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RESUMEN.

k)

El transporte de sorbitol, un polialcohol reducido de glucosa, a través del floema
confiere a las plantas algunas ventajas como una mejor movilidad de boro entre los
érganos, y mayor resistencia a distintos estrés abiéticos (ej. osmotico, salino). En
rosaceas y plantaginaceas, el sorbitol es sintetizado a partir de glucosa-6-fosfato,
proveniente de la fotosintesis, por la accién de sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa
(A6PR) y sorbitol-6-fosfato fosfatasa, siendo A6PR la enzima clave para la generacion
de sorbitol. Luego, este poliol es translocado a través del floema hasta los 6rganos
sumideros en donde puede ser transformado en fructosa por sorbitol deshidrogenasa
(SDH). La expresion de A6PR aumenta en las condiciones de estrés mencionadas, sin
embargo son pocos los estudios que se han realizado en plantas que no transportan
sorbitol, entre estas Arabidopsis thaliana (Brassicaceae), en la cual se enconiré una
sorbitol deshidrogenasa (AtSDH) y sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (AtA6PR). Se
desconoce la funcién de AtA6PR, y dado que esta especie no acumula sorbitol, existe
un gran interés en estudiar el rol fisiolégico que esta enzima podria estar cumpliendo.
AtABPR posee un 69% de identidad aminoacidica respecto de su homdlogo en
manzano. En estudios de Nicofiana tabacum transformadas transitoriamente, AtA6PR-
GFP posee una localizacién citoplasmatica. Sin embargo, es necesario corroborar este
resultado en A. thaliana. Por este motivo, se pretende utilizar la técnica de
inmunolocalizacion para entender mas del rol que esta enzima pudiera estar
cumpliendo en plantas que no transportan sorbitol. En este trabajo, se elabord un
sistema de expresion de His-AtA6PR en Escherichia coli, se purifico esta proteina
mediante una columna de afinidad a Ni y se generé un anticuerpo policlonal que

reconoce a AtA6PR. Con este Ultimo se analizé la acumulacion de AtA6PR en

xiii
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muestras obtenidas de plantulas completas de A. thaliana silvestre y dos mutantes
insercionales ata6pr- crecidas durante 10 dias. Con este resultado se demostré que el
antisuero generado es efectivo y especifico para AtA6PR, y también se demostro la
presencia de AtA6PR en la planta silvestre y la disminucién de la expresién de esta

proteina en las mutantes insercionales.
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ABSTRACT.

The transport of sorbitol, a polyol formed by glucose reduction, through the phloem
confers certain advantages to plants such as improved boron mobility between organs,
and increased resistance to different abiotic stresses (e.g. osmotic, saline). In
Rosaceae and Plantaginaceae families, sorbitol is synthesised from glucose-6-
phosphate by the action of sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (A6PR) and sorbitol-6-
phosphate phosphatase, being ABPR the key enzyme for sorbitol production. This
polyol is then translocated through the phloem to sink organs where it can be oxidised
to fructose by sorbitol dehydrogenase (SDH). A6PR expression is increased in the
stress conditions mentioned. However, only a few studies have been performed in
plants that do not transport or accumulate sorbitol, among these Arabidopsis thaliana
(Brassicaceae) in which a sorbitol dehydrogenase (AtSDH) and a sorbitol-6-phosphate
dehydrogenase have been found (AtA6PR). AtA6PR’s function is still unknown, and
since this specie does not accumulate sorbitol, there is great interest in studying the
physiological role that this enzyme could be performing. AtA6PR has an identity of 69%
with respect to its apple homologue. In studies of transiently-transformed Nicotiana
fabacum leaves, AtA6PR-GFP was localised in the cytoplasm. However, it is necessary
to confirm this result in A. thaliana. For this reason, we intend to use immunolocalisation
to understand more about the role that this enzyme could be accomplishing in non-
sorbitol accumulating plants. In this work, we expressed His-AtA6PR in Escherichia colr;
subsequently, this protein was purified using a Ni affinity column to produce a
polyclonal antibody which specifically recognises AtA6PR. With this tool AtA6PR

accumulation was analysed in A. thaliana wild-type and insertional mutants ata6pr-

grown for 10 days. This result demonsirates that the generated antiserum is effective




and specific for AtA6PR, and also demonstrates the presence of AtA6PR in wild-type

plantlets and its decrease in expression in the insertional mutants.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Polioles.

Los polioles, polialcoholes o alcoholes de aztcar son compuestos quimicos organicos
reducidos desde azlcares (aldosas o cetosas) cuya cadena de carbonos puede ser
lineal o ciclica. En estos, el grupo carbonilo ha sido sustituido por un grupo hidroxilo
primario o secundario siendo la formula general HHHCHO),.+H. Los polialcoholes se
caracterizan por poseer ires 0 mas atomos de carbono en su estructura, cada uno con
un grupo hidroxilo (Nidal y col, 2011; Noiraud y col, 2001). Dentro del universo de los
polialcoholes existe un segmento de gran importancia en el metabolismo de las
plantas, y algunos se encuentran ampliamente distribuidos en angiospermas
cumpliendo variadas funciones fisiolégicas fundamentales (Lewis y Smith, 1967). El
poliol con mayor distribucién es manitol, que tiene un rol osmoprotector en Populus
tomentosa (Alamo), donde la acumulacion de este poliol permite que la planta tenga

una mayor tolerancia al estrés salino (Hu y col, 2005).

No obstante, la funcién fisiolégica principal de los polioles es transportar carbono a
través del floema en ciertas familias de plantas, en donde se ha descrito que el manitol
(en apiaceas, oleaceas, combretaceas y plantaginaceas), galactitol (en celastraceas) y
sorbitol (en plantaginaceas y rosaceas) cumplen con esta funcion (Watari y col, 2004).
Este rol permite que el carbono sintetizado en los érganos fotosintéticos (hojas

maduras) llegue hasta los érganos sumideros (flores, fruios, raices y hojas nuevas).

Sin embargo, cabe destacar que en su mayoria, las plantas superiores transportan este




carbono principalmente en forma de az(cares, como sacarosa, estaquiosa y rafinosa, y

no como poliol (Zimmermann, 1960).

A pesar de lo anterior, se han sugerido ciertos roles de los polialcoholes incluyendo
osmoproteccion, resistencia a especies reactivas de oxigeno, almacenaje de poder
reductor y participacién en interacciones planta-patégeno (Reidel y col, 2009). La
translocaciéon de polioles en el floema otorga ciertas ventajas como mayor proteccion
contra radicales libres, mayor eficiencia en el uso del carbono y una mejor movilidad de
boro, y ademas un aumento de la concentracion de polioles confiere a la planta una
mayor resistencia al estrés salino y al estrés hidrico (Pharr y col, 1995; Stoop y col,
1996; Smirnoff y Cumbers, 1989; Shen y col, 1997; Bellaloui y col, 1999; Lehto y col,
2004). Nuestro interés se cenira especificamente en el sorbitol que en el caso de las
plantas de las familias rosaceae (e.g. duraznero, manzano, nispero, almendro, entre
varios ofros) y plantaginaceae (e.g. llantén), es la principal forma de carbono

transportado por el floema.

1.2 Sorbitol.

El sorbitol o glucitol es un alcohol de azucar reducido desde glucosa y que tiene la
particularidad de tener seis grupos hidroxilo en su estructura molecular. Estos grupos
OH confieren a esta molécula la caracteristica de ser un soluto citoplasmatico
compatible, proveyendo a células vegetales una manera de igualar los potenciales
hidricos de citoplasma y vacuola (Ahmad y col, 1979). En efecto en varias especies del
género Plantago (e.g. P. coronopus, P. lanceolata, P. major, P. maritima, P. media) se

ha descrito que hay un aumento de sorbitol bajo un esirés salino (Ahmad y col, 1979;

Lambers y col, 1981; Kénigshofer, 1983; Smekens y van Tienderen, 2001).




1.2.1 Ruta metabdlica del sorbitol.

Como se mencion6 anteriormente, el sorbitol en las plantas rosaceas y plantaginaceas
es el principal fotosintato. Es producido en las hojas maduras a partir de glucosa-6-
fosfato (G6P), proveniente de la fotosintesis, el cual es reducido a sorbitol-6-fosfato
(S6P) por la enzima sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa NADP-dependiente (también

denominada aldosa-6-fosfato reductasa, A6PR, EC 1.1.1.200; Negm y Loescher, 1981)

Py

Sorbitol

NADP*+H* ~ S8P

NADPH
G6P

Sorbitol
Fotosintesis
NAD+

NADH
Fructosa

Figura 1: Ruta metabdlica del sorbitol en hojas y érganos sumidero.

El sorbitol es sintetizado en hojas maduras por A6PR (1) y S6PP (2). En los 6rganos sumidero el sorbitol
es acumulado, o transformado en fructosa por la enzima NAD-SDH (3). G6P: Glucosa-6-fosfato. S6P:
Sorbitol-6-fosfato. P;: Fosfato inorganico.

y desfosforilado por la enzima sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP) o fosfatasa acida
sorbitol-especifica (S6P-APH). Posteriormente, es translocado simplasticamente a
través del floema hacia los 6rganos sumidero en donde es acumulado en las vacuolas
de las células del parénquima, y puede ser oxidado y convertido en fructosa o glucosa
por las enzimas sorbitol deshidrogenasa NAD-dependiente (NAD-SDH) o sorbitol
oxidasa (SOX) respectivamente (Teo y col, 2006; Yamaki, 1995; Figura 1). Se ha

descrito en manzano (Malus domestica y en peral japonés (Pyrus pyrifolia) una via de
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sintesis de sorbitol en la que una SDH dependiente de NADP (NADP-SDH) reduce
directamente glucosa a sorbitol, evitando los intermedios fosforilados. No obstante,
esta via alternativa menor sélo se encuentra activa en hojas inmaduras (Yamaki,

1995).

Igualmente interesante es el hecho de que este poliol otorga variadas cualidades a las
plantas que lo sintetizan, dentro de las que se puede mencionar la capacidad de
conferir a estas familias de plantas una mayor resistencia al estrés osmético por frio y
desecacién, como se menciond anteriormente, y ademas estd intrinsecamente

relacionada con el movimiento de boro dentro de la planta.

La movilidad del boro se ve aumentada en las plantas que sintetizan sorbitol ya que
estas dos moléculas forman complejos que permiten que el boro sea transportado a
través del floema (Blevins y Lukaszewski, 1998). Esto confiere a la planta una mayor
resistencia al déficit de este micronutriente (Brown y col, 1999; Bellaloui y col, 1999).
Se ha visto que la transformacién de una A6PR de manzano en tabaco genera
produccién de sorbitol, aumenta la cantidad de boro en los tejidos y su absorcién
(Bellaloui y col, 1999). Esto ademas comprueba que esta enzima es suficiente para la
generacioén de sorbitol, empleando una enzima endégena con actividad S6PP para

desfosforilar el S6P generado.

1.3 Sorbitol-6-fosfato deshidrogenasas o Aldosa-6-fosfato reductasas (A6PR).

AG6PR y SDH son las enzimas clave para la sintesis y degradacion del sorbitol en los

6rganos fotosintéticos y sumideros, respectivamente (Teo y col, 2006). El peso

molecular de ABPR calculado en filtracién por gel es de 65 kDa a pH 8, pero al




visualizarla en un gel electroforético en condiciones denaturantes esta presenta
alrededor de 33 kDa dejando en evidencia que a pH cercano al neutral esta enzima se
encuentra formando dimeros (Hirai, 1981). Negm y Loescher (1981) demostraron en
manzano que ABPR cataliza reversiblemente la reduccién de G6P a S6P y que esta
utiliza a NADPH como cofactor. También, estos autores sostienen que esta enzima
posee mayor actividad aun al reducir galactosa a galactitol. Entre pH 7 y 9 presenta su
velocidad maxima para la reaccion G6P a S6P, mientras que para la reaccién inversa
el pH optimo es de 9,5. Esto permite que en conjunto con S6PP o S6P-APH este
equilibrio se desplace hacia la formacién de sorbitol a pH citoplasmatico (Hirai, 1981;

Yamaki, 1995).

Las plantas que sintetizan sorbitol como principal forma de carbono, también co-
sintetizan sacarosa y almidén, siendo la G6P el precursor de los primeros dos
compuestos en el citoplasma. Sobre esto se ha propuesto una posible co-regulacién
entre estas dos vias, al ser ambos metabolitos funcionales y que comparten el mismo
precursor (Zhou y Cheng, 2008). Se han realizado varios estudios con lineas
transgénicas de rosaceas en las que el silenciamiento génico o sobre-expresion de
A6PR en manzano presenta alteraciones en la tasa de particion del carbono entre
sacarosa y sorbitol, acumulacién de almidén y un incremento en los azticares totales
en las hojas, frutos y apices meristematicos, proponiendo una gran importancia de

ABPR en la regulacion y el flujo de carbono entre ambas rutas metabélicas (Everard y

col, 1997; Kanamaru y col, 2004; Cheng y col, 2005).




