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Todo empez6 un 26 de octubre de 1984 en Rancagua. Mi madre,
una hermosa joven de grandes ojos verdes y larga cabellera
ondulada me trajo a este mundo con un gran esfuerzo; mi
castigo: no heredar ninguna de esas caracteristicas. De ésta etapa
de mi vida, no tengo grandes recuerdos, ni siquiera s¢ donde
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de las teleseries venezolanas y por otro lado, en un sentido mas académico, podemos
encontrar la explicacion del por qué termine estudiando la carrera de la que me estoy
titulando. Como me interesa mas el dltimo punto y no quiero entrar en melodramas,
comenzaré relatando mis estudios basicos. Estos fueron realizados en un colegio llamado
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sino con nombres de volcanes y cosas “raras”. El mio correspondia el curso Lonquimay, del
que forme parte desde kinder hasta 3ro basico. Si lo pienso bien, no tengo recuerdos dentro
de las salas de clases, sino afuera, en los pasillos o el patio, extrafio creo yo. Luego, por
otras razones que... bueno ya saben, me cambie a otro colegio, llamado Colegio Particular
La Concepcion. Este nombre no hace alusion a la capital de la region del Bio-Bio, sino a
una batalla, de la Guerra del Pacifico, librada en Concepcion, una localidad en los andes
centrales del Peru. Cuando te repiten las cosas tantas veces te las aprendes, aunque no
quieras. En este colegio terminé la ensefianza basica, sin pena ni gloria, aunque con mil
amonestaciones.. La ensefianza media la cursé en el Colegio Pedro de Valdivia, como se
puede observar, la otra vertiente de mi historia (la melodramatica) influye econémicamente
en la académica, lo cual estuvo...bien. Es triste la comparacion, pero en este colegio pude
encontrar inspiracion, y me di cuenta que, mas que profesores, hay grandes personas que te
motivan a ser mejor. Cuando pequefio le decia a mi mama que cuando grande iba a ser
cientifico y un test vocacional en 2do medio lo confirmé. De esta manera entre a estudiar
ingenieria en biotecnologia molecular, carrera de extenso nombre, que usé para impresionar
a mas de una mujer. Ajeno a todo lo que esta carrera me pudo entregar, en la universidad de
chile conoci a grandes personas y amigos que fueron los profesores e inspiracion para ser
un mejor ser humano. Se cerré una etapa y partimos con otra, mds incierta que la anterior y
con mas influencia del lado melodramatico de la vida.
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RESUMEN

Poli-alcoholes tales como manitol, xilitol y principalmente sorbitol, cumplen variadas
funciones en plantas. Entre estas, la mds estudiada es el transporte de carbono como
sorbitol por medio del floema en la familia Rosaceae. En otras funciones estudiadas
destacan su papel como osmo-protector y en la movilidad de micronutrientes (boro). Las
enzimas involucradas en el metabolismo de sorbitol, principalmente la sorbitol
deshidrogenasa NAD+ dependiente (SDH), han sido clonadas y caracterizadas, sobre
todo en especies de la familia Ros4ceas. Sin embargo, se ha encontrado SDIs similares
en especies no-Rosaceae. En una de estas especies, Arabidopsis thaliana, se ha
documentado la existencia de bajas concentraciones de sorbitol y ademds, gracias al
conocimiento de su genoma, se ha identificado un ORF que codificarfa para una enzima
similar a una sorbitol deshidrogenasa (AtSDL), que compatte mas de un 75 % de
identidad amino-acidica con las SDHs presentes en otras especies. En esta tesis, se
caracterizd bioinformdtica y bioquimicamente AtSDL, sentando las bases para

determinar el papel fisiologico de esta enzima y sus sustratos en plantas no-Rosaceae. _

Anilisis bioinforméticos revelaron que AtSDL es una enzima soluble citoplasmatica que

presenta dos dominios de uni6n caracteristicos de alcoholes deshidrogenasas de unién a

dinucledtidos (NAD[P]).

Mediante modelamiento por homologia y experimentos mediante “docking” se evalud
energéticamente los posibles sustratos, revelando que el modelo de AtSDI, une

preferentemente a NAD+ y a los poli-alcoholes inicialmente mencionados.
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En forma preliminar los andlisis por RT-PCR demostraron que el ARNm de AtSDL se

expresa en varios érganos, incluidas hojas, tallos, raices y flores.

La quimera AtSDI-GFP posee una localizacién citosélica en hojas agro-infiltradas de
Nicotiana tabacum. Este resultado fue confirmado mediante fraccionamiento sub-celular
de 4. thaliana y deteccién mediante western-blot usando un suero de ratén anti-AtSDL
poli-clonal desarrollado en este trabajo. Pa.ra la determinacién de la especificidad de
sustrato de la enzima, AtSDL-His recombinante fue sobre-expresada en Escherichia
coli. La proteina se encontrd formando cuerpos de inclusién. Después de la purificacién
realizada en condiciones no-nativas se realizaron experimentos de re-plegamiento
mediante didlisis y dilucién. Los resultados revelaron que mediante dilucién y en
presencia de zinc la enzima es activa y capaz de oxidar sorbitol en presencia de NAD+y

no asi otros polialcoholes.




. ABSTRACT

Poly-alcohols such as mannitol, xylitol and especially sorbitol fulfill several functions in
plants. Amongst these, the most studied is the transport of carbon as sorbitol in the
phloem of members of the Rosaceae family. Other functions include a role as an
osmoprotector and in micronutrient (boron) mobility. The enzymes involved in the
metabolism of sorbitol, mainly NAD+-dependent sorbitol dehydrogenase (SDH) have
been cloned and characterised, especially in species of the Rosaceae family. However,
similar SDHs have been identified in non-Rosaceae species. In one such specie,
Arabidopsis thaliana, low concentrations of sorbitol have been detected, and thanks to
the sequencing of its genome, an ORF which could encode an enzyme similar to sorbitol
dehydrogenase (AtSDL) has been identified, sharing more than 75% amino-acid identity
with known SDHs. In this thesis, AtSDL was characterised bioinformatically and
biochemically, thus forming the ground-work for determining the physiological role of

this enzyme and its substrates in non-Rosaceae plants.

Bioinformatic analyses revealed that AtSDL is a soluble cytoplasmatic enzyme, with

two putative NAD(P)-binding domains, characteristic of alcohol dehydrogenases.

Using homology modeling and molecular docking, possible substrates of AtSDI. were
evaluated encrgetically, demonstrating that the model binds preferentially to NAD+ and

to the poly-alcohols mentioned previously.

RT-PCR analysis showed that AtSDL mRNA is present in several organs, including

leaves, stems, roots and flowers.




The AtSDL-GFP fusion protein, when expressed via agro-infiltration of Nicotiana
tabacum leaves, was present in the cytosol. This results was confirmed using subcellular
fractionation of 4. thaliona and western blot detection using a mouse polyclonal
antibody generated in this research. In order to determination the substrate specificity of
the enzyme, recombinant AtSDL-His was over-expressed in Escherichia coli. The
protein was located in inclusion bodies. After purifying the protein in non-native
conditions, folding experiments were performed by dilution and dialysis. The results
showed that by dilution and in the presence of zinc, the enzyme is active and is capable

of oxidizing sorbitol, but not other poly-alcohols, in the presence of NAD+.
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1.- INTRODUCCION
Funciones y metabolismo de polialcoholes

Alcoholes de aziicar lineales (poli-alcoholes) tales como sorbitol, manitol y galactitol se
encuenfran presentes en muchas especies vegetales cumpliendo diversas funciones
fisiologicas. Una de las principales y mds estudiadas es el transporte de carbono en la
planta desde los drganos fotosintéticos a los érganos sumideros (frutos, raices, flores).
La gran mayoria de las especies vegetales transportan sacarosa o rafinosa a través del
tejido vascular (floema) hacia los tejidos sumideros, junto a cantidades menores de uno
de los poli-alcoholes mencionados (Zimmermann and Ziegler, 1975). Sin embargo,
existen familias de plantas en donde sacarosa o rafinosa se encuentran en cantidades
minoritarias en comparacién al poli-alcohol transportado. Por ejemplo, sorbitol es el
principal fotosintato transportado por el floema en especies de la familia Rosaceae (Ej.
cerczo, Prunus cerasus) y Plantaginaceae (Fj. llantén, Plantago major); manitol es
transportado en especies de la familia Apiaceae (Ej. apio, Apium graveolens), Oleaceae
(Ej. olivo, Olea europaea) y Rubiaceae (Ej. cafeto arabigo, Coffea arabica); y galactitol
es transportado en especies de la familia Celastraceae (Ej. Enonymus sp.; Pommerrenig
y col., 2007). El uso de poli-alcoholes como forma de transporte de carbono tiene
algunas ventajas. Son compuestos quimicamente estables que s6lo son metabolizados
dentro de los 6rganos sumideros. Ademads, permiten el uso mdés eficiente del carbono
(Pharr y col, 1995b; Stoop y col., 1996) y tienen mayor potencialidad para generar
coenzimas reducidas tales como NADPH y NADH, que a su vez pueden. ser usadas en

reacciones de sintesis o produccién de ATP, respectivamente. Complementando las




ventajas previamente mencionadas, las plantas que presentan cantidades importantes de
poli-alcoholes tienen una mejor proteccién contra radicales libres (Smirnoff y
Cumbers, 1989; Shen y col., 1997) y una mayor eficiencia en la movilidad de boro a
través de la planta, debido a la formacién del complejo borato-polialcohol (Bellaloui y
col., 1999; Lehto y col., 2004). Por otro lado, poli-alcoholes lineales como sorbitol y
manito] son osmolitos eficientes. Su acumulacién permite a la planta tener una mayor
tolerancia al estrés hidrico y por salinidad (Hu y col., 2005; Rejskova et al., 2007). Este
efecto se ha estudiado en varias especies del genero Plantago en donde se ha observado
el incremento de la concentracion de sorbitol en condiciones de alta salinidad (Smekens
y Tienderen, 2001). Los polialcoholes lineales son sintetizados primordialmente en los
organos fotosintéticos desde hexosas-6-fosfato por reductasas dependientes de NADPH
y posteriormente por polialcohol-6-fosfato fosfatasas. En los érganos sumideros, la
oxidacion de estos polialcoholes es llevada a cabo generalmente por deshidrogenasas y

oxidasas NAD+ dependientes (Teo y col., 2006; figura 1).

AR . SDH :
Glucoser—T Sorbitol h Fructose
NADPH NaDP* NAD™ NADH

Figura 1: Metabolismo de sorbitol: La sintesis de sorbitol se realiza mediante la reduccién de glucosa
por una Aldosa Reductasa (AR) en 6rganos fotosintéticos. Sorbitol es consumido en los drganos
sumideros por la Sorbitol Deshidrogenasa (SDH) mediante la reduccion de NAD+.




En el caso de la familia Rosaceae se han clonado numerosas sorbitol deshidrogenasa
NAD+ dependientes (SDH; Lo Bianco y col., 1998; Oura y col., 2000; Park y col.,
2002; Yamada y col., 2001), enzimas que catalizan la conversién de sorbitol a fructosa.
Dependiendo de la especie, la fructosa puede ser almacenada, proporcionado dulzor al
organo en el caso de los frutos o puede ser fosforilada e ingresada a la via glicolitica. La
caracterizaciéon de SDHs ha permitido entender el mecanismo de transporte de sorbitol
en las plantas pertenecientes a esta familia. Principalmente la actividad SDH en frutos
genera un gradiente de concentracién de sorbitol facilitando su translocacién desde los
tejidos vasculares hacia éstos. En manzanas (Malus x domesticus), se ha documentado
que cste proceso estd controlado durante el desarrollo y maduracién de los frutos
mediante la regulacién en la expresion de glucosa-6-fosfato reductasa en hojas y de SDH

en frutos (Nosarszewski y col., 2004; Teo y col., 2006).

La actividad de SDH en plantas pertenecientes a la familia Rosaceae es determinante en
el desarrollo de éstas y ha sido blanco de estudio en numerosos trabajos, debido
principalmente a la importancia econémica de algunas de las especies de esta familia
(cerezo, durazno, manzana, pera, etc). Sin embargo, existen antecedentes de actividad
SDH en plantas no-Rosaceae tales como soya y maiz (Kuo y col, 1990; Doehlert, 1987)
y ademas se ha clonado el ADNc¢ que codifica para una SDH en tomate (Ohta y col,
2005), especie miembro de la familia Solanaceae. Es importante destacar que estas
especies transportan mayoritariamente sacarosa y no acumulan sorbitol. M4s aun, los

proyectos para conocer el genoma de diferentes plantas (158 publicados a septiembre




2009;  http://www.ncbinlm.nih.gov/sites/entrez?db=genomeprj) han revelado que
secuencias similares a SDH estin ampliamente presentes en el reino de las plantas y no

estan limitadas solamente a especies de la familia Rosaceaqe.
Sorbitol deshidrogenasas

Se han encontrado y caracterizado enzimas con actividad SDH en extractos solubles de
diferentes érganos de durazno (Lo Bianco y col,, 1998), pera (Oura y col., 2000) y
tomate (Ohta y col., 2005). La localizacién citosélica de SDH facilita el metabolismo
directo de sorbitol a fructosa luego de ser importado a la célula. Sin embargo, estudios
de la localizacién sub-celular de SDH en manzanos han revelado una distribucién més
compleja. En esta especie se han identificado 9 diferentes genes que codifican para
distintas SDHs con identidades nucleotidicas que van desde 74 % a 96 % entre si
(Nosarszewski y col., 2004). Una publicacion reciente del grupo de Wang y col. (2009)

logré determinar la localizacion sub-celular in situ inespecificamente de diferentes

SDHs presentes en hojas inmaduras y frutos de manzano usando un suero poli-clonal .

-

anti-SDIIs. El estudio reveld que las SDHs de manzanos se encuentran tanto en el
citosol, como en los cloroplastos y, en el caso de hojas inmaduras, también en la
vacuola, variando su distribucion segiin el desarrollo del érgano. La posible funcién que
se propone para SDH en los cloroplastos es la de controlar la sintesis de almidén al
producir fructosa y la de regular el balance osmético del organelo. También, se observé
acumulacién de SDH en la vacuola, posiblemente con el fin de almacenar la enzima y
liberarla en el momento adecuado, como una respuesta mas rapida a la sintesis de

proteinas en si. Sin embargo, no se¢ ha documentado actualmente resultados de



experimentos que corroboren estas hipétesis, pero sin lugar a dudas la localizacién sub-

celular es un factor importante que determina la funcion final de la enzima en la planta.

Las SDHs caracterizadas en plantas son enzimas que reducen NAD+ y que ademés unen
zinc bivalente en el sitio catalitico (Ohta y col., 2005; Park y col., 2002; Oura y col.,
2000). Por otro lado también se ha determinado que son enzimas que presentan actividad
deshidrogenasa con otros poli-alcoholes, aunque mas baja comparado con sorbitol. Esta'
afinidad de SDH por otros poli-alcoholes parece favorecer mds a la conformacion
tridimensional de sus primeros dos carbones quirales que a su tamafio. En el trabajo de
Ohta y col (2005) se determiné que LeSDH de tomate presenta actividad deshidrogenasa
con L-iditol, ribitol y xilitol, y la SDII de pera presenta actividad deshidrogenasa con L-
iditol, xilitol, L-treitol y ribitol (Oura y col., 2000). Cabe destacar ademis, que la
reaccion inversa (la reduccién de D-fructosa a D-sorbitol), estd desfavorecida en todas
las enzimas caracterizadas. Las K, publicadas de SDHs de plantas para las reacciones de
reduccion de las cetosas son entre 1 a 3 drdenes de magnitud superiores a las K, para las
reacciones de oxidacion de los poli-alcoholes, revelando que las SDII de plantas, son

enzimas esencialmente unidireccionales.

Los principales estudios relacionados con las SDH en plantas estin orientados a la
actividad de transporte de carbono (“sink activity”) y a la expresién diferencial de SDH
en diferentes estados de desarrollo de la planta y de sus 6rganos. La caracterizacién
bioquimica de algunas enzimas ha permitido atribuir la actividad SDH detectada en
extractos de plantas a la expresion de distintos genes con secuencias similares a poli-

alcoholes deshidrogenasas. No obstante, la multi-especificidad encontrada no ha sido




estudiada molecularmente, ni tampoco la estructura global de la enzima. No se
encuentran estructuras cristalograficas publicadas de SDHs provenientes de plantas y

tampoco estudios de Ia estructura cuaternaria que puede presentar esta enzima.

Fuera del reino de las plantas, también se han encontrado enzimas con actividad SDH.
Estudios bioquimicos de estas enzimas han sido realizados en animales (humano,
caballo e insecto) y también en Thongos (Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces japénicus, etc). Por otro lado, también se han publicado dos
estructuras cristalogréficas de proteinas con actividad SDH. Una de ellas proviene de
humano (PDB 1pl6; Pauly y col., 2003), que revela la estructura homo-tetramérica de la
enzima, la unién del i6n zinc al sitio activo de ésta y ademds se propone un mecanismo
para la reacci6n de oxidacion que cataliza esta enzima. SDH de humano presenta ~ 46%
de identidad aminoacidica con SDHs de origen vegetal y se relaciona a la via de los poli-
alcoholes en humanos, blanco importante en los problemas asociados a la diabetes. Otra
estructura publicada con ~ 50 % de identidad aminoacidica con SDH de plantas es la de
un insecto (Besimia agentifolii; Banfield y col., 2001). Esta ¢nzima también tiene una
estructura homo-tetramérica y muestra la unién del ion zinc al sitio catalitico, ademds
posee otro sitio de unién a zinc, con una funcién mas estructural. Lo novedoso de esta
enzima es que a pesar de tener una alta identidad con SDHs dependientes de NAD+
tanto de animales como de plantas, utiliza NADP+ como coenzima y la reaccién de
reduccion de D-fructosa es ampliamente favorecida sobre la reaccién de oxidacion de D-

sorbitol, siendo nominada, por lo tanto, como una cetosa reductasa (Salvucci y col,,

1998).




La informacion disponible sobre las SDHs recopilada a lo largo de publicaciones de
trabajos realizados en diferentes especies permite entender la funcién de esta enzima en
cada una y comprender que la oxidacion de sorbitol juega un papel importante y variado

dependiendo del contexto en que ocurra la reaccion.
Sorbitol Deshidrogenasa en Arabidopsis thaliana.

El papel que juega SDH en plantas no-Rosaceae puede depender directamente de su
localizacién, de su patron de expresion en diferentes érganos, de su especificidad, del
uso de cofactores, etc. También es importante conocer la presencia de los potenciales
sustratos en la planta que presenta actividad SDH. En tomate, por ejemplo, sorbitol no se
acumula en cantidades considerables, sin embargo, si acumula arabitol (otro sustrato
para LeSDH) durante infecciones por hongos patégenos. Posiblemente LeSDH juega un
papel en su metabolismo (Ohta y col, 2005). También existe evidencia de actividad
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en tomate (Mehta y col., 1991), enzima responsable de
la sintesis de sorbitol desde glucosa y como tomate no acumula sorbitol, LeSDH

posiblemente se encarga de consumir la produccién de sorbitol.

Usar tomate como planta modelo en el estudio de la actividad SDH en plantas no-
Rosaceae presenta algunas dificultades. Actualmente, existe un.proyecto en curso para
secuenciar el genoma de tomate. Sin embargo y aunque se han publicado diferentes
secuencias de sus cromosomas en bruto, aun no hay un orden ni se ha determinado las
secuencias codificantes, por ende el desconocimiento de su genoma presenta grandes

limitantes en la profundizacién del estudio. Por otro lado, el ciclo de vida del tomate es




muy largo (80 a 100 dias) lo que dificulta ain mas la investigacion in vivo. Como
modelo de especias no-Rosaceae, Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) presenta
numerosas ventajas. Esto se debe a su rapido crecimiento, en comparacion a la mayoria
de la plantas; a su genoma completamente secuenciado y a la ripida forma de
transformarla genéticamente, obteniendo una F2 homocigota en pocos meses, debido a
que sus flores son hermafroditas y auto-compatibles. Ademas, existen lineas
transgénicas con genes especificos interrumpidos por inserciones de ADN, tipo
transposones. Como en la mayoria de las plantas, 4. thaliana utiliza sacarosa como
principal forma de carbono transportado por el floema (Haritatos y col., 2000) con
pequefias cantidades de rafinosa y no acumula polialcoholes. Sin embargo, en el
cromosoma 5, locus At5g51970 del genoma de esta especie, se encuentra un tnico
marco de lectura abierto que codifica para una potencial SDH, la que hemos llamado
AtSDL (“sorbitol deshidrogenasa-like™). La secuencia aminoacidica de esta enzima
comparte un ~80 % de identidad con SDHs conocidas y caracterizadas en plantas (tabla
I), siendo la tnica enzima en A. thaliana con potencial actividad SDH, dado que el
segundo ortdlogo més cercano (At5g63620) comparte solamente ~23 % con SDHs

conocidas.

Taba I: Porcentaje de identidad de aminodcidos entre diferentes SDH y AtSDL. AtSDL (Arabidopsis
thaliana SDH-like), LeSDH (Solanum lycopersicum SDH), MdSDH9 (Malus x domestica SDH 9),
FaSDH (fragaria x ananassa SDH), PpSDH (Prunus persica SDH), PsSDH (Prunus salicina SDH),
ZmSDH (Zea mayz SDH).

%  AtSDL LeSDH MdSDH9 FaSDH PpSDH PsSDH ZmSDH
AtSDL - 83 82 82 80 79 76
LeSDH s 76 84 80 80 76

MdSDH9 = 78 84 83 73
FaSDH - 80 80 75
PpSDH : 97 73
PsSDH , - 75
ZmSDH -



Aunque, a la fecha no existen publicaciones referidas a la funcién de esta enzima, es
posible encontrar trabajos relacionados a la expresién de miltiples genes en diferentes
estadios de desarrollo y condiciones de crecimiento en A. thaliana (Adamiec vy col.,

2008}, en donde se revela la transcripcion de AtSDL.

