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RESUMEN.
'

El  transporte  de  sorbitol,   un  polialcohol  reducido  de  glucosa,  a  traves  del  floema

confiere  a  las  plantas  algunas  venta|.as  como  una  mejor movilidad  de  boro  entre  los

6rganos,  y  mayor  resistencia  a  distintos  estfes  abi6ticos  (ej.  osm6tico,  salino).  En

rosaceas  y  plantaginaceas,  el  sorbitol  es  sintetizado  a  partir  de  glucosa-6-fosfato,

proveniente  de   la  fotosintes.i.a.,   por  la  acci6n  de  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa

(A6PR) y sorbitol-6-fosfato fosfatasa, siendo A6PR la enzima clave para la generaci6n

de  sorbitol.  Luego,  este  poliol  es  translocado  a trav6s  del  floema  hasta  los  drganos

sumideros en donde puede ser transformado en fructosa por sorbitol deshidrogenasa

(SDH).  La expresi6n de A6PR aumenta en las condiciones de estfes mencionadas, sin

embargo son pocos los estudios que se han realizado en plantas que no transportan

sorbitol,  entre estas Arab/.daps/.s fha/t.ana  (Brassicaceae),  en  la  cual  se encontr6  una

sorbitol  deshidrogenasa  (AtsDH)  y  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa  (AIA6PR).  Se

desconoce la funci6n de AtA6PR, y dado que esta especie no acumula sorbitol, existe

un gran intefes en estudiar el rol fisiol6gico que esta enzima podria estar cumpliendo.

AtA6PR  posee   un  69%   de  identidad  aminoacidica  respecto  de  su  hom6Iogo  en

manzano.  En estudios de IV/.oof/.ana fabacum transformadas transitoriamente, AIA6PR-

GFP posee una localizaci6n citoplasmatica. Sin embargo, es necesario corroborar este

resultado   en   A.   tha/t-ana.   Por   este   motivo,   se   pretende   utilizar   la   tecnica   de

inmunolocalizaci6n   para   entender   mas   del   rol   que   esta   enzima   pudiera   estar

cumpliendo  en  plantas  que  no  transportan  sorbitol.  En  este  trabajo,  se  elabor6  un

sistema  de  expresi6n  de  His-AtA6PR  en  EscheH.ch/.a  co//.,  se  purific6  esta  proteina

mediante  una  columna  de  afinidad  a  Ni  y  se  gener6  un  anticuerpo  policlonal  que

reconoce  a  AtA6PR.   Con   este   dltimo  se  analiz6   la  acumulaci6n  de  AtA6PR  en
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muestras  obtenidas  de  plantulas  completas  de  A.  tha//.ana  silvestre  y  dos  mutantes

insercionales afa6pr-crecidas durante 10 dias. Con este resultado se demostr6 que el

antisuero generado es efectivo  y especifico  para AIA6PR,  y tambien  se  demostr6  Ia

presencia  de AtA6PR  en  la  planta  silvestre  y la  disminuci6n  de  la  expresi6n  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

ftosaceae   and   P/an fag/.naceae   families,   sorbitol   is   synthe§ised   from   glucose-6-

phosphate by the action of sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (A6PR) and sorbitol-6-

phosphate  phosphatase,  being  A6PR  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 Arab/.dops/.s tha//.ana

(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  IV/.col/.ana

fabacum leaves, AtA6PR-GFP was localised in the cytoplasm. However, it is necessary

to confirm this result in A. aha//.ana. 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 EscheH.ch/.a co//.;

subsequently,   this   protein   was   purified   using   a   Ni   affinity   column   to   produce   a

polyclonal   antibody  which   specifically   recognises  AIA6PR.   With   this  tool  AtA6PR

accumulation  was  analysed  in  A.  £fra//.ana  wild-type  and  insertional  mutants  afa6pr-

grown for 10 days.  This result demonstrates that the generated antiserum  is effective
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and  specific for AtA6PR,  and  also demonstrates the  presence of AIA6PR in wild-type

plantlets and its decrease in expression in the insertional mutants.



11.    INTRODUCCION.

1.1      Polioles.

Los polioles,  polialcoholes o alcoholes de azdcar son compuestos quimicos organicos

reducidos  desde  azdcares  (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  H(HCHO)n+iH.  Los  polialcoholes  se

caracterizan por poseer tres o 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  fisiol6gicas  fundamentales  (Lewis  y  Smith,  1967).  EI

poliol  con  mayor distribuci6n  es  manitol,  que tiene  un  rol  osmoprotector en  Popu/t/s

fomenfosa  (Alamo),  donde  la  acumulaci6n  de este poliol  permite que  la  planta tenga

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

No  obstante,  la  funci6n  fisiol6gica  principal  de  los  polioles  es  transportar  carbono  a

traves del floema en ciertas familias de plantas, en donde se ha descrito que el manitol

(en apiaceas, oleaceas, combretaceas y plantaginaceas), galactitol (en celastfaceas) y

sorbitol (en plantaginaceas y rosaceas) cumplen con esta funci6n (Vvatari y col, 2004).

Este   rol  permite  que  el   carbono   sintetizado  en   los   6rganos  fotosintcticos   (hojas

maduras)  llegue  hasta  los  6rganos  sumideros  (flores,  frutos,  raices  y  hojas  nuevas).

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



carbono principalmente en forma de azdcares, como sacarosa, estaquiosa y rafjnosa, y

no como poliol (Zimmermann,1960).

A  pesar de  lo  anterior,  se  han  sugerido  ciertos  roles  de  los  polialcoholes  incluyendo

osmoprotecci6n,  resistencia  a  especies  reactivas  de  oxigeno,  almacenaje  de  poder

reductor  y  participaci6n  en  interacciones  planta-pat6geno  (Reidel  y  col,   2009).   La

translocaci6n de polioles en el floema otorga ciertas ventajas como mayor protecci6n

contra radicales libres, mayor eficiencia en el uso del carbono y una mejor movilidad de

boro,  y ademas  un aumento de  la  concentraci6n  de polioles  confiere a la  planta  una

mayor resistencia  al  estfes  salino y al  estfes  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 intetes se centra especificamente en el sorbitol que en el caso de las

plantas  de  las familias  rosaceae  (e.g.  duraznero,  manzano,  nispero,  almendro,  entre

varios   otros)   y   plantaginaceae   (e.g.   Ilanten),   es   la   principal   forma   de   carbono

transportado por el floema.

1.2     Sorbitol.

El  sorbitol  o  glucitol  es  un  alcohol  de  azt]car  reducido  desde  glucosa  y  que tiene  la

particularidad de tener seis grupos hidroxilo en su estructura molecular.  Estos grupos

OH   confieren   a   esta   molecula   la   caracteristica   de   ser  un   soluto   citoplasmatico

compatible,  proveyendo  a  celulas  vegetales  una  manera  de  igualar  los  potenciales

hidricos de citoplasma y vacuola (Ahmad y col,1979). En efecto en varias especies del

genero Plantago (e.g. P. coronopus, P. Ianceolata, P. major, P. maritima, P. mediarty se

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

Lambers y col,1981; K6nigshofer,1983; Smekens y van Tienderen, 2001).
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1.2.1     Ruta metab6Iica 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  (tambien

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

Figura 1 : Ruta metab6lica del sorbitol en hojas y 6rganos sumidero.
El sorbitol es sintetieado en hojas maduras par 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¢fosfato. Pi: Fosfato inonganico.

y  desfosforilado  por  la  enzima  sorbitol-6-fosfato  fosfatasa  (S6PP)  o  fosfatasa  acida

sorbitol-especifica   (S6P-APH).   Posteriormente,   es   translocado   simplasticamente   a

traves del floema hacia los 6rganos sumidero en donde es acumulado en las vacuolas

de las c6Iulas del pafenquima, 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 (Ma/us domest/ca y en peral japones (F}/ms pyriro/i.a) 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  s6lo  se  encuentra  activa  en  hojas  inmaduras  (Yamaki,

1995).

lgualmente 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 estfes osm6tico por frio y

desecaci6n,   como   se   mencion6   anteriormente,   y   ademas   esta   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 moleculas forman  complejos que permiten que el  boro sea transportado a

traves del floema (BIevins y Lukaszewski,  1998).  Esto confiere a la planta  una mayor

resistencia  al  deficit de este  micronutriente  (Brown y col,1999;  Bellaloui  y col,1999).

Se  ha  visto  que  la  transformaci6n  de  una  A6PR  de  manzano  en  tabaco  genera

producci6n  de  sorbitol,  aumenta  la  cantidad  de  boro  en  los  tejidos  y  su  absorci6n

(Bellaloui y col,  1999).  Esto ademas comprueba que esta enzima es suficiente para la

generaci6n  de  sorbitol,  empleando  una  enzima  end6gena  con  actividad  S6PP  para

desfosforilar el S6P generado.

1.3     Sorbitol-6-fosfato deshidrogenasas o A[dosa-6-fosfato reductasas (A6PR).

A6PR y SDH son las enzimas clave para la sintesis y degradaci6n del sorbitol en los

6rganos  fotosinteticos  y  sumideros,   respectivamente   (Teo   y   col,   2006).   EI   peso

molecular  de  A6PR  calculado  en  filtraci6n  por  gel  es  de  65  kDa  a  pH  8,  pero  al
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visualizarla   en   un   gel   electrofofetico   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 A6PR cataliza  reversiblemente la reducci6n de G6P a S6P y que esta

utiliza  a  NADPH  como  cofactor.  Tambi6n,  estos  autores  sostienen  que  esta  enzima

posee mayor actividad adn al reducir galactosa a galactitol. Entre pH 7 y 9 presenta su

velocidad maxima para la reacci6n G6P a S6P, mientras que para la reacci6n inversa

el  pH  6ptimo  es  de  9,5.  Esto  permite  que  en  conjunto  con  S6PP  o  S6P-APH  este

equilibrio se desplace hacia  la formaci6n  de sorbitol  a  pH  citoplasmatico  (Hirai,1981;

Yamaki,1995).

Las  plantas  que  sintetizan  sorbitol  coma  principal  forma  de  carbono,  tambi6n  co-

sintetizan  sacarosa  y  almid6n,   siendo  la  G6P  el   precursor  de   los  primeros  dos

compuestos  en  el  citoplasma.  Sobre  esto  se ha  propuesto  una  posible co-regulaci6n

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

transg6nicas  de  rosaceas  en  las  que  el  silenciamiento  genico  o  sobre-expresi6n  de

A6PR  en  manzano  presenta  alteraciones  en  la  tasa  de  partici6n  del  carbono  entre

sacarosa y sorbitol,  acumulaci6n  de almid6n y un  incremento en  los aztlcares totales

en  las  hoi.as,  frutos  y  apices  meristematicos,  proponiendo  una  gran  importancia  de

A6PR en la regulaci6n y el flujo de carbono entre ambas rutas metab6Iicas (Everard y

col,1997; Kanamaru y col, 2004; Cheng y col, 2005).
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1.3.1     A6PR en esttes abi6tico.

Se ha visto en que bajo condiciones de estfes abi6tico como bajas temperaturas (en

peral japon6s),  estfes  salino  y  estfes  osm6tico  (en  duraznero)  y  presencia  de  acido

absicico  (en  manzano,  duraznero  y  peral  japon6s),  A6PR  aumenta  su  expresi6n  y

actividad incrementando la concentraci6n de sorbitol en el floema (Escobar-Gutierrez,

1998;  Deguchi y col, 2002;  Kanayama y col, 2007). Este aumento en la producci6n de

sorbitol  se  ha  atribuido  a  su  capacidad  de  hidro-retenci6n  ante  un  deficit  de  agua

disponible   otorgando   asi   mayor  estabilidad   a   las   proteinas   bajo   estfes   por  frio,

osm6tico  y  salino  (Sheveleva  y  col,  1998;  Deguchi  y  col,  2002).  En  plantaginaceas

tambien se ha visto que en respuesta a una alta salinidad, P/anfago man.i/.rna es capaz

de igualar el potencial osm6tico entre citosol y vacuola (en donde es acumulado NacI),

al   incrementar  la  producci6n  de  sorbitol  en  el  citoplasma  junto  con  aumentar  la

expresi6n  de  transportadores  de  sorbitol  en  el  floema  (Pommerrenig  y  col,  2007;

Ahmad y col,1979).