1.3.1 ABPR en estrés abidtico.

Se ha visto en que bajo condiciones de estrés abibtico como bajas temperaturas (en
peral japonés), estrés salino y estrés osmético (en duraznero) y presencia de acido
absicico (en manzano, duraznero y peral japonés), AGPR aumenta su expresién y
actividad incrementando la concentracién de sorbitol en el floema (Escobar-Gutierrez,
1998; Deguchi y col, 2002; Kanayama y col, 2007). Este aumento en la produccién de
sorbitol se ha atribuido a su capacidad de hidro-retencién ante un déficit de agua
disponible otorgando asi mayor estabilidad a las proteinas bajo esirés por frio,
osmético y salino (Sheveleva y col, 1998; Deguchi y col, 2002). En plantaginaceas
también se ha visto que en respuesta a una alta salinidad, Plantago maritima es capaz
de igualar el potencial osmético entre citosol y vacuola (en donde es acumulado NaCl),
al incrementar la produccién de sorbitol en el citoplasma junto con aumentar la
expresion de transportadores de sorbitol en el floema (Pommerrenig y col, 2007;

Ahmad y col, 1979).

En plantas no-rosaceas no-plantagindceas que translocan sacarosa también se ha
observado esta funcién osmoprotectora del sorbitol. Por ejemplo, en plantas de caqui
japonés (Diospyros kaki) y tabaco (Nicotiana tabacum) transformadas con el gen A6PR
de manzano, se observé presencia de sorbitol en hojas lo que también demuestra que
ABPR es suficiente para la sintesis de sorbitol (ver también seccién 1.2.1), permitiendo
ademas un aumento en la resistencia al estrés osmético (Gao y col, 2001; Tao y col,

1995).

A pesar de estas ventajas que puede otorgar la presencia de sorbitol, se ha descrito

que superando ciertos niveles de este poliol en cafia de azlcar (Saccharum hybrids) y



tabaco (superiores a 15 pmollg peso fresco) se provocan lesiones necroticas,
infertilidad, incapacidad de enraizamiento y disminucién del crecimiento (Sheveleva y
col, 1998; Chong y col, 2007). Estos fenotipos también han sido observados en caqui
japonés pero a mayores concentraciones (enire 20 y 50 pmol/g peso fresco) y sin
lesiones necroéticas (Gao y col, 2001; Deguchi y col, 2004), dejando en evidencia que
existen especies mas tolerantes que otras a la acumulacién de sorbitol. En estos
experimentos, también se obtuvieron plantas que acumulan sorbitol a menores
concentraciones, y a diferencia de las que presentaron concentraciones mas altas,
éstas no tienen fenotipos enanos. Por esto, se ha sugerido que existe una
concentracion umbral a la que el sorbitol afecta el crecimiento de la planta. Se
desconoce el mecanismo molecular por el cual se relaciona la acumulacién de sorbitol

con los fenotipos generados (Gao y col, 2001; Deguchi y col, 2002).

1.4 Sorbitol en no rosaceas y no plantaginaceas.

La presencia de sorbitol se ha visto en plantas que no pertenecen a las familias
rosaceae y plantaginaceae. Por ejemplo, en endosperma de semillas de maiz (Zea
mays L.), en condiciones de estrés salino el sorbitol mantiene el estado Redox y
energético celular previamente a ser transformado en fructosa por una SDH (de Sousa
y col, 2008). La cebada (Hordeum vulgare) aumenta sus niveles de sorbitol bajo esirés
hidrico y se ha visto que este poliol es sintetizado por una aldo-ceto reductasa
monomeérica a partir de glucosa. Esta enzima es acumulada durante la maduracién del
embrién y regulada por acido absicico y acido giberélico. En esta planta, el sorbitol
también cumple una funcién osmoregulatoria manteniendo el balance osmético y el

volumen celular (Bartels y col, 1991; Roncarati y col, 1995).



1.5 Sorbitol en Arabidopsis.

A pesar de ser miembro de la familia Brassicaceae, Arabidopsis thaliana también
posee las dos enzimas claves para la sintesis y degradacion del sorbitol, AGPR y SDH.
A. thaliana es una planta que transloca sacarosa como principal fuente de carbono,
seguido por rafinosa, sin embargo, esta especie no acumula polioles (Haritatos y col,
2000). Estudios metabdlicos de tolerancia adquirida a bajas temperaturas en respuesta
a golpe térmico en frio demuestran, mediante cromatografia de gases y espectrometria
de masa, que los niveles de sorbitol aumentan transitoriamente en respuesta al estrés
mencionado junto con otros compuesios que también actian como solutos
compatibles, aumentando la tolerancia a estos tipos de estrés (Kaplan y col, 2004). En
el genoma de esta planta, especificamente en el cromosoma 5 locus At5g51970, se
encuentra un Unico marco de lectura abierto que codifica para una potencial SDH
(AtSDH) cuya secuencia aminoacidica comparte un ~80% de identidad con SDHs ya
caracterizadas en otras especies de plantas (e.g. tomatera y manzano; Mandujano,
2010; Nosarzewski y col, 2012). Ademas se han identificado seis proteinas de
membrana similares a transportadores de monosacaridos que comparten homologia
con transportadores de polioles identificados previamente en plantas que translocan
manitol y sorbitol en el floema de apio (Apium graveolens), llantén (Plantago major) y
cereza acida (Prunus cerasus). Uno de estos (AtPLT5) se localiza en la membrana
plasmatica y es capaz de transportar un gran espectro de polioles lineales (sorbitol,

xilitol, eritritol, glicerol; Klepek y col, 2005).

También existen dos loci adyacentes (At2g21250 y At2g21260) descritos que codifican

para posibles manosa-6-fosfato reductasas y con mas de un 63% de identidad



aminoacidica con esta familia de proteinas. No obstanie también poseen un alto
porcentaje de identidad aminoacidica (mayor al 65%) con A6PR, en su mayoria de
rosaceas (Zamudio, 2010). Especificamente respecto a A6PR de manzano (MdA6PR)
estos productos génicos poseen 69 y 70% de identidad, respectivamente
(arabidopsis.org). En el laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile (en donde se efectud el presente trabajo), se optd
por trabajar con At2g21250 por sobre At2g21260 por dos razones (Zamudio, 2010).
Primero, éste posee un mayor nimero de secuencias regulatorias en el promotor del
gen de esta enzima, lo que permite ahondar en estudios posteriores en respuesta a
mas tipos de estrés. Segundo, y mas importante, existe un mayor niimero de lineas
con insertos de T-DNA o transposones interrumpiendo el gen (http://atidb.org). Si estas
lineas tuvieran menores niveles de expresion del gen, serian Utiles para determinar su
posible sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de A. thaliana. Sin embargo, el nombre fue
corregido a AtA6PR siendo este el nombre formal de esta familia de enzimas, las

Aldosa-6-fosfato Reductasas (Zamudio, 2010).

1.6 Estudios previos sobre AtA6PR.

1.6.1 Expresion in silico e in vivo de AtA6PR.

Datos de microarreglos (Affimetrix ATH1 array) obtenidos por Schmid y col (2005) y los
datos de AtGenExpress Consortium Data (http://atpbsmd.yokohama-cu.ac.jp/) fueron
analizados mediante el software eFP Browser en donde se obtuvo que AfA6PR se
expresa durante todo el ciclo de vida de A. thaliana y en la mayoria de sus 6rganos

(Figura 2). Los mayores niveles de expresiéon se encontrarian en semillas en estado




intermedio de desarrollo (en color rojo), seguido por meristemas apicales vegetativos y
en transicion a floracién, seguido por cotiledones, semillas embebidas por 24 horas y
hojas rosetas. Estos resultados fueron corroborados experimentalmente mediante RT-
PCR a partir de RNA extraido de tallo, hoja roseta, hoja caulinar y flor, obteniéndose
expresion en todos estos érganos (Zamudio, 2010). Estos resultados sugieren que este

gen cumple una funcién asociada a la mantencion del estado celular basal.

Arabidopsis eFP Browser at bar utoronto.ca

1h
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Figura 2: Expresion in silico de AtA6PR.

Se indica con un patrén de colores los niveles de expresion para cada érgano, con amarillo para el valor
minimo (5,63 en la semilla seca) y rojo para el valor maximo, correspondiente a 531,36 en el estadio 6 de
la semilla. Obtenido desde Arabidopsis eFP Browser (http:/bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi;
Zamudio, 2010).

Se han hecho estudios de localizaciéon subcelular in silico mediante varios algoritmos

que han propuesto concordantemente que AtA6PR se acumularia en el citoplasma
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dada la carencia de alglin dominio transmembrana o algun péptido de destinacién
posible que se asocie a un compartimiento en particular, y por lo tanto la maquinaria
celular estaria destinando este producto génico al citosol (Zamudio, 2010). Estos
resultados coinciden con la localizacion de ABPR registrada en rosaceas (Ahmad y col,
1979; Yamaki, 1995; Bantog y col, 2000). Por otfro lado, los resultados obtenidos in
silico fueron comprobados experimentalmente mediante transformacion transitoria de
plantas de tabaco con un vector que produce AtA6PR fusionada con una proteina
fluorescente verde (GFP) en el extremo C-terminal. Estas plantas transformadas fueron
visualizadas bajo microscopia encontrandose fluorescencia en el citoplasma (Zamudio,
2010). Sin embargo, este resultado debe corroborarse utilizando otras técnicas ya que
la proteina GFP fusionada posee un gran tamario (~30 kDa) con respecto a AtA6PR
(~35 kDa) y podria eventualmente generar un artefacto de localizacion. Ademas, este
resultado fue obtenido en tabaco, que no es el organismo originario de este gen. Ergo,
a pesar de que se haya demosirado que AtA6PR tiene una localizacion subcelular
correspondiente al citoplasma en hojas de tabaco, esto no prueba que esta proteina

tenga el mismo patrén de expresion en su organismo original (A. thaliana).

Ademas, se eligieron dos lineas mutantes insercionales de la coleccién SALK. Esta
coleccion fue realizada por Alonso y col (2003) mediante el uso de Agrobacterium
tumefaciens el cual es capaz de integrar T-DNA presente en el plasmido T; al azar en
el genoma de esta planta. El plasmido T; fue remplazado por el plasmido pROK2 que
ademas permite determinar mediante PCR el sitio de insercion de este T-DNA. De esta
forma fue generada y analizada una libreria de ~150.000 mutantes insercionales. A

pesar de los analisis realizados para determinar los sitios de insercion, es necesario de

todas formas corroborar el sitio de insercién tedrico presente en la base de datos
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(http://atidb.org). Las dos lineas insercionales electas poseen esta insercion en el gen
que codifica para AtA6PR. Utilizando plantas homocigotas, se determind que una de
ellas posee un inserto en el extremo 5’ del tercer intron (SALK_021705, ata6pr-1), y la
otra en el extremo 3’ del tercer intrén (SALK_028553, ata6pr-2) de los 6 exones del
gen. Dado que los intrones en A. thaliana poseen un tamafio relativamente pequefio
(en promedio 173 pb y el 99% de los intrones mide menos de 1 kb; Wang y Brendel,
2006), un T-DNA insertado superior a 5 kb podria generar una disrupciéon en la
expresion de ese gen (Radhamony y col, 2005). Se demostré mediante gPCR que las
mutantes ata6pr-tienen respectivamente un 2 y 0,8% de expresion relativa de A{A6PR
en relacion a la planta silvestre (Zamudio, datos no publicados). Sin embargo, se
desconoce si la reduccién en transcritos se ve reflejada en una menor acumulacion de

la proteina en las lineas mutantes.

Esta linea de investigacion pretende realizar con AtA6PR estudios de caracterizacion
bioquimica, caracterizacion de lineas de A. thaliana mutantes para esta enzima, de
localizaciéon in vivo mediante inmunodeteccion y localizacion subcelular mediante
inmunohistoquimica, y mediante fraccionamiento subcelular e inmunodeteccion. Sin
embargo no existen anticuerpos comerciales a-AtA6PR. Es por este motivo que el
objetivo principal del presente seminario de titulo es la elaboracién de esta herramienta
esencial capaz de detectar a AtA6PR de A. thaliana. Se proyecta también la

purificacion de AtA6PR sin epitopos para realizar el estudio bioguimico, eliminando

posibles artefactos causados por la presencia de proteinas de fusion.




1.7 Los anticuerpos.

Para hacer ensayos de inmunohistoquimica e inmunodeteccién, es necesaria la
utilizacion de un antisuero (anticuerpo) que sea capaz de detectar a AtA6PR. Los
anticuerpos forman parte del sistema inmune. Estos son producidos naturalmente
cuando un patégeno penetra (o un antigeno es inoculado) y se genera una respuesta
inmunologica adquirida frente a todos los determinantes antigénicos (epitopos) del
antigeno. Existen dos tipos de sueros de anticuerpos, los policlonales y los
monoclonales. Ambos tienen ventajas y desventajas dependiendo del propodsito para el
cual son elaborados, pero generalmente el punto de partida es la generacién de un
antisuero policlonal que tiene mayor capacidad para detectar pequefias cantidades del
antigeno. En el caso de inmunizar al animal con un antigeno purificado, el suero que se
extraiga de ese animal contendré un antisuero policlonal, que reconocera a ese
antigeno en todos sus epitopos (o0 en su mayoria). Como muchos antigenos comparten
epitopos, es posible que este anticuerpo reconozca también otros antigenos,

disminuyendo asi la especificidad del anticuerpo frente al antigeno inmunizado.

