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RESUMEN

Los poli-alcoholes son carbohidratos que pueden ser transportados por el floema de las

plantas, aportando varias ventajas al metabolismo y constituyendo en algunas familias la

principal forma de carbono translocado. El sorbitol es el poli-alcohol de mayor presencia

en  plantaginaceas  y  rosaceas,  siendo  sintetizado  a  partir  de  glucosa-6-fosfato  por  la

sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH), 1a enzima clave de esta via. Esta proteina se

ha expresado en plantas que no acumulan sorbitol, obteni6ndose organismos con mayor

resistencia al estr6s abi6tico y movilidad de boro mejorada (al acumular sorbitol en bajas

concentraciones),  pero   con  senescencia  temprana  y  dificultad  para  crecer  (a  altas

concentraciones). Enzimas similares a S6PDH se encuentran en numerosas especies no-

plantagineaceas   y   no-rosaceas   que   acumulan   sacarosa,   cuya   expresi6n   se   asocia

principalmente al estr6s osm6tico. Una de estas especi.es  es ,47.CZZ)z.c7apsz's ffecz/z.c!77cz, donde

se  encuentran  dos  marcos  de  lectura  que  codifican  S6PDH potenciales  y  propias  del

organismo.  En este seminario de titulo se realiz6  el estudio preliminar de una de estas

secuencias,  llamada  ,4£S6PDH.  Este  consisti6  en  el  analisis  z.7?  sz./z.co  e  I.7?  vz.1;o  de  la

expresi6n del gen, de su secuencia y su clonaci6n como proteina de fusi6n con GFP para

deteminar su localizaci6n subcelular. Un error de apareamiento de partidores permiti6

crear  tambi6n  un  vector  que  deberia  ser  capaz  de  gatillar  silenciamiento  g6nico  de

j4ZS6PDfJ  para   estudios   futuros.   Los   resultados  revelan  una  Aldo/Ceto   Reductasa

citos61ica con alta identidad a otras S6PDfJs (>66°/o) que se expresa en diversos 6rganos

durante gran parte del ciclo de vida de esta planta. Estudios futuros podrian permitir su

uso  biotecnol6gico  para  la producci6n  de  sorbitol  a  bajas  concentraciones,  otorgando

tolerancia al estr6s osm6tico a plantas incapaces de sintetizar este compuesto.
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ABSTRACT

Polyols are carbohydrates that can be transported through the phloem of pl.ants, .which

have several metabolic advantages and are the maln form of carbon translocated in some

families. Sorbitol is the main polyol in Plantaginaceae and Rosaceae, and is synthesised

from  glucose-6-phosphate  by  sorbitol  6-phosphate  dehydrogenase  (S6PDH),  the  key

enzyme   of  this  pathway.   This  protein  has  been  expressed  in  plants  that  do  not

accumulate  sorbitol,  obtaining  organisms  with  higher  stress  tolerance  and  improved

boron mobility  (at  low  sorbitol  concentrations),  but  early  senescence  and  diminished

growth  (at  high  sorbitol  concentrations).   S6PDH-like  enzymes  are  found  in  many

Sucrose-accumulating   non-Rosaceae   and  non-Plantaginaceae  plants,   where   S6PDH

expression is associated with osmotic stress. One of these is £4rczbz.c7apsz.s /fecz/i.cz;7cz, where

two  potential  S6PDH  open  reading  frames  can  be  found.  In  this  thesis,  preliminar

research  on  one  of  these  sequences,  named  j4£S6PDff,  was  performed.   The  gene

sequence and the z.72 s'z./z.co and z.7z vJ.1;a expression profiles were analysed. Ats6PDH was

also   cloned   as   a   GFP-fusion   protein   to   determine   its   subcellular   localization.
\

Additionally, a primer mismatch allowed the creation of a construct that should be able

to trigger post-transcriptional gene silencing of ,4ZS6PDff for future studies. The results

obtained show that it is a cytosolic Aldo/Keto Reductase with high identity (>66%) to

other S6PDj7S  which is  expressed in  several  organs  during  the  lifecycle  of the.plant.

Future  studies  could  develop  a  bio`technological  use  of Ats6PDH  to  produce  low-

concentration sorbitol, giving osmotic stress tolerance to plants unable to synthesise this

compound.
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1.   INTRODUCC16N

1.1.   Papel y metabolismo de poli-alcolioles en plantas.

Los  poli-alcoholes   o   alcoholes  de  azticar  (productos  reducidos  de  azticares

lineales)  como  manitol,  galactitol  y  sorbitol  se  encuentran  ampliamente  distribuidos

entre angiospermas, siendo el manitol el de mayor distribuci6n (Lewis y Smith,  1967).

Son los tinicos carbohidratos, ademas de la sacarosa y rafinosa, que se transportan.por el

floema de las plantas superiores, constituyendo en algunas familias la principal forma de

carbono     translocado     (manitol    en    las    Apiaceae,     0leaceae,     Combretaceae    y

Plantaginaceae,   galactitol   en   las   Celastraceae   y   sorbitol   en   las   Plantaginaceae   y

Rosaceae), pudiendo  llegar a formar 50-90%  del carbono  en el floema (Watari y cols,

2004).  La  utilizaci6n  de  poli-alcoholes  como  principal  producto  fotosint6tico  implica

varias ventajas: permiten un uso mas eficiente del carbono, proveen mayor tolerancia al

estr6s hidrico o salino, protecci6n ante radicales hidroxilo y facilitan la movilizaci6n de

boro por el  floema  (Pommerrenig y  cols,  2007).  Ademas  son carbohidratos  altamente

solubles,  quimicamente  estables  y  que  a  altas  concentraciones  no  suelen  alterar  la

funcionalidad de otras enzimas en la`planta (solutos compatibles) (Ahmad y cols,  1979,

Deguchi  y  cols,  2002),  participan  en  la  interacci6n  planta-pat6geno  y  acthan  como

osmorreguladores end6genos y sumideros de poder reductor (Reidel y cols, 2009).

