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RESUMEN

En la mayoria de las especies vegetales, la sacarosa es el principal aziicar transportado
desde los oOrganos fotosintéticos hacia los Organos sumideros. Sin embargo, en las
especies de las familias Rosaceae y Plantaginacea, es el sorbitol el principal azicar
transportado, el cual es oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa (SDH) en los
érganos sumideros. Estudios han reportado que los polioles, como el sorbitol, otorgan
diversas caracteristicas ventajosas a estas especies, como proteccién frente a radicales

libres, uso mas eficiente del carbono, y mayor tolerancia frente a estrés hidrico o salino.

.Se han identificado ort6logos para la enzima SDH en especies de otras familias, como
maiz, soja, Arabidopsis {(Arabidopsis thaliana) y uva (Vitis vinifera). En A. thaliana se
determiné que AtSDH es citoplasméatica y capaz de oxidar sorbitol, ribitol y xilitol.
Ademds, plantas mutantes sdi- luego de ser sometidas a condiciones de estrés hidrico
aumentaban sus niveles de polioles y presentaban una mayor tolerancia frente a este
estrés. Por otro lado, VVSDH es el ortdlogo més cercano en uva (Thompson Seedless),
compartiendo un 84% de identidad aminoacidica con AtSDH. VvSDH posee una
localizacién sub-celular citoplasmatica 'y presenta actividad enziméatica in vitro. Sin
embargo, se desconoce si VVSDH efectivamente cumple el rol de una SDH in vivo, y un
abordaje para determinar su papel es analizar su capacidad de complementar

funcionalmente las mutantes sdh- de A. thaliana.

Por lo tanto, en este Seminario de Titulo, se sentaron las bases para realizar este analisis,
que es de largo plazo. Para ello, se construydé un vector de expresiéon que contiene el

c¢DNA que codifica para VvSDH (pGWBS8-VvSDH) fitsionado 2 un tag de histidina. Se

xi
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determind la funcionalidad transcripcional y traduccional del vector, mediante la
transformacion transitoria de hojas de tabaco, utilizando las técnicas de RT-PCR y de
dot blot. Ademas, se transformaron establemente plantas de A. thaliana silvestres y tres
lineas sdh- independientes, con pGWB8 y pGWBS8-VvSDH, obteniendo mmiltiples
transformantes TO que fueron analizadas molecularmente. Posterior a este trabajo, las
plantas homocigotas de las siguientes generaciones seran sometidas a estrés hidrico con

la finalidad de corroborar ix vive la funcionalidad de la enzima VvSDH.

xii




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

ABSTRACT

In most plant species, sucrose is the main sugar transported from photosynthetic source
organs to sink organs. However, in species of the Rosaceae and Plantaginaceae
families, sorbitol is the main sugar transported, which is oxidised to fructose by sorbitol
dehydrogenase (SDH) once in sink organs. Studies have reported that polyols, like
sorbitol, give various advantageous features to these species, like protection against free

radicals, efficient use of carbon and greater tolerance to drought or salt stress.

Orthologs for the SDH enzyme have been identified in species from other families such
as maize, soybean, Arabidopsis (4drabidopsis thaliana) and grape (Vitis vinifera). In A.
thaliana, AtSDH is cytoplasmic and is capable of oxidising sorbitol, ribitol and xylitol.
In addition, mutant sdh- plants after being under water stress conditions have increased
polyol levels and a higher tolerance to this stress. On the other hand, VvSDH is the
closest ortholog in grapes (Thompson Seedless), sharing 84% amino acid identity with
AtSDH. VvSDH is cytoplasmic and presents enzymatic activity in vitro. However, it is
unknown whether VvSDH effectively plays the role of an SDH in vivo, and an approach
to determine it’s role is to analyse its ability to functionally complement sdh- mutants of

A, thaliana.

Therefore, in this thesis, the foundations were laid for this long term analysis. To do so,
an expression vector containing the cDNA encoding VvSDH (pGWB8-VvSDH) fused
to a histidine tag was constructed. The transcriptional and translational functionality of
the vector was determined by transient transformation of tobacco leaves, using RT-PCR

and dot blot technique. In addition, wild type and three independent sdh- lines of A.

xiii
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thaliana were transformed stably with pGWB8 and pGWBS8-VvSDH, obtaining multiple
T0 transformants which were analysed molecularly. After this thesis, homozygous plants
of the.subsequent generations will be subjected to water stress in order to confirm iz vivo

the functionality of the enzyme VvSDH.

Xiv
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1. INTRODUCCION
1.1 Azicares en plantas

Los productos primarios de la fotosintesis son los azicares como sacarosa, y los
alcoholes de aziicares (polioles) como el sorbitol (Negm & Loesher, 1979). Los polioles
corresponden a azicares reducidos en sus grupos ceto o aldo (Bieleski, 1982). La cadena
de carbono de estos puede ser lineal (ribitol, xilitol, sorbitol, manitol, entré otros) o
ciclica como el inositol y ononitol (Noiraud y cols., 2001). En la mayoria de las especies
vegetales son la sacarosa o la rafinosa los azicares que son transportados via floema
(tejido vascular) desde los érganos fotosintéticos (hojas), hacia los 6rganos sumideros
(frutos, raices) (Zimmermann & Ziegler, 1975). Sin embargo, en especies de la familia
Rosaceae (Ej. Durazno, Prunus persica) y Plantaginaceae (Ej. llantén, Plantago major),
es el sorbitol el principal fotosintato translocado, en la familia Celastraceae (Ej.
Euonymus sp) es el galactitol (Pommerrenig y col., 2007) y en las familias Apiaceae (Ej.
apio, Apium graveolens), Oleaceae (Ej. olivo, Olea europaea) y Rubiaceae (Ej. café
arabigo, Coffea arabica) el manitol es el fotosintato principalmente translocado
(Bieleski, 1982; Lewis, 1984). En plantas superiores se han reportado un total de 17
polioles, de los cuales solo en angiospermas se han aislado al menos 13 de ellos, donde

el manitol es el que estd mayormente distribuido (Lewis, 1984).
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1.2 Funciones de los polioles en plantas

Los polioles ademds de ser una fuente de carbono, presentan algunas caracteristicas y
funciones que son importantes para las plantas. Algunas de estas son: a) proteccion
frente a radicales libres, ya que tienen la capacidad de neutralizar estas especies
reactivas (Smirnoff & Cumbes, 1989; Shen y col.,, 1997), b) entregan un mayor
rendimiento neto de ATP en o6rganos no fotosintéticos (Pharr y col., 1995), ¢) en su
forma lineal son eficientes osmolitos, por lo que su acumulacion ayuda a tolerar mejor el
estrés de tipo abidtico como sequia, bajas temperaturas y estrés salino (Galinski &
Truper, 1994), d) actian como solutos compatibles, ya que pueden acumularse en altas
concentraciones dentro de la célula sin dafiarla y sin interferir en procesos metabdlicos
(Stoop y col., 1996; Conde y col, 2007), y e) permiten la translocacién de
micronutrientes como el boro (B), considerado como inmévil o ligeramente mévil y que

es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Brown & Hu, 1996).

1.3 Metabolismo del sorbitol

El sorbitol es el poliol mas ampliamente estudiado, ya que se encuentra en especies
vegetales de gran importancia econdmica tanto a nivel mundial, como para nuestro pais.
Dentro de estas especies, se encuentran al manzano -(Malus x domestica), ciruela

(Prunus salicina), pera (Pyrus pyrifolia), y durazno (Prunus persica).

El sorbitol es sintetizado en érganos fuente (hojas), a partir de la glucosa-6-fosfato por

accién de la aldosa-6-fosfato reductasa (A6PR; EC .1.1.1.200), reaccidén que estd
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acoplada a la oxidacion de NADPH donde se genera sorbitol-6-fosfato, el cual a su vez
es desfosforilado por accion de la sorbitol fosfatasa (S6PP). El sorbitol es cargado al
floema por transportadores, y translocado hacia los 6rganos sumidero (frutos, raices),
donde por accion de la sorbitol deshidrogenasa (SDH; EC 1.1.1.14) es oxidado a

fructosa (Figura 1; Loescher, 1987; Beruter y col., 1997).

[ m-c=0 CH,OM CH,OM [
H-C-OM H-C-OH c=0
HO-C-H HO-C-H MO-C-M

; u~¢-on H-C:-OH n—¢-ou J
H-C-OM H-C-OH H-C-OH

CH,OM CH,OM CH,OM |

D-Glucose D-Sorbitol D=Fructose i

Photosynthesis — s Jy ’\
& v
Glucose-6-P + NADPH &f

Sorbitol-6-P « NADP
2

Sorbitol « Pi

a
Sorbitol —— /

Sorbitol + NAD

Fructose « NADH

1 Aldose 6-Phosphate Reductase
2 Sorbitol Phosphatase
r3 Sorbitol Dehydrogenase

Figura 1: Via de sintesis y degradacién de sorbitol. Enzimas involucradas en la sintesis de
sorbitol en organo fuente (hoja) y degradacion de sorbitol en drgano sumidero (fruto).
(Modificado de Loescher, 1987).

1.4 Sorbitol deshidrogenasa (SDH)

SDH no solo esta presente en el reino vegetal, también es posible encontrarla en

animales (Negm & Loescher, 1979; Blakley, 1951), bacterias (Sola-Carvajal y col.,
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2012) y levaduras (Sarthy y col., 1994). Fue parcialmente purificada por primera vez
desde higado de rata (Blakley, 1951), luego desde pera (Oura y col., 2000) y
caracterizada desde manzana utilizando proteinas recombinantes (Yamada y col., 1998).
Su conformacién es de un tetrimero con un ion de zinc por cada subunidad. Cada
subunidad presenta dos dominios, uno es el dominio de unidén a la coenzima y el otro es

el dominio catalitico, el cual tiene un sitio de uni6n a zinc (Johansson y col., 2001).

1.4.1 Sorbitol deshidrogenasa en plantas

Se han identificado SDHs en plantas pertenecientes principalmente a la familia
Rosaceae, como ciruela (Guo y col 2012), durazno (Lo Bianco y col., 1998), pera (Oura
y col, 2000), y manzana (Park y col, 2002). Sin embargo, se han encontrado ortélogos en
otras familias, como maiz.(Zea mays) (Doehlert, 1987), soya (Glycine max) (Kuo y col,
1990), tomate (Solamum Iycopersicum) (Ohta y col, 2005), Arabidopsis thaliana
(Nosarszewski y col, 2012; Aguayo y cols., 2013; Aguayo y cols., 2015) y vid (Vifis
vinifera) (Conde y col., 2015).