Para lograr la elaboracion de este anticuerpo, se construyd un vector para la expresion
heterdloga de His-AtA6PR en Escherichia coli, se purificé His-AtA6PR y se inocularon
3 ratones BALB/c. Luego, se extrajeron y analizaron los antisueros policlonales
obtenidos utilizando His-AtA6PR y exiractos crudos de E. coli, determinado las
condiciones 6ptimas para su uso en ELISA, dot blot y western blot. Finalmente, se
demostrd la utilidad de los antisueros a-His-AtA6PR utilizando extractos crudos de

proteinas de plantas silvesires y afa6pr- de A. thaliana. La obtencion de dichos
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antisueros seria de gran utilidad en el futuro en ensayos de inmunodeteccion, la

inmunohistoquimica y la posibilidad de purificar AtA6PR sin epitopos.
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2. OBJETIVOS.

21 Objetivo general.

Elaboracién de un anticuerpo policlonal en ratén que reconozca la proteina AtA6PR.

2.2 Objetivos especificos.

e Construccién de un vector para expresar His-AtA6PR en Escherichia coli cepa
BL21(DE3)pLysS, optimizacion del protocolo de induccion por IPTG y
purificacién de la proteina His-AtA6PR del extracto celular.

e Preparacién de un antisuero de ratén a-AtA6PR.

o \Verificacion de la especificidad del antisuero a-AtA6PR para detectar His-
AtA6PR producida en E. coli y AtA6PR en A. thaliana silvestre y mutantes

ata6pr-.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Material biolégico.

3.1.1 Crecimiento de Escherichia coli.

E. coli cepas OneShot® Mach1™ y BL21(DE3)pLysS fueron crecidas en medio LB
liquido o sélido [NaCl 1% (p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura 1% (p/v) y agar-
agar 1,6% (p/v), este Gltimo sélo para LB sdélido, pH7 a 25 °C] a 37 °C durante ~15 h
con agitacién de 200 rpm en el caso del cultivo liquido. Para la cepa BL21(DE3)pLysS

se agreg6 al medio cloranfenicol (34 ug/mL) para la seleccién del plasmido pLysS.

3.1.2 Preparacién y transformacion de E. coli quimio-competentes.

El protocolo de preparacion de células quimio-competentes fue similar para ambas
cepas. A partir de un cultivo crecido en LB sélido (3.1.1) se eligié una colonia aislada
de la cepa BL21(DE3)pLysS y se inoculdé un cultivo de 5 mL de LB liquido con
cloranfenicol durante 16 h. Luego se diluyé con LB liquido hasta 50 mL de LB con
cloranfenicol y se dejé crecer en un matraz de 1L hasta alcanzar una DQgg = 0,4. Se
transfirieron las células a tubos falcon de 50 mL y se incubd en hielo durante 20 min.
Se centrifugaron las células a 3000 g durante 10 min a 4°C. Se mantuvo la cadena de
frio hasta el final del protocolo de preparacién de células quimio-competentes. Se
eliminé el sobrenadante y se suspendieron las células en 30 mL de CaCl, 0,1 M pre-
enfriado y se incubaron en hielo durante 30 min. Se centrifugaron a 3000 g durante 10
min a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y se suspendieron las células por pipeteo en 8

mL de CaCl, 0,1 M con 15% glicerol (pre-enfriado). Se transfirieron las células a tubos

eppendorf de 0,6 mL en alicuotas de 200 pL. Inmediatamente se congelaron en




nitrégeno liquido y fueron almacenadas a -80 °C. Para el caso de la cepa
OneShot® Mach1™ se siguié el mismo protocolo, pero omitiendo todas las selecciones

con cloranfenicol.

Para transformar las bacterias, las alicuotas de células quimio-competentes fueron
descongeladas en hielo. Se agregé 5 a 20 ng de DNA plasmidial o 2 pL de Ia totalidad
de la reaccién de clonamiento (3.2.5) o ligacién (3.2.8). Se incubd entre 5 y 30 min en
hielo, y luego se dio un golpe térmico a 42 °C por 30 s y se incubd nuevamente en
hielo por 5 min. Posteriormente se agregdé 250 pL de LB liquido a cada mezcla, y se
incubd a 37 °C por 1 h con 200 rpm. Se centrifugé a 3000 g por 5 min, se eliminaron
400 pL de sobrenadante y se resuspendieron las células en el liquido restante. Se
sembraron las células en LB sdélido con el antibiético correspondiente para la seleccion

de las células transformantes.

3.1.3 Crecimiento de Arabidopsis thaliana.

Se sembraron semillas estériles de A. thaliana Col-0 silvestre (wt), y mutantes ata6pr-1
(SE3) y atabpr-2 (SE4) en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) sin sacarosa. Estas

fueron crecidas durante 10 dias a 23 °C con 16 h de fotoperiodo a 4500-6500 lux.

3.2 Biologia molecular

3.2.1 Disefio de partidores.

El disefio de los partidores se llevé a cabo utilizando la secuencia codificante del gen
de una potencial sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (AtA6PR) de Arabidopsis thaliana
que se encuentra en el locus At2g21250 (www.arabidopsis.org). Los partidores

disefiados permiten insertar esta secuencia en el vector pET28a de expresion en
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bacterias, que ademas agrega un epitopo de 6 histidinas en tandem (6xHis) en la
region N-terminal de la proteina recombinante para su posterior deteccion vy
purificacion. Esta secuencia fue previamente aislada, clonada en el vector pCR8® y
secuenciada por M? Sofia Zamudio (pCR8/AtA6PR; Zamudio, 2010), teniendo una
extension de 930 pb desde el codén de inicio hasta el codon de término. Los partidores
sentido y antisentido (Tabla |) disefiados incluyen al amplificado los sitios de corte para
las endonucleasas BamHI| y Notl respectivamente flanqueando la regién codificante.
Ademas estos incluyen 6 nucleétidos adicionales en los extremos que permiten obtener
una temperatura de melting teérica (Tm) similar entre ambos partidores sin alterar el
marco de lectura abierto. De esta forma se obtiene una extension teérica de 956 pb en

el amplificado.

Tabla I: Partidores disefiados para la amplificacion del fragmento AtA6PR.

Nombre del Partidor Secuencia Descripcion

Sentido. Permite el clonamiento de AtA6PR
en el vector pET28a agregando un epitopo
His6X N-terminal.

5-GCAAAG GGATCCATGGAG

S6F-Bam ATA ACA CTG AAC AG-3'

Antisentido. Permite el clonamiento de
AtA6PR en el vector pET28a conservando
el codén de término.

5-GACTAA GCGGCCGCTCAAGC

S6R-Notinew GTA GAG ATC AAT G-3

Desde el vector de entrada pCR8/AtA6PR estos partidores permiten el clonamiento del fragmento AtA6PR
en pET28a via pCR8. Se muestra en rojo los codones de inicio (Metionina, ATG) y término (TCA), en azul
las regiones codificantes correspondientes y en verde los sitios de restriccion.

3.2.2 Electroforesis en geles de agarosa.

El gel se prepar6 con agarosa 1% (p/v) y TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM,
pH 8). Se mezclé 1 pL de buffer de carga [Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol
0,25%(p/v) y glicerol 80% (v/v), en TAE 1X] por cada 10 pyL de muestra. El gel fue

colocado en una camara electroforética embebida en TAE 1X cubriendo el gel
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completamente con el buffer. Se generd un potencial eléctrico constante entre 80 y 120
V durante 40 min aproximadamente hasta que ambos compuestos coloreados del
buffer de carga migraron hasta subdividir el gel en tres partes similares. El revelado fue
realizado de la siguiente forma: se embebié el gel en una solucién de bromuro de etidio
(1 mg/L) durante 20 min aproximadamente y luego se embebi6é en agua destilada por
10 min. Posteriormente, se obtuvo la imagen del gel mediante transiluminacién con luz

UV y visualizacion y andlisis con el software GeneSnap.

3.2.3 Reaccion de PCR vy purificacion de AtA6PR.

Se utilizd la enzima Pfu DNA polimerasa (Fermentas®), que posee actividad 3'-5'
exonucleasa, para amplificar el fragmento AfA6PR desde el vector de entrada
PCRE/AtA6PR (Zamudio, 2010), agregarle en sus extremos los sitios de restriccion
para las enzimas BamHI y Notl, y posteriormente clonarlo en el vector pCR8®. De esta
forma cada reaccién de PCR se realizé en un volumen total de 20 pL. compuesto por
buffer de reaccién con MgCl de Pfu-polimerasa 1X (Fermentas®), dNTPs 0,2 mM, 0,5
UM de cada partidor (Tabla I), 0,25 U Pfu DNA polimerasa, y entre 5 y 50 ng de DNA
molde. El programa utilizado fue el siguiente: 4 min a 94 °C, 40 ciclos (45 s a 94 °C, 90
s a70 °C, 3 min a72 °C), 10 min a 72 °C, finalizando en 4 °C. Posteriormente, se
realizé una electroforesis en gel de agarosa (3.2.2) con el producto completo de 3
reacciones idénticas. Se exirajo desde el gel la banda correspondiente a las 956 pb
esperadas y se purificé usando el kit Wizard® SV Gel and PCR clean-up system
siguiendo las instrucciones del fabricante. En el dltimo paso se resuspendié el DNA en
60 pL de agua libre de nucleasas. Luego, se verifico la integridad del DNA purificado

sometiéndolo nuevamente a una electroforesis en gel de agarosa.
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Se utilizé la enzima Tagq DNA polimerasa (Sigma®) para realizar reacciones de PCR
convencional y PCR de colonias, para el analisis de la presencia y extensién del
fragmento clonado en pCR8® y pET28a, y para realizar PCR direccional verificando la
orientacion de dicho inserto en pET28a. El volumen total de reaccion fue de 20 uL
usando buffer de reaccién para Taq DNA polimerasa con MgCl 1X (Sigma®), dNTPs
0,2 mM, 0,5 uM de cada partidor (Tabla 1), 1 U Tag DNA polimerasa, y la muestra de
DNA [entre 5 y 50 ng de DNA plasmidial o entre 0,3 y 0,5 pyL de una colonia (3.1.1)
disuelta en 20 pL de agua destilada estéril]. Se utilizd el mismo programa de PCR

descrito anteriormente.

3.2.4 Agregado de adenina 3' al amplificado BamHI-AtA6PR-Notl.

Dado que el vector de entrada en donde se clonara la secuencia BamHI-AtA6PR-Not!
requiere que dicho fragmento posea adeninas desapareadas en los extremos 3', se
sometid la banda purificada del amplificado con Pfu en 3.2.3 a la accion de la actividad
adenosiltransferasa de la enzima Taq DNA polimerasa (Sigma®). En un volumen total
de 10 uL por reaccion se usé 250 ng de DNA amplificado, buffer de reaccién para Taq
DNA polimerasa con MgCl 1X (Sigma®), dATP 2 mM y 1 U de Taq DNA polimerasa
(Sigma®). Se incub6 a 72 °C durante 30 min. Posteriormente se procedié al paso de

clonamiento (3.2.5).

3.2.5 Clonamiento de BamHI-AtA6PR-Notl en el vector pCR8®.

El vector utilizado (pCR8/GW/TOPO®) comercialmente linearizado posee en sus
extremos 3' una timina desapareada unida covalentemente al sitio activo (Tyr 274) de
una topoisomerasa. De esta forma la ligacidén ocurre cuando esta timina se aparea con

la adenina 3' desapareada presente en el inserto (3.2.4). Se cloné BamHI-AtA6PR-Not/

20




en este vector siguiendo las instrucciones del fabricante y se transformé E. coli cepa

OneShot® Mach1™ (3.1.2).

3.2.6 Mini-preparacion de DNA plasmidial.

Las extracciones de DNA plasmidial de ambas cepas fueron idénticas. Se hizo un
cultivo de 10 mL en LB liquido (3.1.1). Se retirdé una alicuota de 400 uL para stock de
respaldo que se guardd con glicerol al 50% (v/v) a -80 °C. La exiraccién se realizé a
partir de los 9,6 mL restantes siguiendo las instrucciones del fabricante (AxyPrep
Plasmid Miniprep Kit, Axygene®). En el tltimo paso, se resuspendié el DNA plasmidial
en 60 pL de agua libre de nucleasas. Se verificd la integridad del DNA mediante
electroforesis en gel de agarosa (3.2.2) y se cuaniific6 comparando la densidad de
pixeles de las bandas observadas en la imagen del gel entre el estandar de peso
molecular (Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder #SMO311/2/3) y la muestra utilizando el

programa ImageJ.

3.2.7 Digestion de los vectores pCR8/BamHI-AtA6PR-Notl y pET28a/AtA6PR con las

enzimas de restriccién BamHI y Notl.

Para el vector pCR8/BamHI-AtA6PR-Notl se hizo una digestién doble con ambas
enzimas de restriccién, y para el vector pET28a/AtA6PR se realiz6 tanto la digestion
doble como las digestiones simples para cada enzima de restriccion. Las digestiones
doble y simples fueron realizadas simultaneamente y de forma similar para el segundo
vector mencionado. Cada reaccidén de digestion fue realizada en un volumen total de
10 pL utilizando 350 ng de DNA plasmidial. Para la digestién doble se mezclé el DNA
con 1 pL de buffer para BamHI 10X, 0,3 pL de la enzima BamH| y 0,6 pL de la enzima

Notl (ambas 10 U/uL, Fermentas®) y se llevé a un volumen final de 10 pL con agua
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libre de nucleasas. Se incubd durante 2 h a 37 °C. Se inactivaron las enzimas de
restriccion incubando las muestras a 80 °C por 20 min. Para las digestiones simples se
realizé el mismo protocolo que para la digestion doble pero en ausencia de BamHI en

la digestiéon con Nofl y viceversa.

