agua np en un volumen final de 20 pl. El protocolo de reaccién consistié en 5 min de denatoracién
a 94°C, seguido por 35 ciclos de denaturacién (94 °C, 15 seg), apareamiento de los partidores (60 °C,
30 seg) y polimerizacién (70 °C, 1 min). Finalmente, se realiz6 un ciclo de polimerizacién de 10 min

a 72 °C, terminando el proceso a 10 °C.
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3.4.4 Geles de electroforesis de DNA

Se prepararon geles de agarosa 1% o 1,5% dependiendo del tamafio o la separacion de la(s) bandas
que se espera observar mediante la electroforesis. Para la preparacion de éstos, se agregd 1 go 1,5 g
de agarosa analitica a 100 mL de TAE 1% (0.04 M Tris-acetato pH 8; 0.001 M EDTA) y se adiciond
1 pg/mL de bromuro de etidio. Se calenté mediante microondas hasta que la solucién se tornara
transparente, sin cristales. Se enfrié bajo agua o en el meson hasta aprox 50-60 °C, antes de verter en
la bandeja o molde. Una vez gelificado, se retir6 cuidadosamente los peines y se frasladé a la cimara
de electroforesis, la cual contenia suficiente TAE 1% para cubrir el gel. Se cargaron las muestras las
cuales contenian buffer de carga (Fermentas) en una proporcion de aproximadamente 1:5, muestra;
buffer. Se corrid las muestras a corriente constante y voltaje de entre 90-100 V por
aproximadamente 30-45 min para DNA y 70-80 V por 15-20 min para RNA. Finalmente, se
observaron las muestras en una camara oscura equipada de transiluminador UV y se capturd y

analizé el imagen mediante el software GeneGenius Classic (SynGene®)
3.5 Clonacion de VvSDHI en el vector pCRS8
3.5.1 Parificacién del fragmento VvSDHI desde geles de agarosa

El fragmento de VvSDHI amplificado por PCR (seccién 3.4.1 o 3.4.2) fue cargado en geles de
agarosa 1% vy se separd la banda de interés de ~1200 pb o 1098 pb mediante electroforesis (seccion
3.2.2). Luego, se purifico esta banda ntilizando ¢l Wizard SV gel and PCR clean up system (Promega)

siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento fue recuperado en 20 pl de agua np.

3.52 Clonacién de ¥vSDH] en el vector de entrada pCRS®

Fl vector de entrada utilizado fue pCR8 (Invitrogen) y el ligamiento con la secuencia de interés se
realizd mediante el sistema TOPO®TA. En éste, pCR8 (~ 3 kb) es mantenido lineal mediante una

topoisomerasa I unida de forma covalente a sus extremos (vector activado). Ademds, los extremos
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poseen una timina desapareada el cual permite el ligamiento de fragmentos de PCR amplificados
con Taq. Esto se debe a que la Tag polimerasa posee una actividad transferasa inespecifica, y

adiciona una adenina en el extremo 3’ de todos los fragmentos amplificados.

Cuando los fragmentos de VvSDH! fueron amplificados utilizando Ia enzima Pfu (seccion 3.4.2),
fue necesario adicionar la adenina desapareada, ya que a diferencia de la enzima Taq polimerasa ésta
no posee actividad transferas inespecifica. Para ello, a cada 20 pl de muestra de PCR, se agregaron
Buffer Taq 1X, MgCl, 3 mM, dATP 0.25 mM y Taq 1U (72 °C, 30 min). El protocolo de ligamiento
del producto PCR (con extremos 3' con una adenina desapareada) con el vector pCR8 se realiz6
seghn las indicaciones del fabricante. De esta manera, la secuencia de interés quedo clonada en
pCRS, dentro de los sitios attl.l y attL.2, los cuales permiten la recombinacion con sitios atiR1 y
attR2, respectivamente, presentes en los vectores de destinacién pGWB2 y pMDC44 (Tecnologia
Gateway, Invitrogen), Ademas, pCR8 posee sitios de unidn para los partidores M13 directo y M13
reverso rio arriba y rio debajo de los sitios attLl y attl.2, respectivamente, penmitiendo la

secuenciacion del fragmento de interés.
3.5.3 Transformacion de E. coli DH5a competentes con pCRS-VvSDH]

Células electrocompetentes de E. coli DH5a {seccién 3.1.5) fueron transformados con los productos
del ligamiento entre pCR8 y VvSDHI. Para eliminar las sales presentes en la mezcla, se realiz6é un
paso de “desalting”, que consisti6 en dializar la muestra de pCR8-F/vSDH con filtros de membrana
(Millipore) de 0.025pm en agua des-ionizada por 20 min. Luego, se transfirié la membrana a un
pocillo con agua altamente des-ionizada (agna miliQ) y se dializd por 20 min mas.

Se transformaron las células competentes (150 ul) con la muestra desalada utilizando un
electroporador Gene Pulser Xceli™ de Bio-Rad (Laboratorio de Genética, Facultad de Ciencias). La

electroporacién se hizo en una cubeta de 2 mm mediante un pulso de 2.5 V. Luego, se agregd 1 mL

LB liquido, se traspaso todo el contenido a un tubo de microcentrifuga y se incub6 a 37 °C, 200 rpm,
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por 90 min. Transcurrido este tiempo, se centrifugd (6500 g, 5 min) para eliminar el sobrenadante y

se sembr6 en placas de LB solido (seccion 3.1.1).

3.5.4 PCR de colonia, extraccién y purificacién de DNA plasmidial para la verificacion de

colonias bacterianas transformantes

Para verificar la transformacion de las colonias . coli (seccion 3.5.3), se picaron colonias al azar y
se realizé un PCR de colonia. Las colonias picadas fiueron resuspendidas en 5 pl de agnanp y 1a
mezcla utilizada para el PCR consistié en: 1X Buffer de reaccién Biolasa (Bioline), 5 mM MgCl,,
0,2 mM dNTPs, 0,5 pM VvSDHSpe52, 0,5 pM VvSDHBst33, 1 pl de suspencidn de bacteriasy 1 U
Taq Biolasa. El protocolo de reaccién consistio en denaturacion (94 °C, 5 min), seguido por 32
ciclos de denaturacion (94 °C, 30 seg), aparcamiento de los partidores (55 °C, 30 seg) v
polimerizacién (72 °C, 1 min), finalizando com un ciclo de polimerizacién (72 °C, 10 min),
terminando el proceso a 10 °C. El producto de PCR fue observado en geles de agarosa 1% (seccién
3.2.2) v las colonias transformadas fueron crecidas en 15 mL de LB liquido (seccién 3.1.1)
utilizando los 4 pl restantes de la suspencion de bacteria. Luego, 800 pl del cultivo fueron guardados
en glicerol 20% a -80 °C como respaldo. El resto de la muestra fue utilizado para la purificacion de
DNA plasmidial mediante el kit “AxyPrep Plasmid Miniprep Kit” (Axygene) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Finalmente las muestras fueron secuenciadas por la empresa Macrogen,

utilizando partidores M13 directo y M13 reverso.

3.5.5 Digestién enzimdtica de pCR8-VvSDHI

Se comprobé la orientacion de VwSDHI con respecto a los sitios de attl.1 y attl.2 en pCR8 mediante
ensayos de digestion con la enzima de restriccion Xbal (Fermentas). Segiin las recomendaciones del
fabricante, la mezcla que se utilizd para realizar la digestion fue la siguiente: Buffer Tango 1X, 1 pg
de DNA, 5 U Xbal y agua np hasta un volumen final de 20 pl. Esta mezcla fue incubada (37 °C, 6

hrs) y luego analizada en un gel de agarosa 1%.
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3.6 Clonacion de VvSDH1 en los vectores de destinacion

3.6.1 Clonacion de VvSDHI en los vectores pMDC44 y pGWB2

En este seminario de tituld, se escogieron dos vectores binarios de expresion, pGWB2 y pMDC44.
Ambos vectores binarios utilizan el sistema Gateway para clonar el gen de interés. El sistema
Gateway es una tecnologia de clonamiento muy utilizada que aprovecha las propiedades de
recombinacién sitio especifico del bacteri6fago lambda (Landy 1989) para clonar de forma ripida y
eficiente una secuencia de interés en diferentes vectores de expresion. Este sistema consiste en dos
pasos; en primer lugar la secuencia de interés es clonado en un vector de entrada entre los sitios
attl1 y attl.2 presentes en ésta. En este seminario de titulo se escogid €l vector de entrada pCR8
(seccidn 3.5.2). Luego mediante recombinacidn especifica con los sitios attR1 y attR2 presentes en

el vector de destinacion, la secuencia de interés queda clonada en el vector de expresion.

Mientras que ¢l vector pGWB2 ya se encontraba en el laboratorio al inico de este seminario de titulo,
el vector pMDC44 y células de E. coli cepa DB3 fueron proporcionados por el laboratorio de Dr.
Ariel Orellana de la Universidad Andrés Bello. Estas células son resistentes a los efectos toxicos del
producto protéico del gen ccdB presente en los vectores de destinacion disefiados para ser
transformados mediante el sistema Gateway y fueron preparadas para hacer de ellas quimio-

competentes (seccion 3.1.4).

Tanto pGWB2 (Fig. 3) como pMDC44 (Fig. 4) permiten la seleccion de bacterias transformantes
mediante el antibitico kanamicina. Ademas, en ambos casos el gen de interés se clona en un
fragmento del vector flanqueda por las secuencias LB (“T-left border”) vy RB (“T-right border™),
bordes izquierdo y derecho del T-DNA, También dentro de las secuencias LB y RB se encuentra un
gen de resistencia a higromicina (para I seleccion de plantas transformantes) y las secuencias para
la recombinacion especifica, attR1 y attR2. Entre estas dos secuencias especificas para Ia

recombinacién, se encuentra el gen ccdB, el cnal sirve como marcador de seleccién negativo para
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células no transformadas. Se escogieron estos dos vectores binarios de destinacion puesto a que cada
uno permite cumplir objetivos distintos. pPGWB2 (Nakagawa et al 2007) tiene como finalidad sobre-
expresar la secuencia de interés mediante el promotor constitutivo y fuerte CaMV35S (Fig 3),
mientras que pMDC44 (Curtis y Grossniklaus 2003) permite generar una proteina con GFP
fusionado en el extremo N-terminal de la proteina de interés, también controlado por el promotor

CaMV358S (Fig 4).

ccdB

358
pGWB2 |AB| NosP:NPTI --I—Cm'-u—l-NosT— 1dH 858 His

arnR1 anRz2

Fig 3. Esquema del T-DNA de pGWB2. Los componenetes del T-DNA de pGWB2 son: RB (T-right border),
LB (T-left border), NosP (Promotor nopalina sintetasa) para la expresion en tegido vegetal, NPTII (gen
neomycina fosfotrasferasa IT) para otorgar resistencia contra kanamicina, 35S (promotor fuerte y consititutivo),
attR1 y attR2 (sitios de recombinacion), NosT (terminador del gen nopalina sintetasa), HPT (higromicina B
fosfotransferasa) para otorgar resistencia contra higromicina y el gen letal ccdB el cual permite hacer una
seleccion negativa.

0S TH Hyg"

attR1

attR2

Fig 4. Esquema del T-DNA de pMDC44. Los componentes del T-DNA de pMDC44 son: RB (T-right
border), LB (T-left border), 35S (promotor fuerte y consititutivo), gfp6 (proteina fluorecente verde), attR1 y
attR2 (sitios de recombinacion), NosT (terminador del gen nopalina sintetasa), Hyg' (resistencia contra
higromicina) y el gen letal ccdB el cual permite hacer una seleccion negativa..

Para la recombinacion entre pCR8-VvSDHI y pGWB2 o pMDC44, se utilizd Gateway LRClonase I1
Enzyme Mix y se preparé una mezcla, de acuerdo a las indicaciones del fabricante, compuesto por
50-150 ng pCR8-FvSDHI, 150 ng del vector binario de expresion (pMDC44 o pGWB2), una
cantidad de Buffer TE pH 8 suficiente para completar 8 pl y 2 pL de LR Clonasall. Se incubo

durante 2 h a temperatura ambiente. Luego, se detuvo la reaccion con la Proteinasa K .
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3.6.2 Extraccién y purificacion de DNA plasmidial para la verificacién de colonias

bacterianas transformantes

Los vectores binarios de expresién pGWB2-FvSDH! o pMDC44-FvSDHI fueron transformadas en
células E. coli One Shot® (Invitrogen) quimiocompetentes segin las indicaciones del fabricante y
propagadas (seccion 3.1.1). Al dia siguiente, se realizd un PCR de colonia de la misma forma que se
hizo con las células transformadas de E. coli DH5a y se realizaron cultivos en medio LB liquido de
las colonias fransformadas (seccién 3.5.4). La preparacion de DNA plasmidial se realizé mediante
un método de lisis alcalina. Para la preparacion se requiere de fres soluciones; Solucién I: Glucosa
50 mM, Tris-HCl 25 mM y EDTA pH 8 10 mM; Solucion II: NaOH 0.2 N, SDS 1%; Solucion III:
Acetato de Potasio 5 M. Mientras que las soluciones Iy III fueron almacenadas a 4 °C, la soluciéon H

fue preparada en el momento de usar.