En A. thaliana (Brassicaceae), se determiné que la enzima AtSDH (415g51970) presenta
una localizacion sub-celular citoplasmadtica y es capaz de oxidar sorbitol, ribitol y xilitol
(Aguayo y col., 2013; Aguayo y col., 2015). Tres mutantes independientes sdi- en esta
especie con una insercion de T-DNA en el ecotipo Columbia (Col-0): SALK 020855
(sdhl-1), 077335 (sdhl-3) y 023456 (sdhl-4), crecidas en medio Murashige & Skoog
presentan un fenotipo similar que plantas silvestres, Sin embargo, luego de aplicar estrés

por sequia hay un aumento en la concentracion de sorbitol y ribitol en las dos primeras
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(Nosarszewski y col., 2012) y bajo ciertas condiciones de fotoperiodo, poseen mayor
tolerancia a dicho estrés (Aguayo y col., 2013), consistente con el rol de sorbitol y otros

polioles actuando como solutos compatibles.

8
*
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Figura 2: Plantas sdh- y silvestre de A. thaliana sometidas a estrés hidrico. A. Fenotipo de
plantas de 4 semanas sometidas a 14 dias sin riego. B. Porcentaje de sobrevivencia de lineas

sdh-y silvestres 14 dias después de la re-hidratacién. (Modificado de Aguayo y col, 2013).

En plantas de vid (V. vinifera) se observé que cuando eran sometidas a estrés hidrico
(déficit de agua), en las bayas se producia un aumento en los niveles de metabolitos
(manitol, galactinol, myo-inositol, glicerol y sorbitol) los que podrian a su vez afectar
negativamente las caracteristicas del vino (“Tempranillo”), mientras que en hojas la
concentracion de polioles se mantenia constante. Especificamente en bayas de uva se
observd un aumento de 2.5 veces de manitol comparado con el control, que corresponde
a bayas de plantas sin déficit hidrico, mientras que el sorbitol aumenté de 3 a 4 veces

mas que el control (Conde y col., 2015).
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Figura 3: Efecto del déficit hidrico sobre la acumulacién de manitol (A) y sorbitol (B) en
uvas. Concentraciéon de manitol (A) y sorbitol (B) en el mesocarpo de uvas a diferentes etapas
de desarrollo y en diferentes condiciones hidricas (FI: completamente irrigado; RDI: déficit

regular de irrigacion; NI: sin irrigacion), (Modificado de Conde y col., 2015).

Por otro lado, se aisl6 y clond el cDNA de una SDH proveniente de la cepa
Cabernet Sauvignon (VvSDH1), donde se determiné que VvSDHI poseia entre un 75 y
86% de identidad aminoacidica con otras SDHs conocidas (Ej. manzana) (Tang, 2011).
También se aislé a partir de cDNA de la cepa Thompson Seedless un marco de lectura
abierto (ORF) codificante para un gen denominado VvSDL, con 99% de identidad a
VwSDH1, 87% de identidad a SISDH de S. lycopersicum y un 77% a MdSDH de M.
domestica. Se determind que la localizacién sub-celular de VVSDL es citoplasmética y
ademas presentaba actividad enzimdtica in vitro, donde la enzima recombinada obtenida
a partir de extractos solubles de E. coli era capaz de oxidar sorbitol, xilitol y ribitol. Al
purificar la proteina, se determinaron sus parametros cinéticos, obteniendo que VvSDL
poseia una Km de 1,56 + 0,23 mM, una velocidad maxima de 61 nM S y una kea de

0,338 S, al oxidar sorbitol (Araya, 2013). Estos antecedentes permiten afirmar que
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VvSDL seria una sorbitol deshidrogenasa, por lo que para este Seminario de Titulo se

denomind el gen como VvSDH.

1.5 Estrategia desarrollada

Es conocido el rol de los policles en especies vegetales que los sintetizan (Rosaceae y
Plantaginaceae), y se ha visto que en aquellas especies que translocan otros azicares, la
acumulacién de polioles como el sorbitol permiten responder de mejor manera frente a
estrés hidrico por ejemplo, como es el caso de A. thaliana. Se determiné in vitro que la
enzima presentaba actividad y era capaz de oxidar polioles, pero ain no se ha
determinado su rol in vivo. Es por esto que una forma de determinar si VvSDH de
Thompson Seedless efectivamente cumple el rol de una SDH in vivo, es evaluar su
capacidad de complementar funcionalmente las mutantes sdh- de 4. thaliana, revirtiendo
su fenotipo y aumentando su sensibilidad al estrés por sequia (Figura 2). Sin embargo, es
un objetivo de largo plazo. Por lo tanto, en este Seminario de Titulo, se construyo el
vector de expresion pGWBS8-VVSDIH, el cual se corrobor6 su funcionalidad
transcripcional y traduccional mediante la transformacién transitoria de hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum). Luego, se transformaron establemente plantas sdi- y silvestres de
A. thaliana y se analizaron a nivel molecular. Posterior a este seminario, se pretende

realizar ensayos de déficit hidrico en las lineas obtenidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Obtencion de un vector de expresion que posee el gen que codifica para una sorbitol
deshidrogenasa de Vitis vinifera (pGWB8-VVSDH) y transformar plantas silvestres y

mutantes sdh- de Arabidopsis thaliana.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1.- Clonar VvSDH en pGWBS, un vector binario para la expresion de VvSDH-His
en plantas.

2.2.2.- Determinar la funcionalidad del vector pGWB8-VvSDH mediante la
transformacion transitoria de hojas de tabaco.

2.2.3.- Transformar establemente plantas silvestres y mutantes sdh- de Arabidopsis
thaliana mediante inmersion floral con pGWB8-VvSDH.

2.2.4.- Analizar molecularmente Arabidopsis thaliana transformadas establemente con

pGWBS-VvSDH.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1 Plismidos utilizados

Se utilizo el vector de entrada. pCR8 (pCR®8/GW/TOPO® LifeTechnologies), el cual
posee el gen que codifica para la resistencia a espectinomicina, permitiendo asi
seleccionar células bacterianas transformadas con este vector. Especificamente, se
utilizé pCR8-VvSDH (Araya, 2013; ver Anexo), que posee la secuencia codificante de
dicho gen, sin su codon de término. Ademds, se utilizé el vector de salida o destinacion,
pGWB8 (GATEWAY Binary Vector, Nakagawa y col., 2009), el cual posee el gen
nptll que codifica para la resistencia a kanamicina, y que es usado para seleccionar
bacterias transformadas con dicho vector. Ademads, posee el gen hpt que codifica para la
resistencia a higromicina, el cual es utilizado para la seleccion de transformantes en
plantas, y agrega un tag de histidina (6X-His) en el extremo carboxilo terminal de

VvSDH.

pCRS8 es compatible con la tecnologia GATEWAY™ (basada en la recombinacién
sitio-especifica entre fago A y DNA de Escherichia coli} (Karimi y col., 2002). El
fragmento de interés en pCR8 estd entre los sitios atL (1 y 2) que luego por
recombinacién homdloga con el vector de destinacion que posee los sitios de
recombinacién a#fR (1 y 2) queda flanqueado por estos sitios, en una reaccion catalizada
por la enzima LR Clonase™ de Invitrogen. Una vez transferido el gen al vector de

destinacion, éste podra ser transferido al genoma de una célula vegetal, ya que este tipo
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de vectores permite transformar estable o transitoriamente un tejido vegetal, por la
presencia de las regiones RB y LB, que permiten transferir la informacién entre estos
bordes a la planta, mediado por la capacidad de la bacteria A. rumefaciens de realizar

transferencia horizontal de material genético.
3.1.2 Cepas y crecimiento bacteriano

E. coli transformados con pCR8-VvSDH fueron crecidos en LB sélido [NaCl 0,8%
(p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), agar 1,6% (p/v)] con
espectinomicina-(100 pg/ml) para la seleccién de transformantes, y luego estos tiltimos
fueron crecidos en LB liquido [NaCl 0,8% (p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura
0,5% (p/v)] vy el antibidtico respectivo con agitacién de 200 rpm, durante 16 h a 37°C.
Los clones portando pGWB8-VvSDH fiteron crecidos en medio LB sélido o liquido con

kanamicina (50 pg/ml) para la seleccidén de transformantes.

La cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 fue crecida en LB sélido o liquido con
agitacién de 200 rpm durante 48 h a 28°C, suplementado con rifampicina (10 pg/ml)
para la seleccion de la cepa de Agrobacterium y gentamicina (25 pg/ml) para la
seleccion del plismido Ti. Para la cepa portadora de pGWB8-VvSDH o pGWBS, se

adicion6 kanamicina (50 pg/ml).
3.1.3 Preparacion de Agrobacterium tumefaciens quimiocompetentes

Se prepararon células de 4. fumefaciens quimiocompetentes, para lo cual se incubd un
pre-in6culo de 20 pl en 5 ml de LB liquido con los antibiodticos (seccion 3.1.2) con

agitacion a 28°C durante 18 h. Posteriormente se traspaso este cultivo a 100 ml de LB

10
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liquido con igual concentracién de antibidticos y agitacién en un matraz de250 ml hasta
alcanzar la fase exponencial de crecimiento (D.O.s00am entre 0,5 y 0,8, JENWAY 6300
Spectrophotometer). El cultivo se traspasé a dos tubos Falcon de 50 ml y se dejé en
hielo durante 10 min, se centrifugaron a 3000g y 4°C durante 20 min para
posteriormente eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de CaCl, (20
mM) estéril frio. Luego, se congelaron alicuotas de 100 pl en N2 liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.
3.1.4 Propagacion de especics vegetales

Semillas de Nicotiana tabacum (tabaco) fueron sembradas en lana de roca (gro|dan®,
GRO-SLAB™), regadas dos veces por semana con medio hidropénico (Gibeaut y col.,
1997), con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a 22°C. Plantas de 3.5 meses de

edad aproximadamente fueron utilizadas para la transformacién transitoria.

Semillas de Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0), SALK 020855 (sdhi-1), 077335
(sdhi-3) y 023456 (sdhi-4) fueron esterilizadas con etanol 70% (v/v) durante 2 min,
secadas en campana de flujo laminar y sembradas en placas de Petri que contenian
medio MS con vitaminas (Murashige & Skoog basal medium w/vitamins,
PhytoTechnology Laboratories®), suplementado con sacarosa 3% (p/v), myo-inositol
0,1% (p/v) y agar 0,6% (p/v) (llevado a pH 5,8 antes de agregar el agar). Las placas
fueron puestas en un incubador con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a 22°C
por dos semanas. Posteriormente [as pléntulas fueron traspasadas a un soporte fiffy-7C
hidratado (Jiffy International AS) en sistema AraHarvest (SPL Life and Sciences),

cubiertas con alusa plast, el cual fue removido una semana después. Las plantas se

11
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mantuvieron en invernadero con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad a 22°C

durante 3 semanas hasta cuando fueron transformadas mediante inmersién floral.

3.2 OBTENCION Y VERIFICACION DE pGWBS-VvSDH
3.2.1 Purificacién de plismidos

Se crecid la cepa de E. coli con el vector de interés (seccion 3.1.1) en LB liquido, y
posteriormente se extrajo el DNA plasmidial siguiendo las indicaciones del protocolo de

mini-prep (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit).