En  plantas  no-rosaceas  no-plantaginaceas  que  translocan  sacarosa  tambi6n  se  ha

observado esta funci6n osmoprotectora del sorbitol.  Por ejemplo,  en  plantas de caqui

]apohes (Diospyros kaklD y tabaco (Nicotiana tabacum) transtormadas con el gen A6PR

de manzano, se observ6 presencia de sorbitol en hojas lo que tambien demuestra que

A6PR es suficiente para la sintesis de sorbitol (ver tambi6n secci6n 1.2.1), permitiendo

ademas un aumento en la resistencia al estfes osm6tico (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 azdcar (SaccharLim fybr/.ds) y
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tabaco   (superiores   a   15   umol/g   peso   fresco)   se   provocan   lesiones   necr6ticas,

infertilidad,  incapacidad de enraizamiento  y disminuci6n del  crecimiento  (Sheveleva y

col,  1998;  Chong y col, 2007).  Estos fenotipos tambien ham sido observados en caqui

japones  pero  a  mayores  concentraciones  (entre  20  y  50  iJmol/g  peso fresco)  y sin

lesiones necr6ticas (Gao y col, 2001;  Deguchi y col,  2004), dejando en evidencia que

existen  especies  mss  tolerantes  que  otras  a  la  acumulaci6n  de  sorbitol.  En  estos

experimentos,   tambien   se   obtuvieron   plantas   que   acumulan   sorbitol   a   menores

concentraciones,  y  a  diferencia  de  las  que  presentaron  concentraciones  mss  altas,

estas   no   tienen   fenotipos   enanos.   Por   esto,   se   ha   sugerido   que   existe   una

concentraci6n   umbral  a  la  que  el  sorbitol  afecta  el  crecimiento  de  la  planta.  Se

desconoce el mecanismo molecular por el cual se relaciona la acumulaci6n 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  esttes  salino  el  sorbitol  mantiene  el  estado  Redox  y

energ6tico celular previamente a ser transformado en fructosa por una SDH (de Sousa

y col, 2008). La cebada (Hordeum vu/gare) aumenta sus niveles de sorbitol bajo estfes

hidrico  y  se  ha  visto  que  este  poliol  es  sintetizado  por  una  aldo-ceto  reductasa

monomerica a partir de glucosa. Esta enzima es acumulada durante la maduraci6n del

embri6n  y  regulada  por acido  absicico  y  acido  gibefelico.  En  esta  planta,  el  sorbitol

tambien  cumple  una  funci6n  osmoregulatoria  manteniendo  el  balance  osm6tico  y  el

volumen celular (Barfels y col,1991; Roncarati y col,1995).
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1.5     Sorbitol en Arabidopsis.

A  pesar  de  ser  miembro  de  la  familia  Brassicaceae,  Arab/.daps/.s  tha//.ana  tambien

posee las dos enzimas claves para la sintesis y degradaci6n del sorbitol, A6PR y SDH.

A.  aha//.ana  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 metab6Iicos de tolerancia adquirida a bajas temperaturas en respuesta

a golpe termico en frio demuestran, mediante cromatografia de gases y espectrometria

de masa, que los niveles de sorbitol aumentan transitoriamente en respuesta al estfes

mencionado   junto   con    otros    compuestos   que   tambien    actt]an    como    solutos

compatibles, aumentando la tolerancia a estos tipos de estfes (Kaplan y col, 2004). En

el  genoma de esta planta,  especificamente en el  cromosoma 5  locus At5g51970,  se

encuentra  un  dnico  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  (Ap/.urn graveo/ens),  llanten  (P/anfago rna/.or) 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).

Tambi6n existen dos loci adyacentes (At2921250 y At2921260) descritos que codifican

para  posibles  manosa-6-fosfato  reductasas  y  con  mss  de  un  63%  de  identidad
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aminoacidica  con  esta  familia  de  proteinas.   No  obstante  tambi6n  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    g6nicos    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 efectu6 el presente trabajo), se opt6

por trabajar con At2921250  por sobre At2921260  por dos  razones  (Zamudio,  2010).

Primero,  este posee un mayor ndmero de secuencias regulatorias en el promotor del

gen  de esta enzima,  Io que  permite ahondar en  estudios  posteriores en  respuesta  a

mas tipos de estfes.  Segundo,  y mss  importante,  existe un  mayor nt]mero de lineas

con insertos de T-DNA o transposones interrumpiendo el gen (http://atidb.org). Si estas

lineas tuvieran menores niveles de expresi6n del gen, serian dtiles para determinar su

funci6n  /.n  v/.vo.  A  esta  proteina,  se  le  denomin6  inicialmente  Ats6PDH  por ser una

posible  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa de A.  £f}a//.ana.  Sin  embargo,  el  nombre fue

corregido  a  AIA6PR  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     Expresi6n /.n s/-//.co e /.n v/.vo de AIA6PR.

Datos de microarreglos (Afflmefr/.x ArH7 array) obtenidos por Schmid y col (2005) y los

datos  de AfGenExpress  Consort/.urn Data  (http://atpbsmd.yokohama-cu.ac.jpo  fueron

analizados  mediante  el  software  eFP  Browser en  donde  se  obtuvo  que  AIA6PR se

expresa durante todo el ciclo de vida de A.  tha//.ana y en la mayoria de sus 6rganos

(Figura  2).  Los  mayores  niveles  de  expresi6n  se  encontrarian  en  semillas  en  estado
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intermedio de desarrollo (en color rojo), seguido por meristemas apicales vegetativos y

en transici6n a floraci6n,  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,  obteniendose

expresi6n en todos estos 6rganos (Zamudio, 2010). Estos resultados sugieren que este

gen cumple una funci6n asociada a la mantenci6n del estado celular basal.

At2g3125$26:t7§S_8 Arabidoosls eFP Browser at bar. utoronto.ca

I e,,i
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Figura 2: Expresi6n in silica de AtA6PR.
Se indica con un patron de colores los niveles de expresi6n para cada 6rgano, con amarillo para el valor
mfnimo (5,63 en la semilla seca) y rojo para el valor maximo, correspondiente a 531 ,36 en el estadlo 6 de
la   semilla.    Obtenido   desde   Arabidopsis   eFP   Browser   (http:/roar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/Ofpweb.cgi;
Zamudio, 2010).

Se  han  hecho estudios de  localizaci6n  subcelular i.n s/.//.co mediante varios  algoritmos

que  han  propuesto  concordantemente  que  AIA6PR  se  acumularia  en  el  citoplasma
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dada  la  carencia  de  algdn  dominio  transmembrana  o  algtln  p6ptido  de  destinaci6n

posible que se asocie a un  compartimiento en particular,  y por lo tanto la maquinaria

celular  estaria  destinando  este  producto  g6nico  al  citosol  (Zamudio,  2010).   Estos

resultados coinciden con la localizaci6n de A6PR registrada en rosaceas (Ahmad y col,

1979;  Yamaki,  1995;  Bantog  y  col,  2000).  Por  otro  lado,  los  resultados  obtenidos  /.n

s/.//.co fueron  comprobados  experimentalmente  mediante transformaci6n 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 encontfandose fluorescencia en el citoplasma (Zamudio,

2010). Sin embargo, este resultado debe corroborarse utilizando otras tecnicas ya que

la  proteina GFP fusionada  posee  un gran tamafio  (~30  kDa)  con  respecto  a AIA6PR

(~35 kDa) y podria eventualmente generar un artefacto de localizaci6n. Ademas,  este

resultado fue obtenido en tabaco, que no es el organismo originario de este gen. Ergo,

a  pesar  de  que  se  haya  demostrado  que AIA6PR  tiene  una  localizaci6n  subcelular

correspondiente al  citoplasma en  hojas de tabaco,  esto no prueba que esta  proteina

tenga el mismo patr6n de expresi6n en su organismo original (A. £fra/i.ana).

Ademas,  se  eligieron  dos  lineas  mutantes  insercionales  de  la  colecci6n  SALK.  Esta

colecci6n  fue  realizada  por Alonso  y  col  (2003)  mediante  el  uso  de  Agrobacfert.urn

fumefac/.ens el cual es capaz de integrar T-DNA presente en el plasmido Ti al azar en

el genoma de esta planta.  El plasmido Ti fue remplazado por el plasmido pROK2 que

ademas permite determinar mediante PCR el sitio de inserci6n 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 inserci6n, es necesario de

todas  formas  corroborar  el  sitio  de  inserci6n  te6rico  presente  en  la  base  de  datos
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(http://atidb.org).  Las dos lineas insercionales electas poseen esta inserci6n en el gen

que  codifica  para AtA6PR.  Utilizando  plantas  homocigotas,  se  determin6 que  una de

ellas posee un inserto en el extremo 5' del tercer intr6n (SALK_021705, afa6pr-7), y la

otra en  el  extremo 3'  del tercer intr6n  (SALK_028553,  afa6pr-2)  de los  6  exones del

gen.  Dado que  los  intrones  en A.  tha//.ana  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  disrupci6n  en  la

expresi6n de ese gen (Radhamony y col, 2005). Se demostr6 mediante qpcR que las

mutantes afa6pr-tienen respectivamente un 2 y 0,8% de expresi6n relativa de AfA6PR

en  relaci6n  a  la  planta  silvestre  (Zamudio,  dates  no  publicados).  Sin  embargo,  se

desconoce si la reducci6n en transcritos se ve reflejada en una menor acumulaci6n de

la proteina en las lineas mutantes.

Esta  linea de investigaci6n  pretende realizar con AtA6PR estudios de caracterizaci6n

bioquimica,  caracterizaci6n  de  lineas  de  A.  ffra//.ana  mutantes  para  esta  enzima,  de

localizaci6n   /.n   v/.vo  mediante   inmunodetecci6n   y  localizaci6n   subcelular  mediante

inmunohistoquimica,  y  mediante  fraccionamiento  subcelular  e  inmunodetecci6n.  Sin

embargo  no  existen  anticuerpos  comerciales  a-AtA6PR.  Es  por  este  motivo  que  el

objetivo principal del presente seminario de titulo es la elaboraci6n de esta herramienta

esencial   capaz   de   detectar  a  AtA6PR   de  A.   tha//.ana.   Se   proyecta   tambien   la

purificaci6n  de AtA6PR  sin  epitopos  para  realizar  el  estudio  bioquimico,  eliminando

posibles artefactos causados por la presencia de proteinas de fusi6n.
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1.7     Los anticuerpos.

Para   hacer  ensayos   de   inmunohistoquimica   e   inmunodetecci6n,   es   necesaria   la

utilizaci6n  de  un  antisuero  (anticuerpo)  que  sea  capaz  de  detectar  a  AIA6PR.  Los

anticuerpos  forman  parfe  del  sistema  inmune.   Estos  son  producidos  naturalmente

cuando un pat6geno penetra (o un antigeno es inoculado) y se genera una respuesta

inmunol6gica  adquirida  frente  a  todos  los  determinantes  antig6nicos  (epitopos)  del

antigeno.    Existen   dos   tipos   de   sueros   de   anticuerpos,   Ios   policlonales   y   los

monoclonales. Ambos tienen ventajas y desventajas dependiendo del prop6sito para el

cual  son  elaborados,  pero  generalmente  el  punto  de  partida  es  la  generaci6n  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  contend fa  un  antisuero  policlonal,   que  reconocefa  a  ese

antigeno en todos sus epitopos (o en su mayoria). Como muchos antigenos comparten

epitopos,   es   posible   que   este   anticuerpo   reconozca   tambien   otros   antigenos,

disminuyendo asi la especificidad del anticuerpo frente al antigeno inmunizado.

Para lograr la elaboraci6n de este anticuerpo, se construy6 un vector para la expresi6n

heter6loga de His-AIA6PR en Eschen.ch/.a co//.,  se purific6 His-AtA6PR y se inocularon

3   ratones   BALE/c.   Luego,   se   extrajeron   y  analizaron   los   antisueros   policlonales

obtenidos   utilizando   His-AtA6PR  y  extractos   crudos   de   E.   co//.,   determinado   las

condiciones  6ptimas  para  su  uso  en  ELISA,  dot A/of y  wesfem  A/of.  Finalmente,  se

demostr6  la  utilidad  de  los  antisueros  a-His-AtA6PR  utilizando  extractos  crudos  de

proteinas  de  plantas  silvestres  y  afa6pr-  de  A.   aha//.ana.   La  obtenci6n  de  dichos
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antisueros  seria  de  gran  utilidad  en  el  futuro  en  ensayos  de  inmunodetecci6n,  la

inmunohistoquimica y la posibilidad de purificar AIA6PR sin epitopos.
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2.   OBJETIVOS.

2.1     0bjetivo general.

Elaboraci6n de un anticuerpo policlonal en rat6n que reconozca la proteina AtA6PR.

2.2    0bjetivos especificos.

•     Construcci6n de un vector para expresar His-AtA6PR en EscheH.ch/.a co//. cepa

B[27/DE3Jp[yss,    optimizaci6n   del   protocolo   de   inducci6n   por   lpTG   y

purificaci6n de la proteina His-AtA6PR del extracto celular.

•     Preparaci6n de un antisuero de rat6n a-AtA6PR.

•     Verificaci6n  de  la  especificidad  del  antisuero  a-AtA6PR  para  detectar  His-

AtA6PR  producida  en  E.  co//.  y  AtA6PR  en  A.  tha//.ana  silvestre  y  mutantes

ata6pF.
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3.   mATERiALEs v lviETODos.