Debido  a  estas  caracteristicas,  diversos  poli-alcoholes  ham  sido  ampliamente

estudiados en diferentes especies. Uno de los que suscita mayor inter6s es el sorbitol, el

poli-alcohol de mayor presencia en las Plantaginaceae (por ejemplo, 11ant6n y P/cz72fczgo

#7cr7`ztz.#7cz) y Rosaceae (que incluye especies como manzano, durazno, damasco, nispero,



almendro, etc.). Esta moldeula se sintetiza como producto primario de la fotosintesis en

las hojas, a partir de glucosa-6-fosfato (G6P, Figura I). Este compuesto se transforma en

sorbitol-6-fosfato (S6P) por la acci6n de la sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH;

tambi6n llamada aldosa-6-fosfato  reductasa,  A6PR)  y luego  es  desfosforilado por la

sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP). Ademds, una via menor de sintesis (activa s6lo en

hojas  j6venes)   usa  la  NADP-sorbitol   deshidrogenasa  OrADP-SDH)   para  reducir

directamente  glucosa  en  sorbitol  (Yamaki,  1995).  Luego,  el  sorbitol  se  acumula  en

c5lulas compafieras del floema, al cual se incoxpora gracias a transportadores de poli-

alcoholes (Watari y cols, 2004). Posteriormente, es descargado por otros transportadores

Figtira 1: Metabolismo del sorbito] en  hojas y 6rganos sumidero. El sorbitol es sintetizado por S6PDH y
S6PP en hojas maduras y tambien por NADP-SDH en hojas j6venes. En frutos y otros 6rganos sumidero,
el sorbitol se acumula y puede ser convertido a fructosa y glucosa por las SDH y SOX, respectivamente.
S6PDH:  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa.  S6PP:  sorbitol-6-fosfato  fosfatasa.  NADP-SDH:  NADP-
sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa.  NADSDH:  NAD-sorbitol  deshidrogenasa.  SOX:  sorbitol  oxidasa.
quodificado de Kanayama y Odanaka, 2000).
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a  los  6rganos  sumidero  (ralces,  hojas  inmaduras  y  frutos)  donde  se  acumula  en  las

vacuolas de las  c61ulas del par6nquima, pudiendo  ser oxidado  a fructosa por la NAD-

SDH  o  a  glucosa por la  sorbitol  oxidasa  (SOX)  (Ohkawa y  cols.,  2008;  Teo y  cols.,

2006; Yamaki,1995), para su posterior metabolismo, por ejemplo en la glic61isis.

1.2.   Sorbitol-6-fosfato Deshidrogenasas (S6PDH).

Las  enzimas  del  metabolismo  de  sorbitol  que  presentan  mayor  actividad  son

S6PDH (en ho].as maduras) y SDH (en frutos), y se les considera los pasos claves en su

sintesis  y  degradaci6n,  respectivamente  (Kin  y  cols.,  2007;  Teo  y  cols.,  2006).  La

S6PDH (E.C.1.1.1.200) es un homodimero de ~65 kDa (~36 kDa cada subunidad), que

cataliza la conversi6n reversible de G6P a S6P, con una Kin entre 2,22 y 3 mM para S6P

y entre  13,9 y 20 mM para G6P (Hirai,1981; Negm y Loescher,1981). La reacci6n se

desplaza   hacia   la   producci6n   de   sorbitol-6-P,   utilizando   NADPH   como   co factor

(Kanayama y Odanaka, 2000; Yamaki,  1995), y siendo inhibida por ATP  (Matsumoto,

2008).  La mayor actividad de  esta enzima para la reducci6n de  G6P  se registra a pH

ligeramente  alcalino,  entre  7  y  9;  mientras  que  para  la  oxidaci6n  de  S6P  s61o  se

encuentra actividad a pH 9,5-9,8 (Hirai,1981; Negm y Loescher,1981). De esta forma,

en el citosol de las c61ulas (cuyo pH s`e aproxima al neutral) se favorece la formaci6n de

sorbitol.

La sintesis de,sorbitol comparte el sustrato (G6P, Figura 1) con la via de sintesis

de  sacarosa  en  el  citosol  (ya  que  atin  en plantas  que  transportan principalmente poli-

alcoholes, se mantiene la sintesis y utilizaci6n de sacarosa), por lo que se ha propuesto
.\



una posible  co-regulaci6n  entre  estas  dos  vias  (Zhou y  Cheng,  2008).  En  numerosos

estudios,  1ineas  transg6nicas  de Rosaceas  con §obre-expresi6n  o  silenciamiento  g6ndco

de  S6PDH presentan  alteraciones  en la tasa de  partici6n  del  carbono  entre  sorbitol y

sacarosa,  acumulaci6n de  almid6n e incluso  incremento  en los  azticares totales  de  las

hojas,  frutos y  apices meristematicos,  sugiriendo  que la expresi6n de  S6PDH tiene un

papel  importante  en  la  distribuci6n  del  flujo  de  carbono.  Estas  alteraciones,  que  no

afectaron  el  crecimiento  vegetativo  de  la  planta,  indican  que  la  tasa  de  partici6n  de

carbono  entre  sacarosa  y  alcoholes  de  azticar  se  encuentra  bajo  un  estricto  control

metab61ico, variando de acuerdo a la especie y a las condiciones ambientales (Everard y

cols.,1997; Kanamaru y cols, 2004; Cheng y cols, 2005; Teo y cols, 2006, Zhou y cols,

2006; Slewinsky y Braun, 2010). Sin embargo,1a evidencia indica que la regulaci6n de

S6PDH  ocurre  princ'ipalmente  a  nivel  transcripcional,  con  una  correlaci6n positiva  y

fuerte  entre  los  niveles  de transcrito, proteina y actividad  detectada  en las  S6PDH de

durazno (Shakanishi y cols.,  1998) manzana (Kanamaru y cols., 2004), hispero (Bantog

y cols., 2000), y pera (Deguchi y cols}, 2002).

La expresi6n de S6PDH se ve alterada ante condiciones de estr6s abi6tico. Ante

bajas temperaturas, estr6s osm6tico o presencia de acido abscisico (ABA),1a expresi6n y

actividad de esta enzima se incrementa y se acumula sorbitol (Lo Bianco y cols, 2000;

Matsumoto, 2008; Deguchi y cols., 2Q02, Kanayama y cols., 2007; Veeranagamallaiah ,y

cols.,  2009).  Se  ha propuesto  que  la  acumulaci6n  de  este  metabolito  retiene  agua  en

situaciones  de  esties  hidrico  (Sheveleva  y  cols.,   1998),  y  la  alta  concentraci6n  de

sorbitol puede proveer protecci6n a proteinas y membranas celulares bajo estr6s salino,

frio  y  sequia  (Deguchi  y  cols.,  2002).  En P/c77c/czgo  J7eczrz.fz.772cz,  altas  concentraciones  de
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sal   inducen  la   acumulaci6n   de   sorbitol   en   el   citoplasma  y   mayor   expresi6n   de

transportadores  de  sorbitol  en  el  floema  para  igualar  el  potencial  osm6tico  con  la

vacuola,  que  acumula Nacl para incrementar la tolerancia a salinidad de  esta hal6fita

(Ahmad y cols,1979, Pomerrenig y cols, 2007).

La  actividad  osmoprotectora  del  sorbitol  no  s61o  se  observa  en  Rosaceas  o

Plantaginaceas.  En plantas  de  tabaco  (IVz.cofz.o#a  fczbczc#J72)  y  caqui japon6s  (Dz.ospy7`os

frczfrz.;  ambas translocan sacarosa) transformadas para expresar S6PDH,  se ha observado

la presencia de sorbitol - demostrando que esta enzima es suficiente para la sintesis de

esta mol6cula - acompafiada de un incremento en la tolerancia al estr6s osm6tico (Gao y

cols, 2001 ; Matsumoto, 2008). La sintesis de sorbitol tambi6n produce un incremento en

la resistencia de las plantas a la deficiencia de boro (Brown y cols.,  1999, Bellallouie y

cols.,   1999)  debido  a  que  este  micronutriente  se  une  a  este  poll-alcohol,  formando

complejos  que  le  permiten  ser transportado  por  el  floema,  aumentando  su  movilidad

(Blevins y  Lukaszewski,1998).