Posterior a la digestién doble del vector pCR8/AtA6PR se realizd una electroforesis con
todo el volumen de reaccion y luego se purificé la banda esperada (5337 pb) a partir

del gel de igual forma que como se describe en la seccidn 3.2.3.

3.2.8 Reaccion de ligacion entre el fragmento AIA6PR y pET28a.

Una vez obtenidos el vector pET28a linearizado y el fragmento BamHI-A{A6PR-Not!
ambos con extremos cohesivos con BamHI y Notl, se procedié a realizar una reaccion
de ligacion. En un volumen de 7,5 gL se mezclaron ambos componentes en la razén
3:1 respectivamente y luego se agregé 2 L de buffer para ligasa T4 10X (Promega®) y
0,5 pL de la enzima ligasa del virus T4 (Promega®). Se incubd a 4 °C durante 16 h.
Con el producto de la reaccion se transformaron E. coli BL21(DE3)pLysS como se
sefiala en la seccidén 3.1.2. Como control negativo se realizé una transformacion con
una reaccion ausente del inserto BamHI-AtA6PR-Notl para descartar la posibilidad de

recircularizacion del vector.

3.3 Bioquimica.

3.3.1 Expresion de His-AtA6PR en E. coli cepa BL21(DE3)pLysS.

A partir de un cultivo de 5 mL de la cepa BL21(DE3)pLysS transformada (3.1.2) con el
vector pET28a/AtA6PR se realizé el siguiente protocolo de induccién con IPTG. Se

diluyé el cultivo en 100 mL de medio LB fresco con cloranfenicol en un matrazde 1 Ly
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se incub6 a 37 °C con agitacién (200 rpm) hasta alcanzar una DOgq, de 0,6. Se apart6
50 mL de cultivo en un segundo matraz como control negativo de la induccién (células
sin inducir), y al resto se le agregé IPTG 0,5 mM (células inducidas). Se realizd el resto
del protocolo de igual forma para ambos cultivos. Se incub6 a 37 °C con agitacién (200
rpm) durante 3 h. Se sedimentaron las células centrifugando a 5000 g por 5 min. Se
lavo dos veces con buffer TEN (Tris-HCI 100 mM pH 7,4, NaCl 50 mM, EDTA 1,0 mM).
Se retir6 el sobrenadante y se almacenaron las células sedimentadas a -80 °C para la

posterior extraccién de proteinas.

3.3.2 Extraccion de proteinas de E. coli.

A partir de las células inducidas y su respectivo control sin inducir (3.3.1) se procedio a
su extraccion de proteinas totales. Se resuspendieron las células en 2,5 mL de buffer A
de extracciéon de proteinas [Tris-HCI 25 mM pH 8, NaCl 300 mM, glicerol 10% (v/v),
EDTA 0,1 mM] con inhibidor de proteasas 1X (“cOmplete Mini, EDTA-free”, Roche®).
Se sonicaron las muestiras con 5 pulsos de 1 min separados por pausas de 1 min en
hielo. Se aparté una alicuota de 0,5 mL de extracto crudo (EC) de cada cultivo y se
almacend a 4 °C para su posterior analisis. Se separd la fraccion soluble (FS, 2 mL) de
la insoluble (FI) centrifugando a 10000 g por 15 min a temperatura ambiente. La Fl se

resuspendié en 2 mL de buffer A con inhibidor de proteasas.

3.3.3 Cuantificacién de proteinas.

Para cuantificar las muestras de proteinas, tales como extractos crudos o proteinas
purificadas se utilizé el método Bradford (Bradford, 1976). Se confecciond una curva de
calibracion entre 1 y 10 ug de BSA (albimina de suero de bovino) en 500 ulL de

reactivo de Bradford [azul de Coomassie 10% (p/v), etanol 5% (v/v), acido fosférico
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8,5% (v/v)] y se rasé en 1 mL con agua destilada. Se midi6 la DOsgs de cada tubo con
BSA. Se confecciond un gréafico con los valores de concentracion de BSA en funcién de
la DOsgs registrada. La regresion lineal que se obtuvo se utilizé para calcular
posteriormente las concentraciones de las muestras que fueron sometidas al ensayo
de Bradford. Para medir una muestra de extracto crudo, fraccién soluble o insoluble se
mezcld entre 1 y 3 puL de muestra con 500 pL de reactivo de Bradford y se rasé con
agua destilada en 1 mL. Para medir una muestra con proteina purificada se mezclé
entre 10 y 50 pL de muestra con 500 pL de reactivo de Bradford y se rasé en 1 mL con
agua destilada. Utilizando la curva de calibracion obtenida se calcularon las

concentraciones de las muestras.

3.3.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-

PAGE).

Esta técnica de separacion se usé para verificar la integridad de las proteinas en las
muestras analizadas. El gel separador fue preparado al 12% usando 1,7 mL de agua
desionizada, 1,25 mL de una solucion de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, 50 uL de una solucién
de SDS 10% (p/v), 2 mL de una solucién de acrilamida 30%/bis-acrilamida 0,8% (p/v),
50 yL de APS 10% (p/v) y 5 yuL de TEMED. EI gel concentrador fue preparado al 4%
usando 1,54 mL de agua desionizada, 0,625 mL de una solucién de Tris-HCI 0,5 M pH
6,8, 25 UL de una solucién de SDS 10% (p/v), 335 YL de una solucion de acrilamida
30%/bis-acrilamida 0,8% (p/v), 25 uL de APS 10% (p/v) y 5 UL de TEMED. Los geles
fueron preparados en una camara electroforética vertical con un grosor de gel de 1

mm.
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Las muestras a analizar fueron precipitadas agregando 4 volimenes de acetona y
centrifugandolas a 10000 g por 5 min. Se resuspendieron en buffer de carga
denaturante 1X [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 se incubaron por 10 min a 75
°C. E! buffer de corrida utilizado contiene Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM, SDS
0,1% (p/v). Para las muestras EC, | y S (3.3.2) se cargaron 25 ug de proteinas de cada
muestra. Para el andlisis de las fracciones purificadas (3.3.6) se cargaron 50 L de
muestra. Las cantidades de proteina purificada utilizada para la evaluacion de la
afinidad del presuero y antisuero de ratdn a-His-AtA6PR se detallan en 3.3.8 y 3.3.9.
Se corrié el gel durante ~1,5 h bajo un potencial de 50 V y luego se corrié ~3 h con
potencial 100 V hasta que el frente de migracién coloreado haya llegado hasta el limite
inferior del gel. Los geles de poliacrilamida fueron revelados con tincién de Coomassie

(Meyer y Lamberts, 1965).

3.3.5 Inmunodeteccién del epitopo 6xHis mediante western blot.

Luego de correr el SDS-PAGE (3.3.4), éste fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um de espesor (Pierce Biotechnology®) acolchonada entre
papeles filiro (Whatman 1). Se embebié el gel, los papeles filtro y la membrana de
nitrocelulosa en buffer de transferencia [Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,0375%
(p/v), metanol 20% (v/v)] y se aplicé un potencial de 15 V durante 20 min. Se tifid la
membrana con una solucién de rojo de Ponceau [rojo de Ponceau 0.1% (p/v), acido
acetico 5% (v/v)] corroborando la correcta transferencia de las proteinas desde el gel a
la membrana. Todos los lavados que se indican a continuacion en esta
inmunodeteccién fueron realizados a T° ambiente y con agitacién suave. Se retiré el

rojo de Ponceau lavando con una solucién de TBS-T [Tris-HCI 20 mM pH 7,5, NaCl
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140 mM, Tween-20 0,1% (v/v)] durante 1 min. Se bloqued la membrana con una
solucién de leche descremada/TBS-T 4% (p/v) a T° ambiente por 2 h con agitacién
suave. Se lavo la membrana dos veces con TBS-T durante 10 min. Se incubé la
membrana con el anticuerpo primario (“Monoclonal Anti-polyHistidine antibody
produced in mouse” Sigma®) en leche descremada/TBS-T 4% (1:3000) a 4 °C con
agitacién suave durante ~15 h. Se lavo 3 veces con TBS-T durante 10 min. Luego se
incubd durante 2 h con anticuerpo secundario [*Anti-Mouse IgG (Fab specific)-Alkaline
phosphatase antibody produced in goat”, Sigma®, 1:25000]. Se lavé 2 veces con buffer
alcalino (Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl 5 mM) por 5 min. Se incub6
durante 30-45 s con una soluciéon de revelado que contiene dos sustratos para la
fosfatasa alcalina - NBT 330 ng/mL y BCIP 165 ng/mL en buffer alcalino. Una vez
reveladas las bandas de interés, se detuvo la reaccién embebiendo la membrana en

una solucion de EDTA 20 mM.

3.3.6 Purificacién de His-AtAG6PR por columna de afinidad a ion metalico (Ni).

Se sometié a purificacion el sobrenadante del extracto de proteinas de E. coli
BL21(DE3)pLysS inducida con IPTG (3.3.2) en donde se encuentra His-AtA6PR. La
purificacion fue realizada haciendo fluir la muestra por la columna de Ni comercial
(HisTrap™ HP 1 mL, General Electric®) y eluyendo con concentraciones crecientes de
imidazol de la manera que se indica a continuacion. Se llevd el sobrenadante a un
volumen total de 10 mL con buffer A de extraccion de proteinas (descrito en 3.3.2). Se
hizo pasar por la columna 20 volimenes de agua desionizada y posteriormente se
ambientd la columna haciendo fluir 10 volimenes de buffer A con imidazol 20 mM.
Luego se pasaron los 10 mL de muestra. Desde este momento se empez6 a colectar

las fracciones de 1 mL eluidas de la columna incluyendo el frente. Se hizo pasar 6

26




volumenes de buffer A con imidazol 50 mM, luego 6 volimenes de buffer A con
imidazol 100 mM y posteriormente 6 volimenes de buffer A con imidazol 250 mM. El
final colector fue de 10 volimenes de buffer A con imidazol 500 mM, siendo ésta la
ultima fraccion colectada. Todas las fracciones colectadas fueron analizadas mediante

SDS-PAGE y western blot (3.3.4 y 3.3.5).

3.3.7 Preparacion de un antisuero de raién a-His-AtA6PR.

Se llevaron a cabo 3 preparaciones de antisuero a-His-AtA6PR independientes,
utilizando para cada una un ratén cepa BALB/c (R1, R2 y R3 respectivamente). Se
inmunizdé una vez a cada ratén cada 7 dias durante 3 semanas siendo un total de 3
inmunizaciones por raton. Para cada inmunizacién se prepararon 50 ug de His-AtAGPR
purificada (3.3.6) en un volumen de 100 yL y se mezclaron con 100 uL de adyuvante
de Freund. Para la primera inmunizacién se utilizé adyuvante completo de Freund, y
para las siguientes dos se us6 adyuvante incompleto de Freund. La mezcla fue agitada
en voértex durante 12 min hasta formar un coloide el cual fue inyectado en la cavidad
peritoneal. Tres dias después de la tercera inmunizacion se extrajeron ~150uL de
sangre periférica de cada ratén para analizar la afinidad de éste por His-AtA6PR
mediante ensayos de dot blot, ELISA y western blot (3.3.8). Para obtener el suero se
incubd la sangre extraida por 3 horas a 37 °C, luego se centrifugd a 400 g por 10 min y
se rescatd el sobrenadante. Uno de los ratones (R3) fallecié al dia siguiente de la
tercera inmunizacién. Una vez verificada la afinidad se procedi6 a inmunizar por tltima
vez a cada ratén (con el coloide preparado con adyuvante incompleto de Freund) y 3
dias después se anestesiaron los animales R1 y R2 con diéxido de carbono (0,2 L/min
en una camara de 1 L) y se exirajeron los sueros totales por eutanasia y puncién

cardiaca. Las inmunizaciones de los ratones y las extracciones de sangre fueron

27




realizadas en colaboracion con la Dra. Maria Rosa Bono y don Leonardo Vargas, en el

Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

3.3.8 Evaluacion de afinidad del presuero por His-AtA6PR mediante ELISA, dot blot y

western blot.

Se analizaron los 3 sueros extraidos de los ratones luego de 3 inmunizaciones,
sometiéndolos a los ensayos de ELISA, dot blot y western blot con el fin de medir la
avidez de deteccién de los antisueros frente a AtA6PR. En cada prueba se sometieron
distintas concentraciones de His-AtA6PR recientemente purificada (no mas de 7 dias).
Se usé como control negativo a His-AtSDH que corresponde a una proteina que no
comparte similitudes estructurales ni conformacionales significativas con respecto a
AtAGPR pero que si posee un epitopo 6xHis fusionado N-terminal (Mandujano, 2010).
De esta forma se pudo calcular la diferencia entre la fraccion de inmunoglobulina en el

presuero que detecta sélo a AtA6PR y no al epitopo 6xHis.