3.1      Ivlaterial biol6gico.

3.1.1     Crecimiento de EscAer/.ch7.a co/i..

E.  coli  cepas  Oneshof Machl"  y  BL21(DE3)pLyss iueron  creofdas  en  mediio  LB

liquido o s6lido [Nacl 1% (p/v), triptona 1% (p/v), extracto de levadura 1% (p/v) y agar-

agar 1,60/o  (p/v), este dltimo s6lo para LB s6lido,  pH7 a 25 °C] a 37 °C durante ~15 h

con agitaci6n de 200 rpm en el caso del cultivo liquido.  Para la cepa BL27/DE3/pLyss

se agreg6 al medio cloranfenicol (34 ijg/mL) para la selecci6n del plasmido pLyss.

3.1.2    Preparaci6n y transformaci6n de E. co/i. quimio-competentes.

El  protocolo  de  preparaci6n  de  celulas  quimio-competentes  fue  similar  para  ambas

cepas. A partir de un cultivo  crecido en  LB s6lido  (3.1.1) se eligi6  una colonia  aislada

de  la  cepa  BL27/DE3/pLyss  y  se  inocul6  un  cultivo  de  5  mL  de  LB  Iiquido  con

cloranfenicol  durante  16  h.  Luego  se  diluy6  con  LB  liquido  hasta  50  mL  de  LB  con

cloranfenicol y se dej6 crecer en un matraz de lL hasta alcanzar una D06oo= 0,4.  Se

transfirieron las celulas a tubos falcon de 50 mL y se incub6 en hielo durante 20 min.

Se centrifugaron las celulas a 3000 g durante 10 min a 4°C. Se mantuvo la cadena de

frio  hasta  el  final  del  protocolo  de  preparaci6n  de  celulas  quimio-competentes.  Se

elimin6 el sobrenadante y se suspendieron  las celulas en 30 mL de Cac12 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 elimin6 el sobrenadante y se suspendieron las celulas por pipeteo en 8

mL de Cac12 0,1  M con  15% glicerol (pre-enfriado). Se transfirieron las c6Iulas a tubos

eppendorf  de  0,6  mL  en  alicuotas  de  200  HL.   Inmediatamente  se  congelaron  en
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nitr6geno   liquido   y   fueron   almacenadas   a   -80   °C.   Para   el   caso   de   la   cepa

Oneshof Mach7" se sigui6 el mismo protocolo, pero omitiendo todas las selecciones

con cloranfenicol.

Para  transformar  las  bacterias,  las  alicuotas  de  celulas  quimio-competentes  fueron

descongeladas en hielo. Se agreg6 5 a 20 ng de DNA plasmidial o 2 uL de la totalidad

de la reacci6n de clonamiento (3.2.5) o ligaci6n (3.2.8). Se incub6 entre 5 y 30 min en

hielo,  y luego se  dio  un golpe termico a 42  °C por 30 s  y se incub6  nuevamente en

hielo por 5  min.  Posteriormente se agreg6 250 iJL de LB Iiquido a cada mezcla,  y se

incub6 a 37 °C por 1  h con 200 rpm. Se centrifug6 a 3000 g por 5 min, se eliminaron

400  HL  de  sobrenadante  y  se  resuspendieron  las  celulas  en  el  liquido  restante.  Se

sembraron las c6lulas en LB s6lido con el antibi6tico correspondiente para la selecci6n

de las celulas transformantes.

3.1.3    Crectrm.lento de Arabidopsis thaliana.

Se sembraron semillas est6riles de A. £f]a//.ana Col-0 silvestre (wt), y mutantes afa6pr-7

(SE3) y afa6pr-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     Bio[ogia molecular

3.2.1     Disefio de partidores.

EI disefio de los partidores se IIev6 a cabo utilizando la secuencia codificante del gen

de  una  potencial  sorbitol-6-fosfato  deshjdrogenasa  (AIA6PR)  de Arab/.daps/'s fha//.ana

que   se   encuentra   en   el   locus   At2921250   (www.arabidopsis.org).   Los   partidores

disefiados  permiten  insertar  esta  secuencia  en  el  vector  pE728a  de  expresi6n  en
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bacterias,  que  ademas  agrega  un  epitopo  de  6  histidinas  en  tandem  (6xHis)  en  la

regi6n    N-terminal   de   la   proteina   recombinante   para   su   posterior   detecci6n   y

purificaci6n.  Esta  secuencia  fue  previamente  aislada,  clonada  en  el  vector pCR8® y

secuenciada  por  Ma  Sofia  Zamudio  tocR8/A£A6Pf3;  Zamudio,  2010),  teniendo  una

extension de 930 pb desde el cod6n de inicio hasta el cod6n de termino.  Los partidores

sentido y antisentido (Tabla I) disefiados incluyen al amplificado los sitios de corte para

las  endonucleasas  BamHl  y  IVofl  respectivamente flanqueando  la  region  codificante.

Ademas estos incluyen 6 nucle6tidos adicionales en los extremos que permiten obtener

una temperatura  de me/I/.ng te6rica  (Tin)  similar entre ambos  partidores  sin  alterar el

marco de lectura abierto.  De esta forma se obtiene una extensi6n te6rica de 956 pb en

el amplificado.

Tabla I: Partidores disenados para la amplificaci6n del fragmento AIA6PR.

Nombre del partidor                                Secuencia                                                          Descripci6n

S6F-Barn 5`-GCAAAG GGATCCATGGAG
A:IT A A!cA c;IG ANr: Nci-3;

Sentido. Permite el clonamiento de AIA6Pfi
en el vector pE728a agregando un epitopo
His6X N-terminal.

S6R-Notl new 5'-GACTAA GCGGCCGCTCAAGC
GTA GAG ATC AAT G-3'

Antisentido.    Permite   el    clonamiento   de
AIA6PR en el vector pE728a conservando
el cod6n de termino.

Desde el vector de entrada pCR8/AIA6PR estos partjdores permiten el clonamiento del fragmento A«6PR
en pET28a via pCR8. Se muestra en rojo los codones de inicio (Metionina, ATG) y termino ITCA), en azul
las regiones codificantes coITespondjentes y en verde los sitios de restricci6n.

3.2.2    Electroforesis en geles de agarosa.

El gel se prepar6 con agarosa  1%  (p/v) y TAE  IX (Tris-acetato 40  mM,  EDTA 1  mM,

pH  8).  Se mezcl6  1  uL de buffer de carga [Azul de bromofenol 0,25%  (p/v),  xilencianol

0,25%(p/v)  y  glicerol  80%  (v/v),  en  TAE  IX]  por  cada  10  uL  de  muestra.  El  gel  fue

colocado   en   una   camara   electrofofetica   embebida   en   TAE   IX   cubriendo   el   gel
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completamente con el buffer. Se gener6 un potencial electrico 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 embebi6 el gel en una soluci6n de bromuro de etidio

(1  mg/L) durante 20 min aproximadamente y luego se embebi6 en agua destilada por

10 min.  Posteriormente, se obtuvo la imagen del gel mediante transiluminaci6n con luz

UV y visualizaci6n y analisis con el software Genesnap.

3.2.3    Reacci6n de PCR y purificaci6n de A£A6PR.

Se  utiliz6  la  enzima  Pfu  DNA  polimerasa  (Fermentas9,  que  posee  actividad  3'-5'

exonucleasa,   para   amplificar  el   fragmento   A£A6PR   desde   el   vector   de   entrada

pCR8/A£A6PR  (Zamudio,  2010),  agregarle  en  sus  extremos  los  sitios  de  restricci6n

para las enzimas BamHl y IVo{I, y posteriormente clonarlo en el vector pCR8®.  De esta

forma cada reacci6n de PCR se realiz6 en  un volumen total de 20  i]L compuesto por

buffer de reacci6n con Mgcl de Pfu-polimerasa  lx (Fermentas9,  dNTPs 0,2 mM,  0,5

LiM 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  a  7o  °C,  3  min  a  72  °C),  10  min  a  72  °C,  finalizando  en 4  °C.  Posteriormente,  se

realiz6  una  electroforesis  en  gel  de  agarosa  (3.2.2)  con  el  producto  completo  de  3

reacciones  id6nticas.  Se  extrajo  desde  el  gel  la  banda  correspondiente a  las  956  pb

esperadas  y  se  purific6  usando  el  kit  W/.zard®  SV  Ge/  and  PCR  a/ean-up  system

siguiendo las instrucciones del fabricante. En el dltimo paso se resuspendi6 el DNA en

60  uL de agua libre de nucleasas.  Luego,  se verific6 la integridad del  DNA purificado

sometiendolo nuevamente a una electroforesis en gel de agarosa.
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Se  utiliz6  la  enzima Taq  DNA polimerasa  (Sigma®)  para  realizar reacciones  de  PCR

convencional  y  PCR  de  colonias,  para  el  analisis  de  la  presencia  y  extensi6n  del

fragmento clonado en pCR8® y pET28a, y para realizar PCR direccional verificando la

orientaci6n  de  dicho  inserto  en  pET28a.  El  volumen  total  de  reacci6n  fue  de  20  HL

usando  buffer de reacci6n  para Taq  DNA polimerasa con  Mgcl  lx (Sigma9,  dNTPs

0,2 mM,  0,5 uM de cada partidor ITabla I),  1  U Taq  DNA polimerasa, y la muestra de

DNA  [entre  5  y 50  ng  de  DNA  plasmidial  o  entre  0,3  y 0,5  HL de  una  colonia  (3.1.1)

disuelta  en  20  uL  de  agua  destilada  esteril].  Se  utiliz6  el  mismo  programa  de  PCR

descrito anteriormente.

3.2.4    Agregado de adenina 3' al amplificado BamH/-AZA6PR-IVof/.

Dado que el vector de entrada en donde se clonafa la secuencia BamH/-A£A6PR-IVof/

requiere  que  dicho fragmento  posea  adeninas  desapareadas  en  los  extremos  3',  se

someti6 la banda purificada del amplificado con Pfu en 3.2.3 a la acci6n de la actividad

adenosiltransferasa de la enzima Taq  DNA polimerasa (Sigma9.  En  un volumen total

de 10 uL por reacci6n se us6 250 ng de DNA amplificado, buffer de reacci6n para Taq

DNA polimerasa  con  Mgcl  lx  (Sigma9,  dATP  2  mM  y  1  U  de Taq  DNA polimerasa

(Sigma®).  Se incub6  a 72  °C durante  30 min.  Posteriormente se procedi6  al  paso de

clonamiento (3.2.5).

3.2.5    Clonam.ier\to de BamHI-AtA6PR-Notl en el vector pcR8®.

El   vector  utilizado   tocR8/GwyTOP09   comercialmente   linearizado   posee   en   sus

extremos 3'  una timina desapareada unida covalentemente al sitio activo  (Tyr 274) de

una topoisomerasa. De esta forma la ligaci6n ocurre cuando esta timina se aparea con

la adenina 3' desapareada presente en el inserto (3.2.4). Se clon6 BamH/-AfA6PR-IVof/
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en este vector siguiendo las instrucciones del fabricante y se transform6 E.  co//. cepa

Oneshop Machl" (3.1.2).

3.2.6     Mini-preparaci6n de DNA plasmidial.

Las  extracciones  de  DNA  plasmidial  de  ambas  cepas  fueron  id6nticas.  Se  hizo  un

cultivo de  10 mL en LB Iiquido  (3.1.1).  Se retir6 una alicuota de 400 uL para stock de

respaldo que se guard6 con glicerol al 50%  (v/v)  a -80 °C.  La extracci6n se realiz6 a

partir  de  lo§  9,6  mL  restantes  siguiendo  las  instrucciones  del  fabricante  (Axyprep

P/asm/.d M/.n/.prep K/.i, Axygene9.  En e[ dltimo paso, se resuspendi6 el DNA plasmidial

en  60  uL  de  agua  libre  de  nucleasas.  Se  verific6  la  integridad  del  DNA  mediante

electroforesis  en  gel  de  agarosa  (3.2.2)  y  se  cuantific6  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 #SM0311/2/3)  y  la  muestra  utilizando  el

programa lmageJ.

3.2]    TINiges;tii6n de los vet;tares pCR8/BamHl-AIA6PF+Notl y pET28a/AIA6PR con las

enzimas de restricci6n BamHI y IVofl.