Si  bien  la  expresi6n  de  S6EDH  y  acumulaci6n  de  sorbitol  implican  varias

ventajas,  cuando  6ste  se  presenta  a  altas  concentraciones  en  tabaco  (mayores  a  15

Hmol/g peso fresco) tambi6n se puede observar p6rdida de clorofila, 1esiones necr6ticas

en   las   hojas,   infertilidad,   incapacidad  para   desarrollar   raices   y   disminuci6n   del

crecimiento  dependientes  de  la  concentraci6n  de  sorbitol  (Sheveleva  y  cols.,  1998).

Algunos  de  estos  efectos  tambi6n  se  ham  observado  en  cafia  de  azticar  /Sczccfeczr"7#

kybrz.cZs; Chong y cols, 2007) y caqui japon6s; sin embargo en este tiltimo se presentaron

fenotipos  enanos  sin lesiones necr6ticas  a concentraciones  entre  20  y  50  Hmol/g peso
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fresco,  1o  que  plantea  la  existencia  de  especies  tolerantes  a  altas  concentraciopes  de

sorbitol (Gao y cols, 2001; Deguchi y cols., 2004). Debido a que en estos experimentos

las  plantas  con menor  acumulaci6n  de  sorbitol  no  presentan  una  disminuci6n  en  su

crecimiento, se ha sugerido la existencia de una concentraci6n umbral de este alcohol de

azticar a partir de la cual se altera el crecimiento de la planta (Gao y cols., 2001).  Sin

embargo, se desconocen los mecanismos moleculares que relacionan la acumulaci6n de

sorbitol a los fenotipos observados.

1.3.   Sorbitol en no-Rosaceas y no-Plantaginaceas.

Se  ham  encontrado  proteinas  similares  a  las  enzimas  de  la  via  de  sintesis  del
Lj

sorbitol  ampliamente  distribuidas  en  plantas  no-rosaceas  y  no-plantaginaceas,  y  que

acumulan sacarosa. Por ejemplo,  se ha encontrado actividad SDH en semillas de soya,

endosperma de malz y frutos de tomate (Matsumoto, 2008; Ohta y cols., 2005). Tambi6n

se ha encontrado expresi6n de una aldosa reductasa (ALR), con producci6n de sorbitol a

partir de D-glucosa, en Sefc}rz.a I.f¢Jz.co, una de las Gramineas de mayor cultivo en Asia

(Veeranagamallaiah y  cols.,  2009)  y` existen numerosos  EST  con  similitud  a  SDHs  o

S6PDHs en bases de datos de plantas monocotiled6neas, dicotiled6neas y gimnospermas

divergentes entre si (Matsumoto, 2008).

El   aumento   de   actividad  de   estas   enzimas   en  plantas  no-Rosaceas   o  no-

Plantaginaceas  se  asocia  principalm8nte  a  la  tolerancia  al  estr6s,  participando  en  las

relaciones osm6ticas de diversos organismos bajo condiciones adversas (Ahmad y cols,

1979).  En el endosperma de malz,1a presencia de SDH tambi6n se correlaciona con la
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regeneraci6n de NAD+ y la mantenci6n del estado redox de la c61ula, que incrementa la

expresi6n de SDH ante concentraciones altas de azticar y bajas de oxigeno (Morais de

Sousa y  cols.,  2008).  En .4rczbz.c7oprz.s  ffoczJz.cr77cz,  una  Brassicaceae  tolerante  al  trio  y  el

organismo mss utilizado como modelo de estudio en plantas, se ha detectado presencia e

incremento  de  sorbitol en plantas expuestas a estr6s por frio (Kaplan y cols., 2004), el

cual altera la fluidez de las membranas, interrumpiendo la respiraci6n aer6bica (Christie

y cols.,1991). En estas condiciones, tambi6n aumentan los niveles de la hormona ABA,

que iiiduce expresi6n de genes de tolerancia al ffio, incluyendo el mRNA y la actividad

de la alcohol deshidrogenasa (ADH), que cataliza la reducci6n reversible de aldehidos a

alcoholes (Jarillo y cols.,1993).

En  comtin  con  la  gran  mayoria  de  especies  vegetales,  4.   ffecz/I.cz77cz  transporta

sacarosa y, a menor grado, rafinosa en el floema (Haritatos y cols., 2000). Sin embargo,

presenta  un  marco   de   lectura  abierta   (ORF)   que   codifica  una  potencial   sorbitol

deshidrogenasa  (AtsDL)  con  >75%  identidad  amino  acidica  con  SDHs  de  especies

Rosaceas.  Trabajos  anteriores  en  el  1aboratorio  de  Biologia  Molecular  Vegetal  ham

mostrado que AtsDL es citos61ica y prefiere sorbitol como sustrato por sobre otros poli-

alcoholes [xilitol, eritritol, arabitol, manitol e inositol, (Mandujano, 2010)]. La actividad

de esta enzima,  sumada a la presencia de sorbitol en 14.  £fecz/I.cz77cz (Kaplan y cols., 2004)

sugiere  fuertemente  que  se  requeriria  de  una  enzima  para  sintetizar  sorbitol  en  este

organismo, 1a que no ha sido descrita. Se propone que esta enzima es una S6PDH, y no

una NADP-SDH  (secci6n  1.1),  dado  que AtsDL  es  el inico  ort61ogo  a las  SDHs  de

otras especies en ,4.  ffec}Jz.cz#cz, y se ha mostrado que esta enzima usa NAD+, y no NADP,

como  co factor (Mandujano, 2010).  Considerando los efectos desfavorables  observados
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en tabaco y cafia de azticar con acumulaci6n de sorbitol a altas concentraciones (secci6n

1.2),1a  existencia  de  S6PDHs  provenientes  de  no  rosaceas  constituye  un  interesante

tema   de   estudio,   ya   que   el   uso   biotecnol6gico   de   una   S6PDH   de   ,4.   ffecz/I.cr7zcz,

potencialmente   con   una   actividad   menor   que   las   ya   descritas,   posibilitaria   la
`+

acumulaci6n de sorbitol en otras especies mediante su transfomaci6n g6nica para tener
';

1os  beneficios   de  bajas   concentraciones   (movimientb   de  boro,  resistencia  a  estr6s

osm6tico,  etc.) y no  las  desventajas  de altas  concentraciones  (infertilidad,  senescencia

temprana etc.) de este metabolito.