3.3.8.1 ELISA.

Se usaron las siguientes cantidades (en ng) de His-AtA6PR purificada: 400; 200; 100;
50; 25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6; 0,8; 0,4 y 0,2. Las mismas cantidades fueron utilizadas para
el control negativo (His-AtSDH). Se incubaron las placas de ELISA con dichas
cantidades de proteinas disueltas en buffer de tapizado fresco [Na,COs; 3,5% (piv),
NaHCO; 5,6% (p/v), pH 9,5] durante ~15 h a 4 °C. Se lavé una vez con PBS-T
[Na;HPO, 0,143% (p/v), KH:PO4 0,025% (p/v), NaCl 0,8% (p/v), KCI 0,02% (p/v),
Tween-20 0,1% (v/v), pH 7,6]. Se incubé 1 h con PBS-T a T° ambiente. Se agregé el
presuero en diluciones 1:1000, 1:2000 y 1:4000 en PBS-T y se incubd durante 1 ha T°

ambiente. Se lavo 4 veces con PBS-T. Se incubé en oscuridad con un anticuerpo
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secundario fusionado a una peroxidasa (BD Pharmingen™ “HRP Goat Anti-Mouse 1g”)
en PBS-T en dilucién 1:1000 durante 1 h. Se lavé 4 veces con PBS-T durante 1 min y
luego 3 veces con agua destilada durante 1 min. Se agregd a cada pocillo 100 uL de
una solucion reveladora que contiene perdxido de hidrogeno y 3,3, 5,5
tetramethylbenzidine (BD OptEIA™ “TMB Substrate Reagent Set”) preparado segin
las instrucciones del fabricante. Luego de 3 min de reaccioén de revelado, ésta fue
detenida agregando 50 pL de HsPO, 1M a cada pozo. Se leyeron las placas de ELISA

a DOysp en un lector “Emax precision microplate reader” (Molecular Devices).

3.3.8.2 Dot blot.

El dot blot tuvo como finalidad generar una orientacién a priori con respecto a la
concentracion de antisuero que se debe usar al realizar inmunodetecciones en
membranas de nitrocelulosa y revelando con fosfatasa alcalina [*Anti-Mouse IgG (Fab
specific)-Alkaline phosphatase antibody produced in goat’, Sigma®. Se cargd
directamente sobre las membranas de nitrocelulosa las siguientes cantidades de His-
AtA6PR en secciones independientes: (en ng) 400; 200; 100; 50; 25 y 12,5. Se bloqued
con leche descremada/TBS-T 4% (p/v) durante ~15 h a 4 °C con agitacion suave. Se
lavaron las membranas dos veces con TBS-T durante 10 min. Se incubaron las
membranas con los presueros como anticuerpos primarios en leche descremada/TBS-
T 4% a las diluciones correspondientes (1:2000 y 1:4000) a T° ambiente con agitacion
suave durante 3 h. Se lavé 3 veces con TBS-T durante 10 min. El revelado fue

realizado como se describe en 3.3.5.
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3.3.8.3 Western blot.

En 8 carriles de un gel de poliacrilamida (3.3.4) se resolvieron intercaladamente 1 ug
de His-AtA6PR y 1 pg del control negativo, His-AtSDH. Posteriormente, se hizo una
transferencia a una membrana de nitrocelulosa (3.3.5). Se corté la membrana
generando cuatro réplicas con His-AtA6PR y His-AtSDH adyacentes. Una réplica fue
incubada con anticuerpo a-6xHis como control positivo de igual forma que como se
describe en la seccién 3.3.5. Las otras ires réplicas fueron bloqueadas con leche
descremada/TBS-T 4% (p/v) durante 1 h a T° ambiente. Se lavaron una vez con TBS-T
por 5 min a T° ambiente y con agitacion suave. Se incubaron cada una con un
presuero en dilucién 1:1000 en leche descremada/TBS-T 0,4% (p/v) durante ~15 h a 4
°C con agitacion suave. Se lavaron 2 veces con TBS-T por 10 min a T° ambiente y con
agitaciéon suave. El revelado de todas las réplicas fue realizado como se describe en

3.3.5.

3.3.9 Evaluacion de afinidad del antisuero a AtA6PR mediante western blot.

Para la evaluacion del suero de ratén se llevaron a cabo dos western blots. El primero
consistié en la determinacién del limite de detecciéon en que el antisuero reconoce a
AtAG6PR y no al epitopo 6xHis. El segundo permitié evaluar las inespecificidades que
presentan los antisueros frente a las proteinas que no hayan podido ser extraidas de la
muestra en el paso de purificacion (3.3.6). Ademas, en este Ultimo experimento se
prueba la especificidad con respecto a His-MdABPR que corresponde a una proteina
homologa a AtA6PR que comparte un 69% de identidad aminoacidica (Zamudio, 2010)
y que proviene de una especie de la familia rosaceae (Malus domestica; Figueroa e

Iglesias, 2010).
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El protocolo fue similar al descrito en 3.3.5 pero con algunos cambios. Para la primera
inmunodeteccion: Se corrié en un gel de poliacrilamida (3.3.4) distintas cantidades de
His-AtA6PR (en ng) 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,3 y 15,6. Se corrié también en el
mismo gel His-AtSDH como control negativo, a las mismas concentraciones y carril por
medio entre las muestras de His-AtA6PR. Luego de la transferencia a la membrana de
nitrocelulosa y bloqueo con leche descremada/TBS-T 4% (p/v) durante ~15 h (3.3.5),
se lavé una vez con TBS-T. Se incubd con los antisueros en dilucién 1:4000. Se lav 6
veces con TBS-T durante 10 min con agitacién suave a T° ambiente. El revelado fue

realizado como se detalla en 3.3.5.

Para la segunda inmunodeteccién se corrieron dos SDS-PAGE. En el primero se
cargaron 25 pg de los ECs de proteinas de E. coli inducidas con IPTG y sin inducir
(3.3.2) y 2 pg de His-AtA6PR, His-AtSDH y His-MdAG6PR purificadas [segln Figueroa e
Iglesias (2010) y Mandujano (2010) respectivamente]. Este gel fue tefiido con azul de
Coomassie para verificar la integridad de las proteinas en las muestras (3.3.4). El
segundo gel fue cargado con 2,7 ug de los ECs y 100 ng de las proteinas purificadas.
Luego, se transfirid a una membrana de nitrocelulosa y se hizo un western blot para
analizar ambos presueros junto con el control revelado con el anticuerpo primario a-

6xHis, de igual manera que la que se detalla en el parrafo anterior.

3.3.10 Extraccién de proteinas de A. thaliana.

Se cosecharon 100 mg de plantulas completas (3.1.3) y se congelaron en nitrgeno
liquido. Se molié con pistilo agregando 200 pL de un buffer de extraccién de proteinas
descrito por Tao y col [1995; Na,H,PO, 100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, tiourea

10 mM, Tween-20 0,3% (v/v), Tritén X-100 0,05% (v/v), DTT 10 mM, pH 6,8]. Se

31




centrifugé a 15000 g por 20 min. Se rescato el sobrenadante y se almacené a 4 °C. La

cuantificacién de proteinas se llevo a cabo como se describe en la seccién 3.3.3.

3.3.11 Western blot de A. thaliana wt y mutantes atabpr-1 y atabpr-2 utilizando los

sueros de R1y R2.

Como prueba final de la utilizacién de los antisueros se realizd un western blot
cargando en friplicado un SDS-PAGE con 25 ug de proteinas totales de A. thaliana wt y
mutantes atabpr-1 y atabpr-2 (3.3.10) y ~5 pg de His-AtA6PR purificada (3.3.6) como
control positivo. Posteriormente uno de los geles fue tefiido con tincion de Coomassie
(3.3.4) y a los otros dos se les realizd la transferencia a membranas de nitrocelulosa
como se detalla en la seccidén 3.3.5. Se incubé una membrana con el anticuerpo a-
6xHis (3.3.5), y la otra con el suero de R2 como se describe en la seccion (3.3.9). Las

membranas fueron reveladas de igual forma que en 3.3.5.
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4. RESULTADOS.

4.1 Construccion del vector de expresion de His-AtA6PR en bacterias.

Para elaborar un vector que al introducirlo en E. coli le permita expresar His-AtA6PR se
opto por utilizar el vector pET28a al cual le fue clonado el gen Af{A6PR mediante corte y
ligacién con las enzimas BamHl y Nofl. Como A{A6PR presente en el vector
PCRE8/AtA6PR no cuenta con estos sitios de restriccion flanqueantes fue necesaria la
integracién de estos mediante PCR convencional utilizando partidores disefiados para
agregar a AtA6PR estas secuencias de reconocimiento. Posteriormente se cloné este
amplificado en un vector de entrada (pCR8) para luego escindir el gen AtA6PR con

extremos cohesivos y clonarlo en pET28a.

411 Clonamiento de AtA6PR en pET28a mediante pCR8.

Para insertar estas secuencias en los extremos del cDNA-AfA6PR, éste fue amplificado
desde el vector pCR8/AtA6PR mediante PCR con Pfu usando los partidores S6F-Bam
y S6R-Notinew que se muestran en la Tabla [. De esta reaccién, se obtuvo un
amplificado de ~950 pb (Figura 3A) correspondiente al tamafio esperado (956 pb).
Posteriormente, esta banda fue purificada y sometida a una reaccion
adenosiltransferasa utilizando Taq, debido a que Pfu carece de esta actividad y
produce amplificados romos. Dado que la estrategia utilizada requiere de la digestién
de este fragmento, éste fue clonado en el vector de entrada pCR8 de tal modo que al
realizar con éxito la digestion sea posible visualizar en el gel de agarosa dos bandas
correspondientes al fragmento BamHI-AtA6PR-Not! y al resto del vector. Por este
motivo, el producto de la reaccién de PCR fue clonado en el vector pCR8. De los

clones obtenidos, 8 fueron analizados mediante PCR de colonias con los partidores
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S6F-Bam y S6R-Not1new para la verificacion de la presencia del inserto en el vector.
De esto, se obtuvo la misma banda de ~950 pb correspondiente al tamafio esperado
para las 8 colonias analizadas (Figura 3B), indicando que la amplificacién y clonacién

fueron realizadas con éxito.

PN

Figura 3: Amplificacién deBamHI-AtA6PR-Notl.

(A) BamHI-AtA6PR-Notl amplificado desde pCR&/AtA6PR con partidores S6F-Bam y S6R-Notinew
agregando los respectivos sitios de corte para las enzimas BamHI y Nofl flanqueando el gen AtA6PR. (B)
PCR de colonias transformadas con pCR8/BamHI-AtA6PR-Not! (carriles 1-8). cn es el control negativo del
PCR sin agregar DNA a la reaccién y cp el control positivo en donde se amplificod AfA6PR desde una
colonia transformada con el vector pCR8/AtA6PR.

Ambos vectores fueron digeridos con ambas enzimas de restriccion. Esto permitié
preparar el vector pET28a linearizandolo con extremos cohesivos y obteniéndose el
tamano esperado (5337 pb) observable en Figura 4A. También se escindié el
fragmento BamHI-AtA6PR-Notl del vector pCR8 (937 y 2836 pb, respectivamente;
Figura 4B), confirmando la correcta insercién del cDNA en este vector. Este fragmento

fue purificado y luego ligado al vector pET28a linearizado.

Se analizaron 3 clones obtenidos de la transformacion con este vector mediante PCR
de colonias (no mostrado), y posteriormente PCR convencional a partir de una
minipreparacién de DNA plasmidial (Figura 5A), con los partidores universales T7
promotor y T7 terminador, para verificar la correcta insercion del fragmento AtA6PR en

el vector pET28a. De esta forma, se obtuvo el amplificado esperado (1222 pb) para las
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3 colonias analizadas y se obtuvo un amplificado de menor tamario (317 pb) para el

control negativo correspondiente al amplificado del vector pET28a sin el inserto.

1,0 kb 3.

5‘ 3 < Cok «Y — Nﬁ i FiN PR N Ya'ﬁ‘l; h ;
Figura 4: Digestiones de los vectores pET28a y pCR8/BamHI-AtA6PR-Notl.
(A) Digestiones simples y doble de pET28a con las enzimas de restriccion BamH! y Noti: carril 1 digestion
doble, carril 2 vector sin digerir, carriles 3 y 4 digestiones simples con BamHI y Nofl respectivamente. El
tamario esperado en todas las digestiones es de ~5300 pb correspondiente al tamarfio del vector. (B)
Digestiones dobles de pCR8/BamHI-AtA6PR-Notl con las enzimas BamHl y Notl. Los carriles 1, 2 y 3 son
tres vectores analizados provenientes de clonaciones independientes.

Luego de corroborar lo anterior, se sometieron a estos mismos clones a un andlisis de
orientacién de insercién mediante PCR direccional a partir de las minipreparaciones de
DNA plasmidial utilizando para esto el partidor universal T7 promotor (5' al gen) y los
partidores S6R-Not1new (3') y S6F-Bam (5'; Tabla 1) en donde deberia observarse un
amplificado dependiendo de si el fragmento AtA6PR fue integrado en sentido o
antisentido con respecto al promotor, respectivamente. El resultado de este analisis fue
el esperado en donde se observé amplificacién de un producto del tamafio deseado
(1127 pb) sélo en la reaccion de PCR con partidores T7 promotor y S6R-Not1new
correspondiente a la configuracién en sentido del inserto con respecto al promotor en

PET28a (Figura 5B).
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Posteriormente estos clones fueron secuenciados (MACROGEN) y comparados con el
CDS de AtA6PR depositada en www.arabidopsis.org (At2g21250) obteniéndose un

100% de identidad nucleotidica entre todos los clones y la secuencia de referencia.