Estudios del metaboloma de A. thaliana han revelado la presencia de sorbitol y el
aumento de su cantidad, en érganos aéreos de la pianta, en condiciones de frio (4 °C),
ademas de documentar este mismo comportamiento para otros poli-alcoholes como
xilitol, eritritol, galactinol y glicerol (Kaplan y col., 2004). Por otro lado, se han clonado
y caracterizado 6 potenciales transportadores de alcoholes de aziicar en 4. thaliana
(Klepek y col., 2005). Estos presentan una alta identidad con transportadores de poli-
alcoholes caracterizados en frutos de cerezos (Prunus cerasus, Rosaceae; Gao y col.,

2003) y en Plantage major (Plantaginaceae; Ramsperger-Gleixner y col., 2004).

En el trabajo de Klepek y col. (2005) se determind que estos transportadores translocan
una amplia gama de alcoholes de aztcar entre los que se incluyen sorbitol, ribitol, myo-
inositol, manito]l .y numerosas aldosas como ribosa, galactosa, xilosa y glucosa. La
funcién hipotética propuesta para estos transportadores es el reciclaje de los azicares
provenientes de la ruptura de la pared celular de células dafiadas por patégenos en A.
thalia{'za, rescatando los metabolitos del apoplasto. Lo relevante principalmente es la
presencia de proteinas capaces de transportar sorbitol en esta especie, lo que es otra

evidencia mas del metabolismo de este poli-alcohol en la planta.




La sintesis de sorbitol en A. thaliana al igual que en las ofras plantas mencionadas debe
ser llevada a cabo por una aldosa-6-fosfato reductasa. Buscando en el genoma de esta
planta un ORF con un alto grado de identidad con aldosa-6-fosfato reductasas conocidas
se puede encontrar unos loci adyacentes (At2g21250 y At2g21260) que estin anotadas
como potenciales manosa-6-fosfato reductasas dependientes de NADP. Aunque no hay
publicaciones asociadas, ambas son candidatos p.otenciales en la sintesis de sorbitol u

otro poli-alcohol presente en A. thaliana.

Estos antecedentes nos revelan la posibilidad que AtSDL sea una sorbitol

deshidrogenasa y que participe en el metabolismo de este poli-alcohol en 4. thaliana.

Caracterizacion de AtSDL

El objetivo de este trabajo es caracterizar bioquimicamente AtSDL, una potencial
sorbitol deshidrogenasa en A. thaliana, usando herramientas moleculares que permitan
construir una base para el determinar la funcién de esta enzima en una especie no-

Rosaceae.

Usando las herramientas bioinformaticas disponibles se determiné la presencia de
dominios conservados, la localizacién sub-celular y la relacion filogenética que AtSDL
posee con SDHs actualmente conocidas y de esta forma esclarecer el escenario en el que
se trabaja. Ademads, usando las estructuras cristalograficas disponibles se realizé un
modelo tridimensional de la estructura de AtSDL para poder dilucidar mediante
“docking” la especificidad de sustrato que posee la enzima, lo cual fue evaluado

experimentalmente.
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Como primera aproximacién molecular, se analizé si la expresién de 4tSDL es érgano
y/o tejido especifico. También se determiné su localizacién sub-celular in vivo, para
elucidar si la enzima estd presente en uno o miiltiples compartimentos de la célula, como

en el caso de manzanos (Wang y col., 2009).

La caracterizacion bioquimica de AtSDL se realizo mediante la expresion de ésta en
forma recombinante en Escherichia coli y S. cerevisiae. La eleccion del primero se basé
en el trabajo de Ohta y col. (2005) debido a la alta identidad de AtSDL y LeSDH, y Ia
segunda opcidn se considerd por ser un sistema eucarionte mas similar a 4. thaliana.
Con todas estas herramientas se comenzd una investigacion respecto a la funcion de las

sorbitol deshidrogenasas en plantas no-Rosaceae y en particular en 4. thaliana.
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2.- HIPOTESIS.

“En el locus At5g51970, en el genoma de A. thaliana, existe un marco de lectura abierto
que codifica para una poli-alcohol deshidrogenasa NAD+ dependiente soluble, con alta

aftnidad para sorbitol, que cataliza la conversidn de sorbitol a fructosa”
2.1.- HIPOTESIS ALTERNATIVA:

“En el locus At5g51970, en el genoma de 4. thaliana, existe un marco de lectura
abierto que codifica para una poli-alcohol deshidrogenasa NAD+ dependiente. soluble

que posee mayor especificidad por otros poli-alcoholes en vez de sorbitol.

3.- OBJETIVOS:

3.1- Objetivos General:

“Determinar la localizacion sub-celular y precisar la especificidad de sustrato de
la enzima AtSDL caracterizandola tedrica y bioquimicamente desarrollando y usando

herramientas moleculares para su estudio”

3.2.- Objetivos Especificos:

1. Predecir Ia funcidn y la localizacion de AtSDL, y ademds, encontrar proteinas
relacionadas mediante el uso de herramientas bioinformdticas.
2. Desarrollar un modelo tridimensional por homologia de AtSDL evaluado

energéticamente y estudiar la especificidad de sustrato mediante “docking”.
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g A o

Determinar la expresion de AtSDL en diferentes 6rganos de A. thaliana.
Localizar AtSDL-GFP mediante transformacién transitoria por agro-infiltracién
de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum).

Expresar AtSDL recombinante en E. coli y S. cerevisiae y determinar Ia
actividad enzimatica de la proteina purificada.

Desarrollar un anticuerpo poli-clonal contra AtSDL como herramienta para
corroborar los resultados de localizacion sub-celular (Objetivo 1) y determinar la

presencia de AtSDL en diferentes érganos de A. thaliana.
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4.-MATERIALES Y METODOS
4.1.- Material Biologico
4.1.1.- Crecimiento de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia y Nicotiana tabacum

Se crecieron ambas especies en medio hidroponico. El medio 100X pH 5,0 contenia
KNO; 125 mM, Ca(NO;), 150 mM, MgSO4 75 mM, KH,PO4 50 mM, KCI 5 mM,
H3BO3 5 mM, MnSO;4 1 mM, ZnSO, 200 pM, CuSOy4 150 pM, (NH)sMo7024 7,5 pM,
Na,Si0; 10 mM, Sprint 330 7,2 mM (Fe quelado en DTPA) ajustando el pH a 5,0 con
KOH 10 M. El medio fue utilizado a una concentracion de 1X, diluyendo el stock con
agua destilada no estéril. Las plantas utilizadas se mantuvieron a 22 °C, con un

fotoperiodo de 16 h luz (intensidad [uminica 4.500-6.500 Lux) y 8 h oscuridad.

4.1.2.- Crecimiento de bacterias Escherichia coli (cepas DH5ay BL21{DE3)pLys) y

Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101).

Las bacterias E. coli de la cepa DH5a fueron crecidas en medio LB liquido [triptona 1%
(p/v), extracto de levadura 1% (p/v), NaCl 0,8 % (p/v), pH 7,0 a 25 °C] o sdlido [a la
mezcla anterior se le agrega agar-agar 1.5 % (p/v)] durante 14-16 h, a una temperatura
de 37 °C, con agitacién de 250-300 rpm en el caso de cultivo liquido.

Para la cepa BL21, las bacterias fueron crecidas en medio SOC [triptona 2% (p/v),
extracto de levadura 0.5% (p/v), NaCl 0,05% (p/v), KCI 2.5 mM, MgCl; 10 mM, pH 7.0
a 25 °C] durante 14-16 h, a 37 °C, con agitacién de 250-300 rpm, para los pasos de
transformacién génica de esta cepa. Para la expresion de la proteina recombinante las

condiciones fueron modificadas (seccién 4.3.1)
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La cepa GV3101 de A. tumefaciens, fue crecida en medio LB liquido y sélido durante
36-48 h, a 28 °C. Esta cepa es resistente a rifampicina (seleccién cromosémica de la
cepa) y a gentamicina (seleccion del plasmido Ti).

4.1.3.- Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae cepa SC-29 (Aura).

S. cerevisiae fue crecido en YEPD liquido [triptona 2% (p/v), extracto de levadura 1 %
(p/v), glucosa 5% (p/v)] o solido [a la mezcla anterior se le agrega agar 1.5 % (p/v)]
durante 14-20 h, a 30 °C, con agitacién de 250-300 rpm en el caso de cultivo liquido.
Para seleccionar las células de levaduras transformadas genéticamente se usd la
seleccion por auxotrofia de uracilo. El medio mihimo usado consistia en: Base de
nitrégeno de levadura 0.7% (p/v), glucosa 2% (p/v) y agar 1.6 % (p/v) en el caso de
medio solido y “Dropout mix” 0.08 % (p/v). Dropout mix es una mezcla de aminoacidos
y bases nifrogenadas esenciales preparada en forma seca y estéril, compuesta por:
Hemisulfato de Adenina 5 % (p/p), Arginina-HCI 5 % (p/p), Histidina-HCI 5 % (p/p),
Isoleucina 5 % (p/p), Leucina 5 % (p/p), Lisina-HCl 5 % (p/p), Metionina 5% (p/p),
Serina 5 % (p/p), Treonina 5 % (p/p), Fenilalanina 8% (p/p), Triptofano 8% (p/p),
Tirosina 5% (p/p), Valina 24% (p/p) y Uracilo 3% (p/p). Para el caso de esta
investigacion no se le afiadié Uracilo a la mezcla, con el fin de seleccionar a las colonias
de levadura transformadas. Los cultivos fueron incubados a 30 °C durante 20 a 24 h con

agitacion (250 — 300 rpm) en el caso del cultivo liquido.
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4.1.4.- Transformacion de E. coli (DH5a 'y BL21(DE3)pLys) quimio-competentes

El protocolo de preparacion de células quimio-competentes es ligeramente distinto para
cada cepa usada. En el caso de la cepa DH5a, se sembr6 una alicuota de 10 pl en
medio LB solido de tal forma de obtener colonias aisladas. Se escogié una colonia y ésta
se incubo toda la noche en 5 mL de medio LB liquido (seccidn 4.1.2). Ya alcanzada una
DOggonm ~ 1.6, se diluyd el cultivo 40 veces en medio LB liquide. Se incubd (250-300
rpm, 37 °C) hasta alcanzar una DOsponm) de 0,5. Luego se coloco el cultivo en hielo por
15 min y se lo centrifugd (4000 x g, 10 min, 4 °C). Al eliminar el sobrenadante, las
células fueron resuspendidas cuidadosamente en 15 mL de CaCl; 0.1 M estéril y frio e
incubadas en hielo por 15 min. Se repitio el paso anterior de centrifugacidn,
resuspendiendo las células en 4 mL de CaCl; 0.1 M y glicerol 20 % (v/v) estéril y fria,
congelando alicuotas de 200 pL en nitrogeno liquido almacendndolas finalmente a -
80°C.

En el caso de BL21(DE3)pLys, se aistd una colonia de la misma forma explicada mds
arriba. El cultivo de esta cepa requiere el antibidtico cloranfenicol (CAM, 25 pg/mL)
para mantener el plasmido pLys. El cultivo de una colonia aislada se diluyo en 250 mL
de LB-CAM dejandolo crecer (25 °C, 250 - 300 rpm) hasta una DOgggnm ~ 0.5. Luego,
se colocd el cultivo en hielo por 15 min y se lo centrifugd (4000 x g, 10 min, 4 °C). EI
sobrenadante fue descartado y se resuspendieron suavemente las células en 80 mL de TB
(Pipes 10 mM, CaCl, 15 mM, KCl1 250 mM, pH 6.7 con KOH, al final se afiade MnCl,
55 mM) estéril y frio. Se incubd en hielo por 10 min. Se repitié la centrifugacion,

volviendo a resupender las células en 20 mL TB + 1.5 mL DMSO. Se congelaron
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alicuotas de 200 pL en nitrogeno liquido y se las guardé a -80°C. Las alicuotas de 200
pL de ambas cepas fueron descongeladas en hielo. Se afadié 10 a 20 ng de ADN
plasmidial o la totalidad de la reaccion de ligacion (seccion 4.2.6 y 4.2.8), incubando la
mezcla a 4 °C por 30 min, después se colocd el tubo a 42 °C por 1 min terminando
nuevamente a 4 °C por 5 min. Finalizado el tiempo, se agregé 1 mL LB al tubo y se
dejé incubando a 37 °C durante 1 h con agitacion. Luego, se centrifugaron las células a
5000 x g, resuspendiéndolas en 100 pL. LB. Se sembré 100 pL en LB sélido mas el

antibidtico requerido para seleccionar las células transformantes (Tabla II).

Tabla 1I: Vectores utilizados: En la tabla se presentan detalles de los vectores usados y una breve
descripcion de su utilidad.

Vector Resistencia Concentracion Tamaiio Descripcion
en bacteria final del
antibidtico
pET-28a Kanamicina, Kan® 100 pg/mL 5369 pb Expresion en E.coli(DE3).
Agrega epitopo His6X N
y C-terminal.
pET-24d  Kanamicina, Kan"® 100 pg/mL 5301 pb Expresion en E.coli(DE3).
Agrega epitopo His6X C-
terminal.
pGEX-5X-1  Ampicilina, Amp" 100 pg/mL 4900 pb Expresion en E.coli(DE3).
Agrega epitopo GST N-
terminal.
pCR8” Espectinomicina, 50 ug/mL 2817 pb Clona productos de PCR.
Spec® Vector de entrada
Gateway®
pGWB5  Kanamicina, Kan® 100 pg/mL 17 kb Vector destino Gateway®.
Expresion en plantas.
Agrega epitopo GFP C-
terminal
p426-GPD  Ampicilina, Amp" 100 pg/mL 6637 pb Expresion en levaduras

(Aura’). Agrega epitopo
His6X C-terminal.
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4.1.5.- Transformacion de Agrobacterium tumefaciens quimio-competentes

La quimio-competencia de A. tumefaciens se logrd aislando una colonia desde un cultivo
sélido y creciéndola hasta una DOgpgpm ~ 0.4 segiin seccion 4.1.2,

Se mezclaron ~50 ng de cada vector, obtenidos mediante una mini-preparacion de DNA
plasmidial, con 100 pL de células competentes previamente descongeladas en hielo. La
mezcla se incubd en hielo por 10 min y luego -se congeld rapidamente en nitrégeno
ligquido durante 5 min y finalmente se dejé descongelar a TA. Se agrego 1 ml de LB
incubando a 28 °C con agitacion (>16 hrs). Al dia siguiente, s¢ sedimentd las bacterias
(5000 x g, 5 min), se resuspendieron (100 pL. LB) y se sembraron todas las células en
LB solido, suplementado con kanamicina (100 pg/mL) para la seleccion de pGWBS,
gentamicina (100 pg/mL) y rifampicina (10 pg/mL, seccién 4.1.2). Se dejaron crecer po;‘

2 dias a 28 °C hasta que las colonias se hicieran visibles.

4.1.6.- Transformacién de S. cerevisiae cepa SC-29 (Aura’) electro-competentes.

I.a competencia de las células de levadura se logré aislando una colonia y dejandola
crecer en 20 mL de YEPD, hasta una DOgoonm ~1.5. S¢ centrifugé el cultivo (3000x g, 5
min, 4 °C), se descart6 el sobrenadante y se lavo las células con 1 volumen de agua fria
(4 °C) y estéril, agitando la suspension suavemente. Se repitio el paso de centrifugacion,
lavando las células en 0.5 volumen de agua fria y estéril. Nuevamente se repitio el paso
de centrifugacion, resuspendiendo las células en 4 mL de sorbitol 1 M estéril y frio.

Finalmente, se centrifugé la suspensién y se resuspendieron las células en 100 pL

sorbitol 1 M, guardando alicuotas (40 uL) a 4 °C no mas de 2 dias.
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A la alicuota de células se le afiadié 50 ng de ADN plasmidial (p426-GPD) y I uL de
tampén TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM). Esta mezcla se dejo incubando
en hielo por 10 min antes de ser traspasada a una cubeta de electroporacion (o
electropermeabilizacién) de 2 mm. El electroporador usado fue Gene Pulser Xeell®
Electroporation System de Bio-Rad. Las condiciones usada en la transformacién fueron:
una diferencia de potencial de 1.5 kV, 25 pF de capacitancia y 200 chm de resistencia
con una caida de 4.5 ms. Luego de la electroporacién las células fueron incubadas en 1
mL YEPD durante 1 hora a 30 °C. Se tomaron 100 puL. del cultivo y se sembré en medio

minimo “Dropout” (sin uracilo) s6lido. Se dejo incubando a 30°C por 2 a 3 dias.

4.1.7.- Agro-infiltracion de hojas de Nicotiana tabacum

Un clon de A. tumefaciens transformado con el vector pPGWBS5 fue crecido en LB liquide
suplementado con kanamicina (100 pg/mlL.), gentamicina (100 ug/ml.).y rifampicina (10
pg/mL) durante 16 h a 28°C con agitacion hasta una DOggonm 0,6 - 0,8. Se sedimentaron
las bacterias centrifugindolas (5000 x g, 5 min, TA) y se resuspendieron hasta DOgognm
~0.8, en un medio de infiltracién (MMA) que consiste en MES 10 mM pH 5.7, MgCl,
10 mM y acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) 150 pM. La suspension

fue incubada a 28 °C por 2 h antes de la agro-infiltracion.
La agro-infiltracion se realiz6 en N. tabacum en donde se perfundid la suspension de 4.
tumefaciens por la cara abaxial de hojas jovenes usando una jeringa de 5 mk sin aguja.

Luego de 4 dias, las hojas fueron cosechadas para los andlisis posteriores.
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4.2.- Biologia molecular

4.2.1.- Disefio de partidores.

Para el disefio de los partidores se usé la secuencia del ADNc correspondiente al gen
ubicado en el locus At5g51970 del genoma de A. thaliana publicado en
www.arabidopsis.org, que codifica para una potencial sorbitol deshidrogenada (AtSDL).
La extensién de la secuencia codificante obtenida es de 1095 nucledtidos. Todos los
partidores disefiados incluyen el codén de inicio (Metionina, ATG), para el partidor
sentido y el ultimo codon codificante (Leucina, CTC), en el caso del partidor Anti-
sentido. En la Tabla I11 se detalla los partidores utilizados en esta tesis.

Los partidores que incluyen el codén de término fueron disefiados para los vectores de
expresion heterdloga pET-28a y pGEX-5X-1 en donde el vector le agrega un epitopo N-
terminal His6X y GST respectivamente a la proteina recombinante para su posterior
deteccion y purificacion. Los partidores que no contiene el codon de término fueron
disefiados para los vectores pET-24D y p426-GPD que incluyen el epitopo His6X en el
extremo C-terminal de la proteina recombinante. Ademads, se utilizd para poder realizar

la fusion AtSDL-GFP en el vector pGWB5 via pCRS™.
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Tabla III: Partidores utilizados en la Tesis: En la tabla se detalla el nombre usado para cada partidor,
su secuencia y una pequefia descripcion de su uso. En azul se destaca la secuencia de corte para la
endonucleasa usada y en rojo el codén de inicio y término, en el caso que lo incluya.

Nombre del Partidor

Secuencia

© S-AtSDL-BamHI-pET282  5-GGACGGATCCATGGGG

A-AtSDL-Nofl-pET28a

A-AtSDL-Nof1-p426

S-AtSDL-BamHI-pET24d

A-AtSDL-Notl-pET24d

S-LeSDH-BamHI-pGEX

A-LeSDH-Notl-pGEX

Oligo-dT

A-GFP

AAAGGAGGGATG-3’

5'GGACGCGGCCGCTCAGAG
ATTGAACATAACTTTG-3

5-GGCAGCGGCCGCAAGAG
ATTGAACATAACTTTGATG-3

5-GGCAGGATCCAAATGGGG
AAAGGAGGGATG-Y

5-GGACGCGGCCGCGAG
TTGAACATAACTTTCATG-3’
5-GGCAGGATCCTAATGGGT
AAAGGAGGCAG-Y
5-GGCAGCGGCCGCTTTTACA

AATTAAACATGAC-3’

S-TTTTTTTTTTTTITTTT -3*

5S'-CAGGTAATGGTTGTCTGG-3'

Descripeién

Sentido. Agrega un epﬂ&pb e
His6X N-terminal a AtSDL al
clonarlo en pET-28a.

Anti-sentido. Contiene el codon
de término, para clonar AtSDL
en los vectores pET-28a y
pGEX-5X-1
Anti-sentido. Sin coddn de
término. Agrega un epitopo
His6X C-terminal al clonarlo en
p426-GPD.

Sentido. Al clonar AtSDL
mantiene el marco de lectura de
los vectores pET-24d, pGEX-
5X-1y pCR8®
Anti-sentido. Sin codén de
término. Mantiene el marco de
lectura de los vectores pET-24d,
pGEX-5X-1 y pCR8".
Sentido. Agrega la proteina GST
N-terminal a LeSDH al clonarlo
en pGEX-5X-1.
Anti-sentido. Contiene el codén
de término. Permite clonar
LeSDH en pGEX-5X-1.

Anti-sentido. Partidor usado en
la reacciones de RT.

Anti-sentido. Partidor especifico
para amplificar desde el 3’ la
secuencia de GFP
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4.2.2.- Extracciéon de ARN total de A. thaliana.

Para realizar la reaccidn de RT-PCR 'se extrajo ARN total desde diferentes tejidos de 4.
thaliana wtilizando RNA-Solv® Reagent de Omega Bio-tek. Se pesaron 10-50 mg de
hojas rosetas, hojas caulinares, tallos, raices y flores de A. thaliana cultivadas como se
indica en la seccion 4.1.1. Las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido (5 min)
y luego fueron maceradas con un pistilo. Al polvo resultante de cada muestra se le
afiadi6 1 mL de RNA-Solv® Reagent homogeneizandolas con el mismo pistilo e
incubandolas (5 min, TA). Posterior a esto, se le agregdé 200 pL cloroformo, se
homogenizaron vigorosamente las fases por 15 s, seguido por la incubacion de las
muestras en hielo por 10 min. Las muestras fueron centrifugadas (12000 x g, 15 min,
TA) y la fase acuosa fue recuperada y transferida a otro tubo de microcentrifuga. La
precipitacion del ARN fue realizada agregando 500 pL de isopropanol a -20 °C e
incubando a esta misma temperatura por 20 min. Después de esto, se centrifugd (12000
x g, 10 min, 4 °C) y se descartd el sobrenadante, cuidando de no perder el pellet. Por
ultimo, éste fue lavado con 1 mL de etanol al 80% (v/v) en agua DEPC y posteriormente
centrifugado, secado y resuspendido en 30 pL de agua DEPC a TA. Después de esto se
prosiguid a cuantificar el ARN extraido usando un espectrofotémetro (NanoDrop® ND-
1000 UV-Vis), que mide la absorbancia a 260 nm de 1 pl de muestra. .Ademais, se
comprobd la pureza de las exiracciones de ARN, usando las relaciones 2607 nn/280 nm y
260 nin/230 nm que el programa del espectrofotometro entrega. El valor relacién 260
nm/280 nm tiene que estar entre 1,8 y 2,0. Es generalmente aceptado que valores

cercanos a 1.8 y 2,0 indican extracciones puras de ADN y ARN, respectivamente;
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valores mas bajos que estos, sefialan la presencia de contaminantes como proteinas,
fenoles u otros compuestos que absorben a 280 nm, Para la relacion 260/230 los valores
para muestras puras de ARN o ADN son ligeramente mayores, comliinmente en el rango
de 1,8 y 2,2. Valores mas bajos revelan la presencia de solventes orginicos, algunas
sales y proteinas.