Se centrifugaron los cultivos bacterianas (12.000 g, 5 min) y se deseché el sobrenadante. Luego, el
sedimento fue resuspendido en Solucion I (100 pl) con agitacion vigorosa. Una vez resuspendido, se
adicioné Solucién II (200 pl) y se mezcld mediante inversion (5 veces). Tras incubar en hielo (5
min), se centrifugé (4 °C, 12.000 g, 5 min), se rescatd el sobrenadante y se realizdé una extraccién
con medio volumen de fenol: cloroformo (1:1). Se mezclé con agitacion vigorosa y se volvio a
centrifugar (4 °C, 12.000 g, 5 min). Se rescat6 la fase superior y se agregaron 2 volimenes de
isopropanol frio (-20 °C), mezclando mediante inversidn (5 veces) e incubando (-80 °C, 5 min).
Transcurrido este tiempo, se volvid a centrifugar (4 °C, 12.000 g, 5 min), se deseché el sobrenadante
v se lavd el precipitado con etanol 70% (800 ul). Luego, se centrifugd (4 °C, 12.000 g, 3 min), se
desechd el etanol y se dejé secar el precipitado a temperatura ambiente. Una vez seco, se
resuspendi6 en 50 pl buffer TE pH 8 o agua np. Finalmente, se eliminaron los posibles restos de
RNA mediante un tratamiento con 2 pl de RNAsaA (Fermentas; 10 mg/ml; 20 min, 37 °C) y se

guardaron las muestras de DNA plasmidial a -20 °C hasta su utilizacién.
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3.6.3 Determinacién de la presencia y orientacién de VvSDH1 en pMDC44-VvSDH1 y

pGWB2-VvSDH1 mediante PCR

En el caso de pMDC44-FvSDH1, se utilizaron los partidores sentido GFPdirecto y amtisentido
VvSDHBst33 (Tabla I). La mezcla utilizada para el PCR consistio en: 1X Buffer de reaccion
Biolasa (Bioline), 5 mM MgCly, 0,2 mM dNTPs, 0,5 pM GFPdirecto, 0,5 pM VvSDH1Bst33, 1 ul
pMDC44-VvSDHI (seccidén 3.6.2), 1 U Taq Biolasa y agua np para cumplir un volumen final 20 pl.
El protocolo de reaccidén conmsistid en denaturacion (94 °C, 5 min), seguido por 32 ciclos de
denaturacién, apareamiento de partidores y polimerizacién. El programa finaliza con un ciclo de
polimerizacion (72 °C, 10 min), terminando el proceso a 10 °C. Los 32 ciclos de denaturacién
consistieron en 30 seg a 94°C., Los ciclos de apareamiento de los partidores se realizé a 4 distintas
temperatura: 60, 62,5, 65,6 y 67 °C, en distintas filas del termociclador, todas por 50 seg, y la

polimerizacién se realizd a 72 °C por 1 min 45 seg.

En el caso de pGWB2-JWSDHI, se ufilizaron los partidores sentido 35S3directo y antisentido
VvSDHBst33 (Tabla I) y se utilizé la misma mezcla de reaccién descrita arriba, En cuanto al
protocolo del programa de PCR, se hizo un PCR de gradiente, al igual que en el caso anterior, con
las siguientes dos diferencias en los 32 ciclos de denaturacién, apareaminto de partidores y
polimerizacién: Las temperaturas de apareamiento fireron 5: 58, 59,9, 64,1, 66 y 68 °C, cada uno en
una fila distinta determinado por el termociclador y la polimerizacion se realizé por 1 min 30 seg a

72 °C (las condiciones de denaturacién se mantuvieron iguales).

Otro ensayo para determinar la presencia de VvSDH1 en los vectores binarios consistio en amplificar
WwSDHI desde el codén de inicio hasta el coddon de término de transcripcién. Este ensayo fue
realizado tanto para pMDC44-VvSDHI, como para pGWB2-VvSDH. La mezcla de PCR fue la
misma descrita arriba con la tinica diferencia de que los partidores utilizados fueron VvSDHSpe52 y

VvSDHBst33. El protocolo de reaccién consistié en 5 min de denaturacion a 94 °C, seguido por 32

23




ciclos de denaturacién (94 °C, 15 seg), apareamiento de los partidores (55 °C, 30 seg) y
polimerizacién (70 °C, 1 min). Finalmente, se realizé un ciclo de polimerizacion de 10 min a 72 °C,

terminando el proceso a 10 °C.

3.6.4 Determinacion de Ia presencia y orientacion de ViSDHI en pMDC44-FvSDHI y

pGWB2-VvSDHI mediante digestion enzimatica

Para ambos vectores, se realizaron purificaciones de DNA plasmidial mediante el kit "AxyPrep
Plasmid Miniprep Kit" (Axygene) siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego se realizaron
ensayos de digestién para corroborar la presencia y orientacién de FvSDHI, utilizando la enzima

Xbal (Fermentas; seccién 3.5.4).
3.7 Transformacion de A. tumefaciens con pMDC44-VvSDH1 y pGWB2-VvSDH1

A. tumefaciens cepa GV3101 quimiocompetentes fueron preparados en el laboratorio (seccién
3.1.6). Una vez descongeladas, se les adiciond 50 ng del vector final (seccién 3.6.2), se incubd en
nitrogeno liquido por 5 min y se devolvieron al hielo. Se Ie adicion6 1 ml de LB liquido, se incubd

(28 °C, 200 rpm, 16 hrs) y se sembraron en LB sélido con antibioticos (3.1.1).

3.7.1 Verificacién de la transformacion de 4. fumefaciens con pMDC44-VvSDH y pGWB32-

VYvSDH mediante PCR

Se picaron colonias y se diluyeron en 5 pl de agua np. Un pl fue utilizado para realizar PCR de
colonia (seccién 3.5.4) y el resto fue utilizado para inocular cultivos de LB liquido (5 mL) con los
respectivos antibioticos (28 °C, 200 rpm, 16 hrs). Fl dfa signiente, 800 pl de la muestra fue gnardado

en glicerol al 20% a -80 °C y con la muestra restante se realizé una preparacion de DNA plasmidial.

Para la preparacion se requiere de tres soluciones; MPSI: Glucosa 50 mM, Tris pH 8025 mM y
EDTA 10 mM; MPSII: NaOH 0.2 N, SDS 1%; MPSIII: Acetato de Potasio 5 M, Acido acético

glacial 11.5%. Las tres soluciones se prepararon en agua destilada, Se centrifugaron las muestras
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(12.000 g, 5 min) y se resuspendi6 el sedimentado en MPSI (100 pl) mediante agitacion vigorosa,
incubando la suspensién a temperatura ambiente (5 min). Después, se agregd lisozima (20 pl de 20
mg/mL), se agité vigorosamente (1 seg) y se incubd (37 °C, 15 min). Transcurrido este tiempo, se
adicioné MPSII (200 pl; recién preparada), s mezcld mediante inversion (3-4 veces) y se incubo en
hielo (5 min). Se agregé MPSIII (150 pl), se agitd vigorosamente (10 seg) v se volvid a incubar en
hielo (5 min). Luego, se centrifugd (10.000 g, 5 min), se adicionaron 400 pl de fenol/cloroformo/
alcohol ispamilico (25:24:1) al sobrenadante rescatado, se mezcld y se centrifugd (7.000 g, 5 min).
Se volvio a rescatar el sobrenadante, repitiendo el paso anterior una vez con fenol/cloroformo/
alcohol isoamilico (25:24:1) y una vez sélo con cloroformo. Tras esto, al sobrenadante rescatado se
le agregd isopropanol (300 pl), se incubd (-80 °C, 10 min) y se centrifugd (12,000 g, 5 min). El
sedimentado fue lavado con 500 pi de etanol 70% y se volvid a centrifugar. Se removié el etanol, se
secs el sedimentado y se resuspendié en 50 pl de Buffer TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM) con 2 pl de
RNAsa A (10 mg/mL, 37 °C, 20 min). Se utilizaron 2 pl de los vectores purificados en reacciones de

PCR (seccion 3.6.3).
3.8  Andlisis funcional de pMDC44-VvSDH1 y pGWB2-VvSDH1

3.8.1 Transformacién transitoria de hojas de N. fabacum con A. tumefaciens portando

pMDC44-17vSDHI y/o pGWB2-WSDH1

Para la transformacién transitoria de tabaco, se utilizé la técnica de agro-infiltracién. Para ello, A
tumefaciens fueron crecidos en LB liquido (seccién 3.1.1) hasta una DO600nm de 0,6 - 0,8. Se
sedimentaron las bacterias (5000 g, 5 min, 22 °C) y se resuspendieron hasta una DO600nm ~0.8, en
medio de infiltracion (MMA) [MES 10 mM pH 5.7, MgCl, 10 mM y acetosiringona (3,5-dimetoxi-
4-hidroxiacetofencna) 150 pM]. Esta suspensién fue utilizada para la agro-infiliracién de N.

tabacum en donde se rocié con agua la cara abacial de hojas jovenes con agua, y se perfundié la
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suspension de A. tumefaciens usando una jeringa de 5 mL. Se mantuvo el N. tabacum transformado

por 4 dias en condiciones ambientales controladas (seccién 3.1.2).

3.8.2 Extraccién de RNA total de hojas de tabacos transformados y anilisis de expresién

mediante RT-PCR

La extraccion de RNA totales se realizb usando RNA-Solv Reagent (Omega Bio-tek). Cuatro dias
después de la agro-infiltracién, se tomé alrededor de 60 mg de cada muestra de hojas de N. tabacum
en tubos de 1,5 mL. Se congelaron las muestras en nitrégeno liquido (5 min) y luego se pulverizd en
un mortero frio previamente esterilizado. Al polvo resultante, se agregd 1 ml RNA-Solv Reagent, se
homogenizé, se afiadié cloroformo (200 pl), se agité vigorosamente (15 seg) v se incub6 (hielo, 10
min). Transcurrido este tiempo, las muestras fieron centrifugadas (12.000 g, 15 min, 4 °C) y la {ase
superior fue rescatada y transferida a un nuevo tubo. Luego, se agregd isopropanol (500 pl, 20 °C,
20 min) y se centrifugd (12.000 g, 10 min, 4 °C). El precipitado fue lavado con 1 ml de etanol 80%
en agua DEPC enfriado a -20 °C, agitado vigorosamente (10 seg), centrifugado (3 min, 21.000g, 4

°C), secado y resuspendido en 30 pl. de agua DEPC,

Estas muestras fueron utilizadas en reacciones de RT (seccion 3.3.2), trds el cual se realizd una
amplificacion del ¢cDNA de 18S para verificar la calidad de la reaccién de RT realizada. La
composicién de cada mezcla fue la siguiente: 1X Taq Buffer (Invitrogen), 5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 0,5 pM 188directo, 0,5 pM 18Sreverso, 2 pl de cDNA total, 1 U Taq polimerasa (Invitrogen)
y agua np en un volumen final de 20 ul. El protocolo de reaccién consistié en 4 min de denaturacion
a 94 °C, seguido por 35 ciclos de denaturacion (94 °C, 45 seg), apareamiento de los partidores (56
°C, 45 seg) y polimerizacién (72 °C, 45 seg). Finalmente, se realiz6 un ciclo de polimerizacién de
10 min a 72 °C, terminando el proceso a 10 °C. Luego, una vez verificada l1a calidad del cDNA, se

verificé la expresion de VvSDHI mediante PCR (secci6n 3.5.3) utilizando 2 pl. de cDNA.

3.8.3 Localizacion subcelular de GFP-VvSDHI por microscopia de fluorescencia
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Para el andlisis de la expresion y €l estudio de la localizacion subcelular, se utilizd pMDC44-
VwSDHI (seccion 3.6.1). Cuatro dias después de la agroinfiltracion de N. tabacum (seccién 3.8.1), se
hicieron cortes nmy finos a las hojas. Estas muestras fueron observadas bajo el microscopio
epifluorescencia Axiovert 200M de Zeiss, mediante el software AxioVision 4.8, con la cAmara Zeiss
AxioCam HRm. Como control positivo se utilizo pCambia 1302 (355-GFP), el cual expresa el gen
GFP comandado por el promotor fiuerte y constitutivo 355, Como control negativo se utilizo el
vector pCambia-AtSDLprom ¢l cual contiene un fragmento del promotor de una posible SDH en
Arabidopsis (estudiado en el laboratorio), vale decir, un vector que no contiene ningun gen cuyo

producto protéico sea fluorecente posible de ser observado bajo microscopia fluorescente.

3.9 Estudio in-silice de la posible funcion de VvSDH1

3.9.1 Dendograma de SDH conocidas y VvSDH candidatas
Los dendogramas fueron realizados utilizando el programa MEGA4 (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis). Este programa permite realizar 1000 iteraciones del andlisis utilizando un
algoritmo basado en matrices de distancia (UPGMA). Ademds realiza una estimacién de distancia

utilizando el modelo de estimacion de distancia, p-distance,

3.9.2 Analisis in-silico de Ia posible funcién de VvSDH1
Para el estudio in-silico de la posible funcion de VvSDH1 se utilizo la base de datos Plexdb

(www.plexdb.org). Esta consiste en una base de datos donde distintos investigadores comparten los
resultados obtenidos en variados experimentos de chip de ADN (DNA microarray). Ademas, dentro
de la misma base de datos existe una serie de herramientas ftiles para encontrar el gen de interés o
los experimentos en las cuales la expresion diferencial de un gen de interés es significativa. De esta
manera, el primer paso y la primera herramienta utilizada en esta base de datos es la opcién "find
your gene" el cual entrega una lista de candidatos "probeset" a partir de una secuencia entregada.

Una vez escogido el "probeset” adecuado que representa VvSDI1, se prosigui6 a encontrar aquellos
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experimentos bajo el cual hay un cambio significativo de expresion, mediante la herramienta "Gene
Oscilloscope”. Los datos entregados por la base de datos se encuentra ya normalizada (RMA
normalization) de tal manera que se tomaron los datos para graficarlos mediante el programa
GraphPad Prism 5, con la finalidad de facilitar el analisis y el planteamiento de una hipétesis

respecto a Ia posible funcién fisiologica que pudiese tener VVSDH1 in vivo.
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4 RESULTADOS
4.1 Identificacidn y andlisis de VvSDH1

4.1.1 Identificacion y seleccién de una posible SDH de uva

Utilizando las secuencias aminoacidicas de MdSDH3 de manzana (AAL37295), LeSDH de tomate
(BAE47038) y AtSDL de Arabidopsis (NP_200010), se realizé una busqueda de ortologos en Vitis
vinifera en la base de datos de NCBI. Para las tres proteinas, se encontraron las mismas cinco
candidatas SDH en vid (Tabla II), dentro de las cuales se encuentra la secuencia de la enzima

identificada como L-idonato deshidrogenasa (L-idonato DH, ABA01327.1, DeBolt et al 2006).