Para  el  vector  pCR8/BamH/-AIA6PR-IVof/  se  hizo  una  digesti6n  doble  con  ambas

enzimas de restricci6n,  y para el vector pET28a/4IA6PR se realiz6 tanto  la digesti6n

doble como las digestiones simples para cada enzima de restricci6n.  Las digestiones

doble y simples fueron realizadas simultaneamente y de forma similar para el segundo

vector mencionado.  Cada reacci6n de digesti6n fue  realizada en  un volumen total de

10  uL utilizando 350 ng de DNA plasmidial.  Para la digesti6n doble se mezcl6 el  DNA

con 1  uL de buffer para BamHI  10X, 0,3 uL de la enzima BamHl y 0,6 uL de la enzima

IVofl  (ambas  10  U/uL,  Fermentas®) y se llev6  a  un volumen final  de  10  uL con  agua
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Iibre  de  nucleasas.  Se  incub6  durante  2  h  a  37  °C.  Se  inactivaron  las  enzimas  de

restricci6n incubando las muestras a 80 °C por 20 min. Para las digestiones simples se

realiz6 el mismo protocolo que para la digesti6n doble pero en ausencia de BamHI en

la digesti6n con IVofl y viceversa.

Posterior a la digesti6n doble del vector pCR8/AIA6PR se realiz6 una electroforesis con

todo el volumen de reacci6n y luego se purific6 la banda esperada (5337  pb)  a partir

del gel de igual forma que como se describe en la secci6n 3.2.3.

3.2.8    Reacci6n de ligaci6n entre el fragmento AIA6PR y pE728a.

Una  vez obtenidos  el  vector pE728a  linearizado  y el fragmento  BamH/-AIA6PR-IVof/

ambos con extremos cohesivos con BamHI y IVofl, se procedi6 a realizar una reacci6n

de ligaci6n.  En un volumen de 7,5 uL se mezclaron ambos componentes en la rar6n

3:1  respectivamente y luego se agreg6 2 |jL de buffer para ligasa T410X (Promega9 y

0,5  ijL de  la enzima  ligasa del virus T4 (Promega9.  Se incub6  a 4  °C durante  16  h.

Con  el  producto  de  la  reacci6n  se  transformaron  E.  co//. BL27/DE3Jp4yss  como  se

sefiala en  la  secci6n  3.1.2.  Como  control  negativo se  realiz6  una transformaci6n  con

una reacci6n ausente del inserto BamH/-AIA6PR-IVof/ para descartar la posibilidad de

recircularizaci6n del vector.

3.3     Bioquimica.

3.3.1     Expresi6n de His-AtA6PR en E. co//. cepa B[27/DE3JPLyss.

A partir de un cultivo de 5 mL de la cepa BL27/DE3JPLyss transformada (3.1.2) con el

vector pEr28a/A£A6PR se  realiz6  el  siguiente  protocolo  de  inducci6n  con  lpTG.  Se

diluy6 el cultivo en 100 mL de medio LB fresco con cloranfenicol en un matraz de 1  L y
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se incub6 a 37 °C con agitaci6n (200 rpm) hasta alcanzar una D06oo de 0,6. Se apart6

50 mL de cultivo en un segundo matraz como control negativo de la inducci6n (c6lulas

sin inducir), y al resto se le agreg6 lpTG 0,5 mM (celulas inducidas). Se realiz6 e[ resto

del protocolo de igual forma para ambos cultivos. Se incub6 a 37 °C con agitaci6n (200

rpm)  durante 3  h.  Se sedimentaron  las celulas centrifugando a 5000 g  por 5 min.  Se

lav6 dos veces con buffer TEN (Tris-Hcl  100 mM pH 7,4,  Nacl 50 mM,  EDTA 1,0 mM).

Se retir6 el sobrenadante y se almacenaron las c6lulas sedimentadas a -80 °C para la

posterior extracci6n de proteinas.

3.3.2     Extracci6n de proteinas de E. co//..

A partir de las celulas inducidas y su respectivo control sin inducir (3.3.1) se procedi6 a

su extracci6n de proteinas totales. Se resuspendieron las c6lulas en 2,5 mL de buffer A

de  extracci6n  de  proteinas  ITris-HCI  25  mM  pH  8,  NacI  300  mM,  glicerol  10%  (v/v),

EDTA 0,1  mM]  con  inhibidor de  proteasas  lx ("complete  Mini,  EDTA-free",  Roche9.

Se sonicaron  las muestras con 5 pulsos de  1  min separados por pausas de  1  min en

hielo.  Se apart6  una  alicuota  de  0,5  mL de extracto  crudo  (EC)  de  cada  cultivo  y se

almacen6 a 4 °C para su posterior analisis. Se separ6 Ia fracci6n soluble (FS, 2 mL) de

la insoluble (FI) centrifugando a  10000 g por 15 min a temperatura ambiente.  La Fl se

resuspendi6 en 2 mL de buffer A con inhibidor de proteasas.

3.3.3     Cuantificaci6n de proteinas.

Para  cuantificar  las  muestras  de  proteinas,  tales  como  extractos  crudos  o  proteinas

purificadas se utiliz6 el m6todo Bradford (Bradford,1976). Se confeccion6 una curva de

calibraci6n  entre  1  y  10  ug  de  BSA  (albdmina  de  suero  de  bovino)  en  500  uL  de

reactivo  de  Bradford  [azul  de  Coomassie  10%  (p/v),  etanol  5%  (v/v),  acido  fosf6rjco
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8,5% (v/v)I y se ras6 en 1  mL con agua destilada. Se midi6 la D0595 de cada tubo con

BSA. Se confeccion6 un gfafico con los valores de concentraci6n de BSA en funci6n de

la   D0595   registrada.   La   regresi6n   lineal   que   se   obtuvo   se   utiliz6   para   calcular

posteriormente  las concentraciones de las  muestras que fueron sometidas al ensayo

de Bradford. Para medir una muestra de extracto crudo, fracci6n soluble o insoluble se

mezcl6  entre  1  y 3  uL de muestra con 500  LIL de reactivo de Bradford y se ras6 con

agua  destilada  en  1  mL.  Para  medir una  muestra  con  proteina  purificada  se  mezcl6

entre 10 y 50 uL de muestra con 500 uL de reactivo de Bradford y se ras6 en 1  mL con

agua   destilada.    Utilizando    la   curva   de   calibraci6n   obtenida   se   calcularon   las

concentraciones de las muestras.

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

PAGE).

Esta tecnica de separaci6n se us6 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 soluci6n de Tris-Hcl  1,5 M pH 8,8, 50 uL de una soluci6n

de SDS  10%  (p/v),  2 mL de una soluci6n de acrilamida 30%/bis-acrj]amida 0,8% (p/v),

50 uL de APS  10%  (p/v) y 5 ijL de TEMED.  El gel concentrador fue preparado al 4%

usando 1,54 mL de agua desionizada, 0,625 mL de una soluci6n de Tris-Hcl 0,5 M pH

6,8,  25  HL de  una soluci6n  de SDS  10%  (p/v),  335  uL de  una  soluci6n  de acrilamida

30%/bis-acrilamida  0,8%  (p/v),  25  LIL de APS  10%  (p/v) y 5  uL de TEMED.  Los geles

fueron  preparados  en  una  camara  electrofofetica  vertical  con  un  grosor de  gel  de  1

mm.
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Las  muestras  a  analizar  fueron  precipitadas  agregando  4  voldmenes  de  acetona  y

centrifugandolas   a   10000   g   por   5   min.   Se   resuspendieron   en   buffer   de   carga

denaturante  lx  ITris-Hcl  125  mM  pH  6,8,  glicerol  20%  (v/v),  B-mercaptoetanol  2%

(v/v), Azul de bromofenol  0,1%  (p/v)  y SDS 4%  (p/v)I y se  incubaron  por  10 min  a 75

°C.  EI buffer de corrida utilizado contiene Tris-Hcl 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM, SDS

0,1% (p/v). Para las muestras EC,I y S (3.3.2) se cargaron 25 Hg de proteinas de cada

muestra.  Para  el  analisis  de  las fracciones  purificadas  (3.3.6)  se  cargaron  50  uL de

muestra.   Las  cantidades  de  proteina  purificada  utilizada  para  la  evaluaci6n  de  la

afinidad del  presuero y antisuero de rat6n a-His-AtA6PR se detallan en 3.3.8 y 3.3.9.

Se corri6 el gel durante ~1,5  h  bajo  un  potencial de 50 V y luego se corri6 ~3  h  con

potencial 100 V hasta que el frente de migraci6n coloreado haya llegado hasta el limite

inferior del gel.  Los geles de poliacrilamida fueron revelados con tinci6n de Coomassie

(Meyer y Lamberts,1965).

3.3.5    lnmunodetecci6n del epitopo 6xHis mediante western b/of.

Luego  de  correr  el  SDS-PAGE  (3.3.4),   este  fue  transferido  a  una  membrana  de

nitrocelulosa   de   0,45   urn   de   espesor  (Pierce   Biotechnology®)   acolchonada   entre

papeles  filtro  (Vvhatman  1).  Se  embebi6  el  gel,  los  papeles  filtro  y  la  membrana  de

nitrocelulosa  en  buffer  de  transferencia  ITris  48  mM,  glicina  39  mM,  SDS  0,0375%

(p/v),  metanol  20%  (v/v)I  y se aplic6  un  potencial  de  15 V durante 20  min.  Se tifi6  la

membrana  con  una soluci6n  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    continuaci6n    en    esta

inmunodetecci6n fueron  realizados  a T°  ambiente y  con  agitaci6n  suave.  Se retir6  el

rojo  de  Ponceau  lavando  con  una  soluci6n  de TBS-T ITris-HCI  20  mM  pH  7,5,  Nacl
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140  mM,  Tween-20  0,1%  (v/v)I  durante  1   min.  Se  bloque6  Ia  membrana  con  una

soluci6n  de  leche  descremadaITBS-T 4%  (p/v)  a  T°  ambiente  por 2  h  con  agitaci6n

suave.  Se  lav6  Ia  membrana  dos  veces  con  TBS-T  durante  10  min.  Se  incub6  Ia

membrana   con   el   ariti\ouerpo   pr.\mar.io    (Monoclonal   Anti-polyHistidine   antibody

prodrced i.n  mouse"  Sigma®)  en  leche  descremadaITBS-T  4%  (1:3000)  a  4  °C  con

agitaci6n suave durante ~15 h.  Se lav6 3 veces con TBS-T durante 10 min.  Luego se

incub6 durante 2 h con anticuerpo secundario I"Ar]£/.-Mouse /gG /Fab spec/I/.c/-A/ka//-ne

phosphafase anfi.body prodrced i-n goat", Sigma®, 1 :25000]. Se lav6 2 veces con buffer

alcalino  (Tris-Hcl  100  mM  pH  9,5,  NacI  100  mM,  Mgcl  5  mM)  por 5  min.  Se  incub6

durante  3045  s  con  una  soluci6n  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 intefes,  se detuvo  la  reacci6n embebiendo  la membrana en

una soluci6n de EDTA 20 mM.

3.3.6     Purificaci6n de His-AtA6PR por columna de afinidad a ion metalico (Ni).

Se   someti6   a   purificaci6n   el   sobrenadante   del   extracto   de   proteinas   de   E.   co//.

BL27/DE3JPLyss  inducida  con  IPTG  (3.3.2)  en  donde  se  encuentra  His-AIA6PR.  La

purificaci6n  fue  realizada  haciendo  fluir  la  muestra  por  la  columna  de  Ni  comercial

(HisTrap" HP 1  mL, General Electric9 y eluyendo con concentraciones crecientes de

imidazol  de  la  manera  que  se  indica  a  continuaci6n.  Se  llev6  el  sobrenadante  a  un

volumen total de 10 mL con buffer A de extracci6n de proteinas (descrito en 3.3.2). Se

hizo  pasar  por  la  columna  20  voldmenes  de  agua  desionizada  y  posteriormente  se

ambient6  Ia  columna  haciendo  fluir  10  voldmenes  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
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voldmenes  de  buffer  A  con  imidazol  50  mM,  Iuego  6  volt]menes  de  buffer  A  con

imidazol  100  mM  y posteriormente 6 voldmenes de buffer A con  imidazol  250 mM.  EI

final  colector fue de  10  voldmenes  de  buffer A con  imidazol  500  mM,  siendo  6sta  la

tlltima fracci6n colectada. Todas las fracciones colectadas fueron analizadas mediante

SDS-PAGE y wesfem b/of (3.3.4 y 3.3.5).