La integridad del ARN total se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v)
(seccidn 4.2.3), verificando la presencia de las bandas de ARNr de 28S y 18S.
4.2.3.-Electroforesis en geles de agarosa

Para determinar la integridad de las extracciones de ARN, verificar las reacciones de
PCR y analizar las digestiones enzimdticas de ADN plasmidial, se utilizd la
electroforesis de geles de agarosa. El gel de agarosa al 1% (p/v) se prepar6 con tampon
TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8) y bromuro de etidio 1 pg/mL. Se
mezclé 1 pL de tampén de carga [Azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilene cianol 0.25%
(p/v) y glicerol 80% (v/v), preparada en TAE 1X] por cada 5 uL. de muestra analizada.
El gel se colocd en una camara de electroforesis embebida con tampén TAE 1X en

donde se generaba un potencial (80 V a 100 V) durante 30 min aproximadamente.

4.2.4.- Reaccion de retro-transcriptasa (RT) desde RNA extraido desde A. thaliana.

Las reacciones de retrotranscriptasa (RT) se Ilevaron a cabo usando ¢l sistema ImProm-
11° Reverse Transcription System de Promega. Cada reaccion se realizd en un volumen
de 20 pL. La composicion final de la mezcla, incluyendo 2 pg del ARN, fue la siguiente:

Tampén ImProm-I® RT 1X; MgCl, 3 mM; dNTPs 0,5 mM; oligo-dT 0,5 pM y 20 U
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inhibidor de ribonucleasas recombinante RNasin® de Promega. En un comienzo la
mezcla estd separada en dos volimenes, el primero contenia el ARN total y los
partidores Oligo-dT, y el segundo el resto de los componentes de la reaccion.

La reaccidn se realizo en un termociclador, cuyo programa consiste en incubar 5 min a
70 °C al volumen que contiene el ARN y el Oligo-dT. Inmediatamente después, los
tubos son incubados en hiclo, afiadiéndoles el resto de la mezcla de reaccion. Luego de 5
min, se volvio a colocar en el termociclador y se incubaron por 5 min a 25 °C. La

mezcla fue posteriormente incubada a 42 °C (60 min) y luego a 70 °C (15 min).
4.2.5.- Reaccién de PCR con el objetivo de amplificar el cDNA de AtSDL y LeSDH.

Para la reaccion de PCR se usaron 3 pl. del producto de la reaccion de RT (ADNc) en
un volumen total de 20 pL. que estaba compuesto por: 1X Tampén de reaccion Tag-
Polimerasa Favorgen®; MgCl; 5 mM; dNTPs 0,2 mM; 0,5 uM de cada partidor (Tabla
II) y 1 U de Taq polimerasa Favorgen®. El protocolo de reaccion incluyd: 3 min en
“Hot-Start” a 94 °C, luego 1,5 min a 94 °C en presencia de Taqg-polimerasa, seguido por
42 ciclos (30 s a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1,5 min a 72 °C). Esto finalizé con un ciclo de 10
min a 72 °C y finalmente a 4 °C. Este protocolo se usé para todos los partidores
disefiados especificos para AtSDL (Tabla II), usando como molde tanto ADNc de 4.
thaliana como ADN plasmidial.

En el caso del ADNc de LeSDH se utilizé como molde de Ia reaccion de PCR el vector
pCambia 1302 35S-LeSDH, realizado en mi seminario de titulo (Mandujano, 2008)

utilizando las misma condiciones de amplificacion explicadas mas arriba.
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Para las reacciones de PCR de colonias se usé como ADN molde las colonias de células
a analizar (E. coli, A. tumefaciens y S. cerevisiae) diluidas en 5 pul. agua estéril. Se usé 3
pL de esta suspension como molde (condiciones de PCR detalladas arriba). Los 2 pL

restantes sirvieron como inéculo para mantener el clon en el caso de que este fitera

positivo.

4.2.6.- Clonamiento en pCR8®.

pCR8® (Invitrogen) permite clonar los productos de PCR que incluyan en sus extremos
3" una adenina desapareada que es agregada por la Taq-Polimerasa. pCR8® estd
linealizado y en los extremos fosfatos 5° posee una timina desapareada que estd unida
covalentemente a una tirosina 274 de una Topoisomerasa. Cuando el producto de PCR
hibrida sus adeninas con las timinas, la Topoisomerasa cataliza la reaccion en donde se
rompe el enlace que une al fosfato 5” a la tirosina 274 y se forma el enlace fosfodiester
entre el vector y el producto de PCR, liberando asfi la enzima al medio (Shuman, 1994).
Este vector permite ser via de clonamiento para los vectores de expresion heterdloga
bacteriana (pET-28a, pET-24d y pGEX-5X-1) y de levadura (p426—GPD)I, al no poseer
los sitios de corte de BamHI y Notl incorporados en los partidores. Ademds, al clonar
productos PCR que mantengan el marco de lectura del vector, permite que funcione

como vector de entrada en el sistema Gateway® explicado mas adelante (seccion 4.2.9).

Para la reaccion de ligacién se uséd 20 ng del producto de PCR, 1 pL de solucién salina
(NaCl 1.2 M y MgCl, 0.06 M), 1 mL del vector pCR8® [10 ng en: glicerol 50% (v/v),

Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 (25°C), EDTA 1 mM, DTT 1 mM, Triton X-100 0.1% (v/v),
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BSA 100 pg/ml] y se completd con agua libre de nucleasas hasta un volumen de 6 pL.

La mezcla se incubd a 4 °C toda la noche para formar pCR8-AtSDL.

4.2.7.-Digestion de ADN plasmidial con las endonucleasas BamHI y Nofl y

purificacion de fragmentos de ADN liberados.

Para clonar el ADNc de AtSDL en los vectores de expresion pET-28a, pET-24d, pGEX-
5X-1 y p426-GPD fue necesario digerirlos con las enzimas BamHI y Notl (Fermentas®)

al igual que al vector pCR8-AtSDL.

Debido a la incompatibilidad de las soluciones tampén de estas enzimas no fue posible

realizar una digestion doble; por lo tanto, se realizaron digestiones en serie.

Para la reaccién con NotI se usé 500 ng de ADN plasmidial, con 1X tamp6n Tango®, 5
U Nofl completando con agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 20 pL. La
mezcla se incub6 a 37 °C por 16 hrs, con el fin de asegurar la linealizacion completa de
los plasmidios. Después se le agrego 10 pL de una solucién de fenol, .cloroformo y
alcohol isoamilico (25:24:1). Se agito vigorosamente y se centrifugd (10000 x g, 5 min,
4 °C). Se rescaté el sobrenadante cuidadosamente y se agregd 20 pL de isopropanol frio
y se dejo incubando a -20 °C por 10 min. Finalmente se centrifugd (14000 x g, 30 min,
4°C), el sobrenadante fue descartado y se secd el ADN precipitado a TA o en un
concentrador por vacio (High Speed Vacuum). Cuando el ADN esté libre de alcohol se
resuspendio en agua libe de nucleasas a 40 °C para facilitar la solubilizacién. Esta

solucién sirvid de sustrato para la segunda reaccién de digestion con Bamll. La
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extraccion anteriormente detallada recupera alrededor del 80 % del ADN inicial. Por lo
tanto, se realiz6 la segunda digestion usando 400 ng de ADN plasmidial linealizado, 1X

del tampén de BamHI Fermentas®, 5 U BamHI y agua libre de nucleasas hasta completar

un volumen de 20 pL., La mezcla se incubé a 37 °C por 2 hrs.

La verificacion de la reaccion de digestion se realizd por electroforesis de geles de
agarosa (seccion 4.2.3). Una vez separados los fragmentos de ADN digeridos se
prosiguié a purificar los fragmentos de interés. En el caso de pCR8-AtSDL se purifico el
fragmento de ~1kb correspondiente al ADNc de AtSDL, para el caso de los vectores de
expresion usados se purificd el fragmento de mayor tamafio que corresponde al vector
linealizado (tabla I). Se cortd y purific el fragmento de interés desde gel mediante el
kit de purificacién de ADN desde geles Wizard® PCR Preps Resin de Promega. El

fragmento purificado fue recuperado en 15 pL de agua libre de nucleasas.

4.2.8.- Reaccion de ligacion con ADN ligasa T4

La reaccién de ligacién se llevé a cabo usando una relacion molar 3:1 ente el vector
linealizado y el ADNc de AtSDL. En este trabajo se comprobd que la eficiencia de
ligacién aumentaba al calentar la mezcla del vector iinealizado y el inserto a 50 °C por 5
min y luego enfridndola rapidamente a 4 °C en hielo, antes de agregar la ADN ligasa T4.
La reaccién comenzo agregando 1 X de tampdn ADN ligasa T4 y 1 U ADN ligasa T4

Fermentas™ La mezcla se dej6 incubando a 4 °C toda la noche.
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4.2.9.- Sistema de clonamiento Gateway® y construccion de pGWBS-AtSDL-GFP.

El sistema de clonamiento por recombinacién Gateway® de Invitrogen elimina los pasos
intermedios de clonacion usando endonucleasas y ligasas, y en un solo paso, se clona el
gen de interés en el vector de destino. Ademas, manteniendo el marco de lectura del
vector de entrada permite que el vector de destino agregue diferentes epitopos a la

proteina.

L Entry Clone i

L L2

X

LR CLONASE™

[Combining L xR |
. givesBand P |

Figura 2: Sistema de clonamiento Gateway®. La recombinacion sitio especifica entre los sitios
atil. y atiR permite traspasar la secuencia de interés desde el vector de entrada al vector expresion
final. La seleccion de los clones se hace mediante el gen ccdB, letal para la cepa DH5a de E. coli.

El sistema se basa en la recombinacién del vector de entrada (pCR8%) y el vector de
destino (pGWBS5) a través de las secuencias aff (“attachment site”) en donde se
intercambian las secuencias que estos sitios flanquean. La reaccion es llevada a cabo por
la LR Clonasa® Il que cataliza la recombinacién entre los sitios atfL. del vector de

entrada y los sitios atfR del vector de destino en forma sitio-dirigida en donde el arflL1
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recombina con ag#fR1l y affl.2 recombina con a#fR2. En la figura 2 se esquematiza la

reaccion y los productos generados.

Se mezcld de 50 a 150 ng del vector de entrada pCR8®-AtSDL (< 7 uL), 150 ng del
vector de destinaciéon pGWBS, 8 pL de tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA
ImM) y 2 pL del “mix” LR Clonasa® II de Invitrogen. Se agit6 vigorosamente y se
incubd a 25 °C por 2 hrs. La reaccion se detuvo agregando 1 pL de Proteinasa K e

incubando a 37 °C por 10 min.
4.2.10.-Mini-preparaciones de ADN plasmidial desde E. coli cepa DH5c..

Las colonias de bacterias fueron crecidas en 5 mL de LB (seccién 4.1.2). De los 5 mL, 1
mL fue guardado en stock con glicerol al 20% (v/v) a -80 °C como respaldo. Los
plasmidos bacterianos fueron aislados de los 4 mL restantes, mediante mini-
preparaciones siguiendo las instrucciones del fabricante (AxyPrep Plasmid Miniprep
Kit, Axygene®). Al final, se resuspendieron los plasmidos en 50 pL de Tris-HCI 2,5

mM, pH 8,5 a 37°C. La cuantificacion se llevo a cabo segiin seccidén 4.2.2.
4.3.-Bioquimica y Biologia Celular
4.3.1.- Expresion de AtSDL y LeSDH recombinante en E. coli cepa BL21(DE3)pLys

La produccion de las proteinas recombinantes AtSDL, His-AtSDL, GST-AtSDL y GST-
LeSDH se realizé mediante un protocolo de indiccién por IPTG. Los clones de E. coli
cepa BL21(DE3)pLys transformados con pET-28a-AtSDL (His-AtSDL), pET-24d-

AtSDL (AtSDL), pGEX-5X-1-AtSDL (GST-ATSDL) y pGEX-5X-1-LeSDL (GST-
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LeSDH) fueron crecidos en 5 mL de medio SOC segiin seccion 4.1.2. El cultivo fue
diluido 50 veces con medio SOC fresco, traspasado a un matraz de 250 mL e incubado
(37 °C, ~3 hrs) hasta alcanzar una DOgpony; ~0.8. Se agregd IPTG a una concentracion
final de 0.5 mM y se volvié a incubar (37 °C, 4 hrs). Posteriormente, se centrifugaron las
células (3000 x g, 5 min, 4 °C), se resuspendieron en 20 mL de un tampén de lisis [Tris-
HCI 100 mM pH 7.4, EDTA 1mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 0.1% (v/v), DTT 1 mM
y PMSF 0.1 mM] frio y estéril, traspasando la suspensién a un tubo de 50 mL. Las
células fueron lisadas por un sonicador Misonix® Microson x12000 Ultrasonic Cell
Disruptor a 30 Watts rms. Se aplicaron 10 pulsos de 30 s cada uno en intervalos de 1
min en donde las células se mantuvieron en hielo. Cuando la suspension celular se
observd clarificada se centrifugé a 20000 x g por 30 min a 4 °C. Tanto AtSDL como
LeSDH se expresaron formando cuerpos de inclusion y se encontraron en el precipitado
de la centrifugacion. Siguiendo las especificaciones del trabajo de Ohta et al, (2005), las
protefnas fueron recuperadas solubilizandolas en 10 mL de un tampdn que contenia Tris-
HCI 100 mM pH 7.4, urea 6 My DTT 1 mM a 4 °C por >12 hrs. Finalmente, se ajustd

el volumen manteniendo una concentracion de protefnas de ~0.5 mg/mL.

4.3.2.- Purificacion de His-AtSDL por cromatografia de afinidad de i6n metilico
(Ni) inmovilizado.

Se purificé His-AtSDL en condiciones desnaturantes en presencia de urea 6 M. Una vez
solubilizado el agregado de proteinas donde se encontraba His-AtSDL, se centrifugé a

8000 x g para clarificar la solucién. La colunina HisTrap HP de GE Healthcare® de 5

mL fue preparada haciendo fluir Tris-HCI 100 mM pH 7.4, urea 6 My DTT I mM a2
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mL/min (15 min, TA). Una vez ambientada la columna se hizo pasar la soluctén con las
proteinas solubilizadas en urea al mismo flujo. La columna fue lavada con 10 volimenes
de Tris-HC1 100 mM pH 7.4, urea 6 M, DTT 1 mM y imidazol 30 mM. Una vez lavada,
His-AtSDL fue liberado aumentando la concentracién de imidazol a 350 mM. Se
recolectaron fracciones de 1.5 mL y se detect6 la presencia de la proteina de interés

mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) y SDS-PAGE (seccion 4.3.5).

4.3.3.- Re-plegamiento de AtSDL y LeSDH recombinante.

Re-plegamiento mediante didlisis: De acuerdo a Ohta et al, (2005), se dializo el
solubilizado de proteinas (AtSDL, His-AtSDL, GST-AtSDL o GST-LeSDH) contra el
tampén Tris-HCL 100 mM pH 8.0, urea 2 M, EDTA 1mM, ZnSOy ImMy DTT 1 mM
(2 hrs, 4 °C). Luego, se volvio a dializar contra el tampén Tris-HCL 100 mM pH 8.0,
NaCl 50 mM, EDTA 1mM, ZnSO; 1mM y DTT 1 mM (12 hrs, 4 °C). Finalmente se

centrifugd la solucién (8000 x g, 10 min, 4 °C) y se almacend el sobrenadante a 4°C.

Es importante destacar que al preparar las soluciones de didlisis, el ZnSO4 se agrega al
final, una vez ya solubilizado el EDTA. Esto se debe a que ZnSO4 es insoluble a pH

bésicos y solo es soluble en presencia de EDTA.

Re-plegamiento mediante dilucién: Siguiendo las especificaciones del trabajo de
Rudolph y col. (1978) se probaron diferentes condiciones de re-plegamiento mediante
dilucién. La solucion de las proteinas solubilizadas en urea 6 M fue diluida 10 veces con

un tampén Tris-HC1 100 mM pH 8.0, NaCl 100 mM y DTT 2 mM o un tampén fosfato
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de Na 100 mM pH 8.0, 100 mM NaCl y 2 mM DTT a TA. Después de 15 min, se agregé

ZnCl; (0, 1, 3, 6 y 10 pM) a TA. Luego se incubaron las diluciones a 4 °C toda la noche.

4.3.4.- Expresion de AtSDL-His en S. cerevisiae cepa SC-29 (Aura’)

Dado que el vector de levadura p426-GPD es episomal, siempre se mantuvieron los
clones en medio minimo “Dropout” (sin uracilo) para su crecimiento. La expresion de
AtSDL-His en este vector esta controlada por un promotor de expresion constitutiva y

fuerte GPD (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa).

Para producir la proteina AtSDL-His recombinante, se crecieron las células en 100 mL
medio minimo “Dropout” (sin uracilo, seccién 4.1.3). Luego se centriﬁlgat.‘on (3000x g,
5 min, 4 °C) resuspendiendo las células en 5 mL de tampén de lisis [Tris-HC] 100 mM
pH 7.4, EDTA 1mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 0.1% (v/v), DTT 1 mM y PMSF 0.1
mM] fria y estéril. A la suspension de células se le agregd 1 volumen de bolitas de vidrio
(106 pm, Sigma®) esterilizadas por dcido y se mezclaron en un vorfex a maxima
velocidad por 5 min y se dejé incubando en hielo por 1 min repitiendo este paso 5 veces.
Luego de romper las células, se centrifugd la suspensién (5000 x g, 5 min, 4 °C), y se

guardo el sobrenadante a 4 °C.

4.3.5.- Ensayos de actividad sorbitol deshidrogenasa (SDH)

Para detectar la actividad SDH de las enzimas recombinantes se usd una mezcla de
reaccién con un tampén Tris-HCI 100 mM pH 9.0, sorbitol 150 mM, NAD+ o NADP+
0.5 mM en un volumen de 1.5 ml. La reaccién se iniciaba agregando la proteina

recombinante (AtSDL, His-AtSDL, GST-AtSDL o GST-LeSDH) en diferentes
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cantidades. Como control positivo de la reaccion se usé la SDH de oveja (Sigma®),
agregando 0.1 U por reaccidn. La reaccién se signio en un espectrofotémetro como el
aumento de absorbancia a 340 nm. Para el andlisis de otros sustratos (xilitol, eritritol,

arabitol, manitol o inositol, 150 mM), se remplazd sorbitol en la solucién de reaccion.

Para la reaccién de reversa, se usd una mezcla de reaccién con un tampén Tris-HCI 50
mM pH 7.0, fructosa 300 mM y NADH 0.1 mM. La reaccién se siguié en un

espectrofotdmetro como la disminucién en la absorbancia a 340 nm.
4.3.6.- Preparacién de un antisuero de ratén contra AtSDL

La solucién con GST-AtSDL solubilizada después de la didlisis (seccién 4.3.3) fue
dializada nuevamente contra un tampon PBS (NaCl 134 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 10
mM, KH;PO4 2 mM pH 7.4) y diluida a 0.2 mg proteina/mL. La inmunizacion de los
ratones fue realizada por Leonardo Vargas Herndndez (Laboratorio de Inmunologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Para la inmunizacion intraperitoneal de los
ratones, se preparé un extracto utilizando 75 pg de proteinas en tampén PBS mezclado
con Adyuvante Completo de Freund (ACF; 1:1). El volumen total inyectado no superd
los 200 pL. Las inmunizaciones intraperitoneales se repitieron cada 7 d durante cinco
semanas. Se inmunizaron en total 3 ratones. Estos fueron controlados cada 2 semanas,
extrayéndoles 50 pl. de suero sanguineo y constatando la presencia de anticuerpos
contra AtSDL mediante el método de ELISA y Western-Blot. Finalmente a la quinta
semana, se extrajo 200 pL de suero sanguineo de cada raton los que fueron usados para

los experimentos realizados en esta tesis.
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4.3.7.- Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-

PAGE)

Con el fin de seguir la expresion, purificacion y re-plegamiento de las proteinas
recombinantes se usd6 SDS-PAGE. El gel separador fue preparado al 12 % (p/v)
usandol.7 mL de agua desionizada, 2 mL de una solucion de acrilamida 30 % (p/v) y
bis-acrilamida 0.8 % (p/v); 1,3 mL de un tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 50 pL. de SDS
10% (p/v), 50 uL de APS 10 % (p/v) fresco y 5 pL. de TEMED. El gel concentrador fue
preparado al 5 % (p/v) usando 0.68 mL de agua desionizada, 170 pL de una solucion de
acrilamida 30 % (p/v) y bis-acrilamida 0.8 % (p/v); 130 pL de un tampé6n Tris-HCI 0.5
M pH 6,8; 10 uL de SDS 10% (p/v), 10 pL de APS 10 % (p/v) fresco y 1 pL de
TEMED. El tampon de corrida fue preparado con Tris-HCI 25 mM pH 8.8, glicina 192
mM, SDS 0.1 % (p/v). Se mezclaron las muestras con una soluciéon 2X de tampon de
carga [Tris-HCI 125 mM pH 6,8, glicerol 20 % (v/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v), Azul
de bromofenol 0.1 % (p/v) y SDS 4 % (p/v)] y hervidas por 10 min. Se cargaron ~15 pg
de proteinas de cada muestra y se corrio por dos horas con un potencial de 100 V. Los
geles fueron revelados mediante tincion de Coomassie (Merril, 1990). Los pesos

moleculares esperados de las proteinas recombinantes estan en la tabla IV.