En vides, L-idonato DH es la enzima que promueve el paso limitante (dcido L-idénico a acido 5-
keto-D-glucénico) en la biosintesis de acido tartarico a partir de acido ascorbico, mejor conocido
como vitamina C (DeBolt et al 2006). Como fue mencionado en este trabajo, esta enzima (366 aa,
40.1 kDa) posee un 77% de similitud en su secuencia aminoacidica con NAD-SDH de una serie de
especies vegetales, como manzana y tomate. Sin embargo, al realizar ensayos enzimaticos, L-
idonato DH poseia muy baja actividad frente a sorbitol como sustrato (DeBolt et al 2006). Por lo
tanto, la secuencia que fue identificada en nuestro analisis como L-idonato DH, si bien no es una
posible candidata de SDH en vid, fue 1til para evaluar las otras candidatas, eliminando aquellas que

presentaban una mayor similitud con L-idonato DH que con otras SDH conocidas.

Tabla II Tabla resumen de la similitud entre cuatro posibles SDH en vid, L-idonatoDH de vid y SDH de
manzana, tomate y SDH putativa de Arabidopsis thaliana. Se selecciono la secuencia con numero de acceso
CA024583.1 como putativa SDH y se nombré VvSDHI1.

Score /E- CA024583.1 CA024586.1 CAN73444.1 ABA01327.1 CAN73609.1
value VvSDH1 L-idonatoDH

MdSDH3 567/ 6e-160 563 6e-159 563 le-158 562 1e-158 555 2e-156
AtSDL 632/ 1e-179 622 le-176 605 2e-171 602 1le-170 595 3e-168
LeSDH 640/0.0 635 2e-180 602 2e-170 601 3e-170 593 Re-168
Promedio 613 606.67 590 588.33 581
Score
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Al realizar un alineamiento entre las secuencias aminoacidicas {y nucleotidicas; datos no mosirado)
de las candidatas de SDH en vid, se observa un grupo distintivo formado por las secuencias
CAN73444.1 y CAQ24583.1, las cuales presenta un 100% similitud aminoacidica entre ellas. Al
analizar estas dos secuencias con mayor detalle, se observd que CAN73444.1 es la misma secuencia
que CA024583.1, con la diferencia que es una secuencia aproximadamente 60 aminodcidos més
corta en el extrerno N-terminal. Es por ello que para el resto de los anélisis, no se considerd la
secuencia CAN73444.1. Por oftra parte, cabe destacar que CA024586.1 y CAN73609.1 presentan un
98-99% de similitud con la L-idonato DH, mientras que entre la L-idonato DH y la CA024583.1
sblo se observa un 76% de similitud (Tabia III). Dado al alto “score” promedio, bajo "E-value" y los
resultados observados en el alineamiento de las candidatas de SDH de vid y L-idonato DH, se

consideré que Ia secuencia CAO24583.1 era la mejor candidata y por ello se Ia nombrd VwSDHI.

Para tener mayor certeza sobre la seleccion de VvSDHI como supuesta SDH de vid, se realizé un
dendograma de las secuencias aminoacidicas de SDEs conocidas y putativa (Arabidopsis),
secuencias de ADHs y L-~iditol DH, VvSDHI (CA024583.1), CA024586.1 y CAN73609.1 de vides
(sin considerar Ia secuencia truncada, CAN73444.1) (Fig 5). Si bien VVSDHI presenta solo una
similitud de un 76% con L-idonato DH, Ia finalidad de este ensayo es comprobar que VvSDH1
presenta una similifud igual o mayor a un 76% con alguna SDH conocida, para poder considerarla
como una buena candidata de SDH de vid. En ¢} dendograma se observd que la candidata escogida,
VvSDHI, se agrupa junto a otras secuencias de SDH de espectes dicotiledoneas no-Rosaceae, vale-
decir, en un grupo distinto al de las L-idonato DH o de las ADHs. Por lo tanto, a partir del

alineamiento obtenido se puede hipotetizar que VvSDHI1 es una SDH y no una isoforma de la L-

idonato DHodela ADH_.
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Fig 5 Dendograma del alineamiento aminoacidico entre sorbitol deshidrogenasas vegetales conocidas (LeSDH, MdSDH2,
MdSDH3, MdSDH6, MdSDH7, MdSDHS, MdSDIH9, PeSDH, PpSDH, PsSDH y ZmSDH) y putativas (AtSDL, OsSDL),
alcoholes deshidrogenasas (AtADHI, MJADH, LeADH y VvADH, NP_177837.1, CAA8827L.1, CAAS4450.1 y
AABG65840.1 respectivamente), v los candidatos de SDH en vides (VvSDHI, CAG24586, CAN73609) incluyendo
idonatoDH. Se distinguen dos grupos principalmente; (A) SDH e idonato DH. (B) Alccholes deshidrogenasas. Dentro del
grupo (A) se distingue como un subgrupo de SDH rosacea (Al) dicotiledoneas no rosacea (AZ2), monocotiledonia no
rosdceas (A3) y un subgrupo de L-idonato deshidrogenasa (A4). Se indica en cada nodo el porcentaje de "bootstrap”
obtenido con 1000 repeticiones utilizando el algoritomo UPGMA mediante el software MEGA4. Ademss en el inferior se
muestra la distancia, como una medida filogenética en el cual se asigna un 0 a secuencias pertenecientes al mismo
organismo y un 1 a secuencias totalmente disimiles. Los numeros de acceso se encuentran en el anexo 2,
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Tabla I1I: Porcentaje de identidad amino acidica entre sorbitol deshidrogenasas conocidas de no Rosaceac(LeSDH,
ZmSDH), Rosaceae (MdSDH3) y putativa (AtSDL), alcohol deshidrogenasa de vid (VvADH), y las SDH candidatas en
vides (VvSDH1, CA024586, CAN73609) incluyendo idonatoDH.

% AtSDL LeSDH ZmSDH MdSDH3  VvSDHI1 CAQ idonatoDH CAN VvADH
24586.1 73609
AtSDL - 84 75 78 84 77 78 77 20
LeSDH - 77 i 86 78 79 78 21
ZmSDH _— 75 75 69 69 69 22
MdSDH3 — 76 74 74 74 21
VvSDH1 - 76 76 76 21
CAO - o8 99 20
24586.1
idonatoDH -— 98 20
CAN -— 19
73609
VvADH ey

Considerando todos los antecedentes de analisis de secuencias, se escogié VvSDH1 como posible
SDH de vid para estudios posteriores. VVSDHI1 es una proteina (CAO24583.1) de 365 aa y su
cDNA posee 1098 pb. La secuencia genémica (CU459582.1) posee 5 intrones y 6 exones, y tiene un
total de 3.328 pb desde el codén de inicio hasta el codén de término de traduccion incluyendo los

intrones.
4.2  Analisis bioinformdtico de la secuencia protéica de VvSDH1

Mediante la base de datos de familias y dominios de proteinas, Prosite y comparaciones con los
resultados presentados por Ohta et al. (2005) sobre LeSDH, se identificaron los residuos
aminoacidicos en VvSDH1 que se encuentran conservados en los SDHs. De esta manera se
identifico el sitio catalitico putativo de union a Zinc, el sitio estructural putativo de unién a Zinc y un
sitio conservado comun para las ADHs que contienen Zinc, sitios también conservados en SDH de

manzana, tomate y una posible SDH de Arabidopsis (Fig 6).

Ademas mediante un alineamiento de VVSDHI1 con SDH de manzana, tomate y una posible SDH de
Arabidopsis (Fig 6), se observa que VVSDHI1 posee un largo muy similar a las otras SDHs y que los
sitios conservados se encuentran en las mismas posiciones, demostrando la homologia de VvSDHI

con otras SDHs y confirmando la hipotesis de que VvSDHI1 es una posible SDH en vid.
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Fig 6. Alineamiento mostrando sitios conservados en SDHs vegetales. AtSDL - posible SDH en
Arabidopsis, VVSDH1 - posible SDH en uva, LeSDH - SDH de tomate y MdSDH3 - isoforma 3 de SDH en
manzana. Sitio catalitico putativo de union a zinc en verde, sitio estructural putativo de unién a zinc en rojo y
el sitio comun para los alcoholes deshidrogenasa cuya secuencia aminoacidica es: G-H-E-x-{EL}-G-{AP}-
x(4)-[GA]-x(2)-[IVSAC], subrayado. Asterisco (*) muestra identidad entre las columnas, Dos puntos ";" una
sustitucion conservada. Un punto "." una sustitucion semiconservada.

4.3 Clonamiento de VvSDHI en el vector de entrada pCRS

Para comenzar los estudios sobre la funcién de VvSDHI1 en vides, se clond su cDNA en el vector de
entrada, pCR8. Para ello, primero se determiné la integridad de las muestras de RNA mediante gel

de agarosa (resultados no mostrados, seccion 3.1.3; RNA3, RNA4 y RNAS; baya en el momento de
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pinta, hoja joven y baya 4 semanas post pinta, respectivamente). Luego, éstas fueron utilizadas como
molde para realizar una reaccion de RT-PCR, utilizando el partidor oligo AP para la transcripcion
reversa (seccion 3.3) y los partidores VvSDHSpeF y VvSDHBstR (seccion 3.4.1) para la
amplificacion de VvSDHI mediante PCR a partir del cDNA obtenido en el paso anterior. Se
utilizaron estos partidores dirigidos contra las regiones UTR, donde la similitud de secuencia con las
otras 3 candidatas de SDH de vid era menor. De esta manera habria una mayor posibilidad de

amplificar la secuencia de interés.

1000 —»

A

Fig 7. Amplificacién de VvSDHI a partir de cDNA total. Gel de agarosa 1% corrido por aprox. 30 min a 90
V. Carril 1: 5 pl de ladder 1 kb. RNA3, RNA4 y RNAS5 3 pl de producto de PCR utilizando partidores
VvSDHSpeF y VvSDHBSstR y como templado cDNA de baya en el momento de la pinta, de hoja joven y 4
semanas post pinta respectivamente. Carril 5: Control negativo agua.

Se separaron los productos de la reaccion en un gel de agarosa (Fig 7), se purifico la banda de
interés de ~1200 pb (seccion 3.5.1), se ligd con el vector pCR8 (seccion 3.5.2) y se transformaron
células de E. coli mediante electroporacion (seccion 3.5.3). Las células transformadas fueron
crecidas en placas LB, utilizando el antibiotico espectomicina como medio de seleccion. Se escogio
30 colonias y se realiz0 PCR de colonia, utilizando los partidores VvSDHSpeF y VvSDHBstR
(seccion 3.5.4; datos no mostrados). Se observo un fragmento del tamaiio esperado ~1.200 pb en 21
de las 30 colonias. Luego se analizaron minipreparaciones de 4 de ellas (3.2(4). 4.2(2), 4.2(3), 5.2(3))
mediante PCR para amplificar VvSDHI (datos no mostrados), un ensayo de digestion enzimatica
diagnostica (datos no mostrados) y secuenciacion (Fig. 8), determinando que todas poseen VvSDH 1

clonado.
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Fig 8. Secuencias de clones pCR8-FvSDHI. Secuencia perteneciente a 4 clones de pCR8-JvSDHI. Se
observa 6, 1, 3 y 3 cambios aminoacidicos (destacados en azul) en los clones 3.2.4, 42.2, 423 y 5.2.3,
respectivamente. VvSDH: secuencia en bases de datos (variedad Pinot noir). Asterisco (*) muestra identidad
entre las columnas, Dos puntos ";" una sustitucion conservada. Un punto "." una sustitucion semiconservada.
Sitio catalitico putativo de unién a zinc destacado en amarillo, sitio estructural putativo de union a zinc en
verdo vy el sitio comin para los alcoholes deshidrogenasa encerrado en una caja. Los coleres en las letras
muestran el tipo de aminiodcido. Rojo; hidrofobico, aromatico. Azul: acido. Magente: basico. Verde:

MGXGGMSQDEDGRGEGEENMAAWLLGVNNLEIQPFILPPLGPHDVRVRMKAVGICGSDVH
MGEGEGMSGDGDGRGEGEENMAANLLGVNNLEIQPFILPPLGPHDVRVEMKAVGICGSDVH
MGHGGMSQDGDGRGEGEENMAAWLLGVNNLEIQPFILPPLGPHDVRVEMEEVGICGSDVE
MGKGGMSCGEDGRGEGEENMAANLLGVNNLEIQPFILPPLGPHDVEVRMEAVGICGSDVH
MGRGGMSQBGDGREEGEENMAAWLLGVNNLKIQPFILPPLGPEDVAVRMKXAVGICGSDVE
YLEELRCADFIVEEPMVI WV3SLVEGDRVALEPGIS KEGR
YLEXLRCADFIVREPMVIGHRECAGIIDEVGTIQVESLVPGDRVALEPGIS KEGR
YLXXLRCADFIVXEPMVIGHE (SLVPGDRVALEPGIS KEGR

XELRCADFIVEKEPMVIGHECAGIIDEVGPOVYSLVPGDRVALEPGIS KEGR
VI.(A’L: CADFIVEEPMVIY{ /JSLVPGDRVALEPGIS KEGR

YNLEPEMXFFATPPVHGSLANQVVEPADLCFXLPDNVSLEEGAMCEPLSVGVHACRRADI
YNLRPEMXFFATPPVHGSLANQVVEPADLCFXLPDNVSLEEGAMCEPLSVGVHACRRADI
YNLRPEMEFFATPPVEGSLANQVVHPADLCFXLPDNVSLEEGAMCEPLSVGVHACRRADI
YNLRPEMKFFATPPVEGSLANQVVHEPADLCFXKLPDNVSLEEGAMCEPLSVGVHACRRADI
YNLRPEMXFFATPPVEGSLANQVVHPADLCFXLPDNVSLEEGAMCEPLSVGVHACRRADI

GPESNVLVMGAGPIGLVIMLAARAFGAPRIVIVDVDDYRLSVAKDLGADEIVEVSTNIZD
GPESNVLVMGUGPIGLVEMLAARAFGAPRIVIVDVDDYRLSVAXDLGADEIVEVSTNIQD
GPESNVLVMGAGPIGLVIMLAARAFGAPRIVIVDVDDYRLSVAXDLGADEIVEVSINIQD
GPESNVLVMGAGPIGLVTMLAARAFGAPRIVIVDVDDYRLSVAXDLGADEIVEVSINIQD
GPESNVLVMGAGPIGLVIMLAARAFGAPRIVIVDVDDYRLSVAKDLGADEIVEVSTNIQD

VAEEVVQIEKAMGARVDVSFDCAGF DETMSTALSATSTGGKVCLVGMGHNEMTVPLTPAA
VAEEVVQIHKAMGARVDVSFDCAGFDETMSTALSAT STGGKVCLVEGMGHNEMIVPLTPAA
VAEEVVQIBEKAMGARVDVSFDCAGFDETMSTALSATSTGGEVCLVGMGENEMTIVPLIPAA
VAEEVVQIHKAMGARVDVSFDCAGFDETMSTALSAT STGGEVCLVGMGHNEMIVPLTPAA
‘wﬁEEV&QI“’A}I;A"\'D‘.’q FDCAGFDKIMSTALSATSTGEYVCLVGMGHNEMTVPLTFAA

.........................................................