1.4    Investigaci6n propuesta

En  el  genoma  de z4.  f72czJz.cJ73o,  existen  dos  ORF,  At2921250  y  At2921260,  que

presentan una  alta  homologia  con  S6PDH  de  diversas  Rosaceas  (entre  65  y  82%  de

identidad aminoacidica, secci6n 5.1.2). Estas secuencias constituyen fuertes candidatos a

S6PDH propios de este organism6, cuyo estudio se inici6 con este Seminario de Titulo.

Cabe destacar que no existen trabajos anteriores que estudien estos ORFs. Como primera

aproximaci6n,  el  estudio  de  la  expresi6n  g6nica  de  una  de  estas  secuencias  puede

proporcionar indicios sobre su papel en el metabolismo de la planta. Ademas, debido a

que la acumulaci6n de sorbitol que causa el efecto osmoprotector ocurre en el citosol de

la c61ula (Deguchi y cols., 2004), 1a localizaci6n subcelular del producto g6nico de una

de estas secuencias candidatas tambi6n es un importante aspecto a estudiar.



1.5    Estrategia desarrollada.

La estrategia para cumplir los objetivos planteados consiste en el estudio de una

de  las  secuencias  candidatas  a  trav6s  de  herramientas  bioinformaticas,  t6cnicas  de

biologia   molecular   y   transformaci6n   gen6tica.   Utilizando   recursos   y   algoritmos

disponibles en la web, se analizaron ambas secuencias candidatas y, en base a similitud

respecto  a  S6PDH  de rosaceas, ntimero  de lineas mutantes  disponibles y longitud  del

promotor,  se escogi6 una para luego determinar su expresi6n y localizaci6n subcelular

experimentalmente.

Para ello, se aisl6 1a secuencia seleccionada a partir del mRNA de 4.  ffecz/I.c};?cz y

se clon6 en un vector binario. Un vec`tor binario permite realizar los pasos de clonaci6n

iniciales    en   Escfeerz.cfez.cz    co/z.   para    luego    transferir    el    vector    a   ,4grobcrcferz.c{77c

f®/#?e/czcz.e7?s,  que se encarga de la transformaci6n g6nica del tejido vegetal.  Este vector

ademas  es  capaz  de  fusionar  el  producto  g6nico  de  la  secuencia  de  inter6s  al  gen

reportero  GFP   (Proteina  Fluorescente  Verde),  bajo   el  control  de  un  promotor  de

expresi6n   constitutiva   (CaMV35S,   virus   del   mosaico   de   la   coliflor)   (Curtis   y

Grossniklaus,  2003).  Debido  al  pequefio  tamafio  de .4.  ffecz/I.cz77cz,  y  el  largo  periodo  de

tiempo  requerido  para  obtener  plantas  transg6nicas,   se  realiz6  una  transformaci6n

transitoria  en jv.  /czbcrc3£77c mediante  la agro-infiltraci6n para  determinar la localizaci6n

subcelular  de  la  proteina  de  fusi6n  via  microscopia  de  fluorescencia.  Ademas,   se

determin6 1a expresi6n de la secuencia de inter6s mediante RT-PCR en distintos 6rganos

de la planta.
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2.   HIP6TESIS

EI  ORF At2921250  de ,4rcrz)z.c7oprz.a f7zcz/I.cz7?c}, una posible  S6PDH propia de este

organismo,  se expresaria z.77 vz.1;o y su producto g6rico se localizaria en el citosol de las

c6lulas.

3.   OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Analizar la expresi6n de 4fi$6PDff en  j4rczz}z.c7ops'z.s' ZfecrJz.cz77cz y determinar la

localizaci6n subcelular de Ats-6PDH-GFP.

3.2. Objetivos especfficos

3.2.1     Analizar   la   expresi6n   del   gen  14fs6PDfJ  desde   datos   de   microarreglos   y

verific arlo s exp erimentalmente.

3.2.2    Clona.I ct CDINA de Ats6PDH desde hoja.s de Arabidopsis thaliana.

3.3.3    Construir un vector para sobreexpresar transitoriamente Ats6PDH-GFp en hojas

de IVz.cofz.cz77cz /czbczc#77€ y observar la localizaci6n subcelular de la proteina.
EI
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4.   MATERIALES Y METODOS

4.1.   Material Biol6gico

4.1.1    Crectlrmiemto de Arabidopsis thaliana v Nicotiana tabacum_

Se  sembraron  semillas  no  est6riles  de .4.  ffoczJz.cz7'zcz  Col-0  y IV.  fczbcroc4773  silvestre

(wild type o wt)  en cultivo hidrop6nico descrito por Gibeaut (Gibeaut,  199.7). Estas se

dejaron orecer durante 6-8 semanas a 23 °C, con 16 hrs de fotoperiodo a 4500-6500 lux.

4.1.2.    Clecin!Iento debaicteins.. Escherichia colt y Agrobacteriun tune_i;aciens.

Las bacterias E.  co/z. de la cepa DH5or, D83.1  y Oneshot se crecieron en medio

LB liquido [Nac11% to/v), Triptona 1°/o to/v), Extracto de Levadura 0,50/o ito/v), pH 7 a

25 °C] o s61ido Ha mezcla anterior suplementada con agar 1,6°/o a/v)] durante 16-18 hrs

a 37 °C, con agitaci6n de 220 rpm para el cultivo liquido. El medio LB se suplement6
.+

con  antibi6tico  (espectinomicina  o  kanamicina  100  LLg/mL)  para  la  selecci6n  de  las

colonias trausformadas.

Las  bacterias  ,4.   r#"e/crcz.e77s  de  la  cepa  GV3101   se  crecieron  en  medio  LB

liquido y  s61ido  durante  3648  hrs,  a 28  °C,  con agitaci6n de 200 rpm para el cultivo

liquido.  El medio  LB  fue  suplemen;do  con los  antibi6ticos  rifampicina  (10  LLg/inL),

gentamicina (100 LLg/mL) y kanamicina (100  Llg/mL) para la selecci6n crolnos6mica de

la cepa, del plasmido Ti y del vector, respectivamente.