Tabla IV: Tamaiios de las proteinas recombinantes: En la tabla se detalla las construcciones
generadas, su producto génico y el tamafio estimado.

Construcciéon ~ Proteina recombinante =~ Peso molecular

pET-28a-AtSDL His-AtSDL 43 kD

pET-24d-AtSDL AtSDL 42 kD
pGEX-5X-1-AtSDL GST-AtSDL 65 kD
pGEX-5X-1-LeSDL GST-LeSDH 58 kD
p426-GPD-AtSDL. AtSDL-His i 43 kD
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4.3.8.- Inmunodeteccion mediante Western-Blot

Una vez resuelto el gel SDS-PAGE, se transfirié a una membrana de nitrocelulosa
usando Trans-Blot® SD “Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad). La
transferencia se efectué a 12 V por 10 min. Luego de la transferencia se lavd la
membrana en TBS-T [Tris-HC1 20 mM pH 7,5; NaCl 140 mM y Tween-20 0.1 % (v/v)]
y se constaté la transferencia incubando la membrana con una solucién de Rojo de
Ponceau [Rojo de Ponceau 0.1 % (p/v), dcido acético 5 % (v/v)]. Se lavo la membrana
con agua destilada hasta que la tincidn despareciera, Iuego se incubé con TBS-T y BSA
3 % (p/v) con agitacion suave (1 h, TA). Después se lavo 3 veces con TBS-T durante 5
min. La membrana fue incubada en TBS-T, BSA 1 % (p/v) y el anticuerpo primario
[“Monoclonal Anti-polyHistidine antibody produced in mouse” Sigma® (1:3000); Suero
sanguineo anti-AtSDL generado en ratén (seccién 4.3.4), usado 1:100] con agitacién
suave (16 hrs, 4 °C). Luego de la incubacién, se lavé la membrana 3 veces con TBS-T
.durante 10 min. Después del tltimo lavado la membrana fue incubada en TBS-T, BSA 1
% (p/v) v el anticuerpo secundario [“Anti-Mouse IgG (whole molecule) alkaline
phosphatase conjugate” Sigma® (1:20000)] con agitacién suave (1 h, TA). La membrana
se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 min y 2 veces con tampdn Alcalino (Tris-HCI1 100
mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl; 5 mM) durante 5 min, Para el revelado se incubé la
membrana con 20 mL de tampén Alcalino, 66 (. de NBT 50 % (p/v) en DMSO y 33 pL.
de BCIP 50 % (p/v) en DMSO a TA, hasta que las bandas se hicieran visibles (~10 min).

Finalmente Ia reaccidn se detuvo con 20 mL de EDTA 20 mM.
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4.3.9.- Analisis de localizacion sub-celular de AtSDL-GFP por microscopia de

fluorescencia

Los andlisis de localizacion sub-celular de la quimera AtSDL-GFP expresada en forma
transitoria en hojas de Nicotiana tabacum (seccion 4.1.7), se realizaron mediante
microscopia de fluorescencia. Cuatro dias después de la agro-infiltracion, las hojas de V.
tabacum infiltradas fueron cosechadas y observadas bajo un microscopio de
epifluorescencia (Olypmus IX70). La longitud de onda de la luz incidente estaba entre

los 488 y 498 nm 1y el filiro utilizado entre 507 y 516 nm.

4.3.10.- Analisis de localizacion de AtSDL por fraccionamiento sub-celular y

extraccion de proteinas totales de diferentes tejidos de A. thaliana.

Para la localizacion sub-celular de AtSDL, en primera instancia, se coseché 1 g de hojas
rosetas de A. thaliana. Estas fueron congeladas en nitrogeno liquido y molidas en un
mortero. Se agregd 10 mL de un tampén para protoplastos (sorbitol 400 mM, MES/KOH
20 mM pH 5,7; CaCly 0,5 mM) firia y estéril mezclando vigorosamente (Somerville,
1981). La suspensién fue filtrada en un colador (didmetro de poro de 100 pm) y
centrifugada (10% x g, 20 min, 4 °C). El sobrenadante 1 fue rescatado, mientras que el
precipitado 1 (células enteras y niicleos) fue resuspendido en una soluciép SEP [Tris-
HCI 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 1,5 %
(v/v), SDS 0.1 % (p/v), DTT 1 mM y PMSF 0.1 mM] y guardado a 4 °C. El
sobrenadante 1 fue centrifugado (10* x g, 30 min, 4 °C), y el resultante sobrenadante 2

fue rescatado, mientras que el precipitado 2 (mitocondrias, cloroplastos, lisosomas y
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peroxisomas) fue resuspendido en ia solucion SEP y guardado a 4 °C. El sobrenadante 2
fue centrifugado (10° x g, 1,5 hrs, 4 °C) y el resultante sobrenadante 3 fue rescatado,
mientras que el precipitado 3 (membrana plasmatica y fraccién microsomal) fue
resuspendido en la solucién SEP. El sobrenadante 3 es la fraccion enriquecida con
citoplasma celular, Debido a la dilucidn de las proteinas presentes en éste, se le agregd
TCA a una concentracion final de 20 % (p/v). La mezcla se dejo incubando en hielo por
30 min y posteriormente fue centrifugada (10* x g, 15 min, 4 °C). Se eliminé el
sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 mL de acetona. Se repitio el paso de
centrifugacion y se dejé secando el precipitado a TA ¢ en un concentrador por vacio
(High Speed Vacuum). Una vez secas las proteinas, se resuspendieron en 500 uL de

NaOH 0.1 M y se calentaron a 40 °C hasta completar su solubilizacién.

Para la localizacién de AtSDL en distintos tejidos de 4. thaliana (hojas rosetas, hojas
caulinares, tallo, raiz, flor, silicuas y semillas secas), se cosecharon ~100 mg de cada
tejido y se congelaron en nitrogeno liquido. Cada muestra de tejido fue homogenizada
en presencia de 1 mL de SEP y filtrada en un colador (didmetro de poro de 100 pm). La
suspension fue centrifugada (10* x g, 20 min, 4 °C) y se rescat6 el sobrenadante. Las

proteinas presentes fueron precipitadas mediante TCA explicado anteriormente.

Cada muestra fue analizada mediante SDS-PAGE y Western-Blot (seccion 4.3.6) usando

el suero sanguineo contra AtSDL producido en raton (seccion 4.3.4),
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4.4.-Bioinformatica

4.4.1.- Analisis preliminar de los dominios conservados en AtSDL

La secuencia aminoacidica de AtSDL (GenBank AAM91782.1) fue analizada mediante
alineamientos con el objetivo de encontrar motivos conservados que permitieran
dilucidar su funcion. La secuencia fue analizada en los servidores InterProScan
(www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan) y Pfam (pfam.sanger.ac.uk/). La localizacion sub-
celular de AtSDL fue predicha usando los programas en linea disponibles en el servidor

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/subcellular/)

4.4.2.- Alineamiento miltiple y dendrograma

Usando la secuencia aminoacidica de AtSDL se buscd 70 proteinas con alta identidad
(>40 %) mediante la herramienta PSI-BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov). PSI-BLAST
genera una matriz de puntaje posicidn especifica en el primer alineamiento miltiple, esta
matriz se usa para continuar la biisqueda en cada iteracion. De esta manera se privilegia
secuencias que se alineen con un minimo de “gaps” a la secuencia objetivo, entregando

mas informacién de ésta en forma comparativa.

Las secuencias seleccionadas fueron alineadas mediante ClustalX 2.0 con un “Gap
Opening” de 10 y un “Gap Extension” de 0,3 usando la matriz BLOSUM, iterando en
cada paso de alineamiento y en el alineamiento final. El archivo de alineamiento final
fue guardado en formato GCG/MSF y editado con el programa GeneDoc 2.7. El

dendograma se realizé6 mediante Bootstrap Neighbor-Joining Tree con 100 inicios
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estocdsticos y 1000 repeticiones. El dendrograma finalmente fue dibujado mediante el

servidor iTOL (http://itol.embl.de/).

4.4.3.- Modelo de Ia estructura molecular de A{SDL y experimentos de dinimica

molecular

El modelamiento por homologia es una técnica que permite generar y evaluar un modelo
de la estructura molecular de una proteina en estudio, mediante alineamiento de

secuencias de proteinas cristalografiadas (PDB, www.rcsb.org).

Para el modelo de AtSDL se usaron de molde 3 estructuras resueltas por cristalografia
por rayos x. El uso de 3 moldes permitié determinar la estructura de sectores de AtSDL
que no alineaban con cada secuencia por separado. Los codigos PDB y sus identidades
con AtSDL son: 1E3J (Bemisia argentifolii SDH, 51 %, Banfield y col.; 2001), 1PL6
(Homo sapiens SDH, 46 %, Pauly y col., 2003), 2DFV (Pyrococcus horikoshii TDH,
32%, Ishikawa y col., 2007). Mediante el programa Modeller 9v3 se generaron 50
modelos los cuales fueron evaluados mediante los programas Verify3D
(nihserver.mbi.ucla.edw/Verify 3D/), Anolea (swissmodel.expasy.org/anolea) y ProSA
2003 (http://www.came.sbg.ac.at). Al modelo generado mejor evaluado se le calculd su
estado de protonacion a pH 9,0 (pH de reaccion optimo para SDHs, Lo Bianco y col,
1998) mediante el servidor H++ (biophysics.cs.vt.edu/H-++/). Una vez determinado su
estado de protonacion, se le asignd una carga formal mediante campos de fuerza
CHARMm (Brooks y col, 1983) y fue sometido a un experimento de dindmica

molecular para minimizar su energia mediante NAMD 2.6 (www.ks.uiuc.edu/Research/
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namd). El sistema fue solvatado en una esfera de agua, cuyo limite se dispuso a 10 A
por sobre la superficie de la proteina. Este sistema fue minimizado por 5000 iteraciones,
utilizando el algoritmo de gradiente conjugado. Luego, el sistema fue equilibrado por 50

ps a 300 K y la simulacién fue extendida por 0.5 ns.

4.4.4.- Analisis de ligandos en la estructura tridimensional de AtSDL usando

Autodock.

Usando el modelo energéticamente minimizado de AtSDL, se realizaron experimentos
in silico de especificidad de sustrato y cofactor mediante AutoDock 4 con
AutoDockTools-1.5.2. Para determinar la especificidad de cofactor, a NAD+ y a
NADP+ s.e le asignaron una carga formal mediante asignacion de cargas parciales
Gasteiger (Gasteiger y Marsili, 1980). Al modelo de AtSDL se le agregé un i6n de Za**
en forma manual coordinado por los aminoacidos descritos en ¢l trabajo de Klimacek y
col (2007) con una carga formal de -+0.95. Una vez listo el modelo, se le asignaron
cargas parciales a los residuos mediante CHARMm (Brooks y col, 1983). Se dejaron 5
torsiones libres (carbono-carbono) a los cofactores analizados y ninguna a los residuos
aminoacidicos del modelo de AtSDL. Finalmente se configuraron 2,5x10’ evaluaciones

energéticas. Los resultados fueron entregados en un histograma de energia.

Para el andlisis de especificidad de sustrato in silico, se realizd un “Virtual screening”
con distintos polialcoholes. Los experimentos de “Docking” se realizaron asignando
cargas parciales a los sustratos mediante Gasteiger y al modelo de AtSDL por

CHARMm. Fueron dejadas libres las torsiones carbono-carbono de los polialcoholes y
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rigidas las de los grupos OH. Por ofro lado, en el modelo de AtSDL se permitid libertad
de torsion a los aminoacidos que participan en la unién de sustrato (Klimacek y col,
2007). Finalmente se configuraron 2,5x107 evaluaciones energéticas. Los resultados
fueron entregados en un histograma de energia. Las conformaciones resultantes fueron
discriminadas usando como criterio los datos entregados en el trabajo de Klimacek y col
(2007). Una vez determinadas las conformaciones de los sustratos y cofactor, y sus
respectivas energias de unién con el modelo de AtSDL, se prosiguid a realizar
experimentos de dindmica molecular, usando las especificaciones descritas

anteriormente, para constatar la estabilidad de union del ligando al modelo.
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4.3.8.- Inmunodeteccién mediante Western-Blot

Una vez resuelto el gel SDS-PAGE, se transfirid a una membrana de nitrocelulosa
usando Trans-Blot® SD “Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad). La
transferencia se efectué a 12 V por 10 min. Luego de la transferencia se lavé la
membrana en TBS-T [Tris-HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 140 mM y Tween-20 0.1 % (v/v)]
v se constatd la transferencia incubando la membrana con una solucién de Rojo de
Ponceau [Rojo de Ponceau 0.1 % (p/v), dcido acético 5 % (v/v)]. Se lavé la membrana
con agua destilada hasta que la tincién despareciera, luego se incub6 con TBS-T y BSA
3 % (p/v) con agitacion suave (1 h, TA). Despuds se lavd 3 veces con TBS-T durante 5
min. La membrana fue incubada en TBS-T, BSA 1 % (p/v) y el anticuerpo primario
[“Monoclonal Anti-polyHistidine antibody produced in mouse” Sigma® (1:3000); Suero
sanguineo anti-AtSDL generado en ratén (seccion 4.3.4), usado 1:100] con agitacion
suave (16 hrs, 4 °C). Luego de la incubacidn, se lavé la membrana 3 veces con TBS-T
durante 10 min. Después del dltimo lavado la membrana fue incubada en TBS-T, BSA 1
% (p/v) y el anticuerpo secundario [“Anti-Mouse IgG (whole molecule) alkaline
phosphatase conjugate” Sigma® (1:20000)] con agitacién suave (1 h, TA). La membrana
se lavo 3 veces con TBS-T durante 10 min y 2 veces con tampén Alealino (Tris-HC1 100
mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM) durante 5 min. Para el revelado se incubo la
membrana con 20 mL de tampdn Alcalino, 66 pl. de NBT 50 % (p/v) en DMSO y 33 pLL
de BCIP 50 % (p/v) en DMSO a TA, hasta que las bandas se hicieran visibles (~10 min).

Finalmente la reaccidn se detuvo con 20 mL de EDTA 20 mM.
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4.3.9.- Anilisis de localizacion sub-celnlar de AtSDL-GFP por microscopia de

fluorescencia

Los andlisis de localizacién sub-celular de la quimera AtSDL-GFP expresada en forma
transitoria en hojas de Nicotiana tabacum (seccién 4.1.7), se realizaron mediante
microscopia de fluorescencia. Cuatro dias después de la agro-infiltracién, las hojas de M.
tabacum infiliradas fueron cosechadas y observadas bajo un microscopio de
epifluorescencia (Olypmus IX70). La longitud de onda de la luz incidente estaba entre

los 488 y 498 nm y el filtro utilizado enfre 507 y 516 nm.

4.3.10.- Anailisis de localizacion de AtSDL por fraccionamiento sub-celular y

extraccién de proteinas totales de diferentes tejidos de A. thaliana,

Para la localizacion sub-celular de AtSDL, en primera instancia, se cosechd 1 g de hojas
rosetas de A. thaliana. Estas fueron congeladas en nitrdgeno liquido y molidas en un
mortero. Se agregd 10 mL de un tampon para protoplastos (sorbitol 400 mM, MES/KOH
20 mM pH 5,7; CaCl, 0,5 mM) fria y estéril mezclando vigorosamente (Somerville,
1981). La suspension fue filtrada en un colador (didmetro de poro de 100 um) y
centrifugada (10° x g, 20 min, 4 °C). El sobrenadante 1 fue rescatado, mientras que el
precipitado 1 (células enteras y micleos) fue resuspendido en una solucion SEP [Tris-
HCI1 100 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 100 mM, Triton X-100 1,5 %
(v/v), SDS 0.1 % (p/v), DTT 1 mM y PMSF 0.1 mM] y guardado a 4 °C. El

sobrenadante 1 fue centrifugado (10* x g, 30 min, 4 °C), y el resultante sobrenadante 2

fue rescatado, mientras que el precipitado 2 (mitocondrias, cloroplastos, lisosomas y




peroxisomas) fue resuspendido en la solucién SEP y guardado a 4 °C. El sobrenadante 2
fue centrifugado (105 x g, 1,5 hrs, 4 °C) y el resuitante sobrenadante 3 fue rescatado,
mientras que el precipitado 3 (membrana plasmatica y fraccion microsomal) fue
resuspendido en la solucién SEP. El sobrenadante 3 es la fraccién enriquecida con
citoplasma celular. Debido a la dilucidén de las proteinas presentes en éste, se le agrego
TCA a una concentracidn final de 20 % (p/v). La mezcla se dejo incubando en hielo por
30 min y posteriormente fue centrifugada (10* x g, 15 min, 4 °C). Se climiné el
sobrenadante y se lavo el precipitado con I mL de acetona. Se repitidé el paso de
centrifugacién y se dejo secando el precipitado a TA o en un concentrador por vacio
(High Speed Vacuum). Una vez secas las proteinas, se resuspendieron en 500 pL de

NaOH 0.1 M y se calentaron a 40 °C hasta completar su solubilizacién.

Para la localizacién de AtSDL en distintos tejidos de A. thaliana (hojas rosetas, hojas
caulinares, tallo, raiz, flor, silicuas y semillas secas), se cosecharon ~100 mg de cada
tejido y se congelaron en nitrégeno liquido. Cada muestra de tejido fue homogenizada
en presencia de 1 mL de SEP y filtrada en un colador (didmetro de poro de 100 um). La
suspension fue centrifugada (10* x g, 20 min, 4 °C) y se rescato el sobrenadante. Las

proteinas presentes fueron precipitadas mediante TCA explicado anteriormente.

Cada muestra fue analizada mediante SDS-PAGE y Western-Blot (seccion 4.3.6) usando

el suero sanguineo contra AtSDL producido en raton (seccion 4.3.4).




4.4.-Bioinformatica

4.4.1.- Analisis preliminar de los dominios conservados en AtSDL

La secuencia aminoacidica de AtSDL (GenBank AAM91782.1) fue analizada mediante
alincamientos con el objetivo de encontrar motivos conservados que permitieran
dilucidar su funcion, La secuencia fue analizada en los servidores InterProScan
(www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan) y Pfam (pfam.sanger.ac.uk/). La localizacion sub-
celular de AtSDL fue predicha usando los programas en linea disponibles en el servidor

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/subcellular/)
4.4.2.- Alineamiento miltiple y dendrograma

Usando la secuencia aminoacidica de AtSDL se buscé 70 proteinas con alta identidad
(>40 %) mediante la herramienta PSI-BLAST (blast.ncbi.nlm.nih.gov). PSI-BLAST
genera una matriz de puntaje posicion especifica en el primer alineamiento miltiple, esta
matriz se usa para continuar la biisqueda en cada iteracion. De esta manera se privilegia
secuencias que se alineen con un minimo de “gaps” a la secuencia objetivo, entregando

mds informacion de ésta en forma comparativa.

Las secuencias seleccionadas fueron alineadas mediante ClustalX 2.0 con un “Gap
Opening” de 10 y un “Gap Extension” de 0,3 usando la matriz BLOSUM, iterando en
cada paso de alineamiento y en el alineamiento final. El archivo de alineamiento final
fue guardado en formato GCG/MSF y editado con el programa GeneDoc 2.7. El

dendograma se realizd mediante Bootstrap Neighbor-Joining Tree con 100 inicios
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estocasticos y 1000 repeticiones. El dendrograma finalmente fue dibujado mediante el

servidor iTOL (http://itol.embl.de/).

4.4.3.- Modelo de Ia estructura molecular de AtSDL y experimentos de dinamica

molecular

El modelamiento por homologia es una técnica que permite generar y evaluar un modelo
de la estructura molecular de una proteina en estudio, mediante alineamiento de

secuencias de proteinas cristalografiadas (PDB, www.rcsb.org).

Para el modelo de AtSDL se usaron de molde 3 estructuras resueltas por cristalografia
por rayos X. El uso de 3 moldes permiti6 determinar la estructura de sectores de AtSDL
que no alineaban con cada secuencia por separado. Los cédigos PDB y sus identidades
con AtSDL son: 1E3] (Bemisia argentifolii SDH, 51 %, Banfield y col., 2001), 1PL6
(Homo sapiens SDH, 46 %, Pauly y col., 2003), 2DFV (Pyrococcus horikoshii TDH,
32%, Ishikawa y col., 2007). Mediante el programa Modeller 9v3 se¢ generaron 50
modelos los cuales fueron evaluados mediante los programas Verify3D
(nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D/), Anolea (swissmodel.expasy.org/anclea) y ProSA
2003 (http://www.came.sbg.ac.at). Al modelo generado mejor evaluado se Ie calculé su
estado de protonacién a pH 9,0 (pH de reaccidn 6ptimo para SDHs, Lo Bianco y col,
1998) mediante el servidor H++ (biophysics.cs.vt.edu/H4+/). Una vez determinado su
estado de protonacién, se lc asignd una carga formal mediante campos de fuerza
CHARMm (Brooks y col, 1983) y fue sometido a un experimento de dindmica

4 nrolecular para minimizar su energia mediante NAMD 2.6 (www.ks.uiuc.eduw/Research/
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namd). El sistema fue solvatado en una esfera de agua, cuyo limite se dispuso a 10 A
por sobre la superficie de la proteina. Este sistema fue minimizado por 5000 iteraciones,
utilizando el algoritmo de gradiente conjugado. Luego, el sistema fue equilibrado por 50

ps a 300 K y la simulacién fue extendida por 0.5 ns.

4.4.4.- Anilisis de ligandos en la estructura tridimensional de AtSDL wsando

Autodock.