3.3.7    Preparaci6n de un antisuero de rat6n a-His-AIA6PR.

Se   llevaron   a   cabo   3   preparaciones   de   antisuero   a-His-AIA6PR   independientes,

utilizando  para  cada  una  un  rat6n  cepa  BALE/a  (R1,  R2  y  R3  respectivamente).  Se

inmuniz6 una vez a cada rat6n cada 7 dias durante 3 semanas siendo  un total de 3

inmunizaciones por rat6n. Para cada inmunizaci6n se prepararon 50 ug de His-AtA6PR

purificada  (3.3.6)  en  un volumen  de  100  uL y se mezclaron con  100  uL de adyuvante

de  Freund.  Para  la primera  inmunizaci6n  se  utiliz6 adyuvante  completo de  Freund,  y

para las siguientes dos se us6 adyuvante incompleto de Freund. La mezcla fue agitada

en v6rtex durante  12 min  hasta formar un  coloide el  cual fue inyectado en  la cavidad

peritoneal.  Tres  dias  despues  de  la  tercera  inmunizaci6n  se  extrajeron  ~150HL  de

sangre  periferica  de  cada  rat6n  para  analizar  la  afinidad  de  6ste  por  His-AtA6PR

mediante ensayos de dot b/of,  ELISA y wesfem b/of (3.3.8).  Para obtener el suero se

incub6 la sangre extraida por 3 horas a 37 °C, Iuego se centrifug6 a 400 g por 10 min y

se  rescat6  el  sobrenadante.  Uno  de  los  ratones  (R3)  falleci6  al  dia  siguiente  de  la

tercera inmunizaci6n.  Una vez verificada la afinidad se procedi6 a inmunizar por dltima

vez a cada rat6n (con el coloide preparado con adyuvante incompleto de Freund) y 3

dias despues se anestesiaron los animales Rl  y R2 con di6xido de carbono (0,2 L/min

en  una  camara  de  1  L)  y  se  extraj.eron  los  sueros  totales  por  eutanasia  y  punci6n

cardiaca.   Las  inmunizaciones  de  los  ratones  y  las  extracciones  de  sangre  fueron
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realizadas en colaboraci6n con la Dra. Maria Rosa Bono y don Leonardo Vargas, en el

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

3.3.8    Evaluaci6n de afinidad del presuero por His-AIA6PR mediante ELISA, dot b/of y

western blot.

Se  analizaron  los  3  sueros  extraidos  de  los  ratones  luego  de  3  inmunizaciones,

sometiendolos  a los ensayos de  ELISA,  dot b/of y wesfem b/of con el fin  de medir la

avidez de detecci6n de los antisueros frente a AtA6PR. En cada prueba se sometieron

distintas concentraciones de His-AtA6PR recientemente purificada (no mss de 7 dias).

Se  us6  como  control  negativo  a  His-AtsDH  que  corresponde  a  una  proteina  que  no

comparte  similitudes  estructurales  ni  conformacionales  significativas  con  respecto  a

AtA6PR pero que si posee un epitopo 6xHis fusionado N-terminal (Manduj.ano, 2010).

De esta forma se pudo calcular la diferencia entre la fracci6n de inmunoglobulina en el

presuero que detecta s6lo 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  [Na2C03 3,5%  (p/v),

NaHC03  5,6%  (p/v),  pH  9,5]  durante  ~15  h  a  4  °C.  Se  lav6  una  vez  con  PBS-T

[Na2HP04  0,143%  (p/v),   KH2P04  0,025%  (p/v),   Nacl  0,8%  (p/v),   Kcl  0,02%  (p/v),

Tween-20 0,1%  (v/v),  pH 7,6].  Se incub61  h con  PBS-T a T° ambiente.  Se agreg6 el

presuero en diluciones 1 :1000,1 :2000 y 1:4000 en PBS-T y se incub6 durante 1  h a T°

ambiente.  Se  lav6  4  veces  con  PBS-T.  Se  incub6  en  oscuridad  con  un  anticuerpo
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secundario fusionado a una peroxidasa (BD Pharmingen" aHRP Goat Ant/.-Afouse /g)

en  PBS-T en diluci6n  1:1000 durante  1  h.  Se lav6 4 veces con  PBS-T durante  1  min y

luego 3 veces con agua destilada durante  1  min.  Se agreg6 a cada pocillo  100 HL de

una    soluci6n    reveladora    que    contiene    per6xido    de    hidrogeno    y    3,3',    5,5'

tetramethylbenzidine  (BD  OptEIA"  "7"8  Substrate  Reagen£  Sef')  preparado  segt]n

las  instrucciones  del  fabricante.  Luego  de  3  min  de  reacci6n  de  revelado,  esta  fue

detenida agregando 50 HL de H3P041M a cada pozo. Se leyeron las placas de ELISA

a D045o en un lector "Emar prec/.s/.on in/.crag/ate reader (Molecular Devices).

3.3.8.2    Dot blot.

EI  dot  b/of  tuvo  como  finalidad  generar  una  orientaci6n  a  pry.or7.  con  respecto  a  la

concentraci6n   de   antisuero   que  se   debe   usar  al   realizar  inmunodetecciones  en

membranas de nitrocelulosa y revelando con fosfatasa alcalina ["An£/.-Afouse /gG /Fab

specific)-Alkaline   phosphatase   antibody   produced   in   goat",   Sjigmap|.   Se   carg6

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 bloque6

con leche descremadaITBS-T 4%  (p/v) durante ~15 h a 4 °C con agitaci6n 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 agitaci6n

suave  durante  3  h.  Se  lav6  3  veces  con  TBS-T  durante  10  min.  EI  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  Hg

de  His-AtA6PR  y  1  i]g  del  control  negativo,  His-AtsDH.  Posteriormente,  se  hizo  una

transferencia   a   una   membrana   de   nitrocelulosa   (3.3.5).   Se   cort6   Ia   membrana

generando  cuatro  feplicas  con  His-AtA6PR y His-AtsDH  adyacentes.  Una  teplica fue

incubada  con  anticuerpo  a-6xHis  como  control  positivo  de  igual  forma  que  como  se

describe  en  la  secci6n  3.3.5.  Las  otras  tres  feplicas  fueron  bloqueadas  con  leche

descremadaITBS-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  agitaci6n  suave.  Se  incubaron  cada  una  con  un

presuero en diluci6n 1:1000 en leche descremada/TBS-T 0,4°/a (p/v) durante ~15 h a 4

°C con agitaci6n suave. Se lavaron 2 veces con TBS-T por 10 min a T° ambiente y con

agitaci6n suave.  El  revelado de todas  las  feplicas fue realizado  como se describe en

3.3.5.

3.3.9    Evaluaci6n de afinidad del antisuero a AIA6PR mediante wesfem b/of.

Para la evaluaci6n del suero de rat6n se llevaron a cabo dos wesfem b/ots.  El primero

consisti6  en  la  determinaci6n  del  limite de  detecci6n  en  que el  antisuero  reconoce a

AtA6PR y no  al epitopo 6xHis.  EI  segundo  permiti6 evaluar las  inespecificidades que

presentan los antisueros frente a las proteinas que no hayan podido ser extraidas de la

muestra  en  e[  paso  de  purificaci6n  (3.3.6).  Ademas,  en  este  dltimo  experimento  se

prueba  la especificidad  con  respecto a  His-MdA6PR que corresponde a  una  proteina

hom6loga a AIA6PR que comparte un 69% de identidad aminoacidica (Zamudio, 2010)

y  que  proviene  de  una especie  de  la familia  rosaceae  (Ma/us  domes£/.ca;  Figueroa  e

lglesias, 2010).
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El protocolo fue similar al descrito en 3.3.5 pero con algunos cambios.  Para la primera

inmunodetecci6n:  Se corri6 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  corri6  tambien  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  ]eche descremada/TBS-T 4%  (p/v)  durante ~15  h  (3.3.5),

se lav6 una vez con TBS-T. Se incub6 con los antisueros en diluci6n 1 :4000. Se lav6 6

veces  con TBS-T durante  10  min con agitaci6n suave a T° ambiente.  El revelado fue

realizado como se detalla en 3.3.5.

Para  la  segunda  inmunodetecci6n  se  corrieron  dos  SDS-PAGE.   En  el  primero  se

cargaron  25  ijg  de  los  ECs  de  proteinas  de  E.  co//. inducidas  con  IPTG  y sin  inducir

(3.3.2) y 2 ug de His-AtA6PR,  His-AtsDH y His-MdA6PR purificadas [segdn Figueroa e

lglesias  (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).  EI

segundo gel fue cargado con 2,7 iJg de los ECs y 100 ng de las proteinas purificadas.

Luego,  se transfiri6 a  una  membrana de  nitrocelulosa  y se  hizo  un  western b/of 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  Extracci6n de proteinas de A. tha//.ana.

Se  cosecharon  100  mg  de  plantulas  completas  (3.1.3)  y  se  congelaron  en  nitr6geno

liquido. Se moli6 con pistilo agregando 200 uL de un buffer de extracci6n de proteinas

descrito por Tao y col [1995;  Na2H2P04100 mM,  Nacl  150 mM,  EDTA 10 mM, tiourea

10  mM,  Tween-20  0,3%  (v/v),  Trit6n  X-100  0,05%  (v/v),  DTT  10  mM,  pH  6,8].  Se
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centrifug6 a 15000 g por 20 min. Se rescat6 el sobrenadante y se almacen6 a 4 °C. La

cuantificaci6n de proteinas se llev6 a cabo como se describe en la secci6n 3.3.3.

3.3.11   Western b/of de  A.  tha/t.ana  wt  y  mutantes  afa6pr-7  y  afa6pr-2  utilizando  los

sueros de Rl y R2.

Como  prueba  final  de  la  utilizaci6n  de  los  antisueros  se  realiz6  un  wesfem  b/of

cargando en triplicado un SDS-PAGE con 25 ug de proteinas totales de A. thaliana wt y

mutantes afa6pr-7  y afa6pr-2 (3.3.10)  y ~5  Lig  de  His-AtA6PR purificada  (3.3.6)  como

control positivo.  Posteriormente uno de los geles fue tefiido con tinci6n de Coomassie

(3.3.4) y a  los  otros dos se les  realiz6  Ia transferencia  a membranas de nitrocelulosa

como  se  detalla  en  la  secci6n  3.3.5.  Se  incub6  una  membrana  con  el  anticuerpo  a-

6xHis (3.3.5), y la otra con el suero de R2 como se describe en la secci6n (3.3.9).  Las

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

4.1     Construcci6n del vector de expresi6n de His-AIA6PR en bacterias.

Para elaborar un vector que al introducirlo en E. co//-Ie permita expresar His-AtA6PR se

opt6 por utilizar el vector pE728a al cual le fue clonado el gen A£A6PR mediante corte y

ligaci6n   con   las   enzimas   BamHI   y   rvofl.   Como   AfA6PR   presente   en   el   vector

pCRBIAfA6PR no cuenta con estos sitios de restricci6n flanqueantes fue  necesaria  la

integraci6n de estos mediante PCR convencional utilizando partidores disefiados para

agregar a AfA6PR estas secuencias de reconocimiento.  Posteriormente se clon6 este

amplificado  en  un  vector de  entrada  tocR8)  para  luego  escindir el  gen AtA6PR  con

extremos cohesivos y clonarlo en pET28a.

4.1.1     Clonamiento de AIA6PR en pEr28a mediante pcR8.

Para insertar estas secuencias en los extremos del CDNA-AfA6PR, 6ste fue amplificado

desde el vector pCR8IAIA6PR mediante PCR con Pfu usando los partidores S6F-Barn

y  S6R-Notlnew  que  se  muestran  en  la  Tabla  I.  De  esta  reacci6n,  se  obtuvo  un

amp[ificado  de  ~950  pb  (Figura  3A)  correspondiente  al  tamafio  esperado  (956  pb).

Posteriormente,     esta     banda     fue     purificada     y     sometida     a     una     reacci6n

adenosiltransferasa  utilizando  Taq,   debido  a  que  Pfu  carece  de  esta   actividad  y

produce amplificados romos.  Dado que la estrategia utilizada requiere de la digesti6n

de este fragmento, 6ste fue clonado en el vector de entrada pCR8 de tal modo que al

realizar con exito la digesti6n sea  posible visualizar en el gel de agarosa dos  bandas

correspondientes  al  fragmento  BamH/-AIA6PR-IVo£/  y  al  resto  del  vector.  Por  este

motivo,  el  producto  de  la  reacci6n  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-Ban y S6R-Notlnew para la verificaci6n 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 38),  indicando que la amplificaci6n y clonaci6n

fueron realizadas con exito.
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F.igura 3.. Amptiifiicact6n deBamHI-AIA6PR-Notl.
(A)   BamH/-AIA6PR-IVof/  amplificado  desde  pCR8/AIA6PR  con   parfu.dores   S6F-Barn  y  S6R-Notlnew
agregando los respectivos sitios de corte para las eiizimas BamHl y IVofl flanqueando e] gen AIA6PR. (a)
PCR de co[onias transfomadas con pCR86amH/-AIA6PR-IVo£/ (carriles 1-8). cn es e] control negativo de[
PCR  sin  agregar DNA a  la  reacci6n y  cp  el  control  positivo  en  donde  se  amplific6 AIA6PR de§de  una
colonia transformada con el vector pCR8/4IA6PR.