A

1,5Kkb |4

1,0 kb | %

0,5kb

250 pb

15kb | &

1,0kb

Figura 5: Andlisis de insercién y orientacién del fragmento BamHI-AtA6PR-Not! clonado en el vector
PET28a.

1, 2y 3 son tres vectores analizados de clonaciones independientes. cn es el control negativo en donde se
uso el vector pET28a sin inserto. (A) PCR convencional utilizando los partidores universales T7 promotor y
T7 terminador externos al inserto amplificando el gen AtA6PR clonado en el vector. (B) PCR direccional
para verificar orientacion del inserto AfA6PR en pET28a. En los carriles con la letra F los partidores
utilizados para la reaccién de PCR fueron T7 promotor y S6R-Not1new, mientras que en los que estan
sefalados con la letra R se utilizé T7 promotor y S6F-Bam.

4.2 Expresion de His-AtA6PR en bacterias.

Una vez clonado AfA6PR correctamente en pET28a, lo cual deberia agregar un
epitopo 6xHis en su N-terminal, se procedié a transformar la cepa BL21(DE3)pLysS
con dicho vector (pET28a/AtA6PR; 3.1.2) para luego inducir la produccion de la
proteina recombinante. Estas células fueron sometidas a una induccién con IPTG, se
extrajeron las proteinas totales y se separaron las fracciones soluble e insoluble
(3.3.2). Tanto el extracto crudo inducido con IPTG y el extracto sin inducir, como las
fracciones solubles e insolubles correspondientes de cada uno fueron evaluadas

mediante SDS-PAGE, para corroborar la integridad de las proteinas en la muestra, y
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western blot, para verificar la presencia de His-AtA6PR. Como se puede apreciar en la
imagen del SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie (Figura 6A), fue posible separar
las proteinas presentes en las muestras analizadas pudiéndose observar una banda

con el tamafio esperado de His-AtA6PR (38,56 kDA, flecha negra) de mayor intensidad

A EC Fl FS B EC Fl FS

- ¥ - + - + PM - + - + - + PM
kDa kDa
. -60 -60
W - 50 -50
e -40 -40
- ) "—
-30 -30

Figura 6: Expresion de His-AtA6PR en E. coli.

SDS-PAGE (A) y westem blot (B) del sistema de expresion de E. coli BL21(DE3)pLysS transformada con
el vector pET28a/AtA6PR inducible con IPTG. Se muestran extractos crudos (EC) de células inducidas (+)
y sin inducir (-) y sus respectivas fracciones solubles (FS) e insolubles (Fl). El westem blot fue incubado
con anticuerpo primario a-6xHis.

en la FS de las células inducidas y que no se encuentra en la FS de las células no
inducidas. Esto da indicios a priori de que se trata de His-AtA6PR, siendo corroborado
por la deteccion de esta banda en el western blot (Figura 6B, flecha negra). Analisis
bioinformatico y experimental previos indican que AtA6PR es una proteina
citoplasmatica (Zamudio, 2010; seccién 1.6.1). Por lo tanto, era de esperar que esta
proteina se encontrase en la fraccion soluble al ser expresada en bacteria; sin
embargo, fue posible detectarla con similar intensidad tanto en FS+ como en Fl+. La
imagen del SDS-PAGE tefiido fue analizada con el programa ImageJ, determinando el
porcentaje de His-AtA6PR con respecto a las proteinas totales en la fraccidn soluble.

Se obtuvo que ~9% de esta fracciéon corresponde a His-AtA6PR, siendo ésta una
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cantidad suficiente (>5%) para continuar con el proceso de purificacién sin Ila

necesidad de optimizar el sistema de expresion de His-AtA6PR.

4.3 Purificacion de His-AtAG6PR.

Previo a la inmunizacién de los ratones fue necesaria la purificacién de His-AtA6PR
disminuyendo las probabilidades de encontrar inespecificidades en el anticuerpo
policlonal generado, ademas de las que son proporcionadas por el adyuvante de
Freund. Para esto se aplicé la fraccién soluble, en donde se encuentra His-AtA6PR, a
una columna de afinidad a Ni, y las proteinas adheridas fueron eluidas con imidazol
250 mM (3.3.6). Luego, se resolvieron las fracciones eluidas mediante SDS-PAGE y se
tiieron con azul de Coomassie (Figura 7A, C y E). Estos geles también fueron
analizados mediante western blot utilizando el anticuerpo a-6xHis (Figura 7 B, D y F,

respectivamente).

La flecha negra (Figura 7 A y B) apunta a la banda correspondiente a His-AtAG6PR en
FS (~38,5 kDa), sin embargo, en la Figura 7B se observa una leve deteccion en la
fraccion frente (F; flecha roja) indicando que una proporcién de His-AtA6PR no fue
retenida en la columna llegando esta dltima a su maxima capacidad. Luego, en las
fracciones 4 a 7 eluidas con imidazol 100 mM (Figura 7C y D) el peso de las bandas
observadas en el SDS-PAGE (~27 kDa) no coincide con el de las observadas en el
western blot (~38 kDa) en las mismas fracciones. Esto indica que a esta concentracion

de IPTG, His-AtA6PR comienza a desprenderse de la columna pero en menor cantidad
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Figura 7: Purificacion de His-AtA6PR con columna de afinidad a Ni.

En A, C y E se muestran SDS-PAGEs y en B, D y F sus respectivos westem blots revelados con el
anticuerpo a-6xhis. En A se muestra la fraccion soluble FS de las células inducidas con IPTG y en el
siguiente carril (F) corresponde a la muestra luego de haber pasado a través de la columna. Los siguientes
seis carriles (1-6) corresponden a las primeras seis fracciones obtenidas al eluir con imidazol 50 mM. El
ultimo carril corresponde a la primera fraccion eluida con imidazol 100 mM. En C se muestran las
fracciones 2 a 10 eluidas con imidazol 100 mM. En E se muestran las fracciones 11 y 12 de la elucién con
imidazol 100 mM, y luego se muestran las fracciones 1 a 6 de la elucién con imidazol 250 Mm.

que el contaminante visible en el SDS-PAGE. En la Figura 7E, en las fracciones 11 y
12 eluidas con imidazol 100 mM ya no es posible observar el contaminante de ~27 kDa

sugiriendo que este fue eluido en su mayor parte.
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Se puede observar una Unica proteina con el peso molecular esperado (~38,5 kDa)
entre las fracciones 2 y 3 de elucion con imidazol 250 mM (Figura 7E, flechas negras),
y en otras purificaciones, siempre fue detectada entre las fracciones 1 y 4 por leves
cambios en el montaje experimental. Al someter las mismas fracciones a un analisis de
western blot (Figura 7F), se detecté una banda de igual tamafio con el anticuerpo a-
6xHis, demostrando que ésta corresponde a His-AtAG6PR (Figura 7F, flechas negras).
Aunque se pudo detectar His-AtA6PR en el analisis de western blot, hubo también
deteccion de una banda de menor tamafio y menor intensidad que también fue eluida
en imidazol 250 mM (~30 kDa; Figura 7F, imidazol 250 mM fracciones 2 y 3). Como
control, se pudo observar la misma banda en el EC y su respectiva FS no purificada
provenientes de células inducidas con IPTG y no esta presente en las fracciones de
células no inducidas (no fue posible captar dicha banda en la Figura 6B). Por lo tanto,
se estima que la banda inespecifica es una fraccion de His-AtA6PR proveniente de la

ruptura mecanica que se producen el proceso de sonicacion.

Aparentemente, la cantidad de His-AtA6PR cargada en la columna de afinidad fue
superior al maximo que ésta es capaz de retener, lo cual se ve reflejado en la banda
del mismo peso molecular pero de menor intensidad detectada en el frente de
migracion (Figura 7B, carril F). A pesar de esto, y en consulta con don Leonardo
Vargas (Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Chile), la cantidad y pureza de His-AtA6PR fue suficiente para seguir con las

inmunizaciones de los ratones.
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4.4 Analisis del presuero.

Cada raton fue inmunizado 3 veces, y cada inmunizacién contuvo 50 ug de His-
AtAG6PR purificada y mezclada con adyuvante de Freund. De esta forma, teéricamente,
se genera una respuesta inmune adaptativa mas avida frente al antigeno. Mientras
mayor sea la especificidad del suero del ratén, y mas inmunoglobulina contenga que
reconozca al antigeno, las detecciones que se realicen con el suero que se extraiga
tendran menos inespecificidades y un limite de deteccién mas bajo. Es por esto que
previo a la extraccién total del suero, fue necesario evaluar su afinidad por el antigeno
(His-AtA6PR) y la especificidad por éste, extrayendo una pequefia muestra de sangre,
de tal forma que para los animales no sea letal. Con este propdsito, se extrajeron 50 pL
de suero (presuero) de cada raton tres dias después de la tercera inmunizacién y se

evalué su efectividad mediante ELISA, dot blot y western blot.

441 ELISA.

Se realizd el ensayo de ELISA de forma convencional en donde se evaluaron 3
diluciones de cada presuero (1:1000, 1:2000 y 1:4000) para detectar distintas
concentraciones del antigeno (His-AtA6PR) y del control negativo (His-AtSDH). Al
revelar con peroxidasa, hubo una clara preferencia de deteccion del antigeno sobre Ia
deteccion del control con los tres presueros. Como se muestra en la Figura 8, con los
presueros de R1 y R3 se detecté inespecificamente [a proteina control (siendo mas alta
la inespecificidad detectada por R1 que por R3). Sin embargo, el presuero de R2
apenas detectd el control negativo, indicando que, medido por este ensayo, R2 podria

estar produciendo el presuero con mayor afinidad y especificidad a AtA6PR.
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Figura 8: Ensayos de ELISA para evaluar la afinidad de los presueros por AtA6PR.
Los graficos muestran los niveles de densidad optica a 450 nm registrada en funcion de la cantidad de
proteina cargada en el pocillo. Se muestra el control negativo (cn) al que no se agregé anticuerpo primario,
por lo tanto las mediciones registradas corresponden en promedio al limite de deteccion de la placa. Se
cargaron desde 400 ng hasta 0,2 ng de His-AtA6PR como antigeno, y de His-AtSDH como control. Los
graficos A, B y C muestran los resultados obtenidos al utilizar los antisueros provenientes de R1, R2 y R3
respectivamente. Cada uno fue utilizado en diluciones 1:1000, 1:2000 y 1:4000.
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A pesar de que las diluciones 1:1000 y 1:2000 presentan un menor limite de deteccion,
al usar la dilucién 1:4000, el control His-AtSDH tiene un minimo de deteccién a
mayores cantidades que al usar las ofras dos diluciones. Es decir, al realizar una
inmunodeteccién usando las diluciones 1:1000 y 1:2000 es posible detectar cantidades
menores de His-AtA6PR, sin embargo, es posible que sean detectadas también un
mayor numero de inespecificidades. En cambio al utilizar una dilucién de 1:4000, estas
inespecificidades debieran disminuir, restringiendo el limite de deteccién de His-
AtABPR. Por otro lado, al utilizar una mayor dilucién se disminuye el uso excesivo de

antisuero.

4.4.2 Dot blot.

El dot blot permitié determinar la concentracién adecuada de presuero necesaria para
una mejor deteccién del antigeno sobre una membrana de nitrocelulosa. De esta forma
puede disminuir ain mas el uso excesivo de anticuerpo en los western blots
posteriores. Se agregd una serie de diluciones de His-AtA6PR purificada en una
membrana de nitrocelulosa y se realizé un ensayo de deteccién con distintas diluciones
de los tres presueros (3.3.8.2). En la Figura 9 se puede observar que hay deteccion de
His-AtA6PR en membranas con los 3 presueros. Para los 3 ratones hubo deteccién
hasta los 50 ng de antigeno cuando se us6 una dilucién de presuero de 1:2000, y hasta
los 100 ng cuando se usd 1:4000. Incluso, con el presuero de R2 utilizado a una

concentracion 1:1000 fue posible detectar hasta 25 ng del antigeno (no mostrado).
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Figura 9: Dot blot para la evaluacién de la concentracién apropiada en el uso de los presueros a-His-
AtA6PR.

Se muestran seis membranas en las cuales se adhirié His-AtA6PR en forma puntual directamente sobre la
superficie en las cantidades sefialadas en la parte superior (400 a 12,5 ng). Cada lamina se incubd con el
presuero que se sefiala a la derecha (R1, R2 o R3) en dilucién 1:2000 o 1:4000. Las flechas indican las
cantidades minimas de His-AtA6PR detectadas a cada dilucién de presuero utilizada. Los tres presueros
presentaron el mismo limite de deteccion: 50 ng de His-AtA6PR al ser aplicado en dilucién 1:2000, y 100
ng cuando son aplicados 1:4000.