Usando el modelo energéticamente minimizado de AtSDL, se realizaron experimentos
in silico de especificidad de sustrato y cofactor mediante AutoDock 4 con
AutoDockTools-1.5.2. Para determinar la especificidad de cofactor, a NAD+ y a
NADP+ se le asignaron una carga formal mediante asignacién de cargas parciales
Gasteiger (Gasteiger y Marsili, 1980). Al modelo de AtSDL se le agregé un ién de Zn*
en forma manual coordinado por los aminoacidos descritos en el trabajo de Klimacek y
col (2007) con una carga formal de +0.95. Una vez listo el modelo, sc le asignaron
cargas parciales a los residuos mediante CHARMm (Brooks y col, 1983). Se dejaron 5
torsiones libres (carbono-carbono) a los cofactores analizados y ninguna a los residuos
aminoacidicos del modelo de AtSDL. Finalmente se configuraron 2,5x107 evaluaciones

energéticas. Los resultados fueron entregados en un histograma de energfa.

Para el anélisis de especificidad de sustrato in silico, se realizé un “Virtual screening”

con distintos polialcoholes. Los experimentos de “Docking” se realizaron asignando
cargas parciales a los sustratos mediante Gasteiger y al modelo de AtSDL por

CHARMm. Fueron dejadas libres las torsiones carbono-carbono de los polialcoholes y
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rigidas las de los grupos OH. Por otro lado, en el modelo de AtSDL se permitié libertad
de torsién a los aminodcidos que participan en la unién de sustrato (Klimacek y col,
2007). Finalmente se configuraron 2,5%107 evaluaciones energéticas. Los resultados
fueron entregados en un histograma de energia. Las conformaciones resultantes fueron
discriminadas usando como criterio los datos entregados en el trabajo de Klimacek y col
(2007). Una vez determinadas las conformaciones de los sustratos y cofactor, y sus
respectivas energfas de unién con el modelo de AtSDL, se prosiguié a realizar
experimentos de dindmica molecular, usando las especificaciones descritas

anteriormente, para constatar la estabilidad de unidn del ligando al modelo.
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5.-Resultados

5.1.- Bioinformatica
5.1.1.- Estudio de la secuencia aminoacidica de AtSDL

La secuencia de AtSDL fue analizada mediante el servidor InterProScan
(www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan) con el objetivo de obtener informacion de sus
dominios y dilucidar asi preliminarmente su funcion (Figura 3).

SEQUENCE: ATSDL CRC64: 8FCFOEDS7352FD48 LENGTH: 364 aa

'Aicoh-al dehydrogenase superfamily, zinc-containing
A fren s e S ) ADH_Sf_Zn

B Alcohol dehydrogenase, zinc-containing, conserved site

PS00059 —-— ADH_ZINC

C GroES-like
] "
5SF50129 GroES_like

D Alcohol dehydrogenase, zinc-binding :
PEOO107 CEESEmreTSTSENTETTTS ADH_zinc_N

E Alcohol dehydrogenase GroES-like
e cr—— ADH_N

F ' NAD(P)-binding domain ISR
|| ssFs1735 — NAD(P}-bd

Figura 3: Dominios conservados en AtSDL. (A) Siper-familia alcohol deshidrogenasa dependiente de
Zinc. La secuencia de AtSDL esta estrechamente relacionada con enzimas ADHs (EC. 1.1.1.1). (B) Sitio
predicho por alineamientos de unién al i6n Zn**. (C) Dominio de plegamiento tipo GroES (Chaperona 10,
E. coli). (D) Dominio catalitico alcohol deshidrogenasa predicho con unién al i6n Zn*'. (E) Dominio de
plegamiento tipo GroES y GroEL de enzimas alcohol deshidrogenasas. (F) Dominio de unién a di-
nucleotidos NAD+ o NADP+.
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La secuencia de AtSDL posee >85% de identidad con alcoholes deshidrogenasas (ADH)
conocidas. Como se muestra en la figura 3-A existe una clasificacién muy bien
caracterizada agrupada en una stper-familia. Las ADHs se caracterizan por utilizar el
idn zinc en el sitio catalitico y ademas en otros sitios para estabilizar la estructura nativa

de la proteina (Rudolph y col. 1978).

AtSDL presenta dos dominios muy conservados. Del aminodcido 41 al 154 se encuentra
¢l dominio ADH de plegamiento tipo GroES. La caracterizacién estructural de este
dominio se presenta en el trabajo de Murzin (1996). Del aminoacido 181 al 324 se
encuentra el dominio de unién a zinc con la actividad catalitica deshidrogenasa.
Tipicamente este dominio se encuentra en el C-terminal de la proteina y presenta un tipo
de plegamiento cldsico Rossmann comunes en enzimas que catalizan reacciones de
6xido-reduccion y que permite la unién reversible de di-nucleétidos como NAD+ o

NADP+ (Bashton y Chothia, 2002).

Entre los aminodcidos 78 y 92 se encuentra conservado un sitio de unién al i6n zinc.
Este sitio se encuentra fuera del dominio catalitico de unién a zinc mencionado
anteriormente. Posiblemente el zinc unido a este sitio participe en el plegamiento y la

estabilidad de la estructura tridimensional de la enzima (Rudolph y col., 1978).

Para obtener un indicio de la localizacién sub-celular de AtSDL., se utilizaron diversos

programas en linea para analizar in silico la secuencia de AtSDL (Tabla V).
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Tabla V: Analisis in silico de la localizacién sub-celular de AtSDL.

Herramienta en Descripcion del método Resultados Detalles
linea
WoLF-PSORT Localizacion sub-celular en Citosol y CP: 4.0, CS: 4.0, MP: 2.0,
eucariontes Cloroplastos VA: 2.0, VS: 1.0.
PrediSi Prediccion de péptidos-sefiales Sin péptido Posible sitio de corte en el
en eucariontes seiial aminoacido 203. Bajo puntaje.
The Protein Localizacion sub-celular en Citosol VS: 0.01, MT: 0.06, CP: 0.00,
Prowler eucariontes analizando la PX: 0.00. OT: 0.93
secuencia N-terminal
SVMtm Prediccion de dominios trans- Sin DTM -
membranas.
ESLpred Prediccion mediante Citosol 94% de precision esperada
alineamientos y propiedades
fisicoquimicas
Localizacion sub-celular en Citosol 91% de precision esperada
SubLoc eucariontes
LOCtree Localizacion sub-celular en Citosol No via secretora, no
plantas, usando maquinas de localizacion nuclear
vectores de soporte (SVM)
TMHMM Prediccion de dominios trans- Sin DTM -
membrana (DTM)
TargetP Localizacion sub-celular en Citosol VS: 0.06, MT: 0.14, CP: 0.09,
plantas OT: 0.86
SignalP Prediccion de péptidos-sefiales ~ Sin péptido -
en eucariontes. sefial

*Se analizo la secuencia de AtSDL usando las herramientas en linea del servidor NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/subcellular). CP: Cloroplasto, CS: Citosol, MP:
Membrana plasmatica, VA: Vacuola, VS: via secretora, PX: Peroxisoma, MT: Mitocondria, OT: Otro.
Los valores que entregan WoLF-PSORT hacen referencia directamente al nimero de secuencias en la
base de datos que se asemejan a la secuencia objetivo y que se ubican en el compartimento sub-celular
mencionado, los valores de The Protein Prowler se refieren a la probabilidad de encontrar esa proteina
en el compartimento sub-celular indicado y los valores de TargetP hacen referencia a un puntaje
arbitrario que entrega el método con una valor maximo de 1 y minimo de 0.

En casi todas las predicciones los resultados de mayor probabilidad y/o puntaje

dilucidaban una localizacién soluble y citosélica de la proteina, consistente con los

trabajos experimentales de la localizacion sub-celular de diferentes SDHs de plantas (Lo
Bianco y col., 1998; Ohta y col., 2005; Oura y col., 2000; Park y col., 2002; Wang y col.,

2009; Yamada y col., 2001). Ademads, se determind que la secuencia de AtSDL no posee
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péptidos de seilalizacion para las vias secretorias o sistema de endo-membranas descritas

en plantas.

Muchas secuencias de SDH han sido descritas bioquimicamente en el tltimo tiempo. El
andlisis de bases de datos revela que las poli-alcoholes deshidrogenasas se encuentran
ampliamente distribuidas en muchas especies de planta y en otros organismos. Se alined
Ia secuencia de AtSDL con 12 secuencias de SDH conocidas identificando algunos de

los amino4cidos que estdn en el sitio activo y que unen zinc (figura 4).

AtSDL se encuentra relacionado con secuencias de SDH de plantas més que con las
enzimas de especificidad distinta a sorbitol (xilitol deshidrogenasa de S. cerevisiae o
cetosa (fructosa) reductasa (KetREd) de Besimia agentifolii). Los aminoicidos que
participan en la oxidacién del poli-alcohol y en la unidn al ion zinc descritas en el
trabajo de Klimacek y col (2007), se encuentran conservados no solamente en
secuencias cercanas en plantas sino también en secuencias mds distantes como por
ejemplo SDH de D. melanogaster. Esto revela la importancia de estos aminodcidos en la
catalisis en las secuencias analizadas. Sin embargo, la razén de la diferencia en la
especificidad y en la actividad de cada una de las enzimas solo se podra determinar con
un estudio maés detallado y meticuloso de las secuencias mostradas en la figura 4. Una
posible aproximacién para determinar la especificidad de sustrato se puede observar en
la posicidn 73 (numeracion alineamiento), en donde se observa que todas la enzimas que
poseen actividad SDH tiene una tirosina muy conservada. No obstante, L-idoDH de vid
presenta una histidina en esa posicién, este aminoacido posiblemente estabilice ¢l grupo

carboxilo del L-Idonato.
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ISDH | Solanum_lycopersicum|
1SDL|Vitis_viniferal
|SDL|Arabidopsis_thaliana|

| SDH| Prunus_persica|

|L-idoDH |vitis_wvinifera|

| SDHZ |Malus_x_dcmestical

| SDH | Zea_mays|
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| SDH| Solanum_lycopersicum|
ISDL|Vitis_vinifera|

| SDL | Arabidopsis_thaliana]

| SDH | Prunus_persical

|L-idoDH |Vitis_vinifera|

| SDH2 |Malus_x_demestica|

|SCH | Zea_mays|

| SDH3 |Malus_x_dcmestica|

| SDH | Hemo_sapiens|

|IdDH |Canis_familiaris| :
| SDHZ |Crosophila melanogaste @
|IKetRed|Silverieaf Whitefly|
|XDHE| Saccharcmyces_cerevisia :

| SCH | Solanum_lycopersicum|
ISDLIVitis_viniferal

| SDL | Axabidopsis_thaliana|

| SCH | Prunus_persica|
|L-idoDH|Vitis_viniferal

|SDH2 |Malus_x_dcmestical

| SCH | 2ea_mays |

| 8DR3 |[Malus_x_dcmestica|

| SDH | Hemo_sapiens|

|IdeH ICanis_familiaris| :
| SCH2 |Droscphila _melanogaste :
|KetRed}silverleaf Whitefly|
|XDH| Saccharcmyces_cerevisia :

b

GG & VGég

| SDH | Solanum_lycopersicum| : 358
|SDL [Vitis_winifera| 365
|SPL{Arabidopsis_thalianal 364
| SCH|Prunus_persical 367
IL-idoDHIVitis_viniferal 366
| SCHZ IMalus_x_dcmestical 368
| SDH|Zea_mays| g : 3686
|SDH3 [Malus_x_dcmestical 321
| SDH |Hcmo_sapiens | = 387
| IdDK |Canis_familiaris| : 356
| SCH2 lErolophila_mclanogante = : 360
|FetRed |Silverleaf Whitefly| : + 352

? B A : 356

|XDH | Saccharcmyces_cerevisia :

6Kpl6THES eafe

Figura 4: Alineamiento miiltiple de AtSDL. Se utilizaron secuencias de SDH caracterizadas y no
caracterizadas (SDLs). Los aminoécidos fueron coloreados segiin sus propiedades fisicoquimicas. Bajo el
alineamiento se encuentra la secuencia consenso y demarcado con una linea el sitio de union al ion zinc.
Marcados con circulos negros estan los aminoacidos presentes en el sitio activo. S. lycopersicum
(GI:78183416), A. thaliana (G1:15242240), V. vinifera (G1:225469310), P. persica (Gl:7416846), L-
idoDH V. vinifera (G1:74273318), SDH3 Malus x domestica (G1:37935727), SDH2 Malus x domestica
(GI: 37932831), Zea mays (Gl: 77378040), Homo sapiens (G1:156627571), Canis familiaris
(GI:74000494), D. melanogaster (Gl:17737897), B. argentifolii (Gl: 13096215), S. cerevisiae
(GI1:6323099).
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5.1.2.- Dendrograma

Usando la herramienta PSI-BLAST se seleccionaron 70 secuencias de diferentes
organismos que posean identidades mayores a 40 % a AtSDL. Estas fueron elegidas
tanto por la actividad descrita como por el organismo que expresa la proteina. El drbol
fue realizado mediante una matriz de distancia Bootstrap Neighbor-Joining Tree (figura
5). En el dendrograma se muestran claramente 4 grupos que divergen tempranamente. El
mas pequefio estd compuesto por bacterias, otro conformado por hongos, uno en que se
agrupan las SDHs de las plantas analizadas y un dltimo grupo donde se encuentran
SDHs de animales. Por otro lado, se observa que las secuencias también se agrupan
segin su especificidad. Las poli-alcoholes deshidrogenasas con alta especificidad para
L-arabinitol (AraDH) estdn cercanamente relacionadas formando un sub-grupo dentro de
las secuencias provenientes del reino Fungi. De la misma manera las secuencias que
tienen mayor especificidad para meso-xilitol (XDH) forman un sub-grupo dentro de las

secuencias agrupadas en este mismo reino.

AtSDL se encuentra mas relacionada con SDH de especies de familias no-Rosaceae
como S. lycopersicum (tomate), Ricinus communis (ricino) y Vitis vinifera (vid). Las
poli-alcoholes deshidrogenasas descritas en plantas tienen a sorbitol como principal

sustrato sugiriendo que AtSDL posiblemente tenga una mayor especificidad por este
sustrato también. Como se observa, se han caracterizado mds SDHs provenientes de
especies de la familia Rosaceae que en especies de otras familias, debido a su mayor
prevalencia y al papel fisiolégico que cumple esta enzima en esta familia vy a la

informacidn que se dispone respecto a esta.
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Figura 5: Dendrograma. Fue generado por el mélodo de matriz de distancia “Bootstrap Neighbor-
Joining Tree” de secuencias relacionadas con AtSDL encontradas mediante PSI-BLAST. Se pueden
apreciar 4 grandes grupos (A) Bacteria, (B) Fungi, (C) Planta, (D) Animal. En plantas se han destacado 3
sub-grupos; (C.1) Gramineas {moenocots), (C.2) Rosiceas, (C.3) No Rosiceas (dicots). AtSDL esta
demarcado en rojo. En cada nodo podemos observar el valor de “bootstrap” obtenido con 1000
repeticiones y 100 inicios estocasticos. El arbol fue dibujado por la herramienta en linea iTOL
(http://itol.embl.de/). El nimero de acceso para [as proteinas acd mostradas se encuentra en el Anexo.
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5.1.3.- Generacion y evaluacion del modelo de AtSDL.

Se realiz6 un modelo de AtSDL por homologia como primera aproximacién para los
estudios de especificidad de sustrato. Se usaron tres estructuras cristalogrificas como
moldes con cédigos PDB: 1E3J, IPL6 y 2DFV (seccién 4.4.3). Los 50 modelos que se
generaron fueron evaluados energéticamente seleccionando el de menor energia. En la
figura 6-A se graficé la energia total del modelo de AtSDL mediante el programa ProSa
2003 y se compard con las estructuras usadas de molde, usando tres parimetros: la
energfa asociada a la interaccién CP-CP (z-pair), la energia asociada a la interaccién CP-

superficie (z-surf) y la energia combinada de ambos sistemas (z-comb).

La energia global para el modelo de AtSDL que se muestra en la figura 6-A- es
ligeramente mayor en comparacién a las estructuras 2DFV, 1E3]J y 1PL6 debido a que la
estructura de AtSDL fue energéticamente minimizada en presencia de solvente (agua).
El algoritmo de ProSA no considera la estabilizacion del solvente y por ende las
energias por residuo del modelo minimizado son ligeramente mds altas a las estructuras
cristalograficas. Fste efecto se observa mis claramente al comparar la energfa a CP-
superficie (z-surf) de AtSDL con la energia asociada a la interaccién CP-CP (z-pair), en
donde se observa que el modelo de AtSDL tiene una diferencia ligeramente mayor en el
primer caso. Por otro lado, el modelo estd muy bien evaluado por el método utilizado
por ProSA 2003, ubicando a la estructura de AtSDL dentro del rango de energia de

estructuras resueltas por difraccion de rayos X y RMN (figura 6-B).
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Figura 6: Z-score para el modelo de AtSDL. (A) Z-score total en cada pardmetro (CP-CP, z-pair; CP-
superficie, z-surf; y la energia combinada, z-comb) para el modelo de AtSDL, y los moldes 2DFV,
1E3J y 1PL6 (Seccion 4.4.3). (B) Grafico de z-score versus niimero de residuos para estructuras
resueltas por RMN vy difraccion por Rayos X. El modelo generado de AtSDL se encuentra demarcado
por el circulo rojo. (C) Z-score (energia asociada combinada) para cada residuo en el grafico de area
azul, se muestra la media movil para cada 20 residuos en rojo. Los valores de z-score no tienen
unidades y se usan en forma comparativa.

La energia calculada por residuo presenta regiones de alta energia ubicadas en el

extremo N-terminal de la proteina debido a que estas regiones no se alinean
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completamente con las secuencias usadas de molde y ademds por encontrarse mads
expuestas al solvente. Otro punto a considerar es que las estructuras usadas de molde
forman homo-tetrameros y posiblemente AtSDL también lo haga, aunque no se ha
demostrado aiin, por lo tanto al modt;.lar unicamente el mondémero, este expone parches

que posiblemente sean estabilizados en la estructura cuaternaria.

Otros programas fueron usados para robustecer el andlisis energético del modelo de
AtSDL. Mediante el anilisis por Anolea los resultados entregaron una enetgia global (la
suma de las energia asociada a cada aminoacido) de -3155,243 kcal/mol a 293 °K con un
promedio por residuo de -8,668 kcal/mol usando un umbral de 0 kcal/mol por defecto.
Energias superiores 2 0 kcal/mol se encontraron en los primeros 30 residuos del modelo
de AtSDL. El método de Anolea usa bases de datos para conocer la energia asociada a
cada residuo mediante sus interacciones dentro-de una esfera de 0.7 nm en la estructura

tridimensional.

Otro programa usado para verificar la validez del modelo fue Verify-3D. Esta es una

herramienta que analiza la correlacién energética de la estructura tridimensional y su

3
£

secuencia. Usando una base de datos, se clasifica cada residuo segun su entorno y la
estructura secundaria a la que pertenece asocidndole una energfa respectiva. La
secuencia es alineada y evaluada energéticamente por residuo segiin esta clasificacion y
posteriormente se compara con la energia por residuo de la estructura analizada. Los
puntajes van de -10,0 a +10,0 en donde los puntajes cercanos a “0” tienen una mayor
compatibilidad modelo-secuencia. El andlisis del modelo de AtSDL y sus estructuras

moldes se muestran en la tabla VI

51




Tabla VI: Puntajes entregados por Verify-3D:

Estructura Puntaje menor Puntaje mayor
AtSDL -0.28 0.77
1E3J -0,03 0,81
1PL6 0,09 0,82
2DFV 0,14 0,8

*Se evalud tanto el modelo de AtSDL como las estructuras moldes usadas. Los puntajes entregados
representan el minimo y maximo para todos los residuos de cada secuencia.

Los puntajes entregados por Verify-3D para el modelo de AtSDL son muy similares a
los moldes usados (2DFV, 1E3J y 1PL6). La mayor diferencia se encuentra en el puntaje
menor, en donde el modelo de AtSDL es mas bajo en comparacion a las otras
estructuras. Este puntaje aparece en los primeros 30 residuos de la secuencia
(aminoacidos 15 a 30), confirmando lo predicho por los otros validadores anteriormente
mencionados. Sin embargo, este sector del modelo esta en un rango aceptable
comparandolo con las estructuras molde. En forma global el modelo estd muy bien
evaluado energéticamente, lo que sirvid para proseguir con los estudios de especificidad

de sustrato in-silico y dinamica molecular.
5.1.4.-Analisis in silico de especificidad de sustrato

Una vez analizado energéticamente el modelo tridimensional de AtSDL se realizaron
experimentos de dinamica molecular con el fin de seguir la estabilidad del modelo en un
sistema acuoso. Al comparar el modelo antes y después de 0.1 ns de simulacion se
observo que la estructura se mantuvo estable variando, respecto a los carbones alfa, en

una media cuadratica de 2.7 A (RMS).
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En el andlisis de especificidad de sustrato mediante “docking” se examind inicialmente
la preferencia de AtSDL por NAD+ y por NADP+, dado que. ortélogos de humano e
insecto utilizan estos cofactores, respectivamente. Los resultados revelaron que la
energfa de union de NAD+ al modelo fue de —6.49 kcal/mol con una constante de unién
asociada de 17.38 uM (k;), valor dentro del orden de magnitud entregado por el trabajo
de Klimacek y col. (2007) para SDH de humano. La energfa de union de NADP+ al
modelo fue de -2.92 kecal/mol con una constante de unidn asociada de 7.19 mM (k;). Es
importante mencionar que la conformacion final del ligando en la estructura de AtSDL |
fue muy importante para discriminar los resultados que el método entrega. En la figura 7
se observa la conformacion mas _frccuente de NAD+ y D-sorbitol dentro del modelo de

AtSDL.
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Figura 7: Modelo de AtSDL. Corte longitudinal del modelo de AtSDL mostrando su superficie
hidrofobica. En rojo se observan la superficie de los residuos hidrofébicos, en azul la superficie de los
residuos hidrofilicos y en blanco residuos con caracteristicas intermedias. (A) Se sefiala el dominio
catalitico de unién a zinc y (B) el dominio de unién a NAD(P)+. El modelo muestra el resultado de los
experimentos de “docking” en donde se observa la conformacién de NAD+ (celeste) y D-sorbitol

(violeta) después de agregar el ion zinc al modelo (esfera verde).