3.2.2 Recombinacién entre vectores de entrada (pCR8-VvSDH) y destinacién
(pGWBS)

La reaccion de recombinacidn (volumen final 20 ul) consistié en 150 ng de pCRS8-
VvSDH (4 ul) y 150 ng de pGWBS purificados (4 pl) (seccion 3.2.1), ambos
cuantificados mediante NanoDrop (seccion 3.6.1) y 1 pl de LR Clonase™ Enzyme Mix
(Invitrogen). Se incubd a 25°C por 1 h, se agregd 1 pl de proteinasa K y se dejo a 37°C

por 10 min para detener la reaccién.

3.2.3 Transformacion de E. coli MACHI1 quimiocompetente

Se utilizé el método de transformacion por golpe térmico. Células competentes de E.
coli cepa MACHI (previamente realizadas en el laboratorio) (100 pl) se mezclaron con
10 pl de la reaccion de recombinacion, se dejaron durante 10 min en hielo, se aplicé el
golpe térmico por 30 seg a 42°C para posteriormente dejarlas en hielo por 5 min. Se
agregaron 200 pl de LB liquido y se dejaron crecer durante 1 h a 37°C con agitacion,

Luego éstas fueron sembradas en medio LB sélido con el antibidtico kanamicina.

12
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3.2.4 Transformacion de Agrobacterium quimiocompetente

Se transformé A. tumefaciens con pGWB8 y pGWBS8-VvSDH mediante golpe térmico.
Para la transformacion se descongel6 una alicuota de Agrobacterium quimiocompetente
(seccion 3.1.1), se adicionaron 400-600 ng de vector binario purificado obtenido luego
de la transformacion de E. coli quimiocompetente y su purificacion (seccién 3.2.3 y
3.2.1 respectivamente) -y se incubé en N2 liquido durante 5 min. Luego se agregd 1 ml
de LB liquido y se incubd a 28°C con agitacion de 200 rpm durante 2 h. Se sembraron
en placas LB sdlido suplementado con los antibidticos respectivos (seccién 3.1.2) 50 pi
del cultivo y 50 pl de cultivo luego de ser centrifugado a 4000g durante 5 min a
temperatura ambiente, con la eliminacién de 500 pl de LB y resuspendidos en el medio
restante. Posteriormente, se realizé un cultivo liquido, donde se picdé una colonia de
Agrobacterium resistente al antibidtico (crecida en placas) y se deposité en 5 ml de
medio LB liquido con los antibidticos respectivos (seccion 3.1.2). Luego se prepard un
concentrado de células a partir del cultivo liquido. Para esto, se tomaron 700 pl del
cultivo y se depositd en un tubo eppendorf de 1,5 ml al cual se le adicionaron 400 ul de

glicerol (85% v/v) ¢l cual fue almacenado a -80°C para sus posteriores usos.

3.2.5 Verificaciéon de pGWBS-VvSDH por PCR

Para corroborar la obtencion de pGWBS8-VvSDH, se crecieron cultivos de E. coli
transformados en medio L.B liquido. Posteriormente el plasmido fue purificado (seccién
3.2.1), vy se realizé un PCR con Taq DNA Polimerasa con partidores VwSDH F y
VwSDH_R (ver Tabla 1). La reaccién consistié en la mezcla de 1X buffer de reaccién

con MgClz 15 mM de Sigma-Aldrich®, dANTP 0,2 mM mix [dATP 10 mM, dCTP 10

13
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mM, dGTP 10 mM y dTTP 10 mM], 1 pM de cada partidor, I U de enzima Taq DNA
Polimerasa de Sigma-Aldrich®, ~100 ng de templado y agua miliQ estéril hasta obtener
un volumen final de 20 pl. El programa de PCR utilizado se denominé VvSDH (ver
Tabla 3). Para la observacion del producto de PCR se realizé un gel de agarosa 1,5%
(p/v) preparado con buffer TAE 1X [Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8]. Las
muestras de DNA (10 .pl) se mezclaron con 2 pl de buffer de carga (6X DNA Loading
Dye de Fermentas®), el gel fue depositado en una cdmara de electroforesis con buffer

TAE 1X, y se aplico una diferencia de potencia de 90 V durante 50 min. Luego se

incubd el gel en una solucién de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 15 min.

Posteriormente se visualizaron las bandas en una camara oscura equipada con un

transiluminador UV y se capturd la imagen con GeneGenius Classic (SynGene®).
3.2.6 Secuenciaciéon

Para determinar si la secuencia de VvSDH habia sido correctamente clonada en el vector
de destinacién y ademds si ésta posefa el tag de interés en marco de lectura en su
extremo C-terminal, se disefiaron partidores especificos para el vector (Tabla 1) y se
secuenciaron las muestras de DNA plasmidial purificadas previamente a partir de E.
coli. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia de VvSDH obtenida
por Araya (2013}, la cual previamente habia sido comparada con las secuencias de

Arabidopsis, nispero, frutilla, durazno, entre otras.

14
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3.2.7 PCR de pGWBS y pGWBS-VvSDH a partir de A. tumefaciens

Para verificar la correcta transformacion de 4. fumefaciens con los vectores, se realizo
un PCR de colonia para ambos constructos. El templado se obtuvo picando 1 colonia de
Agrobacterium resistente a kanamicina y suspendida en 10 pl de agua. Luego se
tomaron 2 pl como templado en una mezcla de 1X buffer de reacciéon con 15 mM
MgCl; de Sigma-Aldrich®, 0,2 mM dNTP mix {10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM
dGTP y 10 mM dTTP], 1 pM de cada partidor (ver Tabla 1), 1 U de enzima Taq DNA
Polimerasa de Sigma-Aldrich® y agua miliQ estéril hasta un volumen final de 20 ul.
Los programas utilizados se denominaron pGWB8_FR para el caso del vector pPGWBS-
VvSDH y cmR_FR, ccdB_FR y cmR_F-ccdB_R para el vector pGWB8 (ver Tabla 3).
La visualizacion de bandas se realizé mediante la realizacién de geles de agarosa al 1%

(p/v) en buffer TAE 1X (seccién 3.2.5).

3.3 TRANSFORMACION TRANSITORIA DE HOJAS DE N. tabacum

Se realizaron cultivos liquidos de A. fumefaciens transformado con pGWB8-VvSDH y
pGWBS. Para esto, se crecieron 30 pl del concentrado de' 4. tumefaciens transformado
(seccién 3.2.4) en 5 ml de LB liquido, luego 1 ml del pre-indculo fue traspasado a 10 ml
de LB liquido suplementado con los antibiéticos respectivos (seccion 3.1.2) y se incubo
durante 18 h a 28°C con agitacion de 200 rpm. Se centrifugé a 7000g durante 3 min, se
eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las células en agua destilada estéril hasta
alcanzar una D.O.e00nm entre 0,5 y 0,8. Luego se agregé 0,1 mM de acetosiringona.
Posteriormente se procedio a transformar el tejido vegetal, causando una herida en la

cara abaxial de la hoja de N. fabacum con una aguja fina (de una jeringa de insulina), y
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luego con una jeringa sin aguja se procedio a infiltrar lentamente 5 ml de la suspensién
por la herida, hasta cuando el panel de la hoja se vio completamente infiltrado. Las
plantas fueron dejadas en invernadero durante 3 dias, para Iuego recolectar el tejido
infiltrado y realizar ensayos de extraccién de RNA y proteinas totales (seccién 3.5.1 y

3.8.1).

3.4 TRANSFORMACION ESTABLE DE A. thaliana

Se realizaron cultivos liquidos de 4. tumefaciens (100 ml; seccién 3.2.4), dejandolos
crecer hasta saturacion, Los 100 ml fireron divididos en 2 Falcon de 50 ml y
centrifugados a 5000g durante 20 min, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron
las células en 50 ml de medio de infiltracion [sacarosa 5% (p/v), silwett L-77 0,05%
(p/v)] durante 1 h hasta una D.O.¢00am de 0,8. Inflorescencias de plantas de 5 semanas
fueron sumergidas en la suspension durante 30 seg, se elimind el exceso de medio con
papel absorbente, se dejaron las plantas en invernadero en oscuridad durante 24 h y
luego con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad a 22°C hasta la obtencién de semillas

(TO) (Clough & Bent., 1998).

3.5 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE MATERIAL
VEGETAL

3.5.1 Extraccion de RNA a partir de hojas de V. fabacum agroinfiltradas

Luego de tres dias post-agroinfiltracion de hojas de N. tabacum, se procedidé a masar
100 mg de tejido, los cuales fueron puestos en tubos eppendorf de 1,5 ml, congelados en

N> liquido y-almacenados a -80°C. El tejido fue molido en mortero con N3 liquido, y
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para la extraccion de RNA se siguieron las indicaciones del método de TRIzol®

Reagent (Life Technologies).

3.5.2 Extraccion de DNA gendmico a partir de hojas caulinarias de A. thaliana

Semillas de A. thaliana (TO0) transformantes fieron esterilizadas. (seccién 3.1.4) y
sembradas en placas de Petri con medio MS sélido 1% (p/v) sacarosa, suplementado
con higromicina (25 pg/ml). Se dejaron en un incubador con fotoperiodo 16 hluzy 8 h
de oscuridad a 22°C durante 2 semanas hasta la observacion de plantulas resistentes al
medio de seleccion. Las plantulas fueron traspasadas a sistema jiffy y mantenidas en
invernadero. Luego de 4 a 5 semanas se procedio a recolectar dos a tres hojas
caulinares, las cuales fueron puestas en tubos eppendorf de 1,5 ml, congeladas en N3
liquido y almacenadas a -80°C. Se molié el tejido con pistilo frio hasta tener un polvo
fino, manteniéndolo en N2 liquido, se agregaron 400 pl de Buffer de extraccion Edward
[Tris-HCI 200 mM (pH 7,5), NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5 % (p/v)], se agitd
vigorosamente durante 5 seg a temperatura ambiente y se centrifugé a 13300 rpm
durante 5 min, Se transfirieron 300 pl del sobrenadante a un tubo eppendorf de 1,5 ml,
se adicionaron 300 pl de isopropanol frfo y se incubd a temperatura ambiente durante 5
min. Se centrifugé a 13300 rpm durante 10 min, se descarto el sobrenadante y se lavo el
pellet con etanol 70% (v/v) invirtiendo los tubos. Se centrifugé a 13300 rpm durante 5
min, se elimind el sobrenadante y se secé el pellet a temperatura ambiente, el cual fue

resuspendido en 40 pl Tris-HCI 10 mM pH 8 y almacenado a -20°C.,
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3.5.3 Extraccion de RNA a partir de hojas caulinares de A. thaliana

Se recolectaron y masaron 50 mg de tejido de hojas caulinarias de 4. thaliana y. se
congelaron en N liquido. Se moli6 el tejido con pistilo y N2 liquido. Posteriormente se
siguieron las indicaciones del kit PowerPlant ® RNA Isolation Kit (MoBio Laboratories

Inc) para la extraccién de RNA.