Ambos  vectores  fueron  digeridos  con  ambas  enzimas  de  restricci6n.  Esto  permiti6

preparar el  vector pE728a  linearizandolo  con  extremos  cohesivos  y  obteniendose  el

tamafio   esperado   (5337   pb)   observable   en   Figura   4A.   Tambien   se   escindi6   el

fragmento  BamH/-AIA6PR-IVof/  del  vector  pCR8  (937  y  2836  pb,  respectivamente;

Figura 48), confirmando la correcta inserci6n del CDNA en este vector.  Este fragmento

fue purificado y luego ligado al vector pET28a linearizado.

Se analizaron 3 clones obtenidos de la transformaci6n con este vector mediante PCR

de   colonias   (no   mostrado),   y   posteriormente   PCR   convencional   a   partir  de   una

minipreparaci6n  de  DI\IA  plasmidial  (Figura  5A),  con  los  partidores  universales  T7

promotor y T7 terminador, para verificar la correcta inserci6n del fragmento AIA6PR en

el vector pE728a. De esta forma, se obtuvo el amplificado esperado (1222 pb) para las
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3  colonias  analjzadas y se  obtuvo  un  amplificado  de  menor tamafio  (317  pb)  para  el
(

control negativo correspondiente al amplificado del vector pE728a sin el inserto.

(A) Digestiones simples y doble de pEr28a con las enzimas de restn.cci6n BamHI y IVofl: carril 1  digesti6n
doble,  carril 2 vector sin digen.r,  carriles 3 y 4 digestiones simples con BamHl y IVofl respectivamente.  El
tamafio  esperado  en  todas  las  digestiones  es  de  ~5300  pb  correspondiente  al  tamafio  del  vector.  (8)
Digestiones dobles de pCR86amH/-AIA6PR-IVof/ con las enzimas BamH] y IVofl. 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 analisis de

orientaci6n de inserci6n 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-Notlnew (3') y S6F-Barn (5'; Tabla I) en donde deberia observarse un

amplificado  dependiendo  de  si  el  fragmento  AfA6PR  fue   integrado  en   sentido  o

antisentido con respecto al promotor, respectivamente. EI resultado de este analisis fue

el  esperado  en  donde  se  observ6  amplificaci6n  de  un  producto  del tamafio  deseado

(1127  pb)  s6lo  en  la  reacci6n  de  PCR  con  partidores  T7  promotor  y  S6R-Notlnew

correspondiente a la configuraci6n en sentido del inserto con respecto al promotor en

pET28a (Figura 58).
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Posteriormente estos clones fueron secuenciados (MACROGEN) y comparados con el

CDS  de  AfA6PR  depositada  en  www.arab/.daps/.s.ong  (At2921250)  obteniendose  un

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

A
1,5 kb

1,0 kb

0,5 kb

PM                     1                        2                      3

errffigr.n     H                `caft

r^ac.           (                       -=Tg,

ts.~

ifeTf,-J-V    i ,1.::=?a

-.--.
250 pb  !`t;::I                              fi

i__    `.   I_-_--
1 23on

PM               F                 R                F                 R               F                  R                F                 F`

Figura  5:  Analisis  de  inserci6n  y
pET28a-

6-rienTa~ci-6n  dei  fragmento  BamH/-AZA6PR-IVof/  clonado  en  el  vector

1, 2 y 3 son tres vectores analizados de clonaciones independientes. cn es el control negativo en donde se
us6 el vector pE728a 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.  (a)  PCR direccional
para  verificar  orientaci6n  del  inserto  AIA6PR  en  pE728a.  En  los  carriles  con  la  letra  F  los  partidores
utilizados para la reacci6n de PCR fueron T7 promotor y S6R-Notlnew,  mientras que en  los que estan
sefialados con la letra R se utiliz6 T7 promotor y S6F-Barn.

4.2     Expresi6n de His-AtA6PR en bacterias.

Una  vez  clonado  A£A6PR  correctamente  en  pE728a,   Io  cual  deberia  agregar  un

epitopo  6xHis  en  su  N-terminal,  se  procedi6  a transformar la  cepa  BL27/DE3/piyss

con   dicho  vector  toET28a/A£A6PR;   3.1.2)   para  luego   inducir  la   producci6n  de   la

proteina recombinante.  Estas c6lulas fueron sometidas a  una inducci6n con  IPTG,  se

extraj.eron  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 b/of,  para verificar la presencia de His-AIA6PR. 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  pudiendose  observar una  banda

con el tamafio esperado de His-AtA6PR (38,56 kDA, flecha negra) de mayor intensidad
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Figura 6: Expresi6n de His-AIA6PR en E. co/i..
SDS-PAGE (A) y wesfem b/Of (8) del sistema de expresi6n de E. co//. BL27/DE3JPLyss transformada con
el vector pET28a/AtA6PR inducible con IPTG. Se muestran extractos crudos (EC) de celulas inducidas (+)
y sin inducir (-) y sus respectivas fracciones solubles (FS) e insolubles (Fl).  El western b/Of fue incubado
con anticuerpo primario aJ5xHis.

en  la  FS  de  las  celulas  inducidas  y que  no  se  encuentra  en  la  FS  de  las  celulas  no

inducidas.  Esto da indicios a pn.or7. de que se trata de His-AtA6PR, siendo corroborado

por la  detecci6n  de esta  banda  en  el  wesfem b/of (Figura  68,  flecha  negra).  Analisis

bioinformatico    y    experimental    previos    indican    que    AtA6PR    es    una    proteina

citoplasmatica  (Zamudio,  2010;  secci6n  1.6.1).  Por  lo tanto,  era  de  esperar que  esta

proteina  se  encontrase  en   la  fracci6n  soluble  al   ser  expresada  en   bacteria;   sin

embargo,  fue  posible detectarla con similar intensidad tanto en  FS+  como  en  FI+.  La

imagen del SDS-PAGE tefiido fue analizada con el programa lmageJ, determinando el

porcentaje de His-AtA6PR con  respecto a  las proteinas totales en  la fracci6n  soluble.

Se  obtuvo  que  ~9%  de  esta  fracci6n  corresponde  a  His-AtA6PR,  siendo  esta  una
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cantidad   suficiente   (>5%)   para   continuar   con   el   proceso   de   purificaci6n   sin   la

necesidad de optimizar el sistema de expresi6n de His-AtA6PR.

4.3     Purificaci6n de His-AtA6PR.

Previo  a  la  inmunizaci6n  de  los  ratones fue  necesaria  la  purificaci6n  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 aplic6 la fracci6n 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

tifieron  con  azul  de  Coomassie  (Figura  7A,   C  y  E).   Estos  geles  tambien  fueron

analizados  mediante  wesfem b/of utilizando el  anticuerpo a-6xHis  (Figura 7  8,  D y F,

respectivamente).

La flecha negra (Figura 7 A y a) apunta a la banda correspondiente a His-AtA6PR en

FS  (~38,5  kDa),  sin  embargo,  en  la  Figura  78  se  observa  una  leve  detecci6n  en  la

fracci6n  frente  (F;  flecha  roja)  indicando  que  una  proporci6n  de  His-AIA6PR  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

wesfem b/of (~38 kDa) en las mismas fracciones. Esto indica que a esta concentraci6n

de IPTG, His-AtA6PR comienza a desprenderse de la columna pero en menor cantidad
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Figure 7:  Purificaci6n de His-AtA6PR con columna de afinidad a Ni.
En  A,  C  y  E  se  muestran  SDS-PAGEs  y  en  8,  D  y  F  sus  respectivos  wesfem  b/ots  revelados  con  el
anticuerpo  a6xhis.  En  A  se  muestra  la  ffacci6n  soluble  FS  de  las  c6lulas  inducidas  con  IPTG  y  en  el
siguiente carril (F) corresponde a la muestra luego de haber pasado a trav6s de la columna. Los siguientes
seis carriles (16) corresponden a  las primeras seis fracciones obtenidas al eluir con  imidazol 50 mM.  EI
dltimo  carril  corresponde  a  la  primera  ffacci6n  eluida  con  imidazol  100  mM.  En  C  se  muestran  las
fraociones 2 a 10 eluidas con imidazol 100 mM. En E se muestran las fracciones 11  y 12 de la eluci6n con
imidazol 100 mM, y luego se muestran las fracciones 1  a 6 de la eluci6n 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  t]nica  proteina  con  el  peso  molecular esperado  (~38,5  kDa)

entre las fracciones 2 y 3 de eluci6n 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 b/of (Figura 7F),  se detect6  una banda de  igual tamafio con  el  anticuerpo a-

6xHis,  demostrando que esta corresponde a  His-AtA6PR (Figura 7F,  flechas negras).

Aunque  se  pudo  detectar  His-AtA6PR  en  el  analisis  de  western  b/o£,  hubo  tambi6n

detecci6n de una banda de menor tamafio y menor intensidad que tambien 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 celulas inducidas  con  lpTG y no esta presente en  las fracciones de

celulas no inducidas (no fue posible captar dicha banda en la Figura 68).  Por lo tanto,

se estima que la banda inespecifica es una fracci6n de His-AtA6PR proveniente de la

ruptura mecanica que se producen el proceso de sonicaci6n.

Aparentemente,  la  cantidad  de  His-AtA6PR  cargada  en  la  columna  de  afinidad  fue

superior al maximo que esta 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

migraci6n  (Figura  78,  carril  F).  A  pesar  de  esto,  y  en  consulta  con  don  Leonardo

Vargas  (Laboratorio de  lnmunologia  de  la  Facultad de Ciencias de  la  Universidad de

Chile),   Ia   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  rat6n  fue  inmunizado  3  veces,  y  cada  inmunizaci6n  contuvo  50  ug  de  His-

AtA6PR purificada y mezclada con adyuvante de Freund. De esta forma, te6ricamente,

se  genera  una  respuesta  inmune  adaptativa  mas  avida  frente  al  antigeno.  Mientras

mayor sea  la  especificidad  del suero del  rat6n,  y mss  inmunoglobulina contenga que

reconozca  al  antigeno,  las detecciones que se realicen  con el  suero que se extraiga

tendran  menos  inespecificidades  y  un  limite  de detecci6n  mas  bajo.  Es por esto que

previo a la extracci6n total del suero, fue necesario evaluar su afinidad por el antigeno

(His-AtA6PR) y la especificidad por este, extrayendo una pequefia muestra de sangre,

de tal forma que para los animales no sea letal. Con este prop6sito, se extrajeron 50 HL

de suero (presuero) de cada rat6n tres dias despu6s de la tercera inmunizaci6n y se

evalu6 su efectividad mediante ELISA, dot b/of y wesfem b/of.

4.4.1      ELISA.

Se  realiz6  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 detecci6n del antigeno sobre la

detecci6n del control con los tres presueros.  Como se muestra en la Figura 8, con los

presueros de Rl y R3 se detect6 inespecificamente la proteina control (siendo mss alta

la  inespecificidad  detectada  por  Rl  que  por  R3).  Sin  embargo,  el  presuero  de  R2

apenas detect6 el control negativo,  indicando que,  medido por este ensayo,  R2 podria

estar produciendo el presuero con mayor afinidad y especificidad a AIA6PR.
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Figura 8: Ensayos de ELISA para evaluar la afinidad de los presueros por AtA6PR.
Los  gfaficos  muestran  los  niveles de densidad  6ptica  a 450  nm  registrada en  funci6n  de  la  cantidad  de
proteina cargada en el pocillo. Se muestra el control negativo (cn) al que no se agreg6 anticuerpo primario,
por lo tanto las mediciones  registradas corresponden  en  promedio al  limite de detecci6n  de la placa.  Se
cargaron desde 400  ng  hasta 0,2  ng de  His-AIA6PR como antigeno,  y de His-AtsDH  como control.  Los
gfaficos A.  8 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 detecci6n,

al   usar  ]a  diluci6n   1:4000,   el   control   His-AtsDH  tiene  un   minjmo  de  detecci6n  a

mayores  cantidades  que  al  usar  las  otras  dos  diluciones.  Es  decir,  al  realizar  una

inmunodetecci6n usando las diluciones 1 :1000 y 1 :2000 es posible detectar cantidades

menores  de  His-AtA6PR,  sin  embargo,  es  posible  que  sean  detectadas  tambien  un

mayor nt]mero de inespecificidades.  En cambio al utilizar una diluci6n de 1:4000, estas

inespecificidades   debieran   disminuir,   restringiendo   el   limite   de   detecci6n   de   His-

AtA6PR.  Por otro lado,  al  utilizar una mayor diluci6n  se disminuye el  uso excesivo de

antisuero.