AREVDVVGVFRYKNIWPICIEFLRSGXIDVEPLITHRFGEFSQREVEEAFETSARGGTAIX
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AREVDVVGVERYXNIWPICIEFLRSVRKIDVKPLITHRFGFSQREVEEAFETSARGGTALIX
AREVDVVGVERYENIWPIC IEFLRSS?ID\@PI.IT?AF;FS REVEEAFETSARGGTAIX

........................

VEFNL 365
VMFNL 365
VMFNL 365
VMFNL 365
VMENL 365

hidroxilo, amina, amidas basicas.

Sin embargo, lamentablemente todos los clones poseen cambios en al menos un aminoacido

(destacado en azul en Fig 8). A pesar de lo anterior, uno de los clones (VvSDH4.2.2) posee un solo
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cambio de Metionina (M, hidrofobico) a Treonina (T, hidrofilico) en €l aminoacido 362. De acuerdo
a los antecedentes bibliograficos de la SDH humano (Pauly et al, 2003) y los resultados
experimentales en Arabidopsis (Mandujano, 2010), algunos aminodcidos cerca del extremo C
terminal de esta enzima forman parte del sitio catalitico. Tomando en cuenta lo anterior, se decidio
corregir esta mutacion mediante partidores disefiados con este fin. De esta manera se disefiaron los
partidores VvSDHBst33 y VvSDHSpe52 (Tabla I), los cuales fueron usados para amplificar
PvSDHI a partir del clon VySDH4.2.2, utilizando la enzima Pfu (seccién 3.4.2), para intentar a
corregir el cambio aminoacidico que se habia generado. Al igual como se realizd anteriormente, se
purificé el fragmento de interés desde el gel, se ligd con pCR8 y se transformaron células E. coli
mediante electroporacion. Se realizaron preparaciones de DNA plasmidial de 4 colonias (6, 8§, 9p
y 10B) y se verificd 1a presencia de VvSDHI mediante PCR (seccién 3.4.2; datos no mostrado),
como también la orientacion del inserfo en pCR8 mediante un ensayo de digestion con Xbal
(seccién 3.5.5, Fig 9). En este paso la orientacion del inserto resulta ser de vital importancia, debido
a que el posterior clonamiento en el vector de expresién es mediante la tecnologia Gateway, en la
cual se genera la entrada del inserto de inferés en el vector de destinacién mediante recombinacion
de los sitios atfL1 y aftL2 presentes en el vector de entrada pCR8 con los sitios attR1 y attR2
presentes en el vector de destinacién. Es por ello que se debe verificar que el inserto en el vector
pCR8 se encuentra en sentido respecto a attl.1 y attl.2, asegurando de esta manera que al insertarse
en el vector de expresién también se encontrard en sentido respecto al promotor, penmitiendo la

adecnada transcripcion del gen de interds durante la expresion fransitoria (seccién 3.6.1).
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Fig 9. Gel de agarosa mostrando resultado de digestion con Xbal de clones pCR8-VvSDHI: segunda
clonacién. Carril 1 y 6: 5 ul de marcador 1 kb. clones 108, 9B, 88 y 6B (10 pl en todos los casos), todos
tratados con Xbal. Se observa que en los clones 10p y 9 se libera una banda de aproximadamente 4000 pb,
mientras que en los clones 8f y 6B se liberan dos bandas: uno de mayor tamafio de entre 2500-3000 pb y otra
de menor tamafio levemente menor que 1500 pb. Se concluye que se cloné exitosamente el cDNA de interés
en pCR8 en todos los casos, sin embargo mientras que en los clones 108 y 9p se inserto en sentido respecto a
las secuencias attL1 y attL.2, en los clones 8f y 6p se inserto en el sentido contrario.

Xbal digiere dos veces en pCR8-/vSDH I, una vez dentro de VvSDHI a 1094 pb desde el codén de
inicio (justo 5' del codon de término) y una vez fuera de VvSDHI, en el vector pCR8 a 229 pb desde
el inicio del sitio attL.2. De tal manera, si el inserto se encuentra en sentido respecto a los sitios attL1
y 2, al someter el vector a un ensayo de digestion con la enzima Xbal debiera de liberarse dos
bandas, una de 3825 pb y otra de 233 pb (Fig 10A). Este resultado fue observado para los clones 108
y 9B (Fig 9). Debido al pequefio tamaiio de la banda de 233 pb en comparacion a la banda de 3825
pb, ésta requeriria de una gran concentracion de agarosa para hacer posible su deteccion, es por ello
que se cree y se explica porque no es posible observarla en la Fig 9. Por otra parte, en el caso
contrario si el inserto J'vSDH | se hubiese clonado en sentido contrario respecto a los sitios attL1 y 2,
se esperaria ver dos bandas, una de 1323 pb y otra de 2735 pb (Fig 10B), resultado observado para

los clones 6 y 8 (Fig 9).
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Fig 10. Esquema de los sitios de corte de la enzima de restriccion Xbal en pCRS8-FvSDHI. Se
esquematiza los sitios de corte de la enzima Xbal en caso de que el fragmento se haya insertado en sentido (A)
y en antisentido (B) respecto a los sitios attL1 y attL2 presentes en el vector pCR8. Si el fragmento se inserto
en sentido respecto a los sitios de recombinacion al digerir con Xbal, se liberaria una banda de 233 pb, por lo
que en el gel de agarosa se esperaria ver dos bandas (la banda correspondiente al fragmento de 233 pb y el
resto del vector correspondiente a 3825 pb). En el caso contrario, si el fragmento se insertd en antisentido
respecto a los sitios de recombinacion, se liberaria dos fragmentos, por lo que en el gel de agarosa se esperaria
obervar una banda correspondiente a 1323 pb y el resto del vector correspondiente a 2735 pb.

Muestras de los dos clones en sentido fueron secuenciados para verificar si el cambio aminoacidico
presente en el clon VvSDH4.2.2 habia sido efectivamente corregida (Fig 11). Tras la secuenciacion
se observé que la mutacion habia sido corregida de manera exitosa y el clon 9P fue escogido para ser

utilizado en los experimentos posteriores.
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Fig 11. Secuencias de clones pCRS8-VvSDHI1. VvSDHA4.2.2, clon pCR8-J'vSDHI con un Gnico cambio de
aminoacido en hacia el C-terminal. 9B, clon pCR8-FvSDH/ con el cambio de aminoacido presente en
VvSDH4.2.2 corregida. VVSDH secuencia en bases de datos (variedad Pinot noir). Asterisco (*) muestra
identidad entre las columnas, Un punto "." una sustitucion semiconervada En amarillo se destaca el cambio de
aminoacido corregida mediante partidores y en verde las diferencias atribuidas a diferencias de variedad. Las
diferencias atribuidas a diferencia de variedad fueron identificadas como aquellos aminoacidos que son
distintos entre la secuencia en la base de dato y los clones secuenciados (9B, 3.2.4,4.2.2, 423y 5.2.3), pero que
se conservaba entre los clones. Ademas se destaca el sitio catalitico putativo de unién a zinc en letras verde,
sitio estructural putativo de union a zinc en letras rojas y el sitio comin para los alcoholes deshidrogenasa,
cuya secuencia aminoacidica estrictamente conservados es G-H-E-x-{EL}-G-{AP}-x(4)-[GA]-x(2)-[IVSAC],
subrayado. Se observa que no se ha producido cambios en ninguno de los sitios conservados.
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4.4 Clonamiento de VvSDHI en el vector de sobreexpresion pGWB?2 y transformacion de A.

tumefaciens

Se cloné VvSDHI en el vector binario de sobreexpresion pGWB2 mediante recombinacién
homoéloga con pCR8-VvSDH1 (clon 9B) (seccidn 3.6.1) y se transformaron células F. coli. pGWB2
pennite la sobreexpresion del inserto mediante el promotor constitutivo fuerte CaMV35S, sin
agregar ningin epitope (Nakagawa et al 2007; Fig 3). Ademas, este vector binario otorga resistencia
a kanamicina en bacterias y kanamicina e higromicina en plantas.

Se realizaron preparaciones de DNA plasmidial de E. coli transformadas con el producto de la

recombinacién, las cuales fueron sujetas a 3 ensayos:

1. PCR que amplifica s6lo el inserto VvSDHI (PCR correspondiente a la seccion 3.5.4, dato no

mostrado), el cual comprueba la presencia del gen de interés en el vector pPGWB2.

2. PCR que amplifica desde el el promotor CaMV35S hasta el extremo 3' de YvSDHI (seccion
3.6.3, Fig 12), el cual también comprueba presencia del gen de interés en pGWB2, pero
ademds la orientacion del gen de interés. Si el gen de inferés se encuentra en sentido con
respecto al promotor CaMV35S se espera una banda de 1543 pb, mientras que si el gen
VvSDHI se encuentra en sentido contraric se amplificaria una banda de un tamafio mucho

menor.

3. Ensayo de digestion enzimatica (3.6.4, Fig 14) con Xbal, el cual al igual que el PCR del
punto anterior, determina la presencia y la orientacion del gen de interés en el vector
pGWB2. En este caso se esperaban dos fragmentos: 1158 pb y 15561 pb en caso de que el
inserto se encuentra en la misma orientacién que el promotor CaMV35S y 59 pb y 16.660

pb en caso contrario (Fig. 13).
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Los resultados muestran que los 4 clones presentaban el inserto en sentido respecto al promotor
CaMV35S (Fig 12 y 14). Sin embargo, este resultado es mas claro para el caso de los clones
pG1 y pG4, en donde se puede observar una mayor certeza de los resultados. En cambio en el
caso de los clones pG2 y pG3, tanto para el ensayo de PCR como en el ensayo de digestion, se
observaron la presencia de bandas inesperadas, y no fue posible explicar la presencia y/o el
origen de ellas. Por lo tanto, solo los vectores pPGWB2-F'vSDH provenientes de los clones pGl
y pG4 fueron utilizados para transformar A. tumefaciens GV3101 (seccion 3.7). Luego, se
realizé una preparacion de DNA plasmidial de colonias de A. tumefaciens transformados y se
verificd por medio de la amplificacion de VvSDH!I por PCR que la transformacion fue exitosa

(seccion 3.7.1; datos no mostrados).

<+— 1500pb

Fig 12. Gel de agarosa mostrando resultado de la amplificacion de 355-FvSDHI mediante PCR. Clones
pGl, pG2, pG3 y pG4, respectivamente. C-: Control negativo PCR usando agua como templado. Carril 6: 5
ul de marcador 1 kb. Se observa la banda esperada de aproximadamente 1500 pb para los clones pG1, pG3 y
pG4. En el clon pG2 se observa una banda de aprox. 1500 pb muy leve, ademas se observa una banda
inespecifica de aprox 2500 pb. En el clon pG3 también se observan dos bandas inespecificas de mayor
tamafio que la banda esperada. No fue posible determinar el origen de estas bandas inespecificas, razon por la
cual se desecharon los clones pG2 y pG3 y solo se continud trabajando con los clones pG1 y pG4.

41




1dHSSE

1dH"SSE

w 59pb

Fig 13. Esquema de los sitios de corte de la enzima de restriccion Xbal en el vector pGWB2-VvSDH]I.
Se esquematiza los sitios de corte de la enzima Xbal en caso de que el gen VvSDH/ se haya insertado en
sentido (A) y en antisentido (B) con respecto al promotor CaMV358. Si el gen de interés se inserto en sentido
respecto al promotor, al digerir con Xbal se liberaria un fragmento de 1159 pb, de tal manera que, en el gel de
agarosa se esperaria observar dos bandas, uno de 1159 pb y el resto del vector que corresponde a 15.561 pb.
En el caso contrario, si el gen de interés se insertd en antisentido respecto al promotor, se liberaria una banda
de 59 pb y en el gel de agarosa se observarian dos bandas, una correspondiente a 59 pb y otra al resto del

vector de 16.660pb.
P WGl  pG2  pG3  ofa4

1000pb

Fig 14. Gel de agarosa mostrando resultado de digestién con Xbal de clones de pGWB2-VvSDH1. Carril 1: 5 pl de
marcador 1 kb. Clones pG1, pG2, pG3 y pG4 (10 pl en todos los casos), tratados con Xbal. Se observa para los clones
pGl y pG4 una leve banda superior a 1000 pb el cual podria corresponder a la banda de 1159 pb esperada en el caso de
que ¢l gen de interés se encuentre en sentido respecto al promotor, Ademas sc observa una banda de gran tamaiio en la
parte superior del gel, el cual podria representar el fragmento de 15.561 pb esperado. En el caso del clon pG3 también se
observan las dos bandas ya mencionadas, sin embargo también es posible observar una banda de aproximadamente 4000
pb. No fue posible explicar el origen y/o presencia de esta banda. En el clon pG2, ¢l ensayo no fue exitoso v no se
observa ninguna banda en el gel. Debido a que para los clones pG2 y pG3 los resultados no fueron exitosos, éstos fueron
descartados y se continué trabajando solo con los clones pGl y pG4.
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4.4.1 Transformacion transitoria de hojas de tabaco con el vector pGWB2-VWSDH]I y

anilisis de expresion de VvSDHI.