Considerando este resultado, se puede afirmar que los tres presueros estan
detectando una proteina en la muestra de His-AtA6PR purificada, y que los tres
presueros pueden ser utilizados a la misma concentracion en las condiciones de
experimentales utilizadas. Sin embargo, podria ser que hayan detectado un
contaminante en la muestra (Figura 7), por lo que debi6 ser demostrado el peso
molecular de las proteinas detectadas por western blot (0). De todas formas se obtuvo
que, utilizar una dilucién de 1:4000 de cualquiera de los tres sueros es suficiente para

los ensayos posteriores de inmunodeteccion en membranas de nitrocelulosa.
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4.4.3 Western blot.

Dado que los tres presueros fueron capaces de detectar proteinas directamente
adheridas a la membrana de nitrocelulosa en el dot blot (4.4.2), se procedid a realizar
un analisis de western blot contra la proteina His-AtA6PR y contra una proteina control

(His-AtSDH), ambas purificadas.

Como se puede apreciar en la Figura 10, al utilizar el anticuerpo a-6xHis ambas
proteinas (His-AtA6PR y His-AtSDH) fueron detectadas (flechas negra y roja
respectivamente). Sin embargo, al revelar usando cada uno de los tres presueros se
detectdé solamente el antigeno (His-AtA6PR, flechas azules) y no asi la misma cantidad
de la proteina control (His-AtSDH) demostrandose para los tres presueros una mayor

afinidad por AtA6PR que por el epitopo 6xHis.

a-6xHis R1 R2 R3
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Figura 10: Westemn blot para la evaluacion de afinidad de los presueros por His-AtA6PR.

Se muestran cuatro westem blots en donde se cargd 1 ug de His-AtA6PR (a; ~38,5 kDa) y 1 ug de His-
AtSDH (s; ~43 kDa) purificadas. El primero fue incubado con el anticuerpo primario a-6xHis como control.
Las siguientes tres membranas fueron incubadas con los respectivos presueros de R1, R2 y R3 en
dilucién 1:1000.
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Aunque se pueden observar bandas inespecificas en los tres presueros cercanas a los
~70 kDa, lo anterior comprueba que estas bandas sélo se deben a que las
inmunizaciones realizadas no contuvieron al antigeno 100% puro, sino que este fue
mezclado con el adyuvante de Freund para luego realizar las inmunizaciones. Este
adyuvante contiene otras proteinas capaces de generar respuestas inmunes
adaptativas y conllevar a que los sueros presenten inespecificidades a la hora de
detectar a AtA6PR. Ademas, se puede observar que el presuero de R2 tiene varias
inespecificidades que los otros dos presueros no tienen. Esto puede deberse a que el
suero de cada ratén es diferente de cualquier suero de otro ratén, aunque ambos

hayan sido expuestos al mismo antigeno.

Este western blot demuestra que los sueros de los tres ratones ya habrian generado la
respuesta inmune suficiente para detectar a His-AtA6PR y con suficiente especificidad

para realizar una Gltima inmunizacioén y posteriormente extraer el suero final.

4.5 Analisis del antisuero.

Luego de analizar los presueros, se realizé una ultima inmunizacion de los tres ratones
(3.3.7). Lamentablemente, un ratén fallecié en este proceso, pero 3 dias después, se
procedid a extraer el suero final de los dos ratones restantes (R1 y R2). Ambos
antisueros fueron analizados mediante dos western blots. La primera inmunodeteccién

consistié en resolver las proteinas purificadas y analizar el limite en que los antisueros
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Figura 11: Westem blot para andlisis del limite de deteccion.

Se cargaron distintas cantidades de His-AtA6PR (a) y His-AtSDH (control, s) desde 1000 ng (carriles 1y 2
respectivamente) hasta 15,6 ng (carriles 13 y 14 respectivamente). En A se us6 el anticuerpo primario a-
6xHis como control. B y C Antisueros de R1 y R2 respectivamente usados en dilucién 1:4000.

detectan a AtA6PR exclusivamente y no asi al epitopo 6xHis. El control incubado con
anticuerpo primario a-6xHis (Figura 11A) muestra un limite de deteccidon de His-
AtAG6PR y del control His-AtSDH de 62,5 ng (flecha negra) y 125 ng (flecha roja)

respectivamente. Como se muestra en la Figura 11 (B y C) ambos antisueros fueron
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capaces de detectar el antigeno hasta los 62,5 ng (flechas negras) y el control negativo
(His-AtSDH, flechas rojas) sélo hasta los 500 ng. Esto fue realizado con una dilucién de
1:4000 de los antisueros y los mismos 6 lavados post incubacién primaria. Se puede
observar también que a cantidades menores a 1000 ng, no fueron detectadas bandas
inespecificas en la muestra con His-AtA6PR ni en el control His-AtSDH con ambos

antisueros ni con el anticuerpo a-6xHis.

El segundo western blot consistié en evaluar la especificidad de los antisueros con
respecto a AtABPR, tomando en cuenta que el antigeno con el que fueron elaborados
contiene el epitopo 6xHis y ademas fue mezclado con el adyuvante completo de
Freund. También se afiadidé en el ensayo una proteina homéloga de manzano (His-
MdAG6PR) con la que AtA6PR comparte un 69% de identidad aminoacidica, obtenida
utilizando un sistema de expresion y purificacién similar al que se usd para AtA6PR [E.
coli BL21Star(DE3)/MdAG6PR; Figueroa e Iglesias, 2010]. El resultado se muestra en la
Figura 12 en donde se observa que bajo las condiciones utilizadas (3.3.9), hubo
deteccién de 100 ng del antigeno His-AtA6PR y no de los 100 ng del control His-AtSDH
con ambos antisueros. Ademas se puede observar que hubo deteccidon de His-AtAG6PR
en la muestra de EC inducido y no hubo deteccion de ésta en el EC proveniente de
células sin inducir. En el western blot control (Figura 12A) incubado con anticuerpo
primario a-6xHis se observa deteccién de His-AtA6PR en las fracciones EC+ y
purificada (flechas negras) y no en la fraccion EC-. También se observa deteccién de

las proteinas purificadas His-AtSDH (flecha roja) y His-MdAGBPR (flecha naranja).
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Figura 12: Prueba de especificidad de los sueros de R1 y R2 mediante westem blot.

EC+ y EC- son extractos crudos de Escherichia coli BL21(DE3)pLysS productora de His-AtA6PR. EC+
proviene de células inducidas y EC- de células sin inducir. Se cargaron 25 ug de proteinas de cada
extracto. En los carriles a, s y m fueron cargados 100 ng de His-AtA6PR, His-AtSDH y His-MdA6PR
respectivamente. His-AtA6PR corresponde a la posible sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de Arabidopsis
thaliana, producida en E. coli. His-MdAGPR corresponde a una A6PR de manzano que también comparte
el epitopo 6xHis. His-AtSDH no comparte identidad con His-AtA6PR pero si posee el epitopo 6xHis. En B y
C se muestra el mismo westem blot pero incubado con los antisueros de R1 y R2 respectivamente en
diluciéon 1:4000.

Por otro lado, se observan bandas inespecificas en los ECs. En ambos hubo una

banda inespecifica de ~35 kDa (Figura 12 B y C, flechas azules) siendo ésta la mas
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cercana en tamario al antigeno. Se observan otras inespecificidades de menor tamafio
para ambos sueros, habiendo en total 2 bandas inesperadas al incubar con R1, y 3
bandas inesperadas con R2 (no mostrado). Se observa también una banda inesperada
en EC+ entre 70 y 85 kDa que no se encuenira en EC-. Esta banda también fue
observada en (C) sin embargo con muy baja intensidad y no fue posible captarla en la

imagen.

Con el suero de R1 fue posible detectar los 100 ng de His-MdABPR y no asi con el
suero de R2. His-AtSDH no fue detectada con los sueros R1 y R2, sin embargo hubo
repeticiones de este resultado (no se muesira) en donde si hubo deteccion de esta

proteina con ambos antisueros.

Con los resultados obtenidos en estos dos western blofs se demuestra la alta
especificidad de los antisueros de R1 y R2 frente a la seccion AtA6PR en comparacion
con el epitopo 6xHis y la proteina homéloga MdAGPR, al aplicarlos en las condiciones

mencionadas.

4.6 Deteccion de AtA6PR en A. thaliana wt y mutantes ata6pr-1y ata6pr-2.

El resultado de este Ultimo wesfern blot permite probar la efectividad de los sueros de
R1 y R2, y la expresion de AtA6PR en A. thaliana wt y en las mutantes insercionales
atabpr-1y ata6pr-2 (Figura 13 C y D). De esta forma, se utilizd6 como control positivo a
His-AtA6PR purificada desde el sistema de expresién en E. coli, y ademas se realizd
un western blot paralelo incubado con el anticuerpo a-6xHis, también como control
(Figura 13B). De acuerdo a lo esperado, se muestira con flechas rojas la deteccion del

control positivo bajo la aplicacion del anticuerpo a-6xHis como de los antisueros de R1
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y R2. Se puede observar también que no hubo deteccion alguna en las muestras de
proteinas de A. thaliana al utilizar el anticuerpo control a-6xHis. Pero al revelar con los
antisueros de R1y R2, se obtuvo una banda de ~35 kDa (flechas negras) en el carril wt
que corresponde al peso hipotético de AtA6PR (sin el epitopo 6xHis). Esta banda se
encuentra ausente en los carriles 1y 2 correspondientes a las muestras de ata6pr-1y
ata6pr-2, indicando que no existe una expresién detectable de AtA6PR en las mutantes

insercionales en las condiciones utilizadas.

Figura 13: SDS-PAGE y westem blots de A. thaliana wt y mutantes ata6pr-1y atabpr-2.
Los carriles wt, 1 y 2 corresponden a las muestras de proteinas de Arabidopsis thaliana silvestre y las
mutantes insercionales ata6pr-1y ata6pr-2 respectivamente. C+ es el control positivo que corresponde a
His-AtA6PR purificada desde el sistema de expresion en E. coli (véase seccion 3.3.6). PM corresponde al
estandar de peso molecular. En A se muestra el SDS-PAGE. En B se muestra el westem blot control
incubado con anticuerpo a-6xHis. En C y D se muestran los westem blots incubados con los sueros de los
ratones R1y R2 (a-His-AtA6PR) respectivamente. Las flechas rojas muestran la banda correspondiente a
la deteccion de His-AtAGPR (~38,5 kDa). Las flechas negras muestran la banda correspondiente a AtAGPR
(~35 kDa).
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5. DISCUSION

En este seminario de titulo, se elaboraron dos sueros de ratén que reconocen a
AtA6PR, una posible sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de Arabidopsis thaliana. Esto
se llevd a cabo mediante la generacién de un sistema de expresion heterdlogo de
AtAGPR en E. coli. Posteriormente, esta proteina fue purificada mediante el uso de una
columna de afinidad a Ni que retiene a AtA6PR por el epitopo 6xHis fusionado en su N-
terminal. Con esto se realizaron cuatro inmunizaciones totales a cada ratén y

finalmente se exirajeron y analizaron ambos sueros generados.

A pesar de tratarse de una proteina proveniente de un organismo eucarionte, se uso6 a
E. coli dada su facilidad de manipulacién y alta taza de produccion de proteinas que se
puede lograr en conjunto con el sistema pET. Otros sistemas de expresion como Pichia
pastoris o Saccharomyces cerevisiae (levaduras) que permiten el correcto plegamiento
de proteinas provenientes de organismos eucariontes, fueron descartados dado que se
ha reportado que para la generacién de un antisuero que reconoce una proteina
citoplasmatica homologa a AtA6PR de manzana (MdA6PR; Figueroa y col. 2010), este
sistema es adecuado para la generacién de un antisuero policlonal. Al tratarse de una
proteina que se localiza en el citoplasma (Zamudio, 2010) esta reductasa no
presentaria modificaciones post-traduccionales que varien significativamente su
estructura y epitopos al ser expresada en este organismo procarionte. A pesar de esto,
el correcto plegamiento no es trascendental para la generacién de un anticuerpo,
cuando el propésito de la elaboracién de éste es la inmunodeteccién mediante westemn
blot. En este tipo de ensayos, lo que se detecta es la proteina en estado denaturado,
por lo tanto al activar la respuesta inmune adquirida en un ratén para que éste

produzca anticuerpos, no es necesario que la proteina se encuentre en estado nativo.
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En el momento de elegir la cepa de E. coli a usar para la generacién de His-AtA6PR
recombinante, se barajo la posibilidad de utilizar otros vectores, como por ejemplo
PGEX el cual fusiona el epitopo GST a la proteina de interés, en vez de epitopo 6xHis
que agrega el vector pET. Sin embargo, el sistema de expresion electo [vector p£T728a
con la cepa BL21(DE3)pLysS] posee cualidades que se ajustan a lo que se requiere
para realizacion de este trabajo, y se detallan a continuacién. Una vez transformado,
este sistema actia mediante tres componentes principales: el lisogeno DE3 que posee
el gen de la RNA polimerasa del virus T7 comandado por el promotor del operén /ac, el
plasmido pLysS que posee el gen que codifica para la lisozima de T7, y pET28a que
contiene el gen de interés a expresar (en este caso His-AtA6PR). El promotor del
operdn lac se encuentra inhibido por el producto génico de /acl en condiciones 6ptimas
de crecimiento y ausencia de lactosa. Cuando este promotor es activado - en presencia
de lactosa o su analogo no hidrolizable IPTG - la RNA polimerasa de T7 transcribe el
gen presente en el vector pET28a. En ausencia del plasmido pLysS, cuando el
promotor T7 se encuentra inhibido por lacl, de todas formas existe una expresion basal
de la RNA polimerasa de T7, ocasionando que el control negativo, que no debiera
tener expresion de His-AtA6PR, se exprese, aunque en menor cantidad. Sin embargo,
en presencia del plasmido pLysS, la producciéon de la lisozima de T7 elimina la
expresion basal de la RNA polimerasa, permitiendo que haya acumulacién de la
proteina de interés solamente al agregar IPTG, y no en el control negativo. De esta
forma se comprueba que lo que se esta expresando (y posteriormente purificando) es
realmente His-AtA6PR (Figura 6), y no otra proteina bacteriana de similares

caracteristicas.
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Como primeros andlisis de los presueros se realizaron un ensayo de ELISA (4.4.1;
Figura 8) y un dot blot (4.4.2; Figura 9). El propésito de estos ensayos fue obtener una
primera evidencia de la efectividad y eficiencia de los sueros. En estos ensayos se
probd que los sueros fueron capaces de detectar a His-AtA6PR purificada al aplicarlos
en las diluciones utilizadas. Sin embargo, segutn los resultados obtenidos por western
blot (Figura 10) no sélo se observa una banda esperada para His-AtA6PR, sino
también otras bandas, indicando que His-AtA6PR no se encuentra pura en su totalidad
y por lo tanto las sefiales detectadas en los ensayos de ELISA y dotf blot no
corresponden Unicamente a His-AtA6PR, sino también a estas proteinas
contaminantes. No obstante, la sefial obtenida para His-AtA6PR en los western blots
es notoriamente mayor al de los contaminantes, por lo tanto, las sefiales obtenidas en

el ELISA y dot blot corresponden, de todas formas, mayoritariamente a His-AtA6PR.