3.6 CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DE

ACIDOS NUCLEICOS EXTRAIDOS

3.6.1 Cuantificacion

Para la cuantificacién de DNA'y RNA se utilizé un espectofotémetro NanoDrop®ND-
1000 UV-Vis. Se midieron las absorbancias 230 nm, 260 nm y 280 nm, con las cuales
se calcularon los indices Azeo/Azso ¥ Az60/A230. Cuando el indice Aaeo/Azso es cercano a
1,8 (para DNA) o 2 (para RNA) se considera que las muestras estdn libres de
contaminantes como proteinas o compuestos fendlicos, mientras que cuando el indice
Aoseo/ Azso estd dentro del rango 1,8 — 2,2 indica que las muestras no presentan solventes
orginicos y sales. Valores menores a los mencionados anteriormente, indican

contaminacion de las muestras.

3.6.2 Determinacion de la integridad y calidad de acidos nucleicos

Para determinar la integridad del RNA extraido, éste fue sometido a una electroforesis

en condiciones denaturantes. Se prepard un gel de agarosa 1,5% (p/v) en 26,1 ml de
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H,0 DEPC, 3 ml de Buffer MOPS 10X [MOPS 0,4 M, acetato de sodio 0,1 M, EDTA
10 mM, llevado a pH 7 con NaOH 10 M en DEPC] y 900 pl de formaldehido 37%
(v/v). Se prepararon las muestras de RNA mezclando 1 pl de muestra con 1 pl de buffer
de carga (2X RNA Loading Dye de Thermo Scientific™), se incubé a 70°C durante 10
min y-luego en hielo durante 5 min. El gel de agarosa fue puesto en la cdmara de
electroforesis con Buffer MOPS 1X, se cargaron las muestras y se aplico una diferencia
de potencial de 70 V durante 45 min. Posteriormente se visualizaron las bandas en un

transiluminador UV y la imagen fue capturada con GeneGenius Classic (SynGene®).

La integridad y calidad del DNA y ¢cDNA se corroboré mediante PCR, amplificando un
fragmento del gen 185 para el caso de cDNA obtenido a partir de hojas de N. tabacum y
el gen Actina para el caso de DNA y ¢cDNA de 4. thaliana. Para ello, se utilizaron los
partidores 18S_F y 18S_R para la amplificacion de /85 y AtActinad_F, AtActina4 R
para la amplificacion de actina (Tabla 1), los programas de PCR utilizados fueron
18S_FR v Actina respectivamente (Tabla 3). Los productos de PCR fueron cargados en
geles de agarosa 1,5% (p/v), resueltos por electroforesis y visualizados tal como se

indica en seccidn 3.2.5.
3.7 OBTENCION DE cDNA A PARTIR DE RNA DE TABACQO Y ARABIDOQPSIS
3.7.1 Tratamiento con DNasa

Luego de extraer el RNA, las muestras fueron tratadas con el fin de eliminar posibles
fragmentos de DNA. Para esto se trataron 2 pg de RNA total con 1 U de DNasa I

(Thermo Scientific™), buffer DNasal 1X (Thermo Scientific™), 10 U RiboLock RNase
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Inhibitor (Thermo Scientific™) y H>O DEPC hasta un volumen final de 20 ul. Se
incubd a 37°C durante 1 h, se mantuvo 1 min a temperatura ambiente, se agregd 1 pi de

EDTA. (50 mM) y se incubé a 65°C durante 10 min.
3.7.2RT-PCR

Para la sintesis de cDNA, se realizé una reaccion de transcripcion reversa a las muestras
de RNA tratadas con DNasa. Se uso el sistema de ImProm-II™ Reverse Transcription
System (Promega). Se tomaron 11 pl de la reaccién de tratamiento con DNasa (seccion
3.7.1), se mezclé con 0,1 mM de oligoAp (Tabla 1), se incubé durante 5 min a 70 °C y
luego 5 min en hielo. Posteriormente se agregd el “mix RT” compuesto por Buffer
ImProm-II™ 5X, MgCl» 2,5 mM, dNTP 1 mM mix en DEPC [dATP 10 mM, dCTP 10
mM, dGTP 10 mM y dTTP 10 mM], 2 pl Improm-1I™ Reverse Transcriptase y se llevé
a volumen final de 40 pl con agua libre de nucleasas. Luego se llevd a cabo la reaccién
de transcripcion reversa en un termociclador siguiendo €l programa RT-PCR (Tabla 3),
Posteriormente las muestras se guardaron a -20°C.

Tabla 1: Partidores utilizados durante el desarrollo del seminario de titulo. Se indican las

secuencias de los partidores, la temperatura melting y una breve descripcion del lugar de

hibridacidén de estos,

Nombre Secuencia Tm (°C) Descripeion
5'- ATG GGA AAA GGA GGG Hibrida desde el
VvSDH_F 61.9
ATG TCT CAG GG -3' inicio del gen
Hibrida desde

5'- GAG GTT GAA CAT GAC
VvSDH R 57.9 extremo 3', no incluye
- CTT AAT GGC AG -3'

el coddon de término
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de W'wSDH

Hibrida en una region
5'-GCC GAT ACA ATCTGT
VvSDH_F-inter 57.5 intermedia del gen

GCCCT -3
WSDH en sentido

Hibrida en una region
5-TAT CCT TCG CAA GAC

pGWBS F 57.8 de pGWBS rio arriba
CCTTCCT-3'
del gen
5'- CGA GCT CTA AGC ATG Hibrida con el tag de
pGWBS_R 55.5 o
ATG ATG ATG -3' histidina

Hibrida en una
5-TTG ATT ACGTCC CTG .
i85 F 60.6 region interna del gen

CCCTIT -3
185 en sentido

Hibrida en una
5'- ACA ATG ATC CTIT CCG

188 R 60.4 regién interna del gen
- CAGGT -3'
18S en anti-sentido
His3 5'- CAT TCT GCC GAC ATG 56 Hibrida en la region
is
GAA GCC ATC A -3' del tag de histidina

‘ Hibrida en una region
5'- GAG AGC CGT TAT CGT ]
ccdB_F 60.3 interna del gen ccdB
CTGTTIT GTG GA -3' ]
en sentido

Hibrida en una region
5'- TGA TGT CAT TTT CGCGGT )
ccdB R 62.4 interna del gen ccdB
GGC TGA GA -3' ] i
en anti-sentido

Hibrida en una region
5'- AGA CGG TGA GCT GGT )
cmR_F 61.4 interna del gen cmR
GAT ATGGGAT -3' i
en sentido

Hibrida en una region
5'- CAT TCT GCC GAC ATG )
c¢cmR R 61.5 interna del gen cmR
GAA GCCATCA -3 ) .
en anti-sentido

Hibrida en una regién
. 5'- CAC ACT TTC TAC AAT
AtActinad F 50.1 en sentido del gen
GAGCT -3
Actina4
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Hibrida en una region
5-GCA GTG ATCTCT TTG

AtActinad R 52.7 en anti-sentido del
CTC AT -3'
gen Actinad
5'- CGC CAC GCGTCG ACT Hibrida con poliA
OligoAp AGT ACTTTT 51 en la region 3°de los
TITTITTITTIT T-3' mRNA.

Tabla 2: Combinacién de partidores usados para la amplificacior por PCR de DNA. Se
indica la combinacién de partidores usados para amplificar fragmentos de DNA plasmidial,

gendmico, o cDNA de E. coli, A. thaliana y N. tabacum ademas del nombre y tamafio esperado

del fragmento amplificado.

Pares de partidores Templado Nombre Tamaiio esperado
(pb)
VvSDH_F DNA plasmidial VvSDH 1098
VvSDH R ¢DNA tabaco {CDS completo sin
cDNA Arabidopsis coddén de término)
pGWB8 F DNA plasmidial VvSDH-his 1290
pGWBSE_R
cmR_F DNA plasmidial cmR 379
cmR R
ccdB F DNA plasmidial ccdB 241
ccdB R
cmR_F DNA plasmidial cmR-ccdB 1039
ccdB R DNAg Arabidopsis
188 F cDNA tabaco 188 200
18§ R
AtActinad4 F DNAg Arabidopsis Actina 800
AtActinad R
AtActina4 F c¢DNA Arabidopsis Actina 700
AtActinad R
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VvSDH_F DNAg Arabidopsis VvSDH-his 1164
His3

VvSDH_interF c¢DNA Arabidopsis SDHinter-his 809
His3

Tabla 3: Programas de PCR utilizados. Se indica el nombre del programa de PCR, los ciclos,
la temperatura y el tiempo para cada etapa del PCR.

Nombre Ne ciclos Temperatura (°C) | Tiempo (min:s)
1 94 05:00
94 00:30
VvSDH 35 60 00:50
72 01:00
1 72 01:00
1 04 05:00
pGWBE_FR 94 00:30
VvSDHF-His 35 56 00:50
SDHinter-His 72 01:00
1 72 01:00
i 94 05:00
cmR_FR 94 00:30
ccdB_FR 35 60 00:50
cmR_F-ccdB R 72 01:00
1 72 10:00
1 94 05:00
94 00:40
18S FR 30 58 00:30
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68 00:50

1 68 10:00

1 94 10:00

94 00:25

Actina 35 54 00:25
72 00:30

1 72 05:00

70 05:00

4 05:00

RT-PCR 1 25 05:00
42 60:00

70 15:00

3.8 DETECCION DE VvSDH-HIS

Se extrajeron las proteinas totales de tabacos transformados transitoriamente con
pGWBS8-VVSDH, se cuantificaron (seccién 3.8.1) y luego se analizaron mediante
electroforesis en condiciones denaturantes (SDS-PAGE), western blot y dot blot

(secciones 3.8.2, 3.8.3 y 3.8.4 respectivamente).

3.8.1 Extraccion de proteinas totales a partir de hojas de N. tabacumn

agroinfiltradas

Luego de tres dias se recolectaron hojas agroinfiltradas de N. rabacum, se masd 1 g de

tejido, se congel6 en N2 liquido y se almacené en tubos Falcon de 15 ml a -80°C.
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Posteriormente se molié el tejido en mortero y N2 liquido y se homogeneizé con 2 ml de
buffer de extraccion frio [PVPP 2% (p/v), Tris 50 mM, &cido citrico monohidratado 7
mM, cisteina HCl monohidratada 6 mM, 4cido ascorbico 6 mM, PEG 8000 1 mM; pH
8,3]. La mezcla se cenfrifugd durante 25 min a 13000 g a 4°C (Muir y cols., 2011). La
fraccién de proteinas totales solubles se puso en un tubo Falcon de 15 ml y fue
almacenado a -20°C para posteriores anélisis. Para determinar la concentracion de
proteinas totales se utiliz6 el método de Bradford (Bradford, 1976), ocupando
cantidades conocidas de albuimina sérica bovina (BSA) de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/ml para

generar una curva estandar.
3.8.2 SDS-PAGE

Se prepararon. geles de poliacrilamida al 12% (p/v) [1,7 mi de agua destilada, 1,25 ml de
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8, 25 pl de SDS 20% (p/v), 2 ml de solucién acrilamida 30%
(p/v)/ bis-acrilamida 0,8% (p/v), 50 pl de APS 10% (p/v) y 5 pl de TEMED]. El gel
concentrador fue preparado al 4% (p/v) [1,54 ml de agpa destilada, 625 pl de Tris-HCl
0,5 M, pH 6,8, 125 pl de SDS 20% (p/v), 335 pl de solucién acrilamida 30% (p/v)/ bis-

acrilamida 0,8% (p/v), 25 ul de APS 10% (p/v) y 5 pul de TEMED].