4.2.   Preparaci6n de c6lulas competentes

Se prepararon c61ulas  de E.  coJz. (cepa DH5Ch)  y ,4.  fz/rae/czcz.eJ7s  (cepa GV3101)

para  hacerlas  competentes,  es  decir,  capaces  de  incoxporar  DNA  ex6geno  da.do  un

estimulo determinado (shock t6rmico o un pulso el6ctrico).
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4.2.1     E. co/z. DH5or ouimiocomDetentes

Se creci6 hasta saturaci6n un pre-in6culo (100 uL de c61ulas) en 5 mL de medio

LB  (secci6n 4.1.2) y  0,9  uL de acido nalidixico  100LLg/mL  a 37  °C  durante  16-18  hrs

con agitaci6n. Luego se tom61  mL de c61ulas y se pas6 a 100 mL de medio LB con 30

iiL de acido nalidixico.  Se dej6 crecer (3 hrs, 37 °C)  con agitaci6n, hasta alcanzar rna

D.O.6oo de 0,4-0,5. Se centrifug6 (1600 g, 4 °C,   10 min) y se resuspendieron las c61ulas

en  10 mL de Cac12 0,1  M esferil.  Se centrifug6 nuevamente L(1100 g, 4 °C,  5 min) y se

resuspendi6 en 10 mL de Cac12 0,1 M. Se incub6 en hielo por 30 nan y nuevamente se

centrifug6 (1100 g, 4 °C, 5 min). Finalmente, se resuspendieron las c61ulas en 2 mL de

Cac12  0,1  M  y se  agreg6  600  uL  de  glicerol  estdil.  Para  finalizar,  se  separaron  las

c61ulas en alicuotas de 200 HL y se almacenaron a -80 °C.

4.2.2    E.  co/z. DH5or Electrocomi]eterites

Se creci6 hasta saturaci6n un pre-in6culo de c61ulas (5 mL) en medio LB (16-18

hrs, 37 °C), con agitaci6n (secci6n 4.1.2). Se tom61 mL, se agregaron 49 mL de medio

fresco y se creci6 (2 hrs, 37 °C) con agitaci6n (secci6n 4.1.2) hasta una D.O.6oo de 0,5 -

0,8.  Se  centrifug6  (8500  g,  4  °C;  10`min)  y  se  descart6  el  sobrenadante.  En hielo,  se

resuspendieron las c61ulas en 1  volumen de agua est6ril fria y se centrifug6 (8500  g, 4

°C,  10 min).  Se resuspendieron las c61ulas en medio volumen de agua est6ril fria y se

centrifug6  (8500  g, 4  °C,  10 min).  Se resuspendieron las  c61ulas  en  10 mL  de glicerol

10%  est6ril  y  frio,  se  centrifug6  (8500  g,  4  °C,  10  min)  y  se  agregaron  500  uL  de\

91icerol   10%   est6ril   y   frio.   Se   sapararon   las   c61ulas   en   alicuotas   (40   prL)   y   se

almacenaron a -80 °C.
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4.2.3     ,4.  Zz/77ce/czcz.e77s GV31010uimiocomi.etentes

Se icreci6 hasta saturaci6n un pro-in6culo  de c61ulas  (500  HL)  en 25  mL de LB

(secci6n 4.1.2) con rifampicina 10 LLg/mL y gentamicina 25 LLg/inL. Se dej6 a 28 °C con

agitaci6n durante 16-18 hrs. Posteriomente, se 11ev6 el cultivo a 100 mL de LB (con los

mismos antibi6ticos) y se incub6 a 28  °C, hasta alcanzar una D.O.6oo de 0,5.  Se incub6

en hielo (10 min) y se centrifug6 (3000 g, 4 °C, 20 min).  Se resuspendieron las c61ulas

en  1  mL  Cac12  est6ril  20  mM  y  se  separaron  en  alicuotas  de  200  [iL,  que  fueron

congeladas en N2 1iquido y almacenadas a -80 °C.

4.3.   Bioinformatica.

4.3.1     Analisis de secuencias: Alineamientos, dendrograma y localizaci6n subcelular.

Las secuencias proteicas utilizadas en estos analisis se obtuvieron desde la base

de      datos      del     National     Center     for     Biotechnology     Information     (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). En la Tabla I se detalla el ntimero de acceso de

las   secuencias  utilizadas   en  el  desarrollo  de   este  trabajo,   el  organismo   a  la  cual

pertenecen  y  el  producto  g6nico  de  dichas  secuencias,  incluyendo  ambas  secuencias

candidatas OVP_179721.1 y NP_1797.22.1).

Para   identificar   sitios   conservados   en   estas   secuencias,   se   utilizaron   las

herramientas         S c anpro site         del         S wis s         Institute         of        B i oinformatic s

(http://expasy.org/prosite)    e    Interproscan    del    European    Bioinformatics    Institute

(http://www.ebi.ac.uk/ToolsThterproscan/).
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Table I: S¢cuencias utilizadas en este Semimrio de Tfroloi  Se indica el onganismo del oral proviene la secuncia,
el c6digo de acceso y la deschpeich de su t]rnducto gchico.

Gtsnero y espe€i€ Descripci6n de] producto genico No de aceesosegthn NCBI
Amelctnehier alni.i ;olia S6PDH dependiente de NADP AAL86682.I
Apiun graveolans M6PR dependiente de NADPH AA897617.1
Arabido|>sis thalica posible M6PR dependiente de NADPH NP   179721.I

Arabidopsis thalica Dosible M6PR dependiente de NADPH NP  179722.1
Holodiscus micropkyllus S6PDH dependiente de NADP AAL86685.I
Kirfgeneckia oblonqu S6PDH dependiente de NADP AAL86678.1
Malus domestica S6PDH dependiente de NADP BAA01853.I
Phelioache rcnnosa M6PR dependiente de NADPH iIAG15839.2
Prurm dulcis S6PDH dependiente de NADP AI86653.I
Pr~ persica S6PDH dependiente de NADP ABCH5405.2
Tritioum ae sti"m M6PR deipendiente de NADPH AAP80625.I
Zea mays S6PDH dependiente de NADP NP  001152936.1

Los   alineanientos   mdltiples   de   secuencias   se   ejeeutaron   con   Clustalw

thttp://www.ebi.ac.uk/rcols/clustalw2/indexhtml),   mientras  que  el  dendrograma  se

obtuvo con REGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Este programa realiz6

1000 repeticiones del analisis, utilizando un algoritmo basado en matrices de distancia

(UPGMA)   y  un  modelo  de   estinaci6n  de   distancia  prdistance.   La  localizaci6n

subeelular predicha de i4fs6PDH se obtuvo desde The Subcellular Arabidopsis Database

(SUBAII, hfty://suba.plantenergy.uwa.edu.au/), mientras que para analizar su expresi6n,

se utiliz6 el reourso Arabidopsis eFP Browser del servidor del Botany Array Resource

OAR, http://her.utoronto.ca/efy/cgi-bin/efyweb.cgi). Este, a su vez,   utiliza  datos   de

microaneglos  (Aftymetrix  ATHl   array)  obtenidos  por  Schmid y cols (2005) y del

AtGenExpress Consortium Data thttp ://igrto.psc.riken.j p/AtGenExpressJPNO.

14



4.32    Diseflo v verificacich fro s#foo de Dartidores de PCR

Para clonar [4fs6PDfr, se disefiaron partidores oral)la H) utilizando la secuencia

nueleotidica de At2921250 disponible en The Arabidopsis Information Resouroe OTAIR,

www.arabidepsis.org). Segth TAIR, la secuencia gendmica de [4^S6PDJ7 contiene 1981

nuele6tidos, inclnyendo 6 exones, 5 intrones y las regiones no tradueidas 5' y 3' a]igura

2). Debide a la gran identidad de Ats6PDH con el lcoi adyaceute At2921260 (93% de

identidrd en la regich codificante) se incorporaron en lus parddores secuencias de las

regiones 5 'UTR y 3 'UTR, que presentan mayor variabilidad.