En vista de que en el vector pGWB2-FvSDHI, ¢l gen de interés, VWSDHI comandado por el
promotor CaM V35S, se encuentran entre los bordes LB y RB del T-DNA, una agroinfiltracién con
A.tumefaciens cepa GV3101 transformado con pGWB2-VvSDHI permite transferir el gen de interés
al genoma de las células del tejido infiltrado. Debido a que el casserre de T-DNA (con el gen de
interés) sdlo se inserta en el genoma de las células del tejido infiltrado, las cuales en este caso
corresponden a células somaticas (no germinales), esta transformacién no es traspasada a la progenie,
por lo que se trata de una transformacion transitoria, De tal manera que para el analisis de Ia
expresion del mRNA de PvSDH, se realizaron transformaciones transitorias en tabaco con el vector
pGWB2-WWSDHI (seccidn 3.8.1). Como control negativo de infiltracion se utilizd el A. tumefaciens
transformadas con el vector pCambia 1302 (CaMV35S-GFP) que posee €l gen que codifica para una

proteina verde fluorescente (GFP) comandada por el promotor CaMV358S.

Transcurrido los 4 dias tras 1a agroinfiltracion, se extrajo RNA total del tejido agroinfiltrado (seccion
3.8.2), se determiné su integridad mediante gel de electroforésis (datos no mostrados) y se realizd
una reaccion de RT (seccién 3.3) para la obtencién de cDNA. Se comprobé la calidad del cDNA
proveniente de esta reacciéon estudiando la expresion del gen 78S, de expresidn constitutiva,
mediante PCR (seccion 3.8.2) (Fig 15). Para ello, se diseilaron partidores especificos (Tabla I,
seccion 3.2) para amplificar el gen /8S en plantas, los cuales deberian amplificar un fragmento de
aproximadamente 200 pb. L.a ausencia de dicha banda en las muestras sin RT demuestran que las
muestras de RNA no poseian trazas de DNA genomico. Ademas, 1a presencia de la banda de ~200
pb en las muestras tratadas con RT demuestra que el RNA y consecuentemente los cDNA obtenidos

eran de buena calidad (Fig 15).
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Una vez que se obtuvieron cDNA de los tejidos infiltrados de buena calidad, se procedio a
determinar si el vector pPGWB2-JvSDH es funcional transcripcionalmente. Para ello se amplifico
mediante PCR un fragmento interno de VvSDH de 758 bp utilizando partidores internos especificos
(Vv.int 2 Fy Vv int 2 R; seccion 3.4.3) (Fig 16). Se obtuvo la banda esperada para ambas
muestras, pGl y pG4, siendo la presencia de la banda mas evidente para pG4. Por otra parte la

ausencia de la banda de ~700 pb en el control de infiltracién (pCambia 1302 (CaMV35S-GFP)),
demuestra que la presencia de la banda en las muestras se debe Unica y exclusivamente al éxito de la

infiltraciéon con el vector pGWB2-IvSDH 1, €l cual es transcripcionalmente funcional.

pG2 RT C(1) C(1) RT

Fig 15. Gel de agarosa mostrando resultado de PCR 18S. Carril 1: 5 pl de marcador 100 pb.
Amplificacion de /78S utilizando como molde cDNA provenientes de RT con (pG1 RT, pG4 y C(1) RT) y sin
(RTpG1, pG4 y C(1)) transcriptasa reversa. El cDNA fue obtenido a partir de RT con muestras de RNA de
tejido transformado con vector pGWB2-VWSDHI (pGl, pGIRT, pG4 y pG4RT) y vector pCambia 1302
(C(1) y C(1)RT), este ultimo correspondiendo al control de infiltracion. Se observa una banda de ~200 pb
para las muestras tratadas con RT, el cual demuestra la ausencia de DNA genémico y la buena calidad del

c¢cDNA obtenido.
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Fig 16. Gel de agarosa mostrando resultado de PCR de un fragmento interno de VvSDH1. Carril 1: 5 pl
de marcador 100 pb. En pG1 y pG4, fragmento interno de F'vSDH/! de ~700 pb (15 pl de producto de PCR en
cada caso), C(1) producto de PCR utilizando como templado cDNA de tejido transformado con pCambial302
(control de infiltracién). C+ de PCR utilizando como templado vector pCR8-VvSDH/. C- de PCR utilizando
como templado agua. La presencia de la banda de ~700 pb en las muestras (pG1 y pG4) y la ausencia de la
banda en C(1), demuestra que el vector pGWB2-VvSDH | es transcripcionalmente funcional.

4.5  Andlisis de la localizacion subcelular de VvSDH1
Se ha determinado que la localizacion de SDH en manzana es citoplasmatica y en cloroplasto (Wang
et al 2009). Con el propéstio de analizar la localizacion de VvSDHI, se realizaron ensayos in silico e

in vivo.,
4.5.1 Estudios bioinformaticos

En primer lugar se realizaron estudios in silico utilizando programas capaces de predecir la
ubicacion subcelular de una proteina a partir de la secuencia aminoacidica, ya sea por alineamiento y
cercania a proteinas conocidas, propiedades fisicoquimicas y/o la presencia de péptidos sefial de

exportacion en la via secretoria, o péptidos de destinacion mitocondrial o cloroplastica (Tabla 1V).
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Tabla IV. Resumen de Ia ubicacién subcelular de VvSDHI1 predicho por diversas herramientas de libre
acceso en internet. Diversas herramientas en linea fueron utilizadas para determinar in-sifico la localizacién
subcelular de VvSDHI. Cada herramienta poseia distintos parametros propios del algoritmo utilizado por el
programa dado. En lz columna "Resultados" se muestra si la secuencia VvSDHI posee o no un dominio de
transmembrana, peptido sefial o la localizacion subcelular determinado como la mas probable, de acuerdo a la
comparacién con bases de datos de protefnas conocidas.

. Herramlentaenlines ~ ~  Descripcindeimétodo . Resuitados
SVMtm Prediccion de dominios trans-membranas SinDTM
(DTM)
TMHMM Prediccion de dominios trans-membrana Sin DTM
PrediSi Prediceitn de péptidos-sefiales en Sin péptido sefial
eucariontes
SignalP Prediccion de péptidos-sefiales en Sin péptido sefial
encariontes.
iPSORT Localizacion sub-celular en plantas Sin péptido sedial
analizando la secuencia N-terminal
The Protein Prowler Localizacidn sub-celular en eucariontes Citoplasmatica
analizando la secuencia N-terminal
Localizacidn sub-celular en encariontes Citoplasmatica
SubLoc
CELLO V2.5 Localizacion sub-celular en eucariontes Citoplasmatica
SLPFA Basado en composicion amino acidica y Citoplasmatica
alineamiento de secuencia
ESLpred Prediccion mediante afineamientos y Citoplasmatica
propiedades fisicoquimicas
Predotar Localizacién sub-celular en plantas Citoplasmatica
analizando la secuencia N-terminal
WoLF-PSORT Prediccion basado correlacion con Citoplasmaética
secuencias conocidas y presencia de péptido
sefial.
YLoc-HighRes Localizacién sub-cellar en plantas Citoplasmética
TargetP Localizacién sub-celular en plantas Citoplasmética
SherLoc2 Localizacién subcelular basado en Citoplasmatica

resultados de Multil.oc2 y EpiL.oc

Los programas utilizados arrojaron como resultado mds probable Ia ubicaci6n citoplasmética para la
proteina VvSDHI1 (Tabla IV). Ademas el programa YLoc indica que la proteina VvSDH1 posee un
patron tipico de proteinas citoplasmaticas, presente en 49% de las proteina citoplasmaticas en la base
de datos Prosite y un 56% de las proteinas citoplasméticas presentes en la base de datos del

consorcio GO (Gene Ontology).
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4.5.2 Construccién del vector pMDC44-VvSDH1

En paralelo, se construyo el vector pMDC44-VvSDH1 mediante recombinacion homéloga de pCR8-
VWSDHI con el vector pMDC44, Este vector permite fusionar GFP al extremo N terminal del inserto,
generando una proteina GFP-VWSDHI, cuya expresién se encuenira confrolado por el promotor
constitutivo fuerte CaMV35S (Curtis et al 2003). Esta proteina de fusion permiti6 determinar
mediante microscopia de fluorescencia la distribucién de VvSDHI, y validar experimentalmente los

resultados bioinformaticos (seccién 4.4.1).

Al igual que para la construccién del vector pGWB2-VvSDHI, se utiliz6 el sistema Gateway. En
este caso se recombinaron los vectores pCR8-FvSDHI con pMDC44, para dar lugar al vector
pMDC44 con ¢l gen de interés clonado entre los bordes LB y RB del T-DNA (seccién 3.6.1). Una
vez obtenido el vector pMDC44-VvSDH1 se transformaron células E. coli (seccidén 3.6.2) y se
hicieron los ensayos de PCR y digestion pertinentes para verificar 1a presencia y el sentido del gen
VvSDH] con respecto al promotor. Finalmente, se transformaron células 4. tumefaciens (seccion 3.7)
para poder realizar la agroinfiltracién y observar mediante microscopia de fluorescencia el tejido

infiltrado y analizar la ubicacién subcelular de la proteina GFP-VvSDH1.

Como ya fue mencionado, se realizaron ensayos de digestién (Xbal) y dos PCR utilizando como
templado la preparacién plasmidial de E. coli transformados con pGWB2-VvSDH I para comprobar
la presencia y orientacién de VvSDHI en pMDC44. En el caso de los PCR, se realizaron dos
amplificaciones: el primero desde GFP hasta el extremo 3' de VwSDHI (Fig 17) en donde se

esperaba un fragmento de 1823 pb y en el otro, s6lo se amplificéd VvSDHI (datos no mostrados).
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Fig 17. Gel de agarosa mostrando resultado de PCR para amplificar GFP-VvSDHI de pMDC44-
VvSDH1. Carril 1: 5 pl de marcador 1 kb. Amplificacién de GFP-VvSDH! a partir de preparacién plasmidial
de E.coli transformadas con pMDC44-FvSDH1 de clones pM1, pM2, pM3 y pM4. C-, control negativo PCR
usando agua. Se observa una banda entre 1500-2000 pb para todas las muestras, menos C-.

Para el ensayo de digestion con Xbal, se utilizaron preparaciones plasmidiales de E. coli |
transformados con pGWB2-VvSDH | de las mismas 4 colonias utilizadas en el PCR. En este caso, si ?'
el gen de interés se encuentra en sentido con el promotor y con GFP, se esperaba 3 fragmentos: \I
9969 pb, 1907 pb y 79 pb, ya que la enzima Xbal corta una vez dentro del inserto y 2 veces en el
resto del vector. Por el contrario, si el gen de interés se insertd contrario al promotor y GFP,
entonces los tamaiios de los fragmentos esperados son: 9969 pb, 1178 pb y 808 (Fig 18 y 19). Para

poder observar con claridad y hacer la diferencia entre las bandas de 1907 pb (con VvSDHI en |

sentido respecto al promotor) y 1178 pb (con VvSDH]I en sentido contrario al promotor), se utilizé
un marcador de peso molecular de 1 kb. Ademds, para la observacion de las bandas més pequefias,
particularmente la banda de 79 pb (con VvSDH1 en sentido respecto al promotor), se requeriria de
una mayor concentracion de muestra para poder ser detectada (en comparacién a la cantidad de

muestra necesaria para observar una banda de aprox 1000 pb-2000 pb).
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Fig 18. Esquema de los fragmentos esperados en la digestién con Xbal de clones de pMDC44-VvSDH].
Se esquematiza los sitios de corte de la enzima Xbal en caso de que el cDNA de F'vSDH/ se haya insertado en
sentido (A) y en antisentido (B) respecto al promotor y a GFP. Si el gen de interés se insertd en sentido
respecto al promotor y GFP, al digerir con Xbal se generan 3 cortes, uno dentro del gen de interés, otro en el
promotor 35S liberando un fragmento 1907 pb y un tercer corte en el vector, dando lugar a dos fragmentos uno
de 9969 pb y otro de 79 pb. De forma similar, si el fragmento se insertd en antisentido respecto al promotor y
GFP, el corte dentro de gen de interés y el promotor libera un fragmento de 1178 pb, mientras que el tercer
corte en el vector genera en este caso dos fragmentos de 9969 pb y 808 pb.

pMI  plpf¥2 pNIBM3  pMM

Fig 19. Gel de agarosa mostrando resultado de digestion con Xbal de clones de pMDC44-FvSDHI.
Carril 1: 5 pl de marcador 1 kb. Digestion con Xbal de la preparacion plasmidial de clones pM1, pM2, pM3
y pM4 (10 pl en todos los casos). Se observa una banda de aprox. 10.000 pb, el cual corresponderia a la
banda de 9.969 pb esperada. También se diferencia una segunda banda de aproximadamente 2000 pb,
correspondiente al fragmento de 1901 pb esperado en el caso de que el gen de interés se insertd en sentido
respecto al promotor. Debido a que el marcador de peso molecular es capaz de diferenciar fragmentos de
1000 pb, 1500 pb de 2000 pb, se concluye que los 4 clones poseen el gen de interés en sentido al promotor, ya
que no se observa ninguna banda que podria representar al fragmento de 1178 pb liberado en el caso de que
VwSDH1 se haya insertado en sentido contrario al promotor y al GFP.
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Los resnltados muestran que los 4 clones de pMDC44-VvSDH1 (pM1-4) analizados presentan el
inserto en sentido con relacién al promotor CaMV35S. Por lo tanto, los vectores provenientes de
estos clones fueron utilizados para transformar A. fumefaciens cepa GV3101. Luego, se escogieron 4
colonias de A. tumefaciens transformadas con el vector pMDC44-FvSDHI y se realizé preparacién
de vector plasmidial, la cual fue utilizada para repetir ¢l PCR desde el extremo 5' de GFP hasta el
extremo 3' de VwSDHI, comprobando que las colonias de A. fumefaciens escogidas efectivamente
eran transformantes (datos no mostrados). Una vez comprobado que eran transformantes, se

utilizaron para la transformacién transitoria de hojas de tabaco.