La electroforesis en condiciones denaturantes se realizo sumergiendo los geles en buffer
de corrida [Tris-HCI 250 mM, pH 8,8, glicina 200 mM y SDS 20% (p/v)]. Las muestras
fueron mezcladas con buffer de carga 2X [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)i,
luego incubadas a 70°C por 10 min y cargadas en el gel. 50 pg de proteina obtenidos de

la transformacion con pGWBS8 y pGWB8-VvSDH y 0,5 pg de proteina control (His-
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AtA6PR purificada; Wurman, 2013) fueron cargadas y corridas por 60 min a un
potencial de 80 V'y luego por 90 min a un potencial de 100 V. Los geles se.revelaron
mediante tincién Coomassie, tifiéndolos durante 1 h y luego destifiendo con solucién de
destefiido [metanol, acido acético y agua destilada] durante 24 h o transferidos a una

membrana de nitrocelulosa.
3.8.3 Western blot

Para determinar la presencia y el tamafio de la proteina de fusién VvSDH-His en hojas
de tabaco transformadas transitoriamente se realizé un ensayo de western blot anti-His.
Para ello se transfirieron las proteinas resueltas en el gel SDS-PAGE a una membrana
de nitrocelulosa utilizando el equipo Trans-Blot® SD- “Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell” de Bio-Rad. La transferencia fue efectuada durante 20 min a un potencial
de 15 V, posteriormente la membrana fue lavada con agua destilada y luego incubada
con Rojo de Ponceau [Rojo de Ponceau 0,1 % (p/v), acido acético 5 % (v/v)] durante 5
min en agitacién. Se lavé nuevamente la membrana con agua destilada y luego se
incub6 durante 2 h con TBS-T [Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 140 mM y Tween 20
0,1% (p/v)] y 5% (p/v) leche Svelty. Se lavé la membrana 3 veces por 10 min con TBS-
T y luego se incubéd la membrana con TBS-T, 5% (p/v) leche y el anticuerpo primario
His (1/3000, anticuerpo monoclonal anti poli-His producido en ratén, Sigma-Aldrich®)
durante 16 h a 4°C. Posteriormente se lavd 3 veces la membrana durante 10 min con
TBS-T y se incubd con TBS-T, leche 5% (p/v) mads el anticuerpo secundario (fosfatasa
alcalina 1/6000, anticuerpo anti IgG de raton producido en cabra, Sigma-Aldrich®)

durante 1 h en agitacion. Se lavo la membrana con TBS-T 3 veces por 10 min, luego se
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lavé 2 veces-por 5 min con buffer alcalino [Tris-HCI 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM,
MgCl; 5mM] y se incubd por 30 min con 10 mi de solucion buffer alcalino mas 66 pl
NBT (50 pg/pl) y 33 pl BCIP (25 pg/pl). La reaccion de revelado se detuvo con 400 pl

de EDTA 0,5 M.
3.8.4 Dot blot

Para determinar la presencia de VvSDH-His en hojas de tabaco transformadas
transitoriamente, se realizé el ensayo de dot blot anti-His. Para ello se colocd en una
membrana de nitrocelulosa 10 pg del extracto de proteinas totales de la fraccion soluble
obtenidos de tabacos transformados con pGWBS8 y pGWB8-VVvSDH y 1 pg de proteina
His-AtA6PR purificada (Wurman, 2013), se dejé secar la membrana a temperatura
ambiente y luego se incubd en 5 ml de TBS-T [Tris 10 mM, pH 8.0, NaCl 150 mM y
Tween 20 0,05% (v/v)] durante 20 min. Se bloqued la membrana con 5 ml de solucién
de bloqueo [5% (p/v) leche en TBS-T] por 1 h y luego se incub6 con 5 ml de buffer de
dilucién [TBS-T, leche 2,5% (p/v)] mas el anticuerpo primario His (1/3000, anticuerpo
monoclonal anti poli-His producido en ratén, Sigma-Aldrich®) durante 1 h en agitacion
y a temperatura ainbiente. Se lavé la membrana 3 veces por 10 min con TBS-T y luego
se incub6 con TBS-T, leche 2,5% (p/v) mas el anticuerpo secundario (fosfatasa alcalina
1/5000, anticuerpo anti IgG de raton producido en cabra, Sigma-Aldrich®) durante 1 h
en agitacion. Se lavé la membrana con TBS-T 3 veces por 10 min y se incubd por 30
min con 10 ml de solucién buffer alcalino més 66 ul NBT (50 pg/pl) y 33 ul BCIP (25

ug/ul). La reaccién se detuvo con agua destilada (Seepiban y col., 2015).
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4, RESULTADOS

4.1 Clonacion de VvSDH en pGWBS, un vector binario para la expresion de

VvSDH-His en plantas

Para evaluar la funcionalidad ‘de la sorbitol deshidrogenasa de vid (VvSDH) mediante la
complementacion de mutantes sdh- de 4. thaliana, se generd el vector de destinacion
pGWB8-VvSDH que posee el CDS de JvSDH fusionado a un tag de histidina (6X-His)

C terminal.

4.1.1 Extraccion de DNA plasmidial a partir de E. coli

Se realizd la extraccion de DNA plasmidial a partir de células de E. coli que poseian los
vectores pCR8-VVSDH (Araya, 2013; ver Anexo) y pGWBS8 (seccién 3.2.1). Se
cuantificaron las muestras obtenidas (seccién 3.6.1) y luego se utilizaron éstas para

realizar la recombinacién entre vectores, utilizando la tecnologia Gateway.

4.1.2 Recombinacion del vector pCR8-VvSDH con el vector de destinacion pGWBS

Se realizd la recombinacién entre los vectores de entrada y destinacion (seccion 3.2.2) y
luego se transformaron células de E. coli (seccién 3.2.3). Se realizaron
minipreparaciones de 6 colonias positivas para la seleccién con el antibidtico
kanamicina y se realizd un PCR amplificando el CDS de VvSDH utilizando los
partidores VVSDH_F y R (ver Tabla 2 y Tabla 3, VvSDH). Los productos de PCR
fueron cargados en un gel de agarosa, visualizando las bandas del tamafio esperado de

1098 pb aproximadamente (Figura 4).
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1 2 3 4 5 6 C- C+ PM

Figura 4: PCR de minipreparaciones de E. coli transformadas con pGWB8-VvSDH. Se
observan bandas en los carriles del 1 al 6 de aproximadamente 1098 pb, correspondientes al
tamaiio esperado para el CDS de VvSDH obtenido a partir de PCR de 6 minipreparaciones de E.
coli transformantes. El carril C+ corresponde al vector pCR8-VvSDH purificado usado como
templado, mientras que el carril C- corresponde al control negativo de PCR usando como
templado agua. La flecha roja indica los 1000 pb del marcador de peso molecular (PM). El

cuadro rojo enmarca la minipreparacion utilizada en los siguientes experimentos.

Se envié a secuenciar las 6 minipreparaciones y se obtuvo que aquella perteneciente a la
colonia 1 poseia un 100% de identidad nucleotidica con la secuencia obtenida por Araya
(2013) no presentaba su codon de término y poseia la secuencia que codifica para el

epitopo de histidina en el extremo 3'de VvSDH (ver Anexo).

4.1.3 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con pGWB8 y pGWBS-

VvSDH y verificacién por PCR

Se transformo la cepa de A. tumefaciens GV3101 (seccion 3.2.4) con pGWBS y con el
clon nimero 1 de pGWB-VVvSDH (seccion 4.1.2) por golpe térmico. Se seleccionaron 4

colonias transformantes, resistentes al antibidtico kanamicina para ambos casos, y se
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realizd un PCR de colonia amplificando fragmentos de los genes ¢mR (usando los
partidores cmR_F-R), cedB (con los partidores ccdB_F-R) y la combinacién cmR-ccdB
(usando los partidores cmR_F-ccdB_R) para corroborar la presencia del vector vacio
(Figura 5 A, B y C), y amplificando el CDS de VvSDH (Figura 6) para verificar la

presencia del vector pPGWB8-VvSDH ( partidores pGWBS8_F-R, Tabla 2).

Figura 5: PCR de colonia de Agrobacterium tumefaciens transformadas con pGWBS. A.
Amplificado de un fragmento del gen cedB. Se observan bandas del tamaiio esperado de 241 pb.
La flecha roja indica los 200 pb del marcador de peso molecular (PM). B. Amplificado de un
fragmento del gen cmR. Se observan bandas de 379 pb aproximadamente. La flecha roja indica
los 400 pb del PM. La flecha azul para los paneles A y B indica los 500 pb del PM. C.
Amplificado de combinacién de cmR-cedB, observandose bandas del tamafio esperado de 1039
pb. La flecha indica los 1000 pb. Para los paneles A, B y C, los carriles 1 al 4 representan las
colonias independientes de 4. tumefaciens transformadas, C+ corresponde al control positivo del
PCR (pGWBS purificado como templado), C- corresponde al control negativo del PCR (agua
como templado) y C-2 corresponde a un segundo control negativo del PCR (pGWB8-VvSDH

purificado como templado).
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Como se observa.en la Figura 5 A, B y C, las 4 colonias analizadas dieron positivas para
el PCR usando los respectivos pares de partidores, corroborando asi la presencia del

vector vacio, pGWBS, en A. tumefaciens.

Figura 6: Amplificado de CDS de VWSDH a partir de Agrobacterium tumefaciens
transformada con pGWB8-VvSDH., Carriles del I al 4 corresponden a colonias independientes
de A. tumefaciens transformadas. Se¢ observa una banda del tamafio esperado de 1290 pb
aproximadamente, El carril C+ corresponde al control positivo de PCR (usando pGWBS-
VvSDH purificado como templado) y el carmril C- corresponde al control negativo del PCR,
usando agua como templado. La flecha indica los 1000 pb del marcador de peso molecular
(PM).