6' UTR
gDNA Ats6PDH

1981 try

3' LJTR

`s6san2
sesalFt

Figure 2: Equ.tn. d. Ia erfuctrr. d.I gen 4ff6flDJr. Se indican los Chmes lrf cm flechas "rmja y se destacan
las reriones no dndiicidrs 5' y 3. (5'UTR y 3'UTR). Adends, se indica la locaLizatich de los pnddnes S6XhaF,
S6SalR y S6SalR2 (fleehas rojas).

El partidor S6XbaF consta de 36 nucledtidos que hibridan con la poroi6n 3' de la

region  5'UTR y  los  dos primeros  codones  de 4ffl6PDH.  Ademds posee  un  sitio  de

restricci6n Xbal entre los nucle6tidos 8-13.

Los partidores S6SalR y S6SalR2 por su parte, se componen de 36 nucle6tidos

que hibridan con el dltino cod6n de la region codificante y el inicio de la region 3'UTR.

Ambos poseen un sitio de restricci6n para Salt entre los nucle6tidos 8-13 y 7 nucle6tidos

arbitrarios en el extremo 5'. En el partidor S6SalR, solo 3 de estos nucledtidos hibridan

con la secuencia de 4tis6PDZJ, por lo que se redisefi6 para mejorar su especificidad de
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forma que en el partidor S6SalR2 los 7 nucle6tidos iniciales hidridan con la secuencia de

Ats6PDH.

Se evaluaron  el  Tin de tedos  los partidores y  la probabilidad  de que  formen

dlmeros  y  horquillas  con  la  aplicaci6n  OligoAnalyzer  diaponible  en  el  servidor del

IDT    (htry//wow.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzeroefault.aspx).    La

especificidad de los partidores se evalu6 I.# Sz./j.co por BLAST de contra el genoma de [4.

fha/I.arm (hay ://www.arabidopsis.org/B last/index.j sp).

Tabb H: Partidores utilizndes.

Nonbr¢ Sc¢uench uterbeife

GAPAF 5'-GGTAGGATCGGGAGGAAC-3'

Hibrida con una region intema 5` del
gen y/o CDNA de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa.  Junto con
GAPAR, amplifica un producto de
300 pb

GAPAR 5'¢ATAACCTTC'ITGGCACCAG-3'

Hibrida con uno rgiv6n froema 3` del
gen y/o cl}NA de la gliceraldch(do 3-
fosfuo deshidrogenasa.  Juuto con
GAPAF, amplifica un producto de
300 pb

18S 5. 5'-TTGATrACGTcccTGcccTTI`-3'
Hibrida con la region 5' del gen y/o
CDNA del rRNA 18S. Junto con l8S
3', amplifica un I)roducto de 200 pb.

18S 3, 5'-ACAATGATccTrcoGCAGGT-3.
Hibrida con la regidn 3' del gen y/o
CDNA del irRNA l8S. Junto con 18S
5', amplifica un producto de 200 Db.

OligoAp 5'{GCCACGCGTCGACTAGTA  ' I I I I I I I I I I I I I I I I I -3'
Hibrida con la sefial poli-A
en la region 3' de los mRNA.

S6San 5'{ATGACCGTCGACTITAGATAGAGAGAGTGTGAAGC-3'

Contiene sitio dc cor8e pars Salt (rojo)
y el dltimo codch oodificante (azul).
Junto con S6XbaF, amplifica un
ndueto de I kb

S6SalR2 5'c'rrcATrGTCGACTGTAGATAGAGAGAGTGTGAAGc-3`

Contiene sitio de corte pare Sell (rojo)
y el tltimo cod6n codificante (azul).
Junto con S6XbaF, amplifica un
pnducto de 1 kb

S6XbaF 5'€AGGACGTCTAGAGAGAAGCAGAGAAAGAAATGGAG-3'

Contiene sitio de corte para Xbal
(rojo) y el cod6n de inicio de la
traducci6n (aznd). Junto con S6SalR o
S6SalR2, amplifica un producto de I
kb
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4.4.   Extracci6n de DNA gen6mico desde hojas de .4. Zfe¢Jz.¢#¢.

Se  prob6  1a  eficacia  de  los.  partidores  amplificando  ,4fs6PDfJ  desde  DNA

gen6mico de .4.  f72cz/z.cz72cz. Para extraer el DNA, se utiliz6 una variante del m6todo CTAB

(Doyle y Doyle,  1987).  Se congelaron  100 mg de ho].as en N21iquido,  se n}olieron con

un pistilo plastico y se agregaron 700 LIL de Buffer CTAB 2X [CTAB 20/o p/v; Nacll,4

M;  Tris-HC1  100  mM pH  8,0;  EDTA 20  mM;  P-mercaptoetanol  0,1%  v/v  (agregado

antes de usar)]. Se incub6 a 65 °C durante 1 hr, mezclando por inversi6n cada 5 min. Se

eliminaron los restos de hoja mediante centrifugaci6n (20.000 g,  5 min) y se rescat6 el

sobrenadante  a  un  nuevo  tubo  de  microcentrifuga.  Luego  se  agregaron  700  LiL  de

cloroformo:alcohol isoamilico  (24: 1) y se agit6 por 5 min.  La mezcla fue centrifugada

(6900 g,  5 min) y se rescat6 500  LiL de la fase superior a un nuevo tubo.  Se repiti6 1a

extracci6n    con    cloroformo:alcohol    isoamilico    y    la    separaci6n    de    fases    por

centrifugaci6n, y se rescat6 300 LiL de la fase superior. Posteriormente, se agregaron 250

ILL de isopropanol, se incub6 (-20 °C, 20 min) y se centrifug6 a 20.000 g por 15 min. Se

lav6 el sedimentado de DNA con 500 uL de etanol 70%, se centrifug6 brevemente (~ 1

min)  y  se  descart6  el  sobrenadante.  Finalmente,  se  secaron  las  muestras  al  aire  y  se

resuspendi6 el DNA en agua nanopura.

4.5.   Comprobaci6n de la calidad y cuantificaci6n de acidos nucleicos.

4.5.1     Cuantificaci6n

Para   cuantificar   las   muestras   de   DNA   y   RNA   extraido,   se   utili26   un

espectrofot6metro   (NanoDrop®ND-1000  UV-Vis)  y  se  midi6  la  A26o.  Ademas,  se
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determin6 1a pureza de las muestras a travds de las relaciones A26o/A28o y A26o/A23o. Para

que  una  muestra  se  cousidere  pura,  el  radio  A26o/A28o  debe  ser  cercano  a  1,8  (si  la

muestra  es  de  DNA)  o  a  2  (si  la muestra  es  de  RNA).  Valores  mas  bajos  que  6stos

indican contaminaci6n por proteinas o fenoles. El radio A26o/A23o debe encontrarse entre

1,8 y 2,2 para una muestra pura, ya que valores mds bajos  se deben a la presencia de

solventes organicos, algunas sales y proteinas.