4.5.3 Transformacién transitoria de hojas de tabace y anilisis por micrescopia de

fluorescencia

La proteina verde fluorescente (GFP) es ampliamente utilizada en plantas para monitorear la
localizacion subcelular de una proteina de interés bajo un microscopio de fluorescencia (Haseloff y
Amos, 1995). El constructo pMDC44-VvSDHI obtenido fue utilizado para transformar en forma
transitora hojas de tabaco (seccién 4.8.1), las cuales fueron observadas bajo microscopio de
fluorescencia 4 dias después (seccion 4.8.3). Como controles positivos se utilizaron: pCambia 1302
(CaMV35S-GFP) v como control negativo, pCambia-AtSDLprom. Este tiltimo es un vector en el
cnal se ha reemplazado el GFP por la secuencia promotora de una posible SDH de 4. thaliana.
Debido a Ia ausencia de la proteina fluorescente, se esperaba no observar fluorescencia, permitiendo
medir el tiempo de exposicion adecuada en la cual la fluorescencia observada correponde a la
fluorescencia emitida por GFP y no la autoflorescencia de los cloroplastos. Estas expectativas
concuerdan con lo observado en ¢l experimento (Fig 20), Ademas, de esta manera se comprueba que
las células transformadas con A. fumefaciens cepa GV3101 portando un vector binario que no posee

un gen capaz de transcribir una proteina fluorescente, no prodncen fluorescencia.
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Por otra parte, en el trabajo realizado por Haseloff y Amos (1995), la proteina GFP fue expresado en
plantas transgénicas de A. thaliana dirigido por el promotor CaMV35S. En estos experimentos se
observd que la proteina GFP sola (no como proteina de fusion) se localiza en el citosol y el
nucleoplasma, y esta ausente del nucléolo y los otros organelos. Este resultado es congruente con lo
que fue observado en las hojas transformadas con pCambial302 (Fig 21). El vector pCambial302,
al igual que en los experimentos realizados por Haseloff y Amos (1995), posee la proteina GFP bajo
el control del promotor CaMV35S de tal manera que fue utilizada como control positivo, para
verificar que el tiempo de exposicion medido con el control negativo fue suficiente para excitar la

proteina GFP, como también facilita la identificacion de los compartimentos subcelulares.

Finalmente, y de acuerdo a los estudios bioinformaticos previos, en las hojas de tabaco
transformadas con el vector pMDC44-FvSDH I, fue posible observar fluorescencia en el citoplasma
(Fig 22), al tiempo de exposicion en el cual en el control negativo no se observa fluorescencia y en
el control positivo se observa fluorescencia tanto en el citoplasma como en el nucleoplasma. A

diferencia del control positivo, la proteina GFP-VvSDHI1 solo se observa en el citoplasma y no en el

nucleoplasma.

50 ym

transformada con vector pCambia-AtSDLprom. Imagen bajo microscopio de fluorescencia de
hoja de tabaco transformado transitoriamente con vector pCambia-AtSDLprom. (A) Imagen en campo claro. (B) Imagen
bajo microscopio con filtro de excitacion entre 510- 560 nm, y filtro de emision de 590 nm. No se observa fluorescencia
debido a la ausencia de proteina GFP. La barra en ambas imagenes determina el tamafio correspondiente a 50 um.
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Fig 21. Hoja de tabaco transformada con vector pCambia1302. Imagen bajo microscopio de fluorescencia
de hoja de tabaco transformado transitoriamente con vector pCambial302 (A) Imagen en campo claro. (B)
Imagen bajo microscopio con filtro de excitacion entre 510- 560 nm, y filtro de emision de 590 nm. Se
observa fluorescencia tanto en citoplasma, flecha blanca, como en nucleo, flecha roja. La barra en ambas
imagenes determina el tamafio correspondiente a 50 um.
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Fig 22. Hoja de tabaco transformada con vector pMDC44-VvSDHI. Imagen bajo microscopio de
fluorescencia de hoja de tabaco transformado transitoriamente con vector pMDC44-JvSDHI (A) Imagen en
campo claro. (B) Imagen bajo microscopio con filtro de excitacion entre 510- 560 nm, y filtro de emision de
590 nm. Se observa fluorescencia solo en citoplasma de la célula, flechas blancas. La barra en ambas
imagenes determina el tamafio correspondiente a S0pum.

4.6  Estudio in silico de la posible funcion de VvSDH 1 utilizando datos de microarreglos.
Para iniciar el estudio de la posible funcion de VvSDHI in vivo, se identifico 1608527 _at
(gb:CF515950) como un “probeset ID” de Affymetrix 16K Genechip de Vitis vinifera, de confianza

para detectar la expresion del gen en estudio, V¥SDHI (CAO24583.1), bajo distintas condiciones.
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Existe una identidad de un 98.8% entre la secuencia utilizada por los creadores del chip para disefiar
el “probeset” 1608527 _at de 1375 pb y la secuencia en estudio PvSDHI de 1098 pb.

Una vez identificado el "probeset™ que representa F¥SDHI, se identificaron aquellos experimentos
en la base de datos Plexdb en los cuales la fluctuacién del nivel de expresién de 1608527 _at, fuese
significativa. Se encontraron un total de 15 experimentos en la base de datos Plexdb, cuya variacidén
para el "probeset” 168527 _at son significativas (datos no mostrados). Estos 15 expertmentos pueden
clasificarse en 4 categorias: las que analizan la expresion en distintos estadios de desarrollo, bajo
estrés abiotico (hidrico, salino, de frio y de calor), estrés bidtico (Plasmopara viticola, Bois Noir,
oidio y el virns GLRaV-3) y otros (distintos fotoperiodos y presencia de ABA externo). En vista de
la fimcién osmoreguladora reportada para sorbitol en especies de Rosaceae, se decidié analizar solo
aquellos experimentos (VVI1, VV2, VV3 y VV5) en los cuales se estudi6 la respuesta de las vides
frente a estrés hidrico y salino. Cabe destacar que los experimentos VV1 y VV2 analizan la
respuesta temprana y a mediano plazo de tejidos fotosintéticos de las vides (Cabernet Sauvignon)
frente a estrés hidrico y salino (periodos de horas y dias, respectivamente) y los experimentos VV3 y
VV5 analizan la respuesta de las bayas de vides (Cabernet Sauvignon y Chardonnay) bajo estrés
hidrico a largo plazo, vale decir, en periodos de estadi6s de desarrollo fisiologico, que en general son
periodos de semanas, aunque éstas dependen del clima y la geografia local.

En el experimento VV1 (sin publicacion asociada), se sometieron plantas de V. vinffera (Cabernet
Sauvignon) en cultivo hidropénico a estrés salino (120 mM de NaCl:CaCl; en una relacién 10:1), a
estrés hidrico mediante polietilen glicol, a estrés de frio (5 °C) y sin estresar, Luego, triplicados de
tallos con hojas fueron colectados a distintas horas de tratamiento (0, 1, 4, 8 y 24 h) y utilizados para
analisis mediante microarreglo. Como se observa en la Figura 23 (A), tanto bajo estrés salino como
hidrico, la expresion de FvSDHI aumenta a partir de cuatro horas, siendo el nivel de transcrito 2,5 y
3,3 veces mayor en condiciones de estrés salino e hidrico, respectivamente en comparacion al nivel

de transcrito del gen en condicion control. El promedio de la expresion de los triplicados de las
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muestras bajo condiciones de estrés salino, hidrico y control a las 24 hrs fue respectivamente: 1338,
1818 y 544).

En el experimento VV2 (Cramer, 2007), plantas de la cepa Cabernet Sauvignon en cultivo en tierra
en invernadero sin estresar, y sometidas a estrés hidrico y salino fueron comparadas. En este caso el
estrés hidrico consistio en cese de riego a partir del dia 0. Las plantas control y bajo estrés salino
fueron regadas con 4 L de agua o solucion salina respectivamente de forma diaria. La concentracion
de sales en la solucién salina fue aumentada en forma paulatina comenzando con 10 mM NaCl y 1
mM CaCl, el dia 1 hasta 250 mM NaCl y 25 mM CaCl, el dia 15 y 16. Se colectaron muestras de
apices en triplicado cada 4 dias (0, 4, 8, 12 y 16 dias) de los distintos tratamientos para experimentos
de microarreglo. Como se observa en la Figura 23 (B), en las muestras del dia 12 (estrés salino
corresponde a 75 mM NaCl y 7.5 mM CaCl,) se observa un leve aumento de expresion de V'vSDH .
Luego en el dia 16 se observa un aumento de expresion de ~5.6 y ~5.1 veces la expresion bajo
condicion control para el estrés hidrico y salino respectivamente. El promedio de la expresion de los
triplicados de las muestras bajo condiciones de estrés hidrico, salino y control el dia 16 fue

respectivamente: 1950, 1770 y 350.
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Fig 23. Niveles de transcrito de FvSDHI en VV1 y VV2. (A) Experimento VV 1. Respuesta temprana de la
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expresion de FvSDH 1 bajo estrés hidrico, salino y frio. Se observa un aumento significativo (de acuerdo al test
de ANOVA) de la expresion de FvSDHI a partir de las 4 hrs en condiciones de estrés salino e hidrico, no asi
en condiciones de estrés de frio. (B) Experimento VV2. Respuesta a mediano plazo, en término de dias, de la
expresion de VvSDHI bajo estrés hidrico y salino. En ambos tipos de estrés se observa un aumento
significativo (de acuerdo al test de ANOVA) a los 16 dias.

Por otra parte, en los experimentos con bayas sometidas a estrés hidrico, VV3 y VVS5, se observo
una leve disminucion de expresion de VvSDFH 1 en el primer caso (Fig 24) y una expresion irregular
en el segundo caso en la cual no se observa diferencia significativa frente a estrés (Fig 25). En el
experimento VV3 (Grimplet Jerome, 2007), se hicieron experimentos de microarreglo con distintos
tejidos del fruto; pulpa, exocarpo y semilla, sometidas a estrés hidrico (las plantas no fueron
regadas). En este experimento se usé como control plantas bien regadas a partir del estadio 27
(Coombe, 1995) y todas las muestras fueron colectadas en triplicado en el estadio 38 (Coombe,
1995), vale decir, las muestras fueron colectadas aproximadamente 112 dias mas tarde. Se observo
una leve disminucion de la expresion de VvSDHI en los tres tejidos de aproximadamente 1.3-1.4
veces (Fig 24 (A)). Por otra parte, se puede apreciar que no hay diferencia de expresion entre los 3

tejidos, ya sea en estrés o plantas sin estresar (Fig 24 (B)).
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Fig 24. Niveles de transcrito de VvSDHI en VV3; Respuesta a largo plazo, en término de estadios de
desarrollo, de la expresién de VvSDHI bajo estrés hidrico. A. Expresion de VvSDH/ en bayas estresadas
en comparacion a bayas sin estresar. Se observa una disminucion significativa de la expresion de VvSDH/ al
someter la planta a estrés desde el estadio 27 al 38. B. Comparacion de expresion de VvSDHI en distintos
tejidos de la baya. No se observan diferencias significativas entre la expresion de los tres tejidos; pulpa,
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exocarpo y semilla. La expresion de éstos son equivalentes entre si ya sea en estrés hidrico o sin estresar.

El experimento VV5 (Deluc, 2007) de forma similar, consistié en el estudio de la expresion génica
en vid sometida a estrés hidrico por largos periodos de tiempo. A diferencia del experimento VV3
(Grimplet Jerome, 2007), este experimento consistié en el monitoreo de la expresion génica de
frutos de Cabernet Sauvignon sometido a riego deficiente (-0.75 a -1.1 MPa) y riego normal (-0.5 a -
0.7MPa), a lo largo de 8 estadios de desarrollo (estadio 31-38, a partir de la 3™ semana hasta la 16™
semana post floracion). Si bien no se aprecian diferencias significativas de expresion entre plantas
estresadas y sin estresar (Fig 25 (A)), si se observa un aumento de expresion a medida que el fruto se
desarrolla (Fig 25 (B)). Las discrepancias entre los experimentos VV1 y VV2 comparados con los

experimentos VV3 y VV5 seran discutidos en la siguiente seccion.
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Fig 25. Niveles de transcrito de VvSDHI en VV5; Respuesta a largo plazo, en términos de estadios de
desarrollo, de la expresion de FvSDHI en frutos de la variedad C. Sauvignon bajo estrés hidrico. A.
Expresion de VwSDHI en bayas estresadas en comparacion a bayas sin estresar. No se observan diferencias
significativas entre la expresion en las muestras estresadas en comparacion a las sin estresar. B. Comparacion
de expresion de VvSDHI en distintos tejidos de la baya. Se observa una diferencia significativa de la expresion
de 'vSDH1 al pasar del estadio 31 al 32. Luego se observa una fase de adaptacion o lag desde el estadio 32 al
34, El aumento de expresion en el estadio 35 no es significativo comparado al estadio 34 ni 36. Sin embargo el
aumento de expresion en el estadio 36 y 38 es significativo comparado con los estadio 32 al 34,
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5 DISCUSION

Se ha evidenciado la presencia de enzimas SDH en especies no Rosaceas, tales como Solanum
Iycopersicum (Ohta et al 2005), Glycine max (Kuo et al 1990) y Zea mays (Doehlert 1987). En este
trabajo se presentan los primeros estudios dedicados a estudiar una posible SDH en Vitis vinifera

(Cabernet Sauvignon), una especie de gran importancia comercial en nuestro pais.