En el anilisis realizado a los poli-alcoholes mas comunes encontrados en plantas como
ligandos mediante “docking” en el modelo de AtSDL, se seleccionaron las
conformaciones de menor energia que convergian espacialmente cerca del ion zinc. Las
posiciones elegidas de cada polialcohol compartian la ubicacién del OH del carbono 1
de éste cerca del residuo Glu-164 y el OH del carbono 2 cerca del ion zinc (Klimacek y
col., 2007). Los valores de energia y constante de unién para cada polialcohol analizado

y presente en A. thaliana (Kaplan y col., 2004) se detallan en la tabla VI.
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Tabla V1. Energias y constantes de unién asociadas a diferentes polialcoholes como ligandos del
modelo de AtSDL.

~ Substrato  Energia de unién (keal*mol”) Ki (mM)
L-Iditol -3.29 3.9
*D-Sorbitol -3.69 2.0
*meso-Xylitol -3.66 2.1
*meso-Erythritol -4.16 1.1
L-Arabitol -4.13 0.9
D-Mannitol -3.44 3.0

* Con un asterisco se destacan los poli-alcoholes encontrados en A. thaliana (Kaplan y col., 2004).

Para un andlisis mas detallado del sitio de unién, se usé D-sorbitol y NAD+ como
ligandos, de manera de comparar los resultados con el publicado por Klimacek y col.
(2007). El sistema fue analizado en forma independiente para cada ligando, después de
observar la estabilidad de la unién de cada uno al modelo mediante dinamica molecular
(NAMD). La unién de NAD+ al modelo es estable (2.7 A RMS, al igual que AtSDL)
moviéndose durante la dindmica junto a AtSDL. Esto es debido principalmente por el
gran tamafio de la NAD+ (663.43 Da) y a la existencia de 15 torsiones, de las cuales 10
pertenecen al eje longitudinal del cofactor. En contraste, D-sorbitol a pesar de ser un
alcohol de azicar lineal muy pequefio (182.17 Da) posee 11 torsiones de las cuales 7
corresponden al eje longitudinal de la molécula. Esto tiene como consecuencia que las
conformaciones posibles divergian méas en el caso de D-sorbitol que en el caso de

NAD+.
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Se identificaron 16 aminodcidos involucrados en la union de NAD+ en el modelo de
AtSDL (figura 8-A) de los cuales 13 estan conservados respecto a la secuencia de SDH
humano usada como molde en el modelamiento por homologia. Para el caso de D-
sorbitol se identificaron 5 aminoéacidos que participan en su union al modelo de AtSDL
(figura 8-B) que se encuentran conservados respecto al SDH humano. Sin embargo, se
observé que el residuo Try-60 no se encuentra conservado en la secuencia de L-idonato
deshidrogenasa de V. vinifera (figura 4). Se conoce por el trabajo de DeBolt y col (2006)
que esta enzima tiene baja especificidad por sorbitol, por ende este residuo podria estar

involucrado en la especificad de sustrato de esta enzima.
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Figura 8: Analisis del sitio de uniéon a NAD+ y D-Sorbitol. (A) Sitio de uniéon a NAD+ en el modelo
de AtSDL. Los puentes de hidrogenos formados por los residuos mostrados (oscurecidos) y NAD+
(claro) se denotan con lineas verdes. (B) Sitio de union de D-Sorbitol en el modelo de AtSDL. D-
Sorbitol se muestra mas claramente que los residuos involucrados en su union. El ion de zinc (esfera
verde) esta coordinado por los residuos His-79, Cys-54, Glu-80 y D-Sorbitol. En blanco se destacan los
residuos conservados entre AtSDL y la secuencia de SDH humano y en rojo residuos no conservados.

La unidon de D-sorbitol al modelo de AtSDL fue analizada en detalle observando los
cambios provocados por la union de NAD+. El sistema completo fue minimizado

energéticamente y se calcularon las distancias entre los atomos involucrados en la unién
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de D-sorbitol al sitio catalitico predicho en el modelo de AtSDL. En la figura 9 se
observan las distancias entre el hidroxilo del carbono 2 y el i6n zinc coordinado por los
residuos His-79, Cys-54 y Glu-80. Las distancias y la conformacion final de D-sorbitol
en el modelo son similares a las documentadas en SDH de humano (Pauly y col., 2003;
Klimacek y col., 2007). En la estructura cristalografica de SDH humano publicada por
Pauly y col (2003), el residuo Glu-164 (usando la numeracion de AtSDL) coordina al
i6n zinc por medio de una molécula de agua. En el modelo de AtSDL la distancia entre
este residuo y el i6n zinc es de 3,61 A muy superior a la necesaria para formar alguna
interaccion débil, la que posiblemente sea estabilizada también mediante una molécula

de agua.

Figura 9: Sitio activo del modelo de AtSDL. El esqueleto de carbono de la molécula de NAD+ se
muestra con lineas celestes en el fondo. D-Sorbitol en el primer plano (violeta) se observa cercano a los
residuos His-79, Cys-54, Glu-80 y Glu-164. Las distancias medidas en Angstrongs (A) se muestran

en verde.
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El sistema completo queda estructurado de tal forma que el grupo nicotinamida de
NAD+ queda alineado con el carbono 2 de D-sorbitol y el i6n zinc. La distancia entre el
grupo hidroxilo del carbono 2 de D-sorbitol y el 16n zinc es de 1,84 A, suficiente para
debilitar el enlace O-H y promover la oxidacion del carbono 2. Aparentemente el
sistema tedrico completo se asemeja sustancialmente al mecanismo de accién de SDHs

descritas en la literatura.

En resumen, el andlisis bioinforma:ltico sugiere que AtSDL es soluble con una posible
localizacion citosélica, ademds de unir preferentemente NAD+ y a los polialcoholes
mencionados. Esta informacion obtenida y el modelo generado nos permiten tener una
aproximacion acerca de las propiedades de AtSDL y sentar las bases para estudiar en
mads detalle las diferencias en especificidad, proponiendo mecanismos y mutaciones que
afectarian la afinidad de AtSDL por distintos poli-alcoholes, Sin embargo, es necesario
cotroborar la informacién obtenida con estos modelos tedricos mediante disefios
experimentales in vilro y posteriormente in vivo, y usar la informacién obtenida
mediante la bioinformatica como herramienta para entender mejor los fenémenos

observados.
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5.2.- Construccion de los vectores de expresion de AtSDL: en bacterias, levadura y

plantas.
5.2.1.-Clonamiento del ADNc¢ de AtSDL en pCRS®

Con el fin de obtener el ADNc de AtSDL para su posterior clonacién en pCR8®, se
extrajo ARN de diferentes drganos de A. thaliana lo cual se usé como molde para las
reacciones de RT-PCR (Figura 10). Los tejidos usados se seleccionaron principalmente

por la facilidad en la extraccion de su RNA total.

PM CN HR HC R

Figura 10: Expresién del RNAm de AtSDL. Reaccion de RT-PCR para amplificar el ADNc de
A1SDL a partir de ARN extraido de diferentes 6rganos. Control negativo (CN), hoja roseta (HR), hoja
caulinar (HC), raiz (R), tallo (T), flor (F). El tamafio del amplificado esperado es de ~ 1 kb (flechas
rojas).

El resultado obtenido revela que el ARNm de AtSDL se expresa (no es un pseudogen) y

que ademds el ARNm esta presente en todos los 6rganos analizados.

En la figura 10 se mwestra el resultado de la reaccion de PCR usando los partidores S-
AtSDL-BamHI-pET28a y A-AtSDL-Nofl-pET28a. El procedimiento se repitid para
todos los partidores especificos para el ADNc de AtSDL detallados en la tabla II, con el
fin de obtener el ADNc de AtSDL en marco de lectura para cada uno de los plasmidos

usados. El producto PCR fue purificado y clonado en el vector pCR8®. Los clones
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obtenidos fueron analizados usando la técnica de PCR de colonias (datos no mostrados)
y reacciones de digestion de las mini-preparaciones usando las endonucleasas BstEIl y

Xbal para determinar la orientacién de inserto en el vector (figura 11).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 Ly 10

o

Figura 11: Reacciones de digestién enzimatica de pCR8-AtSDL. Las endonucleasas usadas fueron
BstEIl y Xbal. La primera corta a 290 pb del codon de inicio ADNc de AtSDL v la segunda a 900 pb
desde el extremo atf.2 del vector pCR8®. Los clones con el ADNc de AtSDL en sentido liberan una
fragmento de ~ 1,7 kb, los clones en anti-sentido liberan una fragmento de ~ 1,2 kb.

De los 10 clones analizados 5 poseian el ADNc de AtSDL clonado en sentido (clones 1,
6, 7, 9, y 10), posicion requerida para el clonamiento en el vector de expresiéon en
plantas pGWBS5. El clon 2 muestra un fragmento liberado no predicho, posiblemente un

falso positivo en el PCR de colonias a causa de una contaminacion.

60




5.2.2.- Construccion de vectores para expresar AtSDL en bacteria (pET-28a, pET-
24d y pGEX-5X-1)

Una vez obtenido la construccion pCR8-AtSDL, se digirid este vector con las
endonucleasas BamHI y Notl liberando el ADNc de AtDL (~1 kb) y de esta manera
ligarlo en los distintos vectores de expresion bacteriana, pET-28a y pET-24d. Las
construicciones pET-28a-AtSDL (His-AtSDL) y pET-24d-AtSDL (AtSDL) fueron
analizadas por PCR de colonias (datos no mostrados) y por digestion con las enzimas
Pstl, BamHI y Notl (figura 12). La endonucleasa PstI corta en dos sitios dentro del
ADNc de AtSDL y no en los vectores pET. De esta manera se comprobd que se habia
clonado el ADNc de AtSDL. Es importante mencionar que los vectores pET circulares
migraban mas lentamente a la esperada (figura 12, columna CN). Sin embargo, una vez

digeridos por cualquier endonucleasa, los tamafios de los fragmentos liberados

correspondian a los predichos.
A B
PM CN 28a 244 PM 28a 244

Figura 12: Reacciones de digestion para los vectores pET usados. Las endonucleasas usadas fueron
Psil, BamHI y Noil. CN: Vector pET-28a-AtSDL sin digerir. (A) Se analizb los vectores pET-28a-
AtSDL (28a) y pET-24d-AtSDL (24d) digiriéndolos con BamHI y Nofl. Estas enzimas liberan el
ADNc de AtSDL (~1 kb, flechas amarillas). (B) Se analizaron los vectores con Pst que corta dos sitios
linicamente dentro del ADNc de AtSDL liberando un fragmento de ~ 550 pb (flechas rojas).
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La construccidon pGEX-5X-1-AtSDL (GST-AtSDL) se analiz6 igualmente por PCR de
colonias y digestion con las endonucleasas BamHI y Notl. Los resultados de la digestioén

y del PCR de colonia se detallan en la figura 13.

Figura 13: Anilisis de pGEX-5X-1-AtSDL. Se muestra el anélisis a dos clones positivos. (A) Se
digirio el vector con las enzimas BamHI y Notl. Estas enzimas cortan los sitios de clonamienio nsados
liberando el ADNc de AtSDL (~1 kb, flechas amarillas). (B) usando PCR de colonias con partidores
especificos para AtSDL, se comprobo el clonamiento del ADNc de AtSDL en pGEX-5X-1 (flechas
rojas).

Los clones mostrados en la figura 13 fueron secuenciados usando los partidores sentido
y anti-sentido T7. Los resultados constataron la ausencia de mutaciones durante las
etapas de clonamiento. Posteriormente la cepa BL2I(DE3)pLys fue transformada
independientemente con las construcciones pET-28a-AtSDL, pET-24d-AtSDL y pGEX-
5X-1-AtSDL y posteriormente analizando cada una mediante PCR de; colonias (datos no

mostrados).
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5.2.3.- Construccion del vector de expresion en levaduras p426-GPD-AtSDL-His

Usando el clonamiento via E. coli se insertd ¢l ADNc de AtSDL, liberado en la reaccién
de digestion con las endonucleasas BamHI y Notl de pCR8®-AtSDL, en el vector p426-
GPD. Los clones positivos fueron analizados mediante PCR de colonias (datos no
mostrados) y por ensayos de digestion usando la combinacion de las endonucleasas
BstEIl y Notl. Como se mencio.né anteriormente BsfEIl corta inicamente en el ADNc

de AtSDL y Notl corta en ¢l sitio de clonamiento usado.

A BstEIl + Nott B Xbal
PM 1 2 3 1 2 3
6kb- .
3kL-
1kb -
750 pb -

Figura 14: Anilisis de p426-GPD-AtSDL. Analisis de tres clones positivos. {A) Se verifico la
construccion con las enzimas Nofl y BsfEIl Estas enzimas cortan en el vector y dentro del inserio
respectivamente liberando un fragmento de ~ 800 pb (flechas amarillas). (B) La enzima Xbal corta en
tres sitios en el vector original liberando fragmentos de aproximadamente 4 kb, 3 kb, 1 kb. Este 1iltimo
corresponde al ADNc de AtSDL clonado en este vector, mostrado con una flecha roja.

La combinacion de estas dos enzimas corta a p426-GPD-AtSDL. en dos sitios, liberando
un fragmento de ~800 pb correspondiente a un tramo del ADNc de AtSDL y un
fragmento de ~7 kb que corresponde al resto del vector (figura 14). A modo se asegurar
que el ADNc de AtSDL estaba clonado en p426-GPD se realizé un segundo ensayo de
digestion con la endor;ucleasa Xbal. Esta enzima corta en el vector p426-GPD en sitios

que flanquean la insercion, liberando en este caso un fragmento de ~1 kb y ademds a ~6
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kb desde el origen de replicacion bacteriano liberando dos fragmentos de ~4 kb y ~3 kb

(figura 14).

El vector p426-GPD-AtSDL fue secuenciado con el partidor anti-sentido M13 para
verificar que el inserto se encontraba en marco de lectura con el vector. Una vez
corroborado el éxito en el clonamiento se prosiguid a transformar S. cerevisiae cepa SC-
29 (Aura), analizando los clones positivos mediante PCR de colonias (datos no

mostrados).

5.2.4.- Construccién del vector de expresion en plantas pGWB5-AtSDL-GFP

Usando el vector pCR8-AtSDL sentido como vector de entrada, se cloné el ADNc de
AtSDL en el vector de expresion en planta pGWBS mediante el sistema de clonamiento
por recombinacion Gateway (seccion 4.2.9). Este vector agrega un epitopo GFP C-
terminal a la proteina recombinante. Para corroborar el correcto clonamiento del ADN¢
de AtSDL en este vector, se usd la técnica de PCR utilizando un partidor 5 sentido
especifico para AfSDL y un partidor 3 anti-sentido especifico para GFP (figura 15). EI
amplificado esperado tiene un tamafio de ~1.5 kb, usando las condiciones descritas en la

seccion 4.2.5.

Una vez corroborado el clonamiento exitoso de AtSDL en pGWBS, se procedio a
transformar A. tumefaciens con pGWB5-AtSDL. Los transformantes fueron evaluadas
por PCR de colonia utilizando los mismos partidores empleados en figura 15 (datos no

mostrados)
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Figura 15: Anilisis de pGWBS-AtSDL. Usando los partidores 57 sentido S-AtSDL-BamHI-pET28ay 3°
anti-sentido GFP se realiz6 una reaccién de PCR usando Ia construccion pGWB3-AtSDL como ADN
molde. El producto generado es un fragmento de 1,5 kb que corresponde al ADNc de AtSDL mas un
segmento de GFP. '

5.2.5.-Construccion del vector pGEX-5X-1-LeSDH

Como control positivo para los ensayos posteriores de plegamiento y actividad
utilizando pGEX-5X-1-AtSDL, se clon6 el ADNc de LeSDH, una SDH previamente
caracterizada (Ohta et., 2005) en el mismo vector mediante PCR usando el vector
pCambia 1302 358-LeSDIH (seccion 4.2.5) como molde. Via pCR8 se cloné el ADNc en
el vector pGEX-5X-1 utilizando las endonucleasas BamHI y Nofl, obteniendo una
construccién similar al del trabajo de Ohta et al, (2005). pGEX-5X-1-LeSDH (GST-
LeSDH) fue usado para transformar E. cofi cepa BL21(DE3)pLys y los clones fueron
analizados mediante PCR de colonias contra LeSDH usando los partidores S-LeSDH-

BamHI-pGEX y A-LeSDH-Nofl-pGEX (Tabla III).
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5.3.-Anilisis de expresion de las proteinas recombinantes AtSDL y LeSDH

Originalmente, se clond el ADNc de AtSDL en el vector pET-24d sin el codén de
término usando el partidor A-AtSDL-NofI-pET24d (Tabla II), con el fin de agregar el
epitopo His6X C-terminal a la proteina recombinante. Una vez analizado los extractos
mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo anti-His6X, se observo la presencia de
multiples bandas (figura 16-A). La explicacion salié a la luz al analizar la secuencia
nmucleotidica del ADNc de AtSDL. Se encontraron multiples codones que codifican para
metionina en marco de lectura con el coddn de inicio de AtSDL cercanos a secuencias
procariontes de union de ribosoma (Shine y Dalgarno, 1975). Por lo tanto, al expresar el
ADNc en un sistema procarionte (E. coli), el ribosoma bacteriano se une a estas
secuencias y traduce el ARNm partiendo en diferentes puntos de ese. Ya que tanto la
proteina completa como las proteinas parciales comparten el extremo C-terminal, el
anticuerpo anti-His6X los detecta a todos. Como consecuencia, se decidié no seguir con
esta construccion dado que al purificar la AtSDL por su extremo C-terminal His6X, no

seria posible separar la proteina completa de las proteinas truncadas.

Para solucionar el problema que provocarfa la co-purificacion de los fragmentos
truncados, se clond el ADNc de AtSDL con el codén de término en el vector pET-28a,
que agrega ¢l epitopo His6X en el extremo N-terminal de la proteina recombinante y a
su vez se volvid a clonar en el vector pET-24d también con el codén de término para
obtener la AtSDL recombinante sin epitopo alguno con el fin de verificar si estos

interferian en su re-plegamiento o su actividad.
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Figura 16: Andlisis de Western Blot de AtSDL recombienate. (A) Los extractos de proteinas de E.
coli transformada con el vector pET-24d-AtSDL-His. Se muestran (0) antes de la induccion, (S) la
fraccion soluble y (I) la fraccion insoluble para dos clones analizados (1 y 2). Se gbservan muiltiples
bandas detectadas (flechas rojas) por el Anticuerpo anti-His6X que migran mas rapidamente que la
proteina completa (flecha azul). (B) Fraccion insolnble de extracto de E. coli transformada con el
vector pET-28a-His-AtSDL. Al estar el epitopo His6X en el extremo N-terminal solamente la

proteina entera es detectada, flecha roja. .

La expresion de AtSDL y LeSDH recombinantes (AtSDL, His-AtSDL, GST-AtSDL y
GST-LeSDH) fue inducida por IPTG (seccion 4.3.1). Las proteinas bacterianas fueron
extraidas, analizadas por SDS-PAGE vy teflidas con azul de Coomasie (figura 17). Todas

las proteinas recombinantes fueron encontradas en la fraccién insoluble.

Se descarto de lleno posibles mutaciones que originaran protefnas truncadas, al constatar
empiricamente los pesos moleculares predichos de AtSDL y LeSDH recombinantes.
Adicionalmente, tanto AtSDL como His-AtSDL recombinantes tienen un peso
molecular similar. Esto se debe a que el vector pET-24d (para la produccién de AtSDL)

agrega 13 aminodacidos en el extremo N-terminal de la proteina recombinante, agregando

~2 kDa.
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Figura 17: Andlisis de SDS-PAGE de AtSDL y LeSDH recombinantes. (A) Gel de proteinas para
monitorear la expresion de AtSDL (pET-24d-AtSDL) vy His-AtSDL (pET-28a-AtSDL) respectivamente,
que muestra (0) extracto antes de la induccion, (S) fraccion soluble y (I) fraccién insoluble de dos clones
analizados para cada vector. Con flechas rojas se destacan Ia proteina recombinante AtSDL y con flechas
amarillas His-AtSDL (~43 kDa). (B) Gel de proteinas para la fraccion insoluble de E. coli expresando GST-
LeSDH (pGEX-5X-1-LeSDL, ~58 kDa) y GST-AtSDL (pGEX-5X-1-AtSDL, ~65 kDa) destacadas con

flechas rojas.

Desafortunadamente, y a pesar de numerosos intentos modificando la temperatura de
inducciodn, la concentracion de IPTG y utilizando diferentes DOggoum, no se logrd obtener
AtSDL o LeSDH recombinantes en forma solubles. Por esta razon, se tuvo que
solubilizar la fraccién insoluble en urea 6 M para el posterior re-plegamiento de las

proteinas producidas.
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Mediante el andlisis de Western Blot anti-His6X para el extracto insoluble de E. coli
transformada con pET-28a-AtSDL se detecto especificamente una proteina del tamafio

esperado al de His-AtSDL recombinante (figura 16-B).

Una vez solubilizada mediante urea 6 M, la fraccién donde se encontré His-AtSDL, se
prosignié a purificar la proteina recombinante mediante una columna de afinidad en
condiciones no nativas (seccion 4.3.2). El proceso fue monitoreado mediante SDS-

PAGE. Los resultados se muestran en la figura 18.

His-AtSDPL

Figura 18: Purificacion de His-AtSDL. Luego de haber solubilizado His-AtSDL en urea 6M se pasé el
extracto proteico por una columna de afinidad de Ni. Luego de varios lavados con imidazol 30 mM se
liber6 la proteina con imidazol 350 mM. Se separaron las muestras por SDS-PAGE, y se tificron las
proteinas con Azul Brillante de Coomassie. {NP) Fraccidn proteica insoluble antes de la purificacion; (P)

Fraccion proteica insoluble luego de la purificacion. Se puede cbservar la banda correspondiente a His-
AtSDL (flecha roja).

Para verificar la calidad de la purificacién se cargd en el gel SDS-PAGE 20 ug de

proteina, de tal forma de poder detectar impurezas remanentes. Esta cantidad de

69



proteina, casi exclusivamente His-AtSDL, provocd que esta proteina migrara a pesos

moleculares sutilmente mayores, como se puede observar en la figura 18.
5.4.-Experimentos de re-plegamiento de AtSDL recombinante.