La Figura 6 demuestra que las colonias analizadas poseen efectivamente el vector
pGWBS-VvSDH, presentando asi el CDS de JvSDH y el epitopo de histidina. Por lo
tanto, mediante técnicas moleculares (PCR y secuenciacion) se comprueba la obtencién
del vector pPGWB8-VvSDH, con lo cual se cumple el objetivo especifico 1 de este

Seminario de Titulo.
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4.2 Determinacion de la funcionalidad del vector pGWB8-VvSDH mediante la

transformacion transitoria de hojas de Nicotiana tabacumn

4.2.1 Evaluacion de la expresion del gen VvSDH

Una vez corroborada la presencia de los vectores en A. tumefaciens (seccion 4.1.3) se
realizaron cultivos liquidos (seccién 3.2.4) y se transformaron transitoriamente paneles
de hojas de N. tabacum por agro-infiltracién (seccion 3.3) para evaluar la expresion del
gen de una forma rdpida y efectiva. Tres dias post infiltracién se recolecto el tejido
agroinfiltrado y se procedié a extraer el RNA total (seccién 3.5.1), corroborando la
calidad e integridad de éstos por electroforesis en condiciones denaturantes (seccion
3.6.2) (Figura 7 A). Posteriormente al tratamiento con DNasa, se realizo la sintesis de
cDNA. (seccidn 3.7.1 y 3.7.2 respectivamente) y se verifico su integridad mediante PCR

de un fragmento del gen 18S (Figura 7 B).
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Figura 7: Obtencion y verificacion de la calidad de RNA total extraido de tabaco agro-
infiltrado. A. Electroforesis en condiciones denaturantes de muestras de RNA total extraidas
desde hojas de tabaco transformadas transitoriamente con pGWB8 y pGWBS-VvSDH. B.
Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de un fragmento del gen /&S obtenidos
a partir del cDNA sintetizado desde RNA. Se observa en los 3 carriles la amplificacion de una
banda de 200 pb, correspondientes al tamafio esperado para este fragmento. Carril 1 corresponde
al producto de PCR proveniente de tabaco transformado con pGWBS, carril 2 corresponde al
producto de PCR proveniente de tabaco transformado con pGWB8-VVvSDH, carril 3 corresponde
al producto de PCR proveniente de tabaco silvestre (no-transformado) y C- corresponde al
control negativo del PCR usando como templado agua. La flecha roja indica la banda de 200 pb

y la flecha azul indica los 500 pb del marcador de peso molecular (PM).

Luego de verificar la calidad e integridad del cDNA, se utilizé éste para determinar la
expresion del gen VvSDH mediante un PCR, utilizando los partidores VVSDH_F y

VvSDH_R (Tabla 2).
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Figura 8: Determinacion de la funcionalidad transcripcional de pGWB8-VvSDH. Productos
de RT-PCR para la amplificaciéon de VvSDH utilizando como templado cDNA sintetizado a
partir de RNA de hojas de tabaco transformadas con pGWBS (carril 1) y pGWB8-VvSDH (carril
2). C+ corresponde al control positivo del PCR (DNA plasmidial pGWB8-VvSDH purificado
como templado) y C- corresponde-al control negativo del PCR (usando agua como templado).

La flecha roja indica 1000 pb del marcador de peso molecular (PM).

Se observa en la Figura 8 la presencia de una banda solo en el carril 2 de un tamafio
aproximado de 1098 pb correspondientes al CDS de VvSDH, demostrando la expresién
del gen luego de agro-infilirar hojas de tabaco con pGWB8-VvSDH. Mientras que en el
carril 1 no se observan bandas, corroborando que el constructo pGWB8 es un control

negativo de transformacion.

4.2.2 Determinacion de la traduccién del gen VvSDH-His

Corroborada la expresion del transcrito, se procedié a verificar la traduccién de éste.

Para ello se transformaron hojas de tabaco (seccién 3.3) con ambos vectores, de manera
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independiente. Luego de 3 dias post-infiltracion se recolecto el tejido y se extrajeron las
proteinas totales de la fraccion soluble e insoluble (seccién 3.9.1). La verificacion de la
presencia de la proteina VvSDH-His se realiz6 en primer lugar mediante un gel de
poliacrilamida y western blot (Figura 9 A y B respectivamente) y posteriormente por

dot-blot (Figura 10 A y B), utilizando un antisuero primario anti-His (seccién 3.9.2).

Figura 9: Ensayo de western blot anti-His. Extractos crudos de proteinas totales de la fraccion
solubles fueron obtenidos a partir de hojas de tabaco infiltradas con 4. tumefaciens portando
pGWB8-VvSDH o pGWBS. Proteinas (50 pg) fueron cargadas en un gel de poliacrilamida (A) y
luego sometido a ensayo de western blot (B) usando un antisuero primario anti-His. Control
positivo del ensayo, proteina recombinante His-AtA6PR purificada (Wurman, 2013). La flecha

roja indica los 70 kDa y la flecha naranja indica los 40 kDa de marcador de peso molecular.

En la Figura 9 A, se muestra el patrén de bandas en el gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), de extractos crudos de proteinas solubles de tabacos transformados con pGWB8

35




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

y pGWB8-VvSDH, se cargé ademas en el gel el control positivo His-AtA6PR
purificada, carril donde no se observa una banda, pero si se observa la sefial luego de
realizar el ensayo de western blot. En la Figura 9 B, se visualiza solo el control positivo
del ensayo, correspondiente a la proteina recombinante His-AtA6PR purificada de 35
kDa (Wurman, 2013). Sin embargo, e inesperadamente, no se observan bandas en el
carril pGWB8-VVSDH (el tamafio esperado de VvSDH-His es 39,25 kDa). En el carril
pGWBS igualmente no se observan bandas, lo que es esperado, ya que plantas
transformadas solo con el vector no deberian expresar ninguna proteina que pueda ser
reconocida por el anticuerpo-primario. Una posible explicacién de la ausencia de bandas
en la muestra pGWB8-VVSDH es la dilucion que sufren todas las proteinas al ser
resueltas en un gel de poliacrilamida (ver Discusion). Por lo tanto, se procedi6 a realizar
un anilisis de dot blot con los mismos extractos proteicos, que concentra todas las

proteinas en una supetficie muy reducida.
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Figura 10: Ensayo de dot blot anti-His. Extractos crudos de proteinas totales de la fraccion
solubles (A) e insoluble (B) fueron obtenidos a partir de hojas de tabaco infiltradas con A.
tumefaciens portando pGWB8-VvSDH o pGWBS. 10 pg de proteinas fueron depositadas en
una membrana de nitrocelulosa y sujetas a un ensayo de dot-blof usando un antisuero primario
anti-His. Flecha roja indica la posicion donde se encuentra el halo correspondiente a la proteina
de fusion VvSDH-His, control positivo del ensayo, proteina recombinante His-AtA6PR

purificada (Wurman, 2013).

En Figura 10 A, se observa la presencia de la proteina VvSDH-His en forma de un halo
indicado por la flecha roja, lo que demuestra que la proteina de fusion si estd siendo
expresada en hojas de tabaco transformadas con pGWB8-VvSDH, mientras que no se
observa un halo en aquellas hojas transformadas con el vector vacio (pGWB8). Se
realiz6 ademds el mismo ensayo de dot blot con la fraccién insoluble de proteinas para

descartar que la proteina de interés VVSDH-His estuviese en el pellet, de acuerdo a esto,
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se¢ observa en la Figura 10 B solo la sefial del control positivo His-AtA6PR,
determinando que.la proteina de fusién VvSDH-His se encuentra en la fraccién soluble
de proteinas. Por lo tanto, mediante técnicas moleculares se comprueba que pGWB8-
VvSDH es funcional a nivel transcripcional y traduccional, con lo cual se cumple el

objetivo especifico 2 de este Seminario de Titulo.

4.3 Transformacion estable de plantas silvestres y mutantes sdii- de Arabidopsis
thaliana mediante inmersion floral con pGWB8-VvSDH y anailisis molecular de

plantas transformantes

Para determinar la funcionalidad de la proteina sorbitol deshidrogenasa de vid (VvSDH)
se realizd posteriormente la transformacién estable de 4 lineas de A. thaliana (seccién
3.4) ecotipos Col-0; silvestre, sdhl-1, sdhi-3 y sdhil-4, mediante jnmersién floral.
Posteriormente, se sembraron aproximadamente 4000 semillas TO de cada linea

transformada en medio de seleccidén con higromicina (25 pg/ml).
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sdhi-1 pGWBS8

Figura 11: Siembra de semillas T0 de Arabidopsis thaliana transformadas con pGWBS (A)
o pGWBS8-VvSDH (B) en medio de seleccion. Semillas de Arabidopsis transformantes (T0)

fueron sembradas en medio MS, 3% de sacarosa y 25 pg/ml de higromicina. A y B son

imagenes referenciales que muestran cémo se visualizan las plantas resistentes al antibidtico, 14

dias post-siembra. A corresponde a pléntulas de la linea sdh/-I transformadas con pPGWBS, B

corresponde a plantulas de la linea silvestre (WT) transformadas con pGWB8-VvSDH. El

circulo rojo encierra aquellas plantas resistentes al antibidtico, y se muestra ademas un

acercamiento de éstas.

En la Figura 11 se muestran como se ven las semillas de A. thaliana transformantes

sembradas en medio de seleccion (MS con higromicina). Se observa que todas las

semillas germinan pero solo algunas logran crecer y desarrollar hojas verdaderas y un
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crecimiento en el largo de la raiz, lo cual es el primer indicio de que estas plantas son

transformantes.
4.3.1 Extraccion de DNA genémico

Se realizaron extracciones de DNAg (seccion 3.5.2) de hojas caulinarias de plantas
resistentes a higromicina de 4 semanas, transformadas con pGWBS8 como control
negativo, y con pGWB8-VvSDH. Se verifico la calidad de los 4cidos nucleicos
obtenidos mediante la amplificacion por PCR (ver Tabla 3) de un fragmento del gen
Actina (partidores AtActina4_F y R, Tabla 2) y se visualizaron los resultados en geles de

agarosa (Figura 12).

WT sdh1-1 sdh1-3 sdh1-4

WT sdh1-1 sdh1-3  sdh1-4

Figura 12: Amplificacion por PCR de un fragmento del gen Actina de A. thaliana
transformadas con pGWBS (A) o pGWBS8-VvSDH (B). A. Amplificados de PCR usando
como templado DNAg de plantas transformadas con pGWBS8. B. Amplificados de PCR usando




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

como templado DNAg de plantas transformadas con pGWB8-VvSDH. Se observan bandas en
todos los carriles, tanto en A como en B del tamafio esperado de 800 pb aproximadamente. C+
corresponde al control positivo del PCR usando DNAg de plantas silvestres no-transformadas,
C- corresponde a un control negativo de PCR usando como templado agua. La flecha roja indica

los 750 pb del marcador de peso molecular (PM) y la flecha azul los 1000 pb.

Una vez corroborada la integridad y calidad del DNA, se amplificaron fragmentos de
DNA de los vectores por PCR, para determinar la presencia de pGWB8 y pGWBS8-
VvSDH en el genoma de las plantas transformadas. Para plantas transformadas con
pGWBS, se amplificd la combinacién de los genes cmR-ccdB (ver Tabla 2) y para
plantas transformadas con pGWB8-VvSDH, se amplifico el gen VvSDH fusionado al tag
de histidina usando la combinacién de partidores VVSDH_F-His3 (ver Tabla 2). Los

resultados se muestran en la Figura 13.