Teniendo esto presente, con el ensayo de ELISA se obtuvo que con los tres presueros
es posible detectar a His-AtA6PR, sin embargo, se destaca la diferencia entre los
presueros por la intensidad con la que detectan a His-AtSDH y a la proteina control
(His-AtSDH) bajo las distintas diluciones con las que fueron aplicados. Con esto se
obtuvo que las mayores diluciones de presuero detectaron al epitopo 6xHis con menor
avidez sin disminuir sustancialmente la afinidad por la fraccién AtA6PR. El dot blot, por
otro lado, mostré correspondencia con el resultado obtenido en el ensayo de ELISA, en
el cual se vio que las diluciones mayores son suficientes para la deteccién de His-
AtA6PR en membranas de nitrocelulosa. No obstante, sin duda el western blot
corrobor6 concluyentemente lo obtenido en los otros dos ensayos, demostrando que
los tres presueros son capaces de detectar a His-AtA6PR por la banda que se observa

con mayor intensidad, a pesar de las inespecificidades. Ademas se confirma que los
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presueros tienen mayor afinidad por la fraccion AtAGPR que por el epitopo 6xHis. De
todas maneras, se esperaba obtener algunas inespecificidades dado que son sueros
policlonales, y por lo tanto al reconocer varios epitopos de la proteina de interés, estos
también pueden ser compartidos con oftras proteinas presentes en el extracto
bacteriano. Pese a esto, mas adelante con los sueros finales se ajustd el nimero de

lavados necesarios para eliminar la deteccién de la mayoria de estas inespecificidades.

El gen electo para llevar a cabo la generacion de los anticuerpos fue aislado
previamente por M? Sofia Zamudio (2010) a partir de ¢cDNA de A. thaliana y
corresponde a At2g21250, el cual posee un 69% de identidad aminoacidica con
respecto a una sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de manzano (MdA6PR). Dada esta
situacién era de esperar que alguno de los anticuerpos generados en el presente
trabajo fuera capaz de detectar a esta proteina homdloga. A pesar de que el resultado
que se muestra en la Figura 12 (B y C) indica que los anticuerpos no son capaces de
detectar His-MdAG6PR purificada, si fue posible observar una leve sefal al incubar la
membrana de nitrocelulosa a la solucién reveladora por ~5 min en vez de los 30-45 s
mencionados en la seccién 3.3.5 (no mostrado), sin embargo al realizar esto también
es detectado el conirol negativo His-AtSDH. Esto da luces de que la variacién de las
condiciones a las que se realiza el wesfern blot podria permitir la deteccion de
MdABPR con el uso de los antisueros de R1 y R2. De todas formas, esto también
indica que los antisueros generados son capaces de detectar el epitopo 6xHis, que es
una de las desventajas esperables de los anticuerpos policlonales mencionadas en la
seccién 1.7. Como His-AtA6PR - la proteina utilizada para inmunizar a los ratones -
posee un epitopo de 6 histidinas en tdndem, el animal genera anticuerpos tanto para la

fraccion AtA6PR como para el epitopo 6xHis, y por lo tanto, el antisuero que se extrajo
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posee afinidad por ambas fracciones. Con esto se explicaria que también pueda tener
afinidad por proteinas que compartan epitopos con His-AtA6PR. De hecho esta
descrito que Arabidopsis thaliana posee una bomba P-ATPasa de metales pesados
(AtHMA1) cuya secuencia aminoacidica contiene varios residuos de histidina cercanos,
incluyendo seis yuxtapuestos (Moreno y col, 2008) cercano a su extremo N-terminal.
Es por este motivo que aunque en el resultado que se muestra en la Figura 13 no se
ven inespecificidades en la deteccion, de todas formas es necesario, para los préximos
experimentos que se realicen con estos antisueros, usar como control negativo un
anticuerpo a-6xHis para descartar la posibilidad de deteccion de proteinas vegetales
no-blancos con este epitopo. También en el futuro podria utilizarse el sitio de corte con
trombina que otorga el vector pET28a/AtA6PR al expresar His-AtA6PR para escindir el
epitopo 6xHis para generar un anticuerpo a-AtA6PR evitando que éste reconozca este

péptido.

En el western blot que se muestra como resultado en la Figura 12B realizado con el
suero final de R1 se observa una banda inesperada que esta presente en el carril EC+
y no en el carril EC- (flecha verde, ~72 kDa). Esta banda podria ser un dimero de His-
AtA6PR, dada la coincidencia de tener un peso molecular correspondiente al doble de
la de esta proteina de fusiéon (~70 kDa). Ademas se ha descrito que una A6PR de
nispero si presenta dimerizacion (Hirai, 1981). Sin embargo, existen dos razones para
postular que la banda de 70 kDa no corresponderia a un dimero de His-AtA6PR.
Primero, esta banda no esta presente al utilizar el suero de R2 (Figura 12C). Segundo,
el tratamiento de las muestras previamente a realizar la electroforesis es potente [B-
mercaptoetanol 2% (viv) y SDS 4% (p/v), 75 °C por 10 min], y por lo tanto, capaz de

romper las interacciones no covalentes, impidiendo que en la muestra persistan
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proteinas en forma de dimeros. Por lo tanto, probablemente esta banda inesperada
proviene de alguna fraccion proteolizada de la enzima T7 RNA polimérasa (~98 kDa;
http://www.neb.com/nebecomm/products /productm0251.asp), la cual se encuentra
tnicamente en la fraccion EC+ o alguno de los componentes del sistema pET
diferencial entre las células inducidas y no inducidas. De todas maneras, se requiere
de un estudio con mayor profundidad realizando, por ejemplo, un modelamiento
bioinformatico de AtA6PR y comparacion con MdJA6PR en conjunto con una
cromatografia de exclusibn molecular en condiciones nativas y denaturantes, para
poder afirmar o descartar que AtA6PR en su forma nativa se encuentre formando

dimeros.

Los antisueros de R1 y R2 producidos en el presente frabajo son capaces de detectar
una proteina en A. thaliana con un tamafio similar al peso hipotético de AtA6PR (~35
kDa) y ademas no detectan esta proteina en las mutantes insercionales ata6pr- que
poseen expresion disminuida del gen AfA6PR, por lo tanto es posible afirmar que muy
probablemente esta proteina se trata de AtA6PR. Segun esta descrito en la base de
datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource), un gen adyacente a AtA6PR
(At2g21260) codifica para otra posible sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa cuyo
porcentaje de identidad aminoacidico con respecto a AtAGPR es de 92%, y de un 70%
con respecto a MdAGPR. Ademas de esto, el alto porcentaje de identidad nucleotidico
(93%), su posicién adyacente, orientacién 5-3’ idéntica, mismo tamario (930 pb) y la
alta duplicacién génica en el cromosoma 2 de A. thaliana en donde el 60% de los
genes posee un porcentaje de identidad significativo con respecto a otro gen (Lin y col,
1999), sugieren fuertemente que estos dos genes se fratan de una duplicacién génica.

Dada esta situacién, era de esperar que los anticuerpos generados detectasen al
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producto génico de At2g21260 ademas de AtA6PR. No obstante, en el resultado que
se muestra en la Figura 13, bajo las condiciones experimentales empleadas no se
observa una banda con el peso molecular esperado (~35 kDa) para At2g21260 en las
mutantes insercionales atabpr-1 y atabpr-2. Se sabe, por qPCR, que se expresan
ambos genes; sin embargo la acumulacién absoluta de transcritos de Af2g271260 es
menos del 0,2% que la de AfA6PR (Zamudio, datos no publicados). A pesar de que no
siempre existe correlacion entre la cantidad de transcrito y la cantidad de proteina, es
posible que esta vez si haya correlacion y que este gen no se exprese en suficiente
cantidad para ser detectado mediante este método. Ademas esto avala la utilidad de

los anticuerpos provenientes de R1 y R2 para detectar Unicamente a AtA6PR.

Cabe destacar que las mutantes insercionales afa6pr-1 y ata6pr-2 presentan un
fenotipo en donde se ve una germinacién reducida y una disminucién en el crecimiento
frente a estrés salino (NaCl 50 mM) con respecto a A. thaliana silvestre (Zamudio,
datos no publicados). Esto demuestra la importancia fisiolégica de AtA6PR en la
planta, y los antisueros generados en este seminario de titulo son capaces de detectar
a AtA6PR nativa en plantas silvestres (Figura 13). Por lo tanto, como proyeccion, seria
posible utilizar estos antisueros policlonales para detectar AtA6PR en condiciones de
crecimiento normales y de estrés, desde exiracciones de érganos especificos y en
estadios de desarrollo diferentes de la planta, pudiendo profundizar ain mas esta

investigacion.

La existencia de estas dos lineas mutantes insercionales y los resultados que ya se
han obtenido sobre estas facilita los estudios que se realicen en esta especie. Al

tratarse de una planta que no transloca sorbitol es posible que la actividad de AtA6PR
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sea menor que las otras A6PR ya descritas, y por lo tanto, su uso biotecnolégico e
introduccion posibilitaria en otras especies la acumulacién de sorbitol confiriéndoles las
ventajas asociadas a la acumulacién de este poliol y no las desventajas asociadas a

las altas concentraciones de este (Sheveleva y col, 1998).

Por otro lado, ya generado este anticuerpo, también se proyecta la purificacién de
AtABPR sin el epitopo 6xHis para la elaboracion de un anticuerpo monoclonal. Existe
una técnica descrita por Kéhler y Milstein (1975) que permite inmortalizar un Linfocito B
aislado al fusionarlo con una célula de mieloma (hibridoma). Los linfocitos B activados
(o células plasmaticas) son las células que secretan los anticuerpos (inmunoglobulina),
y cada uno de estos produce moléculas de inmunoglobulina (anticuerpos)
bioquimicamente idénticas. El suero que un hibridoma genera es un anticuerpo
monoclonal. Para la produccion de un anticuerpo monoclonal que detecte
especificamente a un antigeno, es necesario seleccionar entre un gran niimero de
hibridomas aquel que produzca la inmunoglobulina capaz de reconocer al antigeno.
Los anticuerpos monoclonales pueden tener una alta especificidad, pero los
anticuerpos policlonales tienen por excelencia una gran capacidad para detectar
pequeiias cantidades del antigeno. En el futuro se pretende generar un anticuerpo
monoclonal con el cual se puedan realizar estudios de inmunohistoquimica que
corroboren los resultados que se obtengan con los fraccionamientos subcelulares e

inmunodetecciones que se realicen con el antisuero generado en este trabajo.
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6. CONCLUSIONES

Mediante western blot se demostréd que la proteina His-AtA6PR se expresa en el
sistema de expresién heterélogo en E. coli (BL21(DE3)pLysS/pET28a/AtA6PR)
generado en el presente trabajo, y que esta se encuentra en la fraccién soluble. La
purificacion fue llevada a cabo mediante el uso de una columna de afinidad a Ni y se
demostré mediante western blot que dicha proteina eluye entre las primeras cuatro
fracciones al utilizar imidazol 250 mM. Logrado esto y habiendo inmunizado a los
ratones se extrajeron dos antisueros finales capaces de detectar eﬁcientemen;e
mediante la técnica de western blot a His-AtA6PR purificada, contenida en un extracto

de proteinas de E. coli, y desde muestras de proteinas de plantulas completas de A.

thaliana.

La acumulacion de la proteina pardloga a AtAG6PR codificada por At2g21260 se
encuentra bajo los niveles de deteccién de los antisueros obtenidos. Ademas se
verifico que las mutantes atabpr-1 y ata6pr-2 no poseen niveles detectables de AtA6PR

mediante western blot.
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