En resumen, usando como referencia el trabajo de Ohta et al, (2005) se cloné el ADNc
de LeSDH en pGEX-5X-1 con el fin de producir esta proteina recombinante y usarla
como control (Figura 17-B). Por otro lado se produjo tres diferentes tipos de AtSDL
recombinante: His-AtSDL., GST-AtSDL y AtSDL. La primera es de muy facil y rapida
purificacién, lo que permite estudiar a la enzima, tanto en su re-plegamiento como en su
actividad, sin la interferencia de otras proteinas provenientes de E. coli y de los
fragmentos truncados de esta, que se generan en la expresion en ¢l sistema procarionte
(figura 16). La segunda también es de ficil y rapida purificacién, empero es necesaria la
conformacion nativa de la proteina fusidn GST para llevar a cabo esto. Ademads, se
eligio también este sistema siguiendo las especificaciones del trabajo de Ohta et al,
(2005) debido a la alta identidad aminoacidica de AtSDL con LeSDH (> 80 %). La
Gltima proteina recombinante generada, AtSDL sin epitopo alguno, se produjo con el
objetivo de estudiar el efecto de los epitopos His6X y GST, agregados a la proteina

recombinante, en forma comparativa.

Usando las especificaciones detalladas en la seccion 4.3.3, se realizaron los
experimentos de re-plegamiento para todas las proteinas producidas incluyendo a GST-
LeSDH. En el caso del método por didlisis, todas las proteinas recombinantes fueron

exitosamente solubilizadas en tampon Tris-HCl 100 mM en ausencia de urea. El
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procedimiento fue altamente dependiente de la temperatura, siendo 4 °C la temperatura
Optima para la solubilizacién en ausencia de urea de las proteinas generadas. Sin
embargo, no se detectd actividad SDH para ninguna de ellas, incluyendo a GST-LeSDH
{(datos no mostrados). Ademas, cabe mencionar que las proteinas recombinantes se
agregaban nuevamente luego de dos semanas ocurrida la dialisis, proceso que se
retardaba al disminuir la concentracién de proteinas y/o reemplazando DTT por B-

mercaptoetanol a la misma concentracion.

Dado estos resultados con el método de dialisis, se realizé una solubilizacion mediante
difucidn, signiendo las especificaciones del trabajo de Rudolph y col. (1978) con
modificaciones detalladas en la seccion 4.3.3. Las proteinas recombinantes GST-AtSDL
y GST-LeSDH precipitaron visiblemente al cabo de 20 min efectuada la dilucién y no se
detectd actividad SDH finalizado el procedimiento descrito (datos no mostrados..).
AtSDL precipit6 al cabo de 1 h y de igual manera no se detectd actividad SDH. Sin
embargo, His-AtSDL no purificado (condicién que se mantuvo para comparar los
resultados obtenidos con GST-AtSDL, AtSDL y GST-LeSDH) se mantuvo soluble
durante todo el transcurso del procedimiento. Finalizado este proceso, se realizaron
ensayos de actividad SDH en donde se detectd la reduccion de NAD+ con sorbitol como

sustrato (tabla VIII).
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Tabla VIII: Actividad SDH de His-AtSDL.

Tampén  QpMZnCl, 1pMZnCl, 3uMZnCl,  6uMZnCl, 10 pM ZnCl,

Tris-HCl AR 0.065 0.123 0.087 0.087

Fosfato 0 0.08 0.073 0.087 0.087

Usando diferentes concentraciones de ZnCl, durante el re-plegamiento por dilucion se midié actividad
SDH usando las condiciones descritas en la seccion 4.3.5 (sorbitol = 150 mM). Los resultados se
muestran en pM de NADH*min "' *mg de proteina™)

No se detecté actividad usando NADP+ como cofactor y tampoco usando xilitol,

eritritol, arabitol, manitol e inositol como sustrato a la misma concentracion que sorbitol.

Se demostré la importancia del ion Zn** tanto en el re-plegamiento como en la
recuperacion de la actividad, siendo un resultado consistente con los analisis in silico
explicados anteriormente. Aunque no se observo una relacion directa entre la
concentracién Zn’' y la recuperacion de la actividad, en contraste con el trabajo de
Rudolph y col (1978), al agregar Zn>" a concentraciones mayores a 10 uM, la proteina

His-AtSDL precipitaba y la actividad no se volvia a recuperar.

Al intentar repetir el método de dilucion con His-AtSDL purificado, se observo que la
proteina se mantenia en solucion durante el procedimiento. Sin embargo, no se logro
recuperar o detectar una actividad SDH. Esto revela la importancia de la concentracion
de His-AtSDL durante el re-plegamiento por dilucién, ya que durante los experimentos

de purificacion se observo que la proteina se diluye aproximadamente entre 5 a 10 veces.
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La alternativa de que una proteina insoluble proveniente de E. coli haya conferido
actividad SDH queda descartada, debido a que no se ha descrito a la fecha actividad
SDH en E. coli. Asimismo, no se detecté actividad con las proteinas recombinantes, ne

purificadas, GST-LeSDH, GST-AtSDL y AtSDL, teniendo cada una de ellas el mismo

fondo proteico insoluble proveniente de £.coli.
5.5.-Analisis de la expresion de AtSDL en S. cerevisiae cepa SC-29 (Aura)

El vector p426-GPD permite la expresion de proteinas recombinantes en levadura. Este
sistema eucarionte mds parecido al de planta confiere el ambiente adecuado para el
correcto plegamiento de AtSDL. Sin embargo, los niveles de expresién son més bajos en
comparacion con E. coli, siendo necesario voliimenes de cultivo mayores para obtener la
proteina recombinante. El sistema de expresion es constifutivo controlado por el
promotor GPD de fuerte expresion (Mumberg y col, 1995). El plasmido ademas agrega

un epitopo His6X C-terminal para la purificacién del producto.

Las células de levadura transformadas con el vector p426-GPD-AtSDL se mantuvieron
en crecimiento en un medio minimo carente de uracilo (seccién 4.1.3). Después de la
ruptura celular mecdnico (seccidon 4.3.4), se analizd la produccién de AtSDI.-His
mediante Western Blot utilizando un anticuerpo anti-His6X. Los resultados dieron
negativos en todos los intentos y en todos los clones analizados. Dado este resuliado
inesperado, se secuencid la construccion. El resultado reveld un corrimiento en el marco
de lectura en el sitio de corte para la endonucleasa Notl usado en el clonamiento del

~

ADNc de AtSDL en p426-GPD. Esto no permitio detectar AtSDL-His, mediante el
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anticuerpo anti-His6X ya que se generd un codon de término fortuito 6 aminoédcidos
después del ultimo aminoacido de AtSDL y por consecuencia, tampoco se logro
purificar la enzima para los ensayos de actividad, ya que S. cerevisiae posee un SDH
enddgeno (Sarthy y col, 1994). A pesar de esto, se analizaron de igual manera 4 clones

midiendo el aumento de la actividad SDH sobre la endogena (figura 19-A).
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Figura 19: Expresion de AtSDL en S. cerevisiae. (A) Se muestra el analisis de 4 clones de SC-29,
midiendo la actividad SDH desde extractos. El control usado (0) fue un clon de SC-29 transformado
con p426-GPD vacio. El clon con mayor actividad especifica SDH fue el clon 4 (rojo). (B) Se
analizaron los dos clones con actividad SDH mayor a la basal (3 y 4) mediante Western-Blot usando
suero anti-AtSDL.

En la figura 19-A se observa que los clones 1 y 2 tenian menor actividad SDH al control.
La extraccion de proteinas de estos dos clones fue muy pobre y por esto el factor de
dilucién aparentemente fue importante durante los ensayos de actividad tanto para
AtSDL-His recombinante como para SDH enddégeno de S. cerevisiae. Este resultado se
discutird mas adelante. Por otro lado, la actividad de SDH, utilizando sorbitol y NAD+

como sustrato y cofactor, fue 2,5 — 2,8 veces mas alta en dos transformantes (clones 3 y
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4) que en levadura transformada con el vector vacio (Figura 19-A), lo que fue un
resultado promisorio. El desarrollo en paralelo de un suero sanguineo poli-clonal de
ratén anti-AtSDL (seccion 4.3.6 y 5.6) permitié detectar que efectivamente habia
acumulacion de AtSDL en un transformante (clon 4) de levadura. La sefial obtenida en
este experimento fue de baja intensidad, revelando dos bandas cercanas al tamafio
esperado (figura 19-B, flecha roja) posiblemente a causa de glicosilaciones. Andlisis
bioinformatico de la secuencia aminoacidica de AtSDL revela la presencia de al menos
10 sitios de glicosilacion (NetNGlyc 1.0 Server). Por otro lado, tanto los patrones como
la cantidad de glicosilaciones pueden variar de clon en clon (Verachtert y De Mot,
1990), siendo esta una posible explicacion a las diferencias obtenidas en cuanto a

actividad y/o inmunodeteccion.

5.6.-Localizacion sub-celular de AtSDL-GFP

El objetivo de estos experimentos fue determinar si AtSDL se localiza en algin
compartimento sub-celular o en el citoplasma como andlisis in silico (5.6.1) y trabajos
previos han descrito (Fayek y Wayne, 1979; Wang y col., 2009; Yamada, 2001). La
proteina de fusién AtSDL-GFP, codificada por la construccion pGWB5-AtSDL, fue
expresada en plantas mediante la agro-infiltracién de hojas de Nicotiana tabacum.
Luego de 4 dias, las hojas fueron cosechadas y analizadas mediante microscopia de

fluorescencia (figura 20).
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Figura 20: Fluorescencia de AtSDL-GFP. (Ay) Fluorescencia de hojas de N. tabacum expresando
AtSDL-GFP (tiempo de exposicion 80 ms) y (A,) campo de la microfotografia. (By) Auto-fluorescencia
de hojas de N. tabacum agro-infiltradas con A. tumefaciens sin el vector. (B)) Campo claro de la
microfotografia (tiempo se exposicion 200 ms). Las microfotografias fueron capturadas con un aumento
de 600X.

Los resultados en esta primera aproximacion de la localizacion de AtSDL-GFP revelan
que esta proteina no se encuentra en compartimentos sub-celulares de fécil

reconocimiento (aparato de Golgi, cloroplastos, vacuola, RE, lisosomas, nticleo).

A causa del enorme volumen que ocupa la vacuola en la célula vegetal, el citoplasma
queda desplazado hacia los bordes, lo que impide determinar si la localizacion de
AtSDL-GFP es citosolica, esta asociada a la membrana plasmatica o a la pared celular.

Experimentos donde se utilizaron soluciones isotonicas (400 mOsm) durante la captura

76




de las microfotografias arrojaron resultados similares. Al incubar las muestras en
soluciones hipertonicas (> 400 mOsm), la fluorescencia se observaba distribuida
errdticamente en la célula, siendo imposible determinar su ubicacion dentro de las
células observadas (datos no mostrados). En la figura 20-Ar se observa sectores en
donde la fluorescencia parece ser mdas intensa (flechas rojas). Estos corresponden a
pliegues de la célula en donde se encuentra mas citoplasma. Esto sugiere que la
localizacion de AtSDL-GFP es citoplasmatica y no estd asociada a membrana o a pared
celular. En estos dos uiltimos casos, se vera una fluorescencia distribuida

homogéneamente y/o polarizada, rodeando la célula (Speth y col, 2009).
5.7.-Preparacion de un antisuero de ratén contra AtSDL

Usando €l método de re-plegamiento descrito por Ohta et al, (2005) para las proteinas
recombinantes producidas, se logré solubilizarlas, y en el caso de His-AtSDL, se logrd
recuperar su actividad. Para generar una herramienta molecular para poder determinar
con mayor precision la localizacion subcelular de AtSDL, se generé un anticuerpo
contra esta proteina. Para lograr esto, se inmunizaron ratones con la solucion de GST-
AtSDL para asf obtener un suero sanguineo anti-AtSDL. Este fue analizado usando His-

AtSDL purificado como antigeno (seccion 4.3.6).
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Figura 21: Analisis de Western-Blot anti-AtSDL. (A) Anilisis a la semana del svero sanguineo de
im ratén inmunizado por primera vez con GST-AtSDL. (B) Anélisis del suero sanguineo del mismo
raton fuego de 5 inmunizaciones. Se observa GST-AtSDL destacado con una flecha roja y His-AtSDL
destacado con una flecha azul. Migrando mias ripido (flecha negra), se encuentra una banda que
corresponde a alguna proteina de E. coli que generd una fierte respuesta inmune en el.raton,

En Ia figura 21 se observa el aumento de la sefial en la deteccion de GST-AtSDL y His-

AtSDL purificada luego de 5 inmunizaciones. Ademds se observa que se logra limpiar

deteccidn de otras proteinas provenientes de E. coli.

la

5.7.1-Deteccion de AtSDL en diferentes organos de A. thaliana mediante Western-

Blot -

Como se constatd en seccidon 5.1.1, el RNAm de AtSDL se expresa ampliamente en los

6rganos analizados. Con la generacién de un suero anti-AfSDL, sc utilizdé esta

herramienta para determinar el patrén de acumulacion de AtSDL en extractos proteicos

totales de los distintos drganos de A. thaliana (figura 22).
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Figura 22: Acumulacién de AtSDL en diferentes érganos de A. thaliana. Western-blot utilizando el
anti-AtSDL antisuero contra extractos proteicos totales de diferentes drganos: (HR) hojas rosetas, (HC)
hojas caulinares, (T) tallo, (R) raiz, (F) flar, (5i) silicuas, ($S) semillas secas. Como control pesitivo (+),
se utilizo His-AtSDL purificada

AtSDL se encuentra ampliamente distribuida en los érganos de 4. thaliana, siendo
consistente con el resultado obtenido en la seccion 5.1.1. Es importante mencionar que
el tamafio esperado para la proteina endbgena es de ~40 kDa y que esta se encontrd en
todos los érganos analizados a excepcion de las hojas rosetas en donde migré de igual
forma que el control utilizado, His-AtSDL. Esto pudo haber sido causado por problemas
en el gel SDS-PAGE, dado que al repetir el experimento solamente con extractos de

hojas roseta, se obtuvo el resultado esperado (seccién 5.7.2).
5.7.2.- Loealizacién de AtSDL por fraccionamiento sub-celular e inmunodeteccion

En la seccién 5.5 se determind que la localizacion de AtSDL-GFP era probablemente
citoplasmatica. Para descartar la posibilidad que sea una proteina asociada a membrana o
) a pared celular, se realizd un fraccionamiento sub-celular de hojas rosetas de 4. thaliana

y s¢ detect6 la presencia de AtSDL endégena mediante Western-blot con el anti-AtSDL

antisuero.




En la figura 23 se observa que AtSDL se encuentra efectivamente en Ia fraccion soluble
de las fracciones obtenidas, lo cual corre'spondc a una fraccion enriquecida en citosol. El
tamafio de AfSDL enddgeno corresponde al predicho, siendo menor que ¢l de la proteina
His-AtSDL reombinante y el experimento fue repetido 3 veces con resultados

exactamente iguales.

Figura 23: Andlisis de la localizacion de AtSDL mediante fraccionamiento sub-celular. Se
sometieron hojas rosetas de 4. thaliana a fraccionamiento subcelular y se detectd la presencia de AtSDL
utilizando el anti-AtSDL antisuero. (S3) sobrenadante de la centrifugacién a 10° x g, (P3) sedimentado de
la centrifugacién a 10° x g, (P2) sedimentado de Ia centrifugacion a 10* x g, (P1) sedimentado de la
centrifugacion a 10° x g. (+) His-AtSDL purificado. AtSDL se encuentra en Ia fraccién soluble (citosol)
de la célula (flecha roja).
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6.-DISCUSION

Usando las secuencias de SDH conocidas (tomate, manzano, durazno) para realizar una
busqueda usando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se
puede encontrar una Unica secuencia con alta identidad (~80 %) que podrfa ser una
potencial SDH en A. thaliana. Al buscar el gen que codifica para esta potencial SDH
dentro del genoma de A. thaliana se encuentra un Unico locus (At5g51970) en donde se

encuentra un marco de lectura abierto que codifica para esta enzima.

El andlisis bioinformdtico de la secuencia aminoacidica de AtSDL permite agruparlo y
clasificarlo mediante alineamientos. La stper-familia de alcoholes deshidrogenasas
contiene troninas, quinonas y alcoholes deshidrogenasas entre otras y se caracterizan por
ser enzimas dimeras o tetraméricas que unen de uno o dos iones zinc por cada subunidad
(Jornvall y col., 1987; Jornvall y col., 1993). A1SDL posee dos dominios conservados; el
dominio N-terminal catalitico de alcoholes deshidrogenasa con plegamiento tipo GroES
y el dominio C-terminal de unién a di-nucledtidos con plegamiento tipo Rossmann
(Figura 3). El plegamiento tipo GroES es propio en quinonas oxidoreductasas (QOR), en
alcoholes deshidrogenasas (ADI), glucosas deshidrogenasas (GDH)y chaperonina-10
(cpnl0, GroES) (Murzin, 1996). Se caracteriza por poseer 4 hebras beta que forman un
barril con un fuerte nicleo hidrofébico bien conservado, en donde las conexiones para
cada hebra son “loops™ que varian en tamafio y secuencia segtin la proteina (Bhupesh y
Shekhar, 1999). El plegamiento tipo Rossmann se caracteriza por poseer una sabana
beta formada por tres hebras en conformacion paralela unidas cada una por dos hélices

alfa. Este motivo une un tUnico nucledtido y para la unién de di-nucleétidos como NAD+
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se presenta dos motivos tipo Rossmann seguidos. El modelo generado por homologia
reveld la presencia de estos dos motivos conservados y predichos en los alineamientos
realizados, estos se mantuvieron estables luego de experimentos de 1 ns de dindmica
molecular con solvente implicito y con una esfera de agua (explicito), lo que revela que
la identidad de AtSDL con los moldes usados durante el modelamiento no es solo una
aproximacion de su estructura sino que la misma secuencia de AtSDL permite mantener

y estabilizar estos motivos en las simulaciones mencionadas.

Los motivos estructurales mencionados arriba son bastantes conservados dentro de las
familias de poli-alcoholes deshidrogenasas. Por otro lado, el estudio més detallado de la
secuencia de AtSDL reveld que también posee conservados los aminoacidos claves en la
unién del i6n zinc y en la oxidacién de D-sorbitol (Glu 164, Glu 80, His 69 y Cys 54;
Figura 8), los cuales estdn presentes tanto en SDH de plantas como en hongos y
mamiferos. Ademas cabe destacar que AtSDL tiene una alta identidad (>40 %) con
SDHs descritos en especies de diferentes reinos (Animalia, Plantae y Fungi), lIo que

indica fuertemente que AtSDL también es una sorbitol deshidrogenasa.

La relacion de AtSDL y algunas poli-alcoholes deshidrogenasas presentes en bacterias,
hongos, animales y plantas en el dendrograma mostrado en la figura 5, constata la
cercanfa de AtSDL con SDHs de especies no-Rosaceae tales como tomate y vid; y
ademds ampliando el rango, con especies que transportan principalmente sorbitol en el
floema (Ej: Malus x domesticus). El dendrograma fue realizado mediante “Bootstrap
Neighbor-Joining Tree” que solo agrupa las secuencia por cercania (mayor identidad).

Para hacer una estudio filogenético mas detallado, con el fin de encontrar los origenes de
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AtSDL dentro del reino de plantas, es necesario realizar un 4rbol filogenético mediante
algoritmos més complejos tales como méxima verosimilitud y andlisis Bayesiano. Estos
fueron realizados, y aunque no caben dentro de los objetivos de esta tesis, muestran que
las SDHs tienen su origen en el reino de las plantas y desde ahi, y de alguna manera, se

distribuye en bacterias, hongos y animales (datos no mostrados).

Un caso particular que se puede observar en el dendrograma es el de L-idonato
deshidrogenasa de vid. Esta enzima, clonada y caracterizada bioquimicamente en el
trabajo de DeBolt y col. (2006), muestra una muy baja actividad con sorbitol, alrededor
de 15 veces menor que con L-idonato. Sin embargo, comparte > 70% de identidad con
SDHs de plantas. Al observar la secuencia de L-idonato deshidrogenasa de vid en la
figura 4, se puede observar que también posee conservados los aminodcidos Glu 164,
Glu 80, His 69 y Cys 54 presentes en ¢l sitio activo. No obstante, en la posicién 71
(numeracién en el alineamiento) se destaca en esta enzima una histidina en vez de una
tirosina, la que estd presente en todas la demds secuencias de SDHs. Esta diferencia se
puede deber la necesidad de estabilizar al grupo carboxilato ubicado en el carbono 1 del
L-idonato y asi oxidar el hidréxilo del carbono 5 a un carbonilo, formando 5-keto
gluconato. Por contraparte, la histidina en esta posicion también puede desestabilizar ia
unién de sorbitol al sitio activo, siendo esta la virtual explicacion por la baja actividad
con este sustrato. Esta explicacién se puede observar mejor en la figura 8-B en donde en
el modelo de AtSDL se observa que la tirosina 71 (Tyr 60 en la numeracién de AtSDL)
interactfia con el hidroxilo del carbono 5 del sorbitol y en donde habria una histidina

interactuando con un grupo carboxilato del L-idonato en el caso de L-idoDH de vid.
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AtSDL es cercana a nivel de secuencia a L-idonato deshidrogenasa de vid, pero
especificamente en la posicién 71 presenta una tirosina como las demas SDHs,
revelando que posiblemente AtSDL tenga una muy baja actividad con L-idonato. Esta
hipétesis serfa mds robusta al comparar més secuencias de L-idonato deshidrogenasa y
constatando si este patron se repite, lo que no fue posible debido a que L-idoDH de otras
especies presentan muy baja identidad con los SDHs, lo que dificuité su alineamiento.
Por otro lado, anélisis metabolomicos en A4. thaliana no han demostrado 1;;. presencia de
L-idonato en esta especie (Kaplan y col., 2004). Este compuesto es un intermediario en
la sintesis de 4cido tartarico en vides (DeBolt y col, 2006), un compuesto que tampoco
ha sido detectado en 4. thaliana. Mis aun, L-idonato no se encuentra comercialmente
por lo que realizar analisis de actividad de AtSDL con este sustrato resulta dificultoso

por la necesidad de sintetizarlo y purificarlo.