4.4.2.     Dot blot.

El dot b/of permiti6 determinar la concentraci6n adecuada de presuero necesaria para

una mejor detecci6n del antigeno sobre una membrana de nitrocelulosa. De esta forma

puede   disminuir   adn   mas   el   uso   excesivo   de   anticuerpo   en   los   western  b/ofs

posteriores.  Se  agreg6  una  serie  de  diluciones  de  His-AtA6PR  purificada  en  una

membrana de nitrocelulosa y se realiz6 un ensayo de detecci6n con distintas diluciones

de los tres presueros (3.3.8.2). En la Figura 9 se puede observar que hay detecci6n de

His-AIA6PR  en  membranas  con  los  3  presueros.  Para  los  3  ratones  hubo  detecci6n

hasta los 50 ng de antigeno cuando se us6 una diluci6n de presuero de 1 :2000, y hasta

los  100  ng  cuando  se  us61:4000.  Incluso,  con  el  presuero  de  R2  utilizado  a  una

concentraci6n 1 :1000 fue posible detectar hasta 25 ng del antigeno (no mostrado).
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Figura  9:  Dot b/ot para  la  evaluaci6n  de  la  concentraci6n  apropiada  en  el  uso  de  los  presueros  a-His-
AIA6PR.
Se muestran seis membranas en las ouales se adhiri6 His-AtA6PR en forma puntual directamente sobre la
superficie en las cantidades seflaladas en la parte superior (400 a 12,5 ng). Cada lamina se incub6 con el
presuero que se sef`ala a la derecha (R1,  R2 o  R3) en diluci6n  1 :2000 o  1:4000.  Las flechas indican  las
cantidades mlnimas de His-AtA6PR detectadas a coda diluci6n de presuero utilizada.  Los tres presueros
presentaron el mismo limite de detecci6n:  50 ng de His-AtA6PR al ser aplicado en diluci6n  1:2000, y 100
ng ouando 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  concentraci6n  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 b/of (0).  De todas formas se obtuvo

que,  utilizar una diluci6n de  1:4000 de cualquiera de los tres sueros es suficiente para

los ensayos posteriores de inmunodetecci6n en membranas de nitrocelulosa.
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4.4.3     Lwestem A/of.

Dado  que  los  tres  presueros  fueron  capaces  de  detectar  proteinas  directamente

adheridas a la membrana de nitrocelulosa en el dot b/of (4.4.2),  se procedi6 a realizar

un analisis de western b/of 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

detect6 solamente el antigeno (His-AtA6PR, flechas azules) y no asi la misma cantidad

de  la  proteina  control  (His-AtsDH) demostfandose  para los tres presueros  una mayor

afinidad por AIA6PR que por el epitopo 6xHis.

PM
a€xHis                R 1                     R2                       R3
asasasas

Figura 10: Western b/of para la evaluaci6n de afinidad de los presueros por His-AtA6PR.
Se muestran cuatro western b/ots en donde se cargo  1  ug de His-AIA6PR (a;  ~38,5 kDa) y  1  ug de His-
AtsDH (s; ~43 kDa) purificadas.  EI primero fue incubado con el anticuerpo primario a6xHis como control.
Las  siguientes  tres  membranas  fueron  incubadas  con  los  respectivos  presueros  de  R1,  R2  y  R3  en
diluci6n  1:1000.
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Aunque se pueden observar bandas inespecificas en los tres presueros cercanas a los

~70   kDa,   Io   anterior   comprueba   que   estas   bandas   s6Io   se   deben   a   que   las

inmunizaciones  realizadas  no  contuvieron  al  antigeno  1000/a  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 AIA6PR. 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  rat6n  es  diferente  de  cualquier  suero  de  otro  rat6n,  aunque  ambos

hayan sido expuestos al mismo antigeno.

Este wesfem b/of 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 t]ltima inmunizaci6n y posteriormente extraer el suero final.

4.5       Analisis del antisuero.

Luego de analizar los presueros, se realiz6 una tlltima inmunizaci6n de los tres ratones

(3.3.7).  Lamentablemente,  un rat6n falleci6 en este proceso,  pero 3 dias despu6s,  se

procedi6  a  extraer  el  suero  final  de  los  dos  ratones  restantes  (Rl   y  R2).  Ambos

antisueros fueron analizados mediante dos wesfem b/ots.  La primera inmunodetecci6n

consisti6 en resolver las proteinas purificadas y analizar el limite en que los antisueros
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Figura 11 :  Wesfem b/of para analisis del limite de detecci6n.
Se cargaron distintas cantidades de His-AIA6PR (a) y His-AtsDH (control, s) desde 1000 ng (carriles 1  y 2
respectivamente) hasta  15,6 ng (carriles  13 y 14 respectivamente).  En A se us6 el antiouerpo primario a-
6xHis como control. 8 y C Antisueros de Rl  y R2 respectivamente usados en diluci.6n 1 :4000.

detectan a AtA6PR exclusivamente y no asi al epitopo 6xHis.  El control incubado con

anticuerpo  primario  a-6xHis  (Figura   llA)  muestra  un   limite  de  detecci6n  de   His-

AtA6PR  y  del  control  His-AtsDH  de  62,5  ng  (flecha  negra)  y  125  ng  (flecha  roja)

respectivamente.  Como se  muestra  en  la  Figura  11  (a 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 roj.as) s6lo hasta los 500 ng. Esto fue realizado con una diluci6n de

1:4000 de los  antisueros y los  mismos 6 lavados  post incubaci6n  primaria.  Se puede

observar tambi6n 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.

EI  segundo  western b/of consisti6  en  evaluar  la  especificidad  de  los  antisueros  con

respecto a AIA6PR, 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.  Tambi6n  se  afiadi6  en  el  ensayo  una  proteina  hom6loga  de  manzano  (His-

MdA6PR)  con  la que AtA6PR comparte  un  69%  de  identidad  aminoacidica,  obtenida

utilizando un sistema de expresi6n y purificaci6n similar al que se us6 para AIA6PR [E.

co//. BL27Sfan/DE3//MdIA6PR;  Figueroa e lglesias, 2010].  EI resultado se muestra en la

Figura  12  en  donde  se  observa  que  bajo  las  condiciones  utilizadas  (3.3.9),   hubo

detecci6n 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 detecci6n de His-AIA6PR

en  la  muestra de  EC  inducido y  no  hubo detecci6n  de 6sta en  el  EC  proveniente de

celulas  sin  inducir.  En  el  wesfem  b/of  control  (Figura  12A)  incubado  con  anticuerpo

primario  a-6xHis   se  observa   detecci6n   de   His-AtA6PR  en   las  fracciones   EC+  y

purificada (flechas negras) y no en la fracci6n  EC-. Tambien se observa detecci6n de

las proteinas purificadas His-AtsDH (flecha roj.a) y His-MdA6PR (flecha naranja).
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Figura 12: Prueba de especificidad de los sueros de Rl  y R2 mediante western A/of.
EC+  y  EC-son  extractos  crudos  de  Eschew.ch/.a  co/i. BL21(DE3)pLyss  productora  de  His-AIA6PR.  EC+
proviene  de  celulas  inducidas  y  EC-  de  oelulas  sin  inducir.  Se  cargaron  25  LJg  de  proteinas  de  cada
extracto.  En  los  carriles  a,  s  y  in  fueron  cargados  100  ng  de  His-AtA6PR,  His-AtsDH  y  His-MdA6PR
respectivamente.  His-AIA6PR corresponde  a  la  posible  sorbito16-fosfato  deshidrogenasa  de Arabi.dapsi.s
fha/i.ana, producida en E.  co/i..  His-MdA6PR corresponde a una A6PR de manzano que tambien comparte
el epitopo 6xHis. His-AtsDH no comparte identidad con His-AtA6PR pero si posee el epitopo 6xHis. En 8 y
C  se  muestra  el  mismo wesfem b/ol pero incubado con  los antisueros de Rl  y  R2  respectivamente en
diluci6n  1 :4000.

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

banda  inespecifica de ~35  kDa  (Figura  12  a y C,  flechas  azules)  siendo  esta  la  mss
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cercana en tamafio 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 tambi6n una banda inesperada

en  EC+  entre  70  y  85  kDa  que  no  se  encuentra  en  EC-.  Esta  banda  tambien  fue

observada en (C) sin embargo con muy baja intensidad y no fue posible captarla en la

imagen.

Con  el  suero  de  Rl  fue  posible detectar los  100  ng  de  His-MdA6PR y  no  asi  con  el

suero de R2.  His-AtsDH no fue detectada con los sueros Rl  y R2,  sin embargo hubo

repeticiones  de  este  resultado  (no  se  muestra)  en  donde  si  hubo  detecci6n  de  esta

proteina con ambos antisueros.

Con   los   resultados  obtenidos   en   estos  dos   western  b/ofs  se  demuestra   la   alta

especificidad de los antisueros de Rl  y R2 frente a la secci6n AtA6PR en comparaci6n

con el epitopo 6xHis y la proteina hom6loga MdA6PR,  al aplicarlos en las condiciones

mencionadas.

4.6     Detecci6n de AtA6PR en A. ZAa/i.ana wt y mutantes afa6pr-7 y afa6pr-2.

El resultado de este tlltimo wesfem b/of permite probar la efectividad de los sueros de

Rl  y R2,  y la expresi6n de AIA6PR en A.  aha//.ana wt y en las mutantes insercionales

afa6pr-7 y afa6pr-2 (Figura 13 C y D).  De esta forma, se utiliz6 como control positivo a

His-AtA6PR purificada desde el sistema de expresi6n en E.  co//.,  y ademas se realiz6

un  wesfem  b/of  paralelo  incubado  con  el  anticuerpo  a-6xHis,  tambi6n  como  control

(Figura 138).  De acuerdo a lo esperado, se muestra con flechas rojas la detecci6n del

control positivo bajo la aplicaci6n del anticuerpo a-6xHis como de los antisueros de R1
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y  R2.  Se puede observar tambien  que  no  hubo detecci6n  alguna  en  las  muestras de

proteinas de A.  tha/i.ana al utilizar el anticuerpo control a-6xHis.  Pero al revelar con los

antisueros de Rl  y R2, se obtuvo una banda de ~35 kDa (flechas negras) en el carril wt

que corresponde al  peso  hipot6tico de AtA6PR  (sin  el epitopo 6xHis).  Esta  banda  se

encuentra ausente en los carriles  1  y 2 correspondientes a las muestras de afa6pr-7 y

afa6pr-2, indicando que no existe una expresi6n detectable de AtA6PR en las mutantes

insercionales en las condiciones utilizadas.

F.igura 13.. SDS-PAGE y westom blots de A. thaliana wi y mutan`es ata6pr-1 y ata6pr-2.
Los  carriles wt,  1  y  2  corresponden  a  las  muestras  de  proteinas  de Arabi.dopsi.s Aha/i.ana  silvestre  y  las
mutantes insercionales afa6pr-7 y afa6pr-2 respectivamente. C+ es el control positivo que corresponde a
His-AtA6PR purificada desde el sistema de expresi6n en E. co//. (v6ase secci6n 3.3.6).  PM corresponde al
esfandar  de  peso  molecular.  En  A  se  muestra  el  SDS-PAGE.  En  8  se  muestra  el  western A/Of control
incubado con anticuerpo a-6xHis. En C y D se muestran los wesfem A/ots incubados con los sueros de los
ratones Rl  y R2 (a-His-AIA6PR) respectivamente. Las flechas rojas muestran la banda correspondiente a
la detecoi6n de His-AtA6PR (~38,5 kDa). Las flechas negras muestran la banda correspondiente a AIA6PR
(-35 kDa).
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5.    DISCUSION

En  este  seminario  de  titulo,  se  elaboraron  dos  sueros  de  rat6n  que  reconocen  a

AtA6PR,  una  posible  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa  de Arab/.daps/.s aha//.ana.  Esto

se  IIev6  a  cabo  mediante  la  generaci6n  de  un  sistema  de  expresi6n  heter6Iogo  de

AtA6PR en E. co//.. 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   rat6n   y

finalmente se extrajeron y analizaron ambos sueros generados.