Se encontraron 5 secuencias candidatas de SDH en Vitis vinifera, con un porcentaje de identidad
aminoacidica de entre un 74-86% con SDHs caracterizadas de especies como manzana y tomate
(Tabla II). De estas 5 secuencias candidatas solo se selecciond y se trabajo con una, por las

siguientes razones:

- La secunencia ABA01327.1 fue identificada como L-idonato DH (DeBolt et al 2006), una enzima

que participa en la sintesis de la vitamina C. Por ello fue descartado como posible SDH de vid.

- Mediante analisis de agrupamiento (Fig 5), se determind que las secuencias CAO24586.1 y
CAN73609.1 se encuentran mis cercanas filogenéticamente a la enzima L-idonato DH. Dado que L~
idonato DH posee muy baja actividad frente a sorbitol (DeBolt et al 2006) es que se considerd que

estas dos secuencias no eran las mejores candidatas para SDHs de vid.

- Se determin® que las secuencias CAN73444.1 y CAO24583.1, son idénticas entre si, siendo
CAN73444.1 una version truncada de CAO24583.1, de aproximadamente 60 aminoacidos mas corto

en el extremo N-terminal,

Por las razones enumeradas anteriormente, en este trabajo se decidid estudiar la secuencia
CA024583.1, la coal fue nombrada VvSDHI. Esia secuencia, ademds, se encuentra mis cercana
filogenéticamente a SDHs de especies no-Rosaceae como SDH de tomate y una posible SDH de

Arabidopsis (Fig 5).

La presencia de cuatro secuencias ortdlogas, con 76-99% identidad aminoacidica entre ellas (Tabla 3)
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podria deberse a unas duplicaciones génicas. En plantas, las familias génicas estan muy conservadas
a través de la evolucidn y se cree que la diversificacion de las plantas se produce en gran parte
gracias a la duplicacién génica y la "adaptacion” de un gen pre-existente (Flagel y Wendel 2009). De
esta manera, se cree que una secuencia ancestral pudo haber diversificada hacia dos funciones

distintas, por ejemplo Ia oxidacion de sorbitol (SDH) o de 4cido L-idonico (L-idonato DH).

La similitud entre las 3 secuencias candidatas de SDH de uva (sin contar la secuencia tnmmcada), y L~
idonato DH, fue un obsticulo en la clonacion de la secuencia candidata VvSDHI, Para asegurar la
especificidad de amplificacién contra la secuencia en estudio, VvSDHI, fue necesario diseilar

partidores en laregion 5 y 3"UTR, estrategia que resulto ser exitosa (Fig 8).

Por ofra parte, debido a que no existian estudios de expresién (microarreglos) que indiquen en que
tejido y/o estadios existe una mayor abundancia de VwSDH! en el momento de iniciar el estudio, se
atilizaron RNAs proveniente de distintos érganos de uva, asi como también de distintos estadios
para tratar de asegurar el clonamiento de VvSDHI. De tal manera, se utilizaron RNA provenientes
tanto de hoja joven, y baya en dos estadios distintos (momento de pinta y 4 semanas post-pinta). En
vista de que fue posible amplificar V'wSDHI a partir de las 3 muestras de RNA (Fig 7), queda

demostrado que VvSDH1 se expresa en estos tejidos, 1os cuales son todos tejidos sumideros.

La secuencia de ¢cDNA de V¥vSDHI obtenida fue clonada en pCR8 y secuenciada. Las diferencias
aminoacidicas entre la secuencia clonada (Fig 8) v la secuencia depositada en la base de datos
(CA024583.1), se explica de dos formas. En primer lugar las diferencias podrian deberse a la
diferencia de variedad. Mientras la secuencia clonada proviene de la variedad Carbernet Sauvignon,
la secuencia depositada en la base de datos proviene de Pinot Noir. En este caso, se observaria las
diferencias en todos los 4 clones secuenciados. Es decir, mientras los 4 clones secuenciados
presentan un mismo nucledtido, la secuencia proveniente de la base de datos presenta otra. En

segundo lugar, aquellas diferencias que sélo se encuentra presente en uno de los clones y ausente en
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los 3 restantes, podrian corresponder a errores introducidas por la enzima Tag polimerasa. Cabe
destacar que no todos las diferencias nucleotidicas introducidas por la Taq polimerasa generaron
diferencias aminoacidicas, debido al cddigo genético degenerado. Ademds, un cambio aminoacidico
puede afectar en mayor medida que otra, dependiendo si se ubica en la cercania de sitios
conservados y/o en el dominio catalitico ¢ sitio de union de NAD+. Afortunadamente, de los 4
clones secuenciados, un clon, VvSDH4.2.2, presentaba un solo cambio aminoacidico introducido
por la enzima Taq polimerasa, ubicado hacia el C-terminal de la proteina, especificamente en el
amino4cido 362, posicién en la cual en lugar de una metionina como el resto de los clones y la base
de datos, posee una treonina. Antecedentes bibliograficos indican que el monémero de SDH se
caracteriza por poseer dos dominios distintivos: un dominio catalitico (residuos 1-157, 299-356 en
SDH de humano) y un domino de unién a NAD+ (residuos 158-298 en hSDH; Pauly et al 2003). A
diferencia de las ADH de mamiferos, el dominio catalitico de la SDH posee sélo un dtomo de zinc.
Cada atomo de zinc es coordinado mediante la interaccion con cuatro ligandos (Cys44, His69,
Glu70 y una molécula de agua en hSDH) (Pauly et al 2003). Por otra parte, el dominio de unién a
NAD+ posee mn plegado tipo Rossmann (Rossmann et al 1974) que une, de forma reversible e
idéntica en las 4 subunidades, el cofactor requerido para la reaccidén (Pauly et al 2003), Ademass, en
el trabajo de modelamiento molecular de AtSDL (364 aa) realizado por Patricio Mandujano en su
trabajo de magister, se identificaron 5 amineécidos que participan en Ia unién de D-sorbitol,
dentro de los cuales se encuentra aminoacido 310 (arginina) y 16 aminoacidos involucrados en la
unién de NAD?, dentro de los cuales se encuentra el aminoacido 353 (arginina), Teniendo en cuenta
que ¢l dominio catalitico y el de unién a NAD+, comprenden residuos en el C-terminal de la
proteina, se consider6 que era de importancia comregir la mutacién (Met362Tre) generada en el
primer intento de clonamiento. Es por ello que se disefiaron partidores destinados a corregir esta
mutacion y se utilizé la enzima Pfu en lugar de la Taqg polimerasa para el segundo intenio de

clonacion de la V'vSDHI. Mediante esta estrategia complementaria, se logro clonar con éxito el gen
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de interés FvSDH sin ningfin cambio en la secuencia primaria de la proteina codificada por este gen

que pudiese afectar su actividad enzimatica (Fig 11).

Se cloné el fragmento de interés en el vector de expresion pGWB2, el cual permite la
sobreexpresion del gen clonado. El anélisis de expresion se realizd mediante Ia transformacién
transitoria en tabaco, la posterior extraccién de RNA del tejido transformado y andlisis por RT-PCR.
Fue necesario utilizar partidores internos, ya que segin estudios in-silico, los partidores
VvSDHSpe52 y VvSDHBst33 amplifican un fragmento de 967 pb correspondiente al mRNA de una
proteina "heat shock" endégena de tabaco, NtFISF1, tamafio muy similar (1098 pb) al esperado para
VwSDHI con estos partidores. Debido a la dificultad de distinguir entre la banda de 967 pb y 1098
pb en un gel de agarosa, es que se disefiaron partidores internos especificos para VvSDH1, los cuales
1o amplificaron ninguna banda al utilizar como molde el cDNA de tabaco silvestre (Fig 16). De tal
manera, mediante la amplificacion por PCR e identificacion en gel de electroforesis de la banda de
967 pb, se comprobd la funcionalidad transcripcional del ger VWSDHI en el vector pGWB2, 1til

para posteriores estudios de su actividad enzimatica (ver Proyecciones y Conclusiones).

Una vez clonado en pCRS, se buscd un vector que permitiera generar una proteina fusién GFP con
VvSDHI1 utilizando el sistema Gateway, con la finalidad de estudiar la ubicacion subcelular de
VvSDHI. Debido a que la secuencia VvSDHI clonada en pCR8 posee el codén de término, la
proteina de fusidn generada debia poseer la fusién hacia el N-terminal de VvSDHI. Una potencial
complicacién generada mediante esta estrategia, es que la presencia de la proteina GFP en el amino
terminal de la proteina en estudio podria interferir con la fimcion de algin péptido sefial en la
proteina en estudio. Si este fuese el caso, entonces es posible que una proteina no citoplasmatica se
localice en el citoplasma en este experimento debido a la interferencia generado por la proteina GFP
sobre el péptido seiial de la proteina de estudio. Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se

realizd un estudio in silico previo (Tabla IV). No fue posible identificar la presencia de algin
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peptido seiial de destinacion a orgamelos en la proteina VvSDHI1 mediante los programas utilizado,
Por ello, es que se consider6 adecuada la generacion de una proteina fusion GFP-VvSDH1 para ser
utilizada como una primera estrategia para determinar la localizacién subcelular de VvSDH1. Como
resultado de este experimento, al expresar transitoriammente GFP-VvSDHI en hojas de tabaco, se
observé una localizacién citoplasmatica de la proteina de fusion (Fig 22). Estos resultados
concuerdan con estudios previos de la localizacion subcelular de una posible SDH de Arabidopsis
(AtSDL) realizadas por Patricio Mandujano (Mandujano, 2010) en nuestro laboratorio, asi como
tambien otros estudios de SDH en otros especies vegetales (Fayek y Wayne, 1979; Wang et al,,
2009). La localizacién subcelular de una proteina estd estrechamente vinculada con la funcion que
posee ésta. Una localizacién citoplasmadtica de las SDH facilitaria la conversién del sorbitol,
introducido al citoplasma de las células de los tejidos sumideros mediante transportadores
especificos de sorbitol (Gao et al 2003; Watari et al 2004; Fan et al 2009), a fructosa, la cual es
almacenada en la vacuola. Es importante recordar que en ¢l trabajo de Deluc y colaboradores (2007),
se identificé un posible transportador de sorbitol en uva, cuyo nivel de franscrito en efapas
tempranas del desarrollo es abundante en comparacion con el nivel de transcrito de, por ejemplo, un
transportador de sacarosa. Sin embargo, para confirmar la localizacion subcelular de VvSDHI, y
descartar en forma definitiva que los resultados observados en este experimenfo se deban a una
interferencia por parte de la proteina GFP fusionada en el N-terminal, serfa necesario realizar

estudios adicionales (ver Proyecciones y Conclusiones).

Los datos obtenidos desde la base de datos Plexdb demuestran que existe un aumento de expresiéon
de VvSDHI frente a estrés hidrico y salino (Fig 23), no asi frente a estrés de frio, al menos en las
primeras 8 horas de experimentacion. Sin embargo, sélo se observa un awmento de expresion en los
tejidos fotosintéticos. En los experimentos VV1 y VV2, el aumento de expresion de PvSDHT en los

tejidos fotosintéticos (tallos y hojas en el caso de VV1 y édpices en el caso de VV2) frente al estrés
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hidrico y/o salinos sucede en un corto plazo (4 hrs) cuando el estrés es intenso (120 mM de
NaCl:CaCl; en ﬁO:l, en el caso de esirés salino). Cabe destacar que en el experimento VV2, el
aumento de expresidn se hace significativo al dia 15-16, cuando 1a intensidad de estrés salino es la
misma que en el experimento VV1. Estos son resultados inesperados, ya que la fimcion
osmoprotectora de los polioles es ampliamente reportado en Ia literatura. Se ha demostrado que Ia
acumnulacion de ;sorbitol facilita la regulacion osmotica en especies Rosaceae bajo estrés hidrico
(Malus hupehen.js'is; Meng et al. 2008), asi como también bajo estrés salino en especies
Plantaginaceae (Iflantago maritima; Ahmad et al, 1979) y Rosaceae (Malus domestica; Sircelj et al.
2007). Es mas, se ha demostrado que bajo estrés salino plantas que fransportan sacarosa como
principal fuente de carbono, como es el tomate (Tari et al 2010), de particular importancia en este
estudio ya que la secuencia de VvSDHI tiene un alto porcentaje de similitud con la SDH de tomate
(Tabla IfI), acumulan sorbitol. Es por lo anteriormente expuesto que se esperaba una disminucion de
expresion de VVSDH en tejidos fotosintéticos de vid frente a estrés hidrico y/o salino, ya que la
menor tasa de oxidacion de sorbitol a fiuctosa implicaria una mayor acumulacion de sorbitol.

(Cémo se podria explicar estos resultados inesperados? Se ha demostrado mediante ingenieria
genética que la acumulacién de grandes cantidades de sorbitol (més de 3 pmol/gramo de peso fresco
(gPF) de tejido) en plantas que no sintetizan sorbitol y gue transportan sacarosa, como es el tabaco,
genera pérdida de clorofila y lesiones necroticas (Sheveleva et al 1998). En el trabajo realizado por
Sheveleva et al, los investigadores transformaron tabaco con el ¢cDNA de sorbitol-6-fosfato
deshidrogenasa (S6PDH) de manzana, enzima clave en la biosintesis de sorbitol. Observaron que
aquellas plantas transgénicas con bajo niveles de sorbitol (2-3 pumol/gPF) se desarrollaron en forma
normal, sin embargo aquellos con mayor acumulacién de sorbitol (entre 3-5 umol/gPF), sufiieron
pérdida de clorofila y lesiones necréticas. Mas aiin, aquellas plantas transgénicas que acumularon
sorbitol en una concenfracién mayor a 15-20 pmol/gPF mostraron infertilidad, y concentraciones

aiin més altas impidieron la formacion de raices. Sin embargo, este femotipo abnormal no fue
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observado en tabaco transformado con el cDNA de SDH vy S6PDH de manzana (Deguchi et al 2006),
lo cual genera un ciclo de sorbitol. Al igual que Sheveleva et al, Deguchi et al observaron una
inhibicién de crecimiento en tabaco iransformado con solo S6PDH, pero tabaco transformado con
ambos cDNA (SDH y S6PDH), presentaron un fenotipo normal y se desarrollaron en forma normal
pese a la acumulacion de sorbitol en concentraciones de 3-4,5 pmol/gPF. Los tabacos transformados
con SDH y S6PDH, ademés de acumular sorbitol en las raices (érganos sumidero), presentaron una
mayor concentracién de sacarosa, mientas que las concentraciones de glucosa y fiuctosa no
presentaron diferencias significativas comparadas con el control (Deguchi et al 2006). Este aumento
de concentracion de sacarosa en las raices no fiie observado para tabaco transformado con S6PDH
tmicamente, vale decir, el aumento de sacarosa en el 6rgano sumidero probablemente requiera de la
actividad de la enzima SDH, y consecuentemente de la formacion de fructosa. Sin embargo, como
ya fue mencionado, Ia concentracién de fructosa se mantuvo inalterada, mientras que la
concentracion de sacarosa aumentd, indicando que existe una regulacion homeostitica de la
concentracién de fructosa. Probablemente esto se debe a que la fructosa es un factor regulatorio en el
metabolismo de aziicares en Organos sumideros (Deguchi et al 2006), ya que concentraciones
relativamente altas de fructosa inhiben la actividad de la sacarosa sintasa (enzima que cataboliza
sacarosa a UDP-glucosa y fructosa) y la fructokinasa (enzima que sintetiza fructosa-6-fosfato a
partir de fructosa) (Schaffer et al 1997; Matic et al 2004). Es mas, Deguchi et al observaron una
disminucién de la actividad de la sacarosa sintasa en tabaco transformado con SDH y S6PDH.