4.5.2    Integridad v calidad

Se  determin6  la  integridad  del  DNA  y  RNA  por  electroforesis  en  geles  de

agarosa 1% p/v. El gel fue preparado en tamp6n TAB IX (Tris-acetato 40 mM, EbTA 1

mM pH 8) y bromuro de etidio  1  Llg/mL. Se mezclaron 5 Ill de cada muestra con 1  uL

de buffer de carga  (6X DNA Loading Dye de Fermentas®) y se coloc6 'el gel en una
`~

cinara  de  electroforesis  con buffer TAB  IX a rna  diferencia  de potencial  de  100  V

durante 30 min para muestras de DNA. Para las muestras de RNA se cargaron 3  uL de

muestra y se utiliz6 una diferencia de potencial de 65 V durante 15 min.  Se visunlizaron

las  bandas  en  una  camara  oscura  equipada  con  un  transiluminador  UV  y  se  us6

GeneGenius Classic (SynGene®) para captar y analizar las inagenes.

Ademds,  se comprob6 1a calidad del DNA por PCR, mediante la amplifi6aci6n

de tos g;enes GAPA (gliceraldehido  3-fosfato  deshidrogenasdy y  18S. LeL "ez;ch de Ta

reacci6n  cousisti6  en  lx NIL Reaction Buffer de Bioline,  Mgc12  3  mM,  dNTPs  02

mM, partidores GAPA F y GAPA R 6,5 uM cada uno (Tabla 11), 1 U de Biolase" DNA

Polymerase de Bioline y  1  uL del DNA de j4.  ffecz/z.cz77cz (secci6n 4:4)  como molde en un

volumen final de 20  lil.  El programa de PCR del termociclador cousisti6 de 5 min de
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denaturaci6n inicial a 95 °C, seguidos por 30 ciclos con 30 seg de denaturaci6n a 95 °C,

40 seg de apareamiento de partidores con el blanco a 52 °C y 40 seg de extensi6n de la

polimerizaci6n a 72 °C. Se finaliz6 con una extension final de 10 min a 72 °C y luego se

mantuvieron las muestras a 10 °C.

4.6.   Reacci6n de PCR para amplificar 4£S6PDH desde DNA gen6mico de j4.

thal,iana.

Se  probaron los partidores  disefiados  (secci6n 4.3.2)  amplificando  por PCR  el

gen j4fs6PDZJ desde DNA gen6mico  de 14.  f7zcz/z.cz7zcz.  La mezcla de la reacci6n consisti6

en Buffer Paq lx de Stratagene (que contiene Mgc12 2 mM), dNTPs 0,2 mM, partidores

S6XbaF y S6SalR2 0,5 LLM cada uno (Tabla 11),  1 U de Paq5000" DNA Polimerasa de

Stratagene  y  1  LIL  del  DNA  de £4.  fJzcr/J.cz77cz  (secci6n 4.4)  como  molde  en un  volumen

final de 20 LiL. El programa de PCR consistia de: 2 min en "Hot-Start" a 95 °C, 1uego se

detuvo la reacci6n y se agreg6 1a enzima. Se retom6 el programa con una denaturaci6n

inicial (3 min, 95  °C), y 40 ciclos de denaturaci6n (95  °C por  1  min), apareamiento de

partidores con el blanco  (55  °C,  1  min) y extensi6n (72°C por 2 min).  Se finaliz6 con

una extensi6n final de 10 min a 72 °C y luego se mantuvieron las muestras a 10 °C.

4.7.   Extracci6n de RNA desde ,4. ffe¢/I.¢#¢.

Para amplificar el CDNA de ,4fs6PDfz, se extrajo RNA desde tallo, hojas rosetas,

hojas caulinares y flores de plantas de 6-8 semanas de edad por extracci6n fen61iga con

RNA-So/v®   Reagent  de   Omega  Bio-Tek   siguiendo   el   protocolo   descrito  por  el

fabricante.  La integridad y calidad del RNA extraldo  se  verific6 por electroforesis  en
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geles  de  agarosa  1%  (secci6n  4.5.2),  donde  se  comprob6  1a  presencia  de  dos  bandas

correspondientes  al  rRNA  28S  y  16S.  La  cuantificaci6n y pureza  de  las  muestras  se

determin6 utilizando el NanoDrop®ND-'1000 UV-Vis (secci6n 4.5.1,).

4.8.   Reacci6n de Transcripci6n Reversa aIT-PCR).

4.8.1     Tratamiento con DNAsas

Se eliminaron posibles restos de DNA en las muestras de RNA por tratamiento

con DNasa. Se prepar6 rna mezcla que consisti6 en 1  LLg de RNA total,  1 U de DNasal

Fermentas,  Buffer DNasal  IX Fermchtas y  10 U  de  RiboLock" RNase  Inhibitor de

Fermentas en un volumen de  10 HL. Se incub61a mezcla (37 °C, 30 min),1uego se dej6

en hielo y se agreg6 1 HL de EDTA 25 mM para detener la reacci6n.

4.8.2    RT-PCR para obtener CDNA de j4£S6PDH

'Se  desarrollaron las  reacciones  de  RT-PCR utilizando  el  sistema  RT-Improm-

IITM Reverse Transcription System ¢romega). En un volumen de 20 iiL, se mezcl6 0,5

Lig del RNA tratado  con DNasal,  1X Improm-IITM Reaction Buffer,  1  uL  de Improm-

H" RT, Mgc12 3 mM, dNTPs 0,2 mM y 0,5 uM de partidor oligoAp ®ara determinar la

expresi6n  z.#  1;ivo   de  14fs6PDZZ)  o ts6SalR2   toara  clonarlo).     La  mezcla  final  esta

separada en dos voliimenes,  el primero contiene  el RNA y el partidor mientras  que el

segundo contiene el resto de la mezcla. A los restantes 0,5 ug del RNA se les agrega la

misma mezcla pero sin enzima, como controles de presencia de DNA en las muestras.

La  reacci6n  se  llev6   a  cabo  en  un  termociclador,  que  ejecut6  el  siguiente\

programa:  70  °C por 5 min para deseurollar las hebras  de RNA (durante los cuales se
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incub6 1a mezcla de RNA y partidor). Luego se dejaron las muestras en hielo y se afiadi6

el  resto  de  la  mezcla  de  la  reacci6n.  Se  continu6  el  programa  (25  °C,  5  min),  que

permiti6 el apareamiento del partidor con el RNA, seguidos por rna exteusi6n del CDNA

(.42 °C, 60 min) y la inactivaci6n de la enzima (70 °C por 15 min).