WT sdh1-1 sghi-3 sdh1-4

B wWT sdh1-1  sdhi1-3 sdh1-4
1 2 8 ‘4 S '6 7.8 9 Wi

Figura 13: Amplificacion por PCR de los genes cmR-ccdB y VwSDH-His de A. thaliana
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transformadas con pGWBS (A) 0 pGWBS-VvSDH (B), respectivamente. A Amplificados de
PCR de los genes cmR-ccdB, usando como templado DNAg de plantas transformadas con
pGWBS. Se observan bandas del tamaifio esperado en todos los carriles de 1039 pb
aproximadamente. C+ corresponde al control positivo, usando como templado pGWBS
purificado, C-1 corresponde a un control negativo de PCR usando como templado pGWBS-
VvSDH purificado y C- es un control negativo usando como templado agua. B, Amplificados de
PCR del gen VwSDH-His, usando como templado DNAg de plantas-transformadas con pGWBS-
VvSDH. Se observan bandas del tamafio esperado de 1164 pb en todos los carriles. C+
corresponde al control positivo, usando como templado pGWBS-VVSDIH purificado, C-2
corresponde a un control negativo de PCR usando como templado pGWBS purificado y C- es un
control negativo usando como templado agua. La flecha roja indica los 1000 pb del marcador de

peso molecular (PM).

De esta manera, se verifico la presencia de los genes cmR-ccdB y VvSDH-His,
demostrando que la transformacion de plantas de A. thaliana con ambos vectores fue

realizada exitosamente.
4.3.2 Extraccién de RNA y sintesis de cDNA

Con la extraccion de DNAg y la amplificacion de genes claves se determind que las
plantas transformadas con los vectores habian integrado los transgenes al genoma
vegetal. Para determinar si éstos estaban siendo expresados, se realizo la extraccion de
RNA total (seccién 3.5.3) de plantas transformantes con pGWB8-VvSDH, se
cuantificaron (seccion 3.6.1) y se determind la calidad de los RNA mediante
electroforesis en condiciones denaturantes (seccion 3.6.2; Figura 14). Luego, se sintetizo

el cDNA que fue usado como templado para amplificar un fragmento del gen Actina y el
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gen VvSDH con o sin el epitopo de histidina. Los resultados se muestran en la Figura 15

y 16 respectivamente.

WT sdhi1-1 sdhi1-3 sdh 1-4

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13
P o-"ﬂt-o”.o . w
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Figura 14: Verificacion de la calidad de RNA totales. Electroforesis en condiciones
denaturantes de muestras de RNA total extraidos desde hojas caulinarias de A. thaliana
transformantes que portan pGWB8-VvSDH. Carriles 1 al 7 corresponde a RNAs de la linea
silvestre (WT), carril 8 y 9 corresponde a RNAs de la linea sdhli-1, carril 10 al 12 corresponde a
RNAs de la linea sdhl-3 y carril 13 corresponde a RNA de la linea sdhl-4.

A partir de la Figura 14 se puede determinar que los RNAs extraidos son de buena
calidad, aunque no uniformes en concentracion, ademds se obtuvo mediante
cuantificacion de éstos (Aze0 / A230 Y Aze0/ Azso, seccion 3.6.1), valores entre 2 y 2,1, lo

que permite proseguir con la sintesis de cDNA.
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WT sdhi-1 sdh1-3 sdh 1-4

Figura 15: Amplificaciéon por PCR de un fragmento del gen Actina de A. thaliana
transformantes que portan pGWB8-VvSDH. Amplificados de PCR de un fragmento del gen
Actina, usando como templado cDNA de plantas transformantes. Se observan bandas del tamafio
esperado en todos los carriles de 700 pb aproximadamente. C+ corresponde al control positivo,
usando como templado DNAg de 4. thaliana silvestre, C- corresponde a un control negativo de
PCR usando como templado agua. La flecha roja indica los 750 pb y la flecha azul indica los

1000 pb del marcador de peso molecular (PM).

En la Figura 15 se observa la amplificacién de un fragmento del gen Actina del tamaiio
esperado de 700 pb en todos los carriles, lo que permite verificar la correcta sintesis del

c¢DNA de cada planta transformante con pGWB8-VvSDH.
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* WT sdhi1-1 sdh1-3 sdhi1-4
PM 1 2 3 4 S5a6 a8 910 11 12 ; C+ C-C-1
- I TTERER R e -
B WT sdh1-1  sdh1-3 sdh1-4
PM 1 2 3 4 56 2629 10 11 12; C+ C-C-1

Figura 16: Amplificacion de VvSDH (A) y WSDH-His (B) por RT-PCR en Arabidopsis
transformados con pGWBS8-VvSDH. A. Amplificado de VvSDH por RT-PCR utilizando
partidores VVSDH_F — R. Se observan bandas del tamafio esperado de 1098 pb en todos los
carriles, exceptuando el 8 y 10. B. Amplificado de FVvSDH-His por RT-PCR utilizando
partidores VVSDH_interF — His3. Se observan bandas del tamafio esperado de 809 pb en todos
los carriles, exceptuando el 8 y 10. Para A y B se usé como templado ¢cDNA (10 ng/pl) de
plantas transformantes con pGWB8-VvSDH, C+ corresponde al control positivo, usando como
templado pGWB8-VvSDH purificado, C- corresponde a un control negativo de PCR usando
como templado DNAg de una planta silvestre no-transformada y C-1 es un control negativo
usando como templado agua. La flecha roja indica los 1000 pb del marcador de peso molecular

(PM) y la flecha azul indica 750 pb.

La amplificacion de VvSDH y VvSDH-His se realizo utilizando distintas concentraciones

de ¢cDNA (5, 10, 15 y 25 ng/ul), para descartar que la ausencia de amplificacion del

fragmento de DNA en los carriles 8 y 10 (Figura 16 A y B) se debiese a un problema de
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concentracion de templado. Esto fue corroborado ya que no se observaron bandas en los

carriles antes mencionados a las concentraciones utilizadas.

Mediante la amplificacion de VvSDH-His a partir de ¢cDNA sintetizado de plantas
transformadas con el vector de interés se demostré que €ste esta siendo expresado por
las plantas transformantes, dando por cumplido el objetivo especifico 3 de este

Seminario de Titulo y parcialmente el objetivo especifico 4.

4.3.3 Porcentaje de eficiencia de la transformacién de A. thaliena

Se calculd el porcentaje de eficiencia de la transformacion de las plantas transformadas
con pGWBS en base al nimero de plantas PCR positivas y pGWB8-VvSDH, en base al
nimero de plantas RT-PCR positivas (Tabla 4, respectivamente), valores mostrados en

la Tabla 4.

Tabla 4: Tabla resumen de plantas de A. fhaliana transformantes. Se indica el vector
utilizado, lineas de A. thaliana transformadas, nmimero aproximado de semillas sembradas en
medio MS con higromicina y las resistentes al antibidtico. Ademads, se indica el nimero de

plantas transformantes positivas verificadas por PCR y RT-PCR vy el porcentaje de eficiencia de

la transformacion.
Vector Linea  N°semillas N© semillas PCR RT-PCR % de
sembradas  resistentesa  positivas positivas  eficiencia
(aprox) higromicina

pGWBE WT 4000 5 5 NA 0,125
sdhi-1 4000 1 1 NA 0,025

sdhi-3 4000 4 4 NA 0,1
sdhi-4 4000 1 1 NA 0,025
pGWBE- WT 4000 7 7 7 0,175
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VvSDH  sdhi-1 4000 2 2 1 0,025
sdhi-3 4000 3 3 2 0,05
sdhi-4 4000 1 | I 0,025

NA: no aplica
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5. DISCUSION

La transformacién de sorbitol a fructosa es llevada a cabo por la enzima sorbitol
deshidrogenasa (SDH), principalmente en érganos sumideros de especies pertenecientes
a la familia Rosaceae (Bieleski, 1982). Sin embargo, se ha encontrado que dicha enzima
no solo estd presente en especies de esta familia, sino que también en otras familias
como Brassicaceae (Nosarzewski & Downie, 2012), Vitaceae (Conde y col., 2015),
entre otras. En Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), se ha descrito la enzima sorbitol
deshidrogenasa (AtSDH, At5g51970), localizada en citoplasma (Mandujano, 2010) y se
ha observado que mutantes para esta enzima toleran de mejor manera el déficit hidrico

(Aguayo y col., 2013).

En el presente Seminario de Titulo se trabajo con el gen VwSDH de Vitis vinifera (Araya,
2013), que codifica para una posible SDH. Para determinar la funcionalidad de la
proteina se transformaron plantas de Arabidopsis silvestres y deficienies en la enzima
AtSDH con el fin de revertir el fenotipo de las mutantes, Para ello, se construyé el
vector de expresion pGWB8-VvSDH, el cual fue analizado molecularmente y se utilizé
para transformar en una primera instancia plantas de tabaco con el fin de determinar la
funcionalidad del vector de una manera répida, obteniéndose que el transgen (VvSDH-
His) es expresado y traducido a proteina. De forma paralela se transformaron plantas de
Arabidopsis silvestres y mutantes para la enzima (sdhl-1, 1-3 y 1-4), las cuales fueron
analizadas molecularmente, donde se determind que las plantas obtenidas tenian

integrado el gen y éste estaba siendo transcrito.
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5.1 Clonacién de VvSDH en pGWBS, un vector binario para la expresion de

VvSDH-His en plantas.

Para poder transformar las plantas de interés y determinar la funcionalidad de la enzima
VvSDH, se construyd el vector de expresion pGWBS8-VvSDH, el cual permite la
expresion constitutiva del gen de interés ya que estd bajo el promotor 358. Ademds
posee un epitopo de histidina que permite reconocer la proteina de fusion generada y
posee dos marcadores de seleccién, kanamicina para la seleccidn en bacterias y el gen de
resistencia a higromicina que permite la seleccioén en plantas (Nakagawa y col., 2007 y
2009). Luego de realizar los andlisis moleculares, se obtuvo que al menos un clon
presentaba las caracteristicas necesarias/deseadas para la transformacién de plantas

(Figura 4, carril 1), campliendo de esta forma el objetivo especifico 1.

Se obtuvieron células de E. coli y A. tumefaciens transformado con el vector generado,
las cuales se corroboraron por PCR, amplificando el gen de interés con diferentes pares
de partidores (ver Tabla 2) obteniendo bandas del tamafio esperado al utilizar colonias
de E. coli y A. tumefaciens como templado (Figuras 4 y 6 respectivamente), lo cual
indicaria la correcta construccion del vector binario. Se transformaron también células
de A. tumefaciens con el vector binario vacio con el fin de tener un control negativo para
la transformacién de plantas. Las colonias obtenidas fueron igualmente sometidas a
andlisis moleculares, donde se amplificaron fragmentos de los genes cmR y ecdB (Figura

5A, B, C), obteniendo las bandas de los tamafios esperados. El gen cmR que codifica

para la resistencia al antibiético cloranfenicol, es utilizado para la seleccién en bacterias,
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no asi en plantas, y el gen ccdB, es un gen letal que tiene como blanco la DNA girasa, y
es utilizado para la seleccién de E. coli transformantes que contienen ¢l DNA
recombinante (Loris y col., 1999), por lo que plantas transformadas con el vector vacio
generarian lineas que servirfan como control de transformacién, ademds permitiria

descartar que el vector tiene un efecto negativo al momento de transformar plantas.