A pesar de tratarse de una proteina proveniente de un organismo eucarionte, se us6 a

E. co//. dada su facilidad de manipulaci6n y alta taza de producci6n de proteinas que se

puede lograr en conjunto con el sistema PET. Otros sistemas de expresi6n como Pi.ch/.a

pastor/.s o Saccharomyces cerev/.s/.ae (levaduras) que permiten el correcto plegamiento

de proteinas provenientes de organismos eucariontes, fueron descartados dado que se

ha  reportado  que  para  la  generaci6n  de  un  antisuero  que  reconoce  una  proteina

citoplasmatica homologa a AtA6PR de manzana (MdA6PR; Figueroa y col. 2010), este

sistema es adecuado para la generaci6n de un antisuero policlonal. AI 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  generaci6n  de  un  anticuerpo,

cuando el prop6sito de la elaboraci6n de este es la inmunodetecci6n mediante western

a/of.  En este tipo de ensayos,  Io que se detecta es la proteina en estado denaturado,

por  lo  tanto  al  activar  la  respuesta  inmune  adquirida  en  un  rat6n  para  que  este

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.  co//. a usar para la generaci6n de His-AIA6PR

recombinante,  se  baraj.6  Ia  posibilidad  de  utilizar  otros  vectores,  como  por  ejemplo

PGEX el cual fusiona el epitopo GST a la proteina de intefes, en vez de epitopo 6xHis

que agrega el vector PET. Sin embargo, el sistema de expresi6n electo [vector pE728a

con la cepa BL27/DE3JPLyss] posee cualidades que se ajustan a lo que se requiere

para  realizaci6n  de este trabajo,  y se detallan a  continuaci6n.  Una vez transformado,

este sistema actda mediante tres componentes principales: el lis6geno DE3 que posee

el gen de la RNA polimerasa del virus T7 comandado por el promotor del oper6n /ac, el

plasmido pLyss que posee el gen que codifica para la lisozima de T7, y pE728a que

contiene  el  gen  de  intefes  a  expresar  (en  este  caso  Hi.s-AIA6PR).  EI  promotor del

oper6n /ac se encuentra inhibido por el producto genico de /ac/ en condiciones 6ptimas

de crecimiento y ausencia de lactosa. Cuando este promotor es activado - en presencia

de lactosa o su analogo no hidrolizable lpTG - Ia RNA polimerasa de T7 transcribe el

gen  presente  en  el  vector  pE728a.   En  ausencia  del  plasmido  pLyss,   cuando  el

promotor T7 se encuentra inhibido por lacl, de todas formas existe una expresi6n basal

de  la  RNA  polimerasa  de  T7,  ocasionando  que  el  control  negativo,  que  no  debiera

tener expresi6n de His-AIA6PR, se exprese, aunque en menor cantidad. Sin embargo,

en  presencia  del  plasmido  pLyss,   Ia  producci6n  de  la  lisozima  de  T7  elimina  la

expresi6n  basal  de  la  RNA  polimerasa,   permitiendo  que  haya  acumulaci6n  de  la

proteina  de  intefes solamente  al  agregar lpTG,  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  analisis  de  los  presueros  se  realizaron  un  ensayo  de  ELISA  (4.4.1;

Figura 8) y un dot b/of (4.4.2; Figura 9). 'El prop6sito de estos ensayos fue obtener una

primera  evidencia  de  la  efectividad  y  eficiencia  de  los  sueros.  En  estos  ensayos  se

prob6 que los sueros fueron capaces de detectar a His-AtA6PR purificada al aplicarlos

en  las diluciones utilizadas.  Sin embargo,  segdn los resultados obtenidos por wesfem

b/o£  (Figura   10)  no  s6lo  se  observa  una  banda  esperada  para  His-AtA6PR,   sino

tambien 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  dot  b/of  no

corresponden     t]nicamente     a     His-AtA6PR,     sino    tambien     a    estas     proteinas

contaminantes.  No  obstante,  la sefial obtenida para  His-AtA6PR en  los  wesfem b/ots

es notoriamente mayor al de los contaminantes,  por lo tanto,  las sefiales obtenidas en

el ELISA y dot b/of 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-AIA6PR,  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)  baj.o  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 fracci6n AIA6PR. El dot b/o£, por

otro lado, mostr6 correspondencia con el resultado obtenido en el ensayo de ELISA, en

el  cual  se  vio  que  las  diluciones  mayores  son  suficientes  para  la  detecci6n  de  His-

AtA6PR  en  membranas  de  nitrocelulosa.   No  obstante,   sin  duda  el   western  b/of

corrobor6 concluyentemente  lo  obtenido en  los otros dos ensayos,  demostrando que

los tres presueros son capaces de detectar a His-AIA6PR 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 fracci6n AIA6PR 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 intefes, estos

tambien   pueden   ser   compartidos   con   otras   proteinas   presentes   en   el   extracto

bacteriano.  Pese a esto,  mss adelante con los sueros finales se ajust6 el  ntlmero de

lavados necesarios para eliminar la detecci6n de la mayoria de estas inespecificidades.

El   gen   electo   para   IIevar  a   cabo   la   generaci6n   de   los   anticuerpos  fue   aislado

previamente   por   Ma   Sofia   Zamudio   (2010)   a   partir   de   CDNA   de   A.   tha//.ana   y

corresponde  a  At2921250,   el  cual  posee  un  69%  de  identidad  aminoacidica  con

respecto a  una sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de manzano  (MdA6PR).  Dada esta

situaci6n  era  de  esperar  que  alguno  de  los  anticuerpos  generados  en  el  presente

trabajo fuera capaz de detectar a esta proteina hom6loga. A pesar de que el resultado

que se muestra en la Figura  12 (8 y C) indica que los anticuerpos no son capaces de

detectar His-MdA6PR  purificada,  si fue  posible  observar una  leve  serial  al  incubar la

membrana de nitrocelulosa a la soluci6n reveladora por ~5 min en vez de los 3045 s

mencionados en la secci6n 3.3.5 (no mostrado),  sin embargo al realizar esto tambien

es detectado el control negativo  His-AtsDH.  Esto da luces de que la variaci6n  de las

condiciones  a  las  que  se  realiza  el   wesfem  b/of  podria  permitir  la  detecci6n  de

MdA6PR  con  el  uso  de  los  antisueros  de  Rl  y  R2.  De todas formas,  esto tambi6n

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

secci6n  1.7.  Como  His-AtA6PR  -Ia  proteina  utilizada  para  inmunizar a  los  ratones  -

posee un epitopo de 6 histidinas en tandem, el animal genera anticuerpos tanto para la

fracci6n 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 tambien pueda tener

afinidad   por  proteinas  que   compartan   epitopos  con   His-AtA6PR.   De  hecho  esta

descrito  que Arabi.dapsi.s iba/f.ana  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 detecci6n, de todas formas es necesario, para los pr6ximos

experimentos  que  se  realicen  con  estos  antisueros,  usar  como  control  negativo  un

anticuerpo  a-6xHis  para  descartar la  posibilidad  de detecci6n  de  proteinas vegetales

no-blancos con este epitopo. Tambi6n en el future podria utilizarse el sitio de corte con

trombina que otorga el vector pE728atAIA6PR al expresar His-AIA6PR para escindir el

epitopo 6xHis para generar un anticuerpo a-AtA6PR evitando que 6ste reconozca este

peptido.

En  el  western b/of que se muestra  como resultado en  la  Figura  128  realizado con  el

suero final de Rl  se observa una banda inesperada que esta presente en el carril EC+

y no en e[ 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 fusi6n  (~70  kDa).  Ademas  se  ha  descrito  que  una A6PR  de

nispero si presenta dimerizaci6n (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 [8-

mercaptoetanol 2% (v/v) 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 fracci6n  proteolizada de la enzima T7 RNA polim5rasa  (~98 kDa;

http://www.neb.com/nebecomm/products  /productm0251.asp),   la   cual   se   encuentra

t]nicamente   en   la  fracci6n   EC+   o   alguno  de   los   componentes   del   sistema   PET

diferencial  entre las celulas  inducidas y no  inducidas.  De todas  maneras,  se requiere

de   un  estudio  con  mayor  profundidad  realizando,   por  ejemplo,   un  modelamiento

bioinformatico   de   AIA6PR   y   comparaci6n   con   MdA6PR   en   conjunto   con   una

cromatografia  de  exclusi6n  molecular  en  condiciones  nativas  y  denaturantes,  para

poder  afirmar  o  descartar  que  AIA6PR  en  su  forma  nativa  se  encuentre  formando

dimeros.

Los antisueros de Rl  y R2 producidos en el presente trabajo son capaces de detectar

una proteina en A.  tha//.ana con un tamafio similar al peso hipot6tico de AIA6PR (~35

kDa)  y ademas  no detectan  esta  proteina  en  las  mutantes  insercionales  afa6pr- que

poseen expresi6n disminuida del gen A£A6PR, por lo tanto es posible afirmar que muy

probablemente esta proteina se trata de AtA6PR.  Segdn esta descrito en  la base de

datos  TAIF`  (The  Arabidopsis  Information  Resouroe|,  un  gen  adyacehie  a  AIA6PR

(Af2927260)    codifica    para    otra    posible    sorbitol-6-fosfato    deshidrogenasa    cuyo

porcentaje de identidad aminoacidico con respecto a AtA6PR es de 92%, y de un 70%

con respecto a MdA6PR. Ademas de esto, el alto porcentaje de identidad nucleotidico

(93%),  su  posici6n  adyacente,  orientaci6n  5'-3'  identica,  mismo tamafio  (930 pb) y la

alta  duplicaci6n  genica  en  el  cromosoma  2  de A.  ffra/t.ana  en  donde  el  60%  de  los

genes posee un porcentaj.e de identidad significativo con respecto a otro gen (Lin y col,

1999), sugieren fuertemente que estos dos genes se tratan de una duplicaci6n genica.

Dada  esta  situaci6n,  era  de  esperar  que  los  anticuerpos  generados  detectasen  al
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producto genico de At2921260 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 At2921260 en las

mutantes  insercionales  afa6pr-7  y  afa6pr-2.  Se  sabe,  por  qpcR,  que  se  expresan

ambos genes;  sin  embargo  la  acumulaci6n  absoluta  de transcritos de Af2927260 es

menos del 0,2% que la de AIA6PR (Zamudio, datos no publicados). A pesar de que no

siempre existe correlaci6n entre la cantidad de transcrito y la cantidad de proteina,  es

posible que esta vez si haya correlaci6n y que este gen no se exprese en suficiente

cantidad para ser detectado mediante este metodo. Ademas esto avala la utilidad de

los anticuerpos provenientes de Rl  y R2 para detectar t]nicamente a AIA6PR.

Cabe  destacar  que  las  mutantes  insercionales  afa6pr-7  y  afa6pr-2  presentan  un

fenotipo en donde se ve una germinaci6n reducida y una disminuci6n en el crecimiento

frente  a  estfes  salino  (Nacl  50  mM)  con  respecto  a  A.  aha//.ana  silvestre  (Zamudio,

datos  no  publicados).  Esto  demuestra  la  importancia  fisiol6gica  de  AIA6PR  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 proyecci6n, seria

posible utilizar estos antisueros  policlonales  para detectar AtA6PR en  condiciones de

crecimiento  normales  y  de  estfes,  desde  extracciones  de  6rganos  especificos  y  en

estadios  de  desarrollo  diferentes  de  la  planta,  pudiendo  profundizar  adn  mas  esta

investigaci6n.

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.  AI

tratarse de una planta que no transloca sorbitol es posible que la actividad de AIA6PR
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sea  menor que  las  otras A6PR  ya  descritas,  y  por lo tanto,  su  uso  biotecnol6gico  e

introducci6n posibilitaria en otras especies la acumulaci6n de sorbitol confiri6ndoles las

ventajas asociadas a la acumulaci6n 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,  tambien  se  proyecta  la  purificaci6n  de

AtA6PR sin el epitopo 6xHis  para la elaboraci6n de un anticuerpo monoclonal.  Existe

una tecnica descrita por K6hler y Milstein (1975) que permite inmortalizar un Linfocito a

aislado al fusionarlo con una c6Iula de mieloma (hibridoma).  Los linfocitos  8 activados

(o celulas plasmaticas) son las celulas que secretan los anticuerpos (inmunoglobulina),

y    cada    uno    de    estos    produce    moleculas    de    inmunoglobulina    (anticuerpos)

bioquimicamente   identicas.   El   suero   que   un   hibridoma  genera   es   un   anticuerpo

monoclonal.    Para    la    producci6n    de    un    anticuerpo    monoclonal    que    detecte

especificamente  a  un  antigeno,  es  necesario  seleccionar  entre  un  gran  ndmero  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

pequefias  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 trabaj.o.
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6.    CONCLUSIONES

Mediante  western  A/of  se  demostr6  que  la  proteina  His-AIA6PR  se  expresa  en  el

sistema   de   expresi6n   heter6Iogo   en   E.   co/i.   (B[27/DE3JPLyss/pEr28a/41A6PR)

generado  en  el  presente trabajo,  y que esta  se encuentra  en  la fracci6n  soluble.  La

purificaci6n fue llevada a cabo mediante el uso de una columna de afinidad a Ni y se

demostr6  mediante  western b/of que  dicha  proteina  eluye  entre  las  primeras  cuatro

fracciones  al  utilizar  imidazol  250  mM.  Logrado  esto  y  habiendo  inmunizado  a  los
t

ratones   se   extraj.eron  dos   antisueros  finales  capaces  de  detectar  eficientemente

mediante la t6cnica de western b/of a His-AIA6PR purificada, contenida en un extracto

de proteinas de E.  co//.,  y desde muestras de proteinas de plantulas completas de A.

thaliana.

La  acumulaci6n  de  la  proteina  pafaloga  a  AIA6PR  codificada  por  At2921260  se

encuentra  bajo  los  niveles  de  detecci6n  de  los  antisueros  obtenidos.  Ademas  se

verific6 que las mutantes afa6pr-7 y afa6pr-2 no poseen niveles detectables de AtA6PR

mediante wesfem A/of.
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