Tomando en consideracion todos estos antecedentes, se hipotetiza una situacién parecida para la uva,
en donde el aumento de niveles de transcritos observados de FvSDHI en tejidos fotosintétios no
descarta una acumulacién de sorbitol por parte de la planta. M4s bien se trata de una regulacién del
sorbitol producide y acumulado, ya que concentraciones superiores de 3 pmol/gPF de sorbitol
produciria efectos nocivos para la planta (Sheveleva et al 1998), mientras que concentraciones

menores a 3 pmol/gPF podrian ser suficiente para aumentar la tolerancia a estrés hidrico y/o salino.
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Muchos trabajos previos han demostrado que concentraciones marginales de polioles y otros
osmolitos son capaces de incrementar la tolerancia de estrés en plantas (Shen et al 1997, Abebe et al
2003), de manera tal que a medida que se intensifica el estrés hidrico y/o salino se produce mas
sorbitol, pero es mantenido en concentraciones marginales, no dafiinas para la planta, funcién que
podria ser cumplida por la VvSDHI, La VvSDH1 en el tejido fotosintético oxidaria el exceso de
sorbitol a fructosa, preveniendo la inhibicién de la actividad de sacarosa sintasa, y aumentando
consecuentemente la concentracién de la sacarosa. La mayor concentracion de sacarosa es luego
distribuida a través de la planta bajo estrés, particularmente hacia los érganos sumideros donde la
tasa de fotosintesis es menor (hojas inmaduras) o ausente (raices).

Por otra parte, no se observa un aumento significativo en la expresion de FWSDHI en los
experimentos en que se monitorean los miveles de transcritos en las bayas frente a estrés hidrico
(VV3 y VV5), pese al largo periodo (en términos de estadios de desarrollo) a la cual la planta se
encuentra sometida al estrés. No es posible atribuir ésto a la falta de intensidad del estrés, ya que
tanto el experimento VV3 como VV2 consistio en un cese de riego de las plantas. Y mientras que en
los tejidos fotosintéticos (VV2), es posible observar un awmento significativo de expresion de
WSDHI ya en el dia 16, no se observa lo mismo para VV3 en las bayas, pese al largo perido al cual
la planta es sometida a estrés. Por lo tanto se hipotetiza que a diferencia de lo que sucede en los
tejidos fotosinteticos, en los 6rganos sumideros el ciclo de sorbitol no es activado en condiciones de
estrés, Vale decir, el no aumento de transcrito de V'vSDHT en uva se debe a que no hay acumulaciéon
de sorbitol en la baya bajo condicion de éstres. El trabajo realizado por Tari et al (2010) avala esta
hipétesis, puesto a que estos investigadores midieron las concentraciones de sorbitol en tomate en
condiciones de éstres. Como resultado de la investigacién, observaron un aumento de sorbifol en
hojas de tomate bajo estrés en comparacion al control sin estresar, mientras que en las raices
(6rganos sumideros al ignal que los fiutos) no se observd un aumento de sorbitol en condicién de

éstres comparado con el control sin estresar. Por lo tanto, no se acumula sorbitol v en consecuencia




no hay un aumento de los niveles de fructosa ni inhibicién de las enzimas sacarosa sintasa y/o
fructokinasa. De tal manera, la sacarosa translocada desde los tejidos fotosintéticos es degradada por
12 accién de la enzima sacarosa sintasa a UDP-glucosa y fructosa. La UDP-glucosa es transformada
a glucosa-1P mediante la accion de la UDP-glucosa pirofosforilasa, y luego a glucosa 6-F por la
enzima fosfoglucomutasa. Por otra parte la fiuctosa es fosforilada por la enzima fructokinasa a
fructosa 6-P, la cual luego es transformada en glucosa-6P por la accion de la fosfoglucoisomerasa.
La glucosa 6-P obtenida por ambas vias podria ser utilizada en la via de las pentosas fosfato (como
via alternativa de la glicélisis) o bien también puede ser sustrato para la formacion de myo-inositol,
el cual junto a 1a UDP-glucosa son precursores para la formacion de la pared celular. Otra alternativa

seria la acomulacion de almidon, sintetizado a partir de glacosa 1P.

Si bien el nive! de transcrito de PvSDH1 en baya frente a esirés hidrico y/o salino no experimenta un
cambio significativo, pese a estar bajo estrés por periodos prolongados, si se observa un aumento a
través del desarrollo de la baya. Ademds, el aumento de expresién tiene un comportamiento muy
similar a la curva de anmento de diametro de la baya através del desarrollo, siendo la similitud afin
mayor a la curva de grados Brix (medida aproximada de razon solutos disueltos, principalmente
sacarosa) a partir del estadio 34 (cuando empieza la pinta) (Conde et al. 2007). Las bayas de las uvas
tienen un patrén de crecimiento sigmoideo doble {Conde et al. 2007). Existe una primera fase de
crecimiento la cual ocurre gracias a la division celular, luego sigue una fase de adaptacion (fase lag)
donde no hay aunmento de volumen por parte de lIa baya y finalmente una segunda fase de
crecimiento en donde el aumento de volumen es el resultado principalmente de la expansion celular
como efecto de la acumulacién de aziicares y agua en la vacuola (Conde et al. 2007). En esta
segunda fase de crecimiento, la cual coincide con el comienzo de pinta de la baya, el factor mas
importante consiste en un aumento masivo de compuestos, siendo los principales glucosa y fructosa

(Conde et al. 2007). Lo descrito anteriormente, permite hipotetizar que el aumento de VvSDHI en
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baya durante el desarrollo permite una mayor acumulacion de fructosa, contribuyendo en el
crecimiento de la baya. Sin embargo, para que Io anterior sea vélido, se esperaria que el aumento de
fructosa no sea lo suficiente como para inhibir la actividad de la enzima sacarosa sintasa y/o la
fructokinasa, permitiendo que exista un aumento del contenido de glucosa-6P. Asi como también
seria necesario un aumento de franscritos de las enzimas que conducen a la formacién de myo-
inositol, mayor que el aumento de las enzimas del ciclo de sorbitol, puesto a que ambas vias
competirian por el mismo sustrato, glucosa-6P, permitiendo Ia formacién de pared y por ende
crecimiento adecuado de la baya. Vale decir, debe existir una regulacion muy fina del contenido de

fructosa intracelular durante el desarrollo de la baya.
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6 PROYECCIONES Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se presentan los primeros estudios realizados sobre una posible SDH en uva,

una fruta de exportacién de gran importancia para nuestro pafs. Se cumplieron exitosamente los

objetivos planteados en este seminario de titulo, de los cuales se puede concluir que:

1. Los resultados demuestran que VvSDHI es la mejor candidata SDH de vid encontrada, en

comparacion con las otras candidatas identificadas en este trabajo. Sin embargo para tener
certeza de que VvSDHI es efectivamente una SDH en vid, es necesario realizar estudios
bioquimicos para verificar la actividad de la enzima. Para ello queda en disposicion el vector
pGWB2-FvSDHI, un vector que sobreexpresa VvSDH I, cuya funcionalidad a nivel molecular ya

fue probada en este seminario de titulo.

2. Ademss, los resultados obtenidos tanto con la proteina fusién GFP-VvSDHI, como el estudio in-

silico de localizacion subcelular, sugiere una localizacidn citoplasmatica para VvSDHI. Esta
localizacion concuerda con la ubicacion subcelular de SDH conocidas, puesto a que es en el

citoplasma donde estas enzimas ejercen su funcion.

3. Finalmente, los andlisis in-silico preliminares para dilucidar la posible fiuncion fisioldgica de

VvSDHI sugiere que ésta cumple un rol regulando los niveles de sorbitol en los tejidos
fotosintéticos cuando la planta se encuentra bajo condiciones de estrés hidrico y salino. Sin
embargo, en el fruto cumpliria una importante funcién en la maduracion de la baya de uva, en

particular en la segunda fase de crecimiento, aumentando los niveles de fructosa.

Para continuar con los estudios de esta posible SDH de uva, se propone:

1. Verificar mediante pruebas bioquimicas la actividad de VvSDHI], para comprobar y cuantificar

su actividad como SDH. Esto se¢ puede realizar, en primera instancia, mediante Ila

sobreexpresion de VvSDH]1 en forma transitoria en tejidos no fotosintéticos (debido a que la
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clorofila enmascara la deteccior de NADH en el espectofotometro a 340nm) y una extraccién de
proteinas totales para realizar ensayos de actividad utilizando sorbitol como sustrato y NAD+
como cofactor; de esta manera la actividad de la enzima VvSDHI1 podra ser registrado en un
espectofotomefro a 340nm mediante la reduccion de NAD+ a NADH. Se podria utilizar el

vector pGWEB2-VvSDH I, construido en este seminario, para estos fines.

Complementar los estudios de ubicacién subcelular mediante fusion ya sea de GFP o His en el

extremo C-terminal de VvSDH]1.

Realizar estudios para sustentar las ideas formuladas a partir de los datos obtenidos de Plexdb.

Para ello:

a) Corraborar en forma experimental los datos de expresion de VWSDH! en tejidos
fotosintéticos bajo estrés mediante el estudio de sn. Con esta finalidad se debe realizar un
estudio in-silico para detectar elementos reguladores dentro del promotor. Luego de clonar
el promotor y mediante un vector que permita expresar la proteina GUS bajo el promotor de
WSDH]I, se puede estudiar el patrén de expresion de VvSDH bajo estrés transformando en

forma estable el vector "promotor VvSDHI1-GUS" en, por ejemplo, Arabidopsis.

b) Verificar en forma experimental la expresion de VWSDHI a través del desarrollo de la baya

mediante PCR en tiempo real.

c) Estudiar in-silico el nivel de transcrito de enzimas como la fructokinasa, y la sacarosa

sintasa a través del desarrollo mediante datos en Plexdb.
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Anexo 1 Alineamiento aminoacidico multiple de la putativa sorbitol deshidrogenasa de uva, VvSDHI
(CAO24583 1), con SDH de otras especies. Solamun Iycopersicum (BAE47038), Malus domestica
(AAL37295), Prunus salicina (ACL18054), Medicago truncutula (ACJ84424), Arabidopsis thaliana
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Anexo 2: Secuencias en el dendograma
AtSDL
gi|15242240jref[NP_200010.1| sorbitol dehydrogenase, putative / L-iditol 2-dehydrogenase, putative
[Arabidopsis thaliana]
LeSDH
£i|78183416|dbj{BAE47038.1| sorbitol related enzyme [Solanum lycopersicum]
MdSDH2
gil37932831|gb]AAP69750.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 2 {Malus x domestica]
MdJSDH3
£i|37935727|gb|AAP69752, 1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 3 [Malus x domestica]
MdSDHG6
gil37954287)gblAAP69757.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 6 [Mahs x domestica]
MdJSDH7
2il37954285]gblA AP69756.1] NAD-dependent sarbitol dehydrogenase 7 [Malus x domestica]
MdSDHS
2i[37953330|gb]AAP69755.1] NAD-dependernt sorbitol dehydrogenase 8 {Malus x domestica]
MdSDHY
£i|37936009}gb|AAP69753.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 9 [Malus x domestica]
PcSDH
gi|14700000|gb]AAK71492.1| sorbitol dehydrogenase [Prunus cerasus]
PpSDH
gi|7416846|dbj|BAA94084.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Prunus persica]
PsSDH
£i[219536271]gb|ACL18054. 1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Prunus salicina var. cordata]
OsSDL
£il115477633|refiNP_001062412.1| Os08g0545200 [Oryza sativa Japonica Group]
ZmSDbH
21/77378040|gb|ABA70761.1] sorbitol dehydrogenase [Zea mays]
VySDH1
2i[157329156lemb|CA024583. 1] unnamed protein product [Vitis vinifera]
CAO24586
£i]157329159]emb|CA024586.1] unnamed protein product [Vitis vinifera]
idonatoDH
£1]74273318|gb]ABA01327.1} L-idonate dehydrogenase [Vitis vinifera]
CAN73609 )
gi{147767778]emb|CAN73609.1] hypothetical protein VITISV_028585 [Vitis vinifera]
AtADH1
gil15223838|reffNP_177837.1] ADHI1 (ALCOHOL DEHYDROGENASE 1); aicohol dehydrogenase
[Arabidopsis thaliana)
MdADH
2i|886885]emb]CAA88271.1} alcohol dehydrogenase [Malus x domestica]
LeADH
2i[623249|emb|CAAS54450.1] alcohol dehydrogenase [Solanum lycopersicum]
VvADH
£1|1840425/gb| AAB65840.1] alcohol dehydrogenase [Vitis vinifera]
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