5.2 Analisis de la funcionalidad de pGWBS8-VvSDH mediante fransformacion

transitoria de hojas de tabaco

Se realiz6 el andlisis de funcionalidad del vector binario transformando en primer lugar
hojas de tabaco de manera fransitoria, y posteriormente las lineas de Arabidopsis
establemente. La transformacidn transitoria tiene la ventaja de obtener los resultados de
forma efectiva y en un menor periodo de tiempo con respecto a la transformacion
estable. Se requiere de un total de 4 dias, los que incluye los 3 dias post-infiltracién para
1a recoleccion de tejido infiltrado y un dia para los andlisis moleculares (Sparkes y cols.,
2006), mientras que si solo se realizara la transformacion estable en Arabidopsis, el
tiempo estimado es de 3 meses; se deben obtener lineas transformantes (T1) para evaluar
la integracion del gen en el genoma de la planta y luego determinar si estd siendo

expresado.
5.2.1 Expresion del gen VvSDH

Realizada la transformacion transitoria de hojas de tabaco con los vectores pGWB8 y
pGWB8-VvSDH, la extraccién de RNA total, el RT-PCR para las muestras y la

posterior amplificacién del gen VvSDH, utilizando partidores especificos para el gen
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(ver Tabla 2), se observo que éste estaba siendo expresado solo en las hojas infiliradas
con pGWB8-VVSDH (Figura 8, carril 2). Este resultado es esperado, ya que aquellas
plantas transformadas con el vector vacio no poseen la secuencia codificante de la SDH
de vid, por lo-que no se esperaba la amplificacion de VvSDH (Figura 8, carril 1), solo

presenta las secuencias ccdB y emR (Loris y col., 1999).
5.2.2 Traduccion del gen VvSDH-His

Se volvié a transformar hojas de tabaco con los vectores ya mencionados para
determinar si VvSDH-His estaba siendo traducido. Como primer abordaje para la
determinacién de la presencia de la proteina, se realizé un western blot usando como
anticuerpo primario el anficuerpo monoclonal anti poli-His. Sin embargo, no se observé
la banda correspondiente a la proteina VvSDH-His de 39,25 kDa (Figura 9 B). La
ausencia de una banda podria deberse a varios factores. Primero, en la agro-infiltracion,
no todas las células son transformadas, reduciendo la acumulacién de proteinas
exogenas. Segundo, el método de extraccion de proteinas utilizado permite extraer las
proteinas totales de la fraccion solubles, teniendo entonces una mezcla de proteinas y Ia
proteina de interés en muy bajas concentraciones. Tercero, en un ensayo de-SDS-PAGE,
las proteinas presentes son diluidas al ser resueltas en el gel. Cuarto, el método de
extraccion utilizado pudo no ser 100% eficiente, ya que al momento de centrifugar las
muestras, parte de la proteina de interés pudo haber quedado en el pellet. Sin embargo,
esto puede ser descartado ya que al realizar el ensayo de dot blot con la fraccion
insoluble, no se observé una sefial en la seccién donde se cargaron las proteinas de

plantas transformadas con el vector pGWB8B-VVSDH (Figura 10 B). Sin embargo, la
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técnica wutilizada (western blot) no presenté problemas de ejecucion, ya que si fue
posible observar la banda correspondiente al control positivo (His-AtA6PR purificada)
(Figura 9 B). Como alternativa para detectar la presencia de VvSDH-His, se podria
purificar la proteina de interés mediante una columna afinidad que une al epitope de
poli-histidina y luego realizar el ensayo de western blot, pero este procedimiento

requeria de un mayor tiempo.

Por estas razones, se realizd un ensayo de dof blot, usando igualmente el anticuerpo
monoclonal anti poli-His para la deteccién de VvSDH-His. Esta técnica que consiste en
depositar solo una gota de la muestra de proteinas en la membrana de nitrocelulosa
favorece que en un drea menor se concentren todas las proteinas y fue aqui donde sf se
observo la presencia de un halo en la membrana (Figura 10 A, flecha roja), lo cual indica
que la proteina de fusién si estd siendo expresada en hojas de tabaco transformadas con
pGWB8-VvSDH, no asi en hojas transformadas con pGWBS. Por otro lado, la
utilizacién del control His-AtA6PR nos permite determinar que el anticuerpo utilizado
es especifico para el epitopo de histidina. Sin embargo, no es posible comparar la
intensidad de los halos observados, ya que el control corresponde a proteina purificada,
mientras que la muestra en estudio es una mezcla de proteinas solubles totales, que

contiene la proteina de interés VvSDH-His.
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Le técnica del dot blor ‘tiene la ventaja de poder realizarla en un menor tiempo
comparado con el ensayo de western blot. Sin embargo, no entrega informacién del
tamafio de la proteina, sino que solo da cuenta de la presencia o ausencia de ésta

(Seepiban, 2015).

5.3 Transformacién estable de plantas silvestres y mutantes sdf- de Arabidopsis
thaliana mediante inmersion floral con pGWBS-VvSDH y anilisis molecular de

plantas transformantes

Al transformar plantas silvestres y mutantes sdi- de 4. thaliana se obtuvo un total de 10
lineas transformantes con pGWBS8 y 13 lineas transformantes con pGWB8-VvSDH
procedentes de aproximadamente 4000 semillas por linea sembradas en medio de
seleccion. Cada planta de A. thaliana resistente al antibiético fue confirmada mediante
PCR, donde se obtuvo que todas aquellas plantas transformantes portando pGWBS8
habian integrado la regién del T-DNA que contiene los genes cmR y cedB (Figura 13 A),
mientras que para las lineas transformantes portando pGWB8-VvSDH se observd que
éstas habian integrado a su genoma el gen VvSDH-His (Figura 13 B). Corroboradas las
lineas transformantes portando pGWBS8-VvSDH, se determiné si el transgen estaba
siendo expresado, para lo cual se sintetiz6 el cDNA para cada linea y se confirmé
mediante PCR. Se obtuvo un total de 11 lineas RT-PCR positivas (ver Tabla 4). Sin
embargo, para las lineas sdhl-7 8 y sdhl-3 10 (Figura 16 A y B) no se observo la banda
esperada, lo cual estaria indicando que a pesar de haber sido integrado el T-DNA en el

‘genoma, éste no estd siendo expresado. Se puede afirmar esta conclusién ya que si se
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observa en la Figura 14 (integridad RNA) y la Figura 15 (PCR Actina), que los acidos

nucleicos RNA y cDNA respectivamente son de buena calidad.

Se recolectaron las semillas T1 de 21 de las 23 transformantes. Sin embargo, las lineas
WT pGWBS 5 vy sdhl-3 pGWBS-VvSDH 11 no generaron semillas, lo cual puede
explicarse debido a la forma en la que se integra el DNA en el genoma de la planta, el
cual es al azar (Krysan y col., 1999). Por lo tanto, en aquellas plantas que no generaron
semillas, el T-DNA pudo haber interrumpido una secuencia clave para el desarrollo de
los gametos; al igual que aquellas plantas que no estin expresando el gen VvSDH (lineas
sdhi-1 8y sdhi-3 10 (Figura 16 A y B) esto puede deberse al sitio de insercién en el que

quedo posicionado.

Al transformar establemente A. thaliana se obtienen tasas de transformacion de entre un
0.5-3% de eficiencia (Clough & Bent, 1998). Para las lineas transformantes obtenidas en
el desarrollo del Seminario de Titulo, se calculd el porcentaje de eficiencia de la
transformacion, obteniendo valores entre 0,025-0,175% (Tabla 4). Como son eventos
que ocurren al azar y por la cantidad de semillas TO sembradas en medio de seleccién, es
esperado el porcentaje obtenido y aunqgue el porcentaje de eficiencia fue bajo, se obtuvo

al menos 1 planta transformante en todas las lineas transformadas.
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6. CONCLUSIONES

En el presente Seminario de Titulo se realizaron los pasos iniciales para determinar si
VvSDH cumple el rol de una SDH ir vivo mediante la complementacion de mutantes

sdh- de A, thaliana. Las conclusiones son:

1. Se cloné VvSDH en el vector de expresion pGWBS y se determiné su fincionalidad
transformando transitoriamente hojas de tabaco, donde se observd mediante RT-PCR la
expresion de VvSDH y posteriormente detectando la presencia de la proteina VvSDH-

His mediante dot blot.

2. De las 3 lineas sdh- y las plantas silvestres de A. thaliana transformadas mediante
inmersion floral de manera independiente con pGWB8 y pGWB8-VvSDH (10 plantas
cada una), se obtuvo 1 linea sdhl-1, 4 lineas sdhi-3, 1 linea sdhi-4 y 5 lineas silvestres
transgénicas para pGWBS, mientras que se obtuvo 1 linea sdhi-1, 2 lineas sdhl-3, 1
linea sdhl-4 y 7 lineas silvestres transgénicas para pGWB8-VVSDH. Analizadas
molecularmente mediante PCR, se confirmo la integracién del transgen y por RT-PCR

se determind la expresién de este.
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7. PROYECCIONES

Para determinar el rol de VvSDH in vivo se complementaron plantas silvestres y sdh- de
A. thaliana, sin embargo, en este Seminario de Titulo solo se analizé molecularmente

estas plantas.

Para corroborar que VvSDH es efectivamente una sorbitol deshidrogenasa in vivo, las
plantas transformantes deben ser sometidas a estrés hidrico, con la finalidad de revertir
la tolerancia a este estrés y por ende comportarse como plantas silvestres. Para ello, es
necesario obtener primero lineas que sean homocigotas para la insercion (T3), ya que de
esta forma, se estaria realizando los ensayos con plantas genéticamente mas uniformes.
Aun asi, se pueden realizar ensayos preliminares de sequia con plantas de las lineas T2,
donde se tendria una mezcla de homocigotas y heterocigotas, los cuales podrian entregar
las primeras aproximaciones de como se estidn comportando las plantas transformantes y

de verificar si se revierte su fenotipo.
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ANEXO
Esquemas de los vectores generados y usados durante el desarrollo del Seminario de

Titulo.

A) Esquema de pCR8-VvSDH: Vector de entrada obtenido por Araya (2013)
durante su Tesis de Magister. El CDS de VvSDH se inserta entre los sitios de

clonamiento (TOPO Cloning site), y entre los sitios de recombinacion attLl y

attL2.

TOPO Cloning site

Nsil (3776)

M13 (-20) forward primer
rmnB T1 transcription terminator /
F rmB T2 transcription terminator

61




ESCUELA DE PREGRADO — FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

B) Esquema de pGWB8-VVSDH: Vector de destinacion generado luego de la
recombinacion entre el vector pCR8-VvSDH y pGWBS. EI CDS de VvSDH se
inserta entre los sitios de recombinacién attR1 y attR2. El vector posee un
epitopo de Histidina (6XHis) después del sitio attR2, permitiendo generar una

proteina de fusion que serd expresada bajo el promotor constitutivo 35S.

TDNA Right Border
‘B Promotor NOS
—nptll
pGWB8-VVSDH """ terminador NOS
16709bp
TDNA Left Border___~~ 1\355

a— 4 atR1
358 N ﬁ SDH
_‘_‘_,.p-'-"'

hpt attR2
terminador NOS 6XHis
terminador NOS
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