El estudio de la secuencia de AtSDL, en forma preliminar, permitié dilucidar, como ya
se mencioné, su funcién, como también asi su localizacién. Los servidores usados para
predecir la ubicacion de AtSDL dentro de los compartimentos sub-celulares de las
células de A. thaliana fueron bastante consistentes entre si. La ubicacion citosélica
soluble de AtSDL entregada por los programas también es consistente con algunos
trabajos mencionados en otras especies vegetales (Lo Bianco y col., 1998; Ohta y col.,
2005; Oura y col., 2000; Park y col., 2002; Wang y col., 2009; Yamada y col., 2001).
No obstante y en particular, el trabajo de Wang y col. (2009) ahonda en la localizacion
de las SDH presentes en manzanos, en donde demuestra que aparte de la localizacién

citosdlica cominmente encontrada, existen pruebas de que hay SDHs dentro de
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cloroplastos y vacuolas. Por esta razén y con el mismo objetivo se demostrd
experimentalmente en esta tesis que AtSDL-GFP no se localiza en ningiin organelo
membranoso ya sea cloroplasto o vacuola. En la figura 20 se observa fluorescencia en Ia
periferia celular que no concuerda con la esperada si la proteina se ubicara en la
membrana plasmética o en la pared celular la cuval tendria que ser continua, por el
contrario en la imagen se destacan regiones de mayor o menor fluorescencia debido a la
heterogénea distribucién del citosol. La inmunodeteccion de AtSDL en el
fraccionamiento sub-celular de 6rganos de 4. thaliana confirma la hip6tesis al detectar a
la enzima en la fraccion soluble (figura 23). Estos resultados, consistentes en todos los
niveles analizados, indican que AtSDL posiblemente actia con sustratos que ingresan
dircctamente a Ia célula o que salen de esta, descartando por este lado su participacién
en la regulacion de la sintesis de almidén dentro del cloroplasto propuesta en el trabajo

de Wang y col. (2009).

Se generd un modelo por homologia de la estructura tridimensional de AtSDL, lo cual
fue evaluado energéticamente en forma global como también para cada aminoacido
seglin su posicién en la estructura tridimensional. Comno se mencioné anteriormente la
energia global de la AtSDL fue de aproximadamente un 10 % sobre el promedio de las
estructuras usadas de molde (LE3J, 1PL6 y 2DFV; ver seccion 4.4.3) usando el
validador ProSa y al compararla con nmichas estructuras resueltas tanto por cristalografia

como por RMN la estructura de AtSDL queda dentro de la dispersion normal mostrada

en la figura 6-B.
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El modelo de AtSDL muestra la topologia de los dominios predichos mediante el
alincamiento de su secuencia aminoacidica. En la figura 7, la superficie hidrofobica
calculada muestra algunos parches de residuos apolares expuestos en la superficie de la
proteina, sugiriendo posiblemente la interaccién con otras subunidades de esta misma
para conformar una estructura cuaternaria. Una vez obtenida la enzima AtSDL en forma
soluble y activa se puede determinar mediante cromatografia de exclusién molecular
(infiltracién en geles) el tamafio de la estructura cuaternaria de esta enzima y asi inferir

st AtSDL forma dimeros o tetrdmeros.

Los estudios de especificidad de sustrato in-silico mostraron que el sitio activo predicho
en el modelo de AtSDL une en forma energéticamente favorable diferentes polialcoholes
presentes de A. thaliana. Aunque las energias y las constantes de union son bastante
similares entre los polialcoholes analizados, la capacidad de AtSDI. de oxidar a cada
uno de ellos no se puedo determinar mediante estos andlisis tedricos in-silico. Sin
embargo, estos resultados orientan y permiten tener una base tedrica para explicar

futuros experimentos in vitro, tales como mediciones de actividad de AtSDL con

diferentes mutaciones sitio-dirigidas.

Los experimentos de RT-PCR demostraron que el ADNc de AtSDL se expresa en
diferentes tejidos de A. thaliana. El analisis mediante Western-blot demostrd que AtSDL
estd presente en los tejidos que expresan su ADNc, y concuerda con un anilisis
protedmico que mostro la acumulacion de AtSDL en hojas de esta especie (Wienkoop y
cols, 2004). No se encontrd una expresion diferencial importante en los tejidos

ensayados, lo que indica que AtSDL no estarfa generando un gradiente de su sustrato a
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través de la planta, a diferencia de su papel en manzanos (Nosarszewski y col., 2004;
Teo y col., 2006). Por otro lado, se detecté AtSDL en semillas secas de A. thaliana. En
estas, no se ha documentado la presencia de sorbitol, sin erﬁbargo si hay estudios del
metabolismo de azicares durante su desarrollo, principalmente de la sacarosa y su
catabolismo para la liberacion de glucosa y fructosa (Odunlami, 2009). Por otro lado, se
ha detectado actividad SDH en semillas de maiz (Morais de Sousa y col., 2008) y de
soya (Kuo y col., 1990), plantas que no acumulan sorbitol principalmente. La funcién
propuesta de SDH en las semillas de maiz es la del control del estado de oxido-
reduccion de las semillas en condiciones de alta concentracion de azicares y baja
disponibilidad de oxigeno. La reduccion de fructosa a sorbitol oxida NADH a NAD+
manteniendo la disponibilidad de aceptores de electrones en las células. En el caso de las
semillas de soya, sorbitol es el intermediario en la inter-conversion de glucosa a fructosa
y viceversa, en donde juega un papel modulador en el metabolismo de los aziicares,
debido a la inhibicion que sufren algunas fiuctosas kinasas de plantas por exceso de
fructosa (Copeland y Morell, 1985). La presencia de AtSDI. en semillas de 4. thaliana
nos lleva a pensar que el papel posible que esta enzima podria estar realizando en este
organo esté relacionado con los mencionados anteriormente, aunque a la fecha no hay

estudios publicados que ahonden en esta interrogante para esta especie.

Durante el desarrollo experimental de este trabajo se realizaron extracciones crudas de
proteinas desde hojas de A. thaliana con el fin de detectar actividad SIDH con resultados

negativos (datos no mostrados), posiblemente por interferencias y/o que la actividad
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especifica de AtSDL sea muy baja. Por esta razén se decidié producir la proteina en

forma recombinante usando los sistemas conocidos en E. coli y S. cerevisiae.

La produccién de AtSDL recombinante se realizé siguiendo el método documentado en
el trabajo de Ohta y col. (2005). Las proteinas recombinantes generadas GST-AtSDL,
His-AtSDL y AtSDL fueron encontradas formando cuerpos de inclusion. Estas lograron
ser solubilizadas en presencia de 6 M de urea y replegadas usando el método de diilisis
y de dilucion rapida. El método de didlisis explicado en el trabajo de Ohta y col. (2005)
logrd retirar el agente caotrépico y mantener las proteinas solubles. Sin embargo, la
actividad SDH no fue encontrada tanto en AtSDL como LeSDH, usada como control
positivo. Posiblemente durante el re-plegamiento se llegd a un poso energético no
funcional, algin intermediario estructural sin actividad. Se descarté la interferencia
generada por los epitopos adheridos a las proteina recombinante al encontrar el mismo
resultado en AtSDL recombinante sin epitopo alguno. Por otro lado, GST-LeSDH pudo
ser solubilizada al extraer la urea pero sin recuperar su actividad. Una de las posibles
causas por la que no se llego al resultado expuesto en el trabajo de Ohta y col. (2005) es
debido a que no se encontré experimentalmente ni bibliograficamente la concentracion
de proteinas Optimas para el re-plegamineto de esta enzima. Ademis, las diferentes
condiciones de laboratorio también podrian haber afectado los resultados. En conclusién
LeSDH, usado como control de re-plegamiento, permitié no descartar que AtSDL

oxidara sorbitol.

Se probé el re-plegamiento de AtSDL mediante dilucién rapida, con diferentes

concentraciones de zinc con resultados positivos para la oxidacion de sorbitol y la
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consecuente reduccién de NAD+. La actividad encontrada solo se logré con His-AtSDL
recombinante sin purificar y solamente usando D-sorbitol y NAD+ como sustratos.
Aunque son resultados preliminares es un buen indicio para empezar la investigacién de

la funcion de esta enzima.

La actividad SDH encontrada es similar a la documentada en trabajos como el de
Yamada y col (2001) en donde se midi6 directamente en extractos proteicos de frutos, lo
que es muy bajo, considerando que AtSDL correspondia a ~ 80% de las proteinas
presentes en el extracto (tabla VIII). Cabe la posibilidad de que un pequefio porcentaje
de las enzimas re-plegadas estén en una conformacién funcional y que la mayoria haya
caido en alglin estado intermediario de re-plegamiento sin actividad. Por otro lado,
AtSDL puede tener una muy baja actividad SDH lo que se corresponderia con la nula
actividad encontrada en extractos de hojas rosetas de A4. thaliana, en donde la enzima
esta mucho mas diluida y hace que la actividad caiga bajo el rango de deteccion.
Ademas no se detecté actividad usando NADP+ como cofactor y tampoco usando
xilitol, eritritol, arabitol, manitol ¢ inositol como sustrato a la misma concentracion que
sorbitol. Eso puede deberse a que las condiciones de re-plegamiento favorezcan la
oxidacidén exclusiva de sorbitol o que AtSDL no tenga actividad con estos sustratos. Por
esta razén no se puede descartar que AtSDL tenga actividad con otros polialcoholes en

vez de sorbitol en condiciones nativas.

89




La expresion recombinante de AtSDL en S. cerevisiae se realizd con i intencién de
generar la proteina en un ambiente mds similar al de la planta y asi evitar la formacién
de cuerpos de inclusién. Por problemas inesperados en la sintesis del partidor 3' utilizado
en el clonamiento, no se logrd detectar la proteina recombinante mediante Western-blot
contra cl epitopo His6x. Sin embargo, usando el suero poli-clonal anti-AtSDL se logré
enconirar un clon de levadura que expresaba AtSDL-His recombinante con un
correlativo aumento de actividad SDH sobre la endégena (figura 19-B). Debido a que no
s¢ realizaron mds pruebas a cada clon, no hay una valides estadistica del aumento de
actividad debido a AtSDL recombinante en la levadura, no obstante, la inmunodeteccion

permite atribuir el aumento de esta a la presencia de AtSDL.

AtSDL recombinante re-plegado mediante dilucion rapida o expresado en levadura
oxida D-sorbitol reduciendo NAD+ en el proceso. Empero, no hay aun valor definitivo
de los pardmetros bioquimicos de la enzima (Ve K efc). A pesar de un enfoque
multifacético (distintas sistemas de expresion, distinto identidad y posicion de epitopo
etc), lame;ltablemente no se logrd obtener suficiente enzima AtSDL en forma estable
para poder realizar todos los ensayos pertinentes. Sin embargo, existe la prueba de que

AtSDL tiene actividad SDH, lo que no se habia mostrado en otros trabajo
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7.-CONCLUSION Y PROYECCIONES

En A. thaliana, se encuentra un tinico marco de lectura que codifica para un potencial
sorbitol deshidrogenasa. Siendo 4. thaliana una planta que no acumula sorbitol, Ia
funcion de esta enzima esta distante a la entendida en trabajos relacionados al estudio de
SDHs en plantas Rosaseae. El estudio de la secuencia aminoacidica indica que esta
posee los dominios caracteristicos a polialcoholes deshidrogenasas que utilizan
NAD+/NADP+ como cofactores y que estd relacionada mas cercanamente a SDHs de
plantas que no acumulan sorbitol. La localizacion tanto 6rgano-especifica como la
subcelular es importante para sentar bases en el entendimiento de la funcién que esta
enzima desempefia. Los andlisis experimentales y tedricos sugieren que AtSDL se
encuentra ampliamente distribuida en la planta en forma soluble dentro del citosol de
cada célula en las condiciones estudiadas. Se realizé un modelo de la estructura
tridimensional de AtSDI. mediante homologia, con el fin de determinar la especificidad
de sustrato in-silico ¢ identificar los aminodcidos que participan tanto en la catilisis
como en la determinacion de la especificidad de sustrato. Los experimentos de
“docking” revelaron que el sitio activo predicho une preferentemente a NAD+ sobre a
NADP+ en presencia de zinc. Los polialcoholes analizados tuvieron una dispersién
conformacional mayor que en la de los cofactores debido a la mayor libertad de torsién
de las moléculas. La convergencia energética de las conformaciones se acoplé a una

seleccion manual de éstas con la informacién bibliografica disponible.

La expresién recombinante de AtSDL revelé que esta enzima presenta bastantes

complicaciones tanto en su expresién heterdloga como en los protocolos de re-
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plegamiento. Sin embargo, se logrd detectar actividad SDH en la enzima recombinante
producida tanto en E. coli como S. cerevisiae, apuntando a que AtSDL posea preferencia
por NAD+ como cofactor y por sorbitol como sustrato sobre otros polialcoholes
analizados en las condiciones manejadas en el presete trabajo. No obstante, no se
descarta la posibilidad de que AtSDL pueda oxidar otros poli-alcoholes en condiciones

nativas, aunque esto aun no se ha demostrato.

Se produjo un suero poli-clonal de raton anti-AtSDL  que fue evaluado
satisfactoriamente ¥ que ademds permitié confirmar la distribucién de AtSDL en la
planta y su localizacién sub-celular. La importancia de este avance radica en que se
inicid el proceso para la produccion del anticuerpo monoclonal especifico a AtSDL con
el fin de realizar andlisis in-situ de la ubicaciéon de AtSDL en diferentes tipos de células
y en diferentes estadios de desarrollo de A. thaliana detallando con mds énfasis los
vacios que aiin quedan en el entendimiento de la funcidén de esta enzima. Mas aun es
importante corroborar los resultados de actividad obtenidos sobre-expresando AtSDL en
A. thaliana en forma constitutiva para lograr determinar su actividad especifica y los
valores de los pardmetros bioquimicos (Viax ¥ Ky) para cada potencial sustrato que esta
presente en la planta. Por otro [ado, es importante conocer el origen filogenético de esta
enzima y por qué razdn estd presente en plantas que no acumulan sorbitol. Para esto ya
se ha realizado andlisis filogenéticos que necesitan perfeccionarse para tener una mayor
confiabilidad en los resultados obtenidos, pero que serdn de suma utilidad para entender

en un contexto mas global la funcion de AtSDL.
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ANEXO
Secuencias Dendrograma:

1) gi{397357|emb|CAA52670.1] L-iditol 2-dehydrogenase [Rattus norvegicus]

2) gi[82617550[ref]NP_001032397.1] sorbitol dehydrogenase [Bos taurus]

3) gi|1009706|gb|AAAT79043.1| sorbitol dehydrogenase precursor [Mus musculus domesticus]

4y gi|194034819|ref]lXP_001927487.1] PREDICTED: similar to sorbitol dehydrogenase [Sus scrofa]

5) gi|241678672reflXP_002412610.1] sorbitol dehydrogenase, putative [Ixodes scapularis)

6) gi]148237649refiNP_001086483.1} sorbitol dehydrogenase [Xenopus laevis]

7) gi[2352843|gb|AAB69288.1| sorbitol dehydrogenase [Callithrix sp.]

8) gi|77404236[refiNP_058748.2| sorbito] dehydrogenase [Rattus norvegicus]

9) gi|58332224)refiNP_001011264.1] sorbitol dehydrogenase [Xenopus (Silurana) tropicalis]

10) gi|156627571|ref]NP_003095.2] sorbitol dehydrogenase [Homo sapiens]

11) gi]74000494)ref]XP_544659.2] PREDICTED: similar to Sorbitol dehydrogenase (l.-iditol 2-
dehydrogenase) [Canis familiaris]

12) gi|109080936|reflXP_001111041.1] PREDICTED: sorbitol dehydrogenase [Macé.ca mulattaj

13) gi|55725282jemb|CAH89506.1] hypothetical protein [Pongo abelii]

14) gi|17737897[ref]NP_524311.1| sorbitol dehydrogenase-2 [Drosophila melanogaster]

15) gi|157128397|ref]XP_001655101.1| alcohol dehydrogenase [Aedes aegypti]

16) gij255539581|ref]XP_002510855.1] alcohol dehydrogenase, putative [Ricinus communis]

17) gi|110346882|dbj|BAE97776.1| sorbitol dehydrogenase [Cavia porcellus]

18) gi|15242240[ref|NP_200010.1] sorbitol dehydrogenase, putative / L-iditol 2-dehydrogenase,
putative [Arabidopsis thaliana]

19) gi|224062245[ref]XP_002193475.1| PREDICTED: sorbitol dehydrogenase [Taeniopygia guttata]

20) £i]95103082|gbABF51482.1| sorbitol dehydrogenase [Bombyx mori]

21) gi|7416846|dbj|BAA94084.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Prunus persica]
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22) gi[91077560[ref]XP_972368.1] PREDICTED: similar to AGAP003584-PA [Tribolium
castaneum]

23) gil13096215/pdb[IE3J|A Chain A, Ketose Reductase (Sorbitol Dehydrogenase) From Silverleaf
Whitefly

24) £i|155029180]dbj|BAF75466.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Fragaria x ananassa]

25) gi|14700000)gb|AAK71492.1| sorbitol dehydrogenase [Prunus cerasus]

26) gil121709060lref]XP_001272294.1] xylitol dehydrogenase [Aspergillus clavatus NRRL 1]

27) gi|219536271|gb|ACL18054.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Prunus salicina wvar.
cordata]

28) gi|78183416|dbj|BAE47038.1] sorbitol related enzyme [Solanum lycopersicum]

29) gi|37932831|gb]AAP69750.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 2 [Malus x domestica])

30) gi|225469310jref]XP_002269895.1| PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera]

31) 2i[37936009|gb]AAP69753.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 9 [Malus x domestica]

32) gi|74273318[gb|ABA01327.1| L-idonate dehydrogenase [Vitis vinifera]

33) gi|213514212jref]NP_001134990.1| Sorbitol dehydrogenase [Salimo salar]

34) gi|119489353|reffXP_001262887.1] xylitol dehydrogenase [Neosartorya fischeri NRRL 181]

35) gi[156145614|gb|ABU53620.1| sorbitol dehydrogenase [Pyrrhocoris apterus]

36) gi|115477633[ref]NP_001062412.1] Os0820545200 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]

37) gi|8096347|dbj|BAAS5897.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase [Eriobotrya japonica]

38) gil37932507|gbl]AAP69749.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 1 [Malus x domestica]

39) gi|77378040|gb|]ABA70761.1] sorbitol dehydrogenase [Zea mays)]

40) gi|238915530[gb|ACR78269.1| xylitol dehydrogenase [Talaromyces emersonii]

41) gi|212546123[ref]XP 002153215.1| xylitol dehydrogenase [Penicillium marneffei ATCC 18224]

42) pi|28394778|2blAAO42466.1|AF428150_1 xylitol dehydrogenase [Hypocrea jecorinal

43) gi|3264834|gb|A AC24597.1] xylito]l dehydrogenase; XDH [Candida sp. HA167]

44) gi]242824318]ref]XP_00248823:4.1[ xylitol dehydrogenase [Talaromyces stipitatus ATCC 10500]

45) gi|154303353|refiXP_001552084.1| xylitol dehydrogenase [Botryotinia fuckeliana B05.10]
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46) gil189197557|ref|XP_001935116.1| sorbitol dehydrogenase 2 [Pyrenophora tritici-repentis Pi-1C-
BFP]

47) gi|238843622|gb|EEQ33284.1] xylitol dehydrogenase [Microsporum canis CBS 113480]

48) gil238504852|ref]XP_002383655.1] xylitol dehydrogenase [Aspergilius flavus NRRL3357]

49) £i|237908315[gb|EEP82716.1] sorbitol dehydrogenase 2 [Uncinocarpus reesii 1704]

50) gi[238503636|ref]XP _002383050.1] L-arabinitol 4-dehydrogenase  [Aspergillus  flavus
NRRL3357]

51) £i|238494758[reflXP_002378615.1] alcohol dehydrogenase, putative [Aspergillus flavus
NRRL3357]

52) gil37953330)gb|AAP69755.1) NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 8§ [Malus x domestica]

53) gi|37935727]gb|AAP69752.1] NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 3 [Malus x domestica]

54) gi[119494479refiXP_001264135.1] xylitol dehydrogenase XdhB, putative [Neosartorya fischeri
NRRL 181]

55) gi|240281022]cb]EER44525.1| xylitol dehydrogenase [Ajellomyces capsulatus Hi43]

56) gi|37954285|gb]AAP69756.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 7 [Malus x domestica]

57) gil37954287|gb]A AP69757.1| NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 6 [Malus x domestica]

58) g£i[238915532[gb|ACR78270.1| arabitol dehydrogenase [Talaromyces emersonii]

59) gi[58270620ref]XP_572466.1] L-arabinitol 4-dehydrogenase {[Cryptococcus neoformans var.
neoformans JEC21]

60) gi|58269138|ref]XP_571725.1] L-arabinitol 4-dehydrogenase [Cryptococcus neoformans wvar.
neoformans JEC21]

61) gil239592397|gb|EEQ74978.1| xylitol dehydrogenase [Ajellomyces dermatitidis SLH14081]

62) gi|15811375|gb|AAL08944.1|AF355628_1 L-arabinitol 4-dehydrogenase [Hypocrea jecorinal

63) gil31087950[gb|AAP42830.1] alcohol dehydrogenase [Puccinia triticina]

64) gil226292761|gb|[EEH48181.1] sorbito]l dehydrogenase [Paracoccidioides brasiliensis Pb18]

65) gil6323099refINP_013171.1] Xylitol dehydrogenase, converts xylitol to D-xylulose in the

endogenous xylose utilization pathway; Xyl2p [Saccharomyces cerevisiae]
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66} gi|170055394jref{XP_001863562.1]| sorbitol dehydrogenase [Culex quinquefasciatus]

67) gi|76152215|gb]ABA397935.1| xylitol dehydrogenase [Candida tropicalis]

68) £i|229541638[ref]ZP_04430698.1] Alcohol dehydrogenase zinc-binding domain protein [Bagcillus
coagulans 36D1]

69) gil213401515[refiXP 002171530.1] sorbitol dehydrogenase [Schizosaccharomyces japonicus
yFS275]

70) gi|251781082|ref]ZP_04824002.1| L-iditol 2-dehydrogenase [Clostridium botulinum E1 str.

'BoNT E Beluga']
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