4.8.3    Reacci6n de PCR Dara determinar exDresi6n de £4fs6PDff

Se utiliz6 el producto de la secci6n anterior (4.8.2) como DNA molde para esta

reacci6n, siendo el tamafio del fragmento esperado de 993 pb (~1 kb). Para determinar la

expresi6n  I.72  1;z.vo  de  j4fs6PDff,  1a  mezcla  de  la  reacci6n  se  compuso  de   lx  NH4

Reaction  Buffer  de  Bioline,  Mgc12  3  mM,  dNTPs  0,2  mM,  partidores  S6XbaF  y

S6SalR2 (0,5  uM cada uno; Tabla 11),  1  uL del CDNA molde y  1 U de Biolase" DNA

Polymerase  de  Bioline  en  un  volumen  de  20  uL.  La  amplificaci6n  se  efectu6  en un

termociclador bajo el siguiente programa: 2 min de denaturaci6n inicial a 94 °C, 1uego

40  ciclos de denafuraci6n (94 °C, 45'), apareamiento de partidores con el DNA .molde

(55 °C,1 min) y exteusi6n de la poliinerizaci6n (72 °C por 1'  15'). Se finaliz6 con una

exteusi6n (10 min, 72 °C) y luego se mantuvieron los productos de la reacci6n a 10 °C.

4.8.4    Reacci6n de PCR para clonar CDNA de j4ff6PDff

Para clonar 4fs6PDff sin errores de amplificaci6n,  se utiliz6 1a enzima de alta

fidelidad Pfu DNA Polimerasa de Fermentas. Para esta reacci6n, 1a mezcla consisti6 en

Buffer  Pfu  lx  +  Mgs04  2  mM,  0,2  mM  de  dNTPs,  0,5  irM  de partidor  S6XbaF  y

S6SalR,  1  lil de CDNA molde y 0,5 U de Pfu DNA Polimerasa. La reacci6n se efectu6

en un termociclador bajo el siguiente programa: 2 min en "Hot-Start" a 94 °C, lriego 2

min de denaturaci6n inicial en presericia de la enzima a 94 °C, seguidos por 40 ciclos de
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denaturaci6n (94 °C, 45"), apareamiento de partidores con el CDNA molde (55  °C,  1,5

min) y extensi6n de la polimerizaci6n (72 °C, 3'). Se finaliz6 con una extensi6n (10 min,

72 °C) y luego se mantuvieron los productos de la reacci6n a 10 °C.

4.9.   Clonaci6n de.4fis6PDH en el vector bacteriano pCR®8/GWITOPO®

4.9.1     Purificaci6n de fragmentos de DNA desde geles de agarosa

Se cargaron 20 uL del producto de PCR (amplificado con Pfu DNA Polimerasa)

de la secci6n 4.8.4 en un gel d.e agarosa 1% y se resolvi61a banda de inter6s (~1000 pb)

por electroforesis (secci6n 4.5.2).  Se purific6 el CDNA de esta banda mediante el.kit de

purificaci6n Wizard®  SV  Gel  and PCR Clean-Up  System  de  Promega,  siguiendo  las

iustrucciones del ffroricante.

4.9.2    Agregado de sobresaliente Adenosina 3' al fragmento Durificado

La Taq DNA Polimerasa presenta actividad transferasa-terminal independiente

del molde, que agrega un sobresaliente A a los extremos 3 ' del producto de PCR Para la

clonaci6n en el vector de entrada, se utiliz6 el sistema TOPO TA eroning® System de

Invitrogen,  que  aprovecha  esta  caracteristica  para  la  clonaci6n  rapida  y  eficiente  de

productos   de  PCR.   Debido   a  que  la  Pfu  DNA  Polimerasa  no  presenta  actividad

transferasa  terminal,  1os   sobresalientes  A  se  agregaron  al  fragmento,  1uego   de  su

purificaci6n  (4.9.1).  La mezcla  confenia,  en  un volumen  de  10  iiL:  60  ng  de  CDNA

purificado,  1X NIL Reaction Buffer, Mgc12 3 inM, dATP 0,2 mM y 0,5 U de Biolase"

DNA Polymerase de Bioline. Se incub6 (72 °C, 30 min) y luego se almacen6 a -20 °C.
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4.9.3    Clonaci6n en el vector I)CR®8/GWITOPO®

Como vector de entrada se utiliz6 pCR®8/GW/TOPO®, un vector perteneciente

al   sistema   TOPO   TA   Cloning®   System  de   Invitrogen.   Este   sistema  utiliza  una

Topoisomerasa  I  (unida  covalentemente  al  vector)  para  formar  el  enlace  fosfodi6ster

entre el sobresaliente T 3' presente en el vector (que hibrida con el sobresaliente A 3'

del inserto) y el extremo 5' del fragmento a insertar. De esta manera, se asegura una alta

eficiencia en la clonaci6n del producto de PCR. La reacci6n se 11ev6  a cabo  siguiendo

las  instrucciones  del  fabricante,  utilizando  el  producto  de  PCR tratado  en  la  secci6n

4.9.2.  Se  incub6  por  2  hrs  a  temperatura  ambiente  y  posteriormente  se  utiliz6  para

transformar E. co/z. electrocompetentes

4.9.4    Transformaci6n de E. coJz. electrocompetentes con el vector pcR8-Ats6PDH

Se eliminaron las sales de la mezcla utilizada en la secci6n 4.8.3 por dialisis. Se

`utiliz6 un filtro MF"-Millipore Membrane Filters de 0,025 urn sobre el cual se deposit6

1a mezcla y se dej6 dializar bajo campana por 20 min.  Se agreg6 1a mezcla dializada a

c6lulas  electrocompetentes de E.  co/i (cepa DH5or), que luego se pasaron a una cubeta

de  electroporaci6n.  Las  c61ulas  fueron  tratadas  con  un  electroporador  Gene  Pulser

Xcell" de Bio-Rad,  en una cubeta de 2 mm a una diferencia de potencial de 2500 V.

Luego, se agreg6  1 mL de medio LB liquido a la cubeta, se traspas6 todo el contenido a

un  tubo  de  microcentrrfuga  y  se  dej6  crecer  (37  °C,  1  hr)  con  agitaci6n.  Luego,  se

centrifugaron  las  c61ulas  (6500  g,  5  min)  y  despuds  de  eliminar  el  sobrenadante,  se

sembraron las c61ulas en LB s6lido suplementado con espectinomicina 100  LLg/inL para
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la  selecci6n  de  colonias  transformadas  con  el  vector.  La  composici6n  del  medio  y

condiciones de cultivo se detallan en la secci6n 4.1.2.

4.9.5    Reacci6n de PCR de colonias.

Se  realiz6  un  PCR para  amplificar  el  fragmento j4£S6PDfJ desde  las  colonias

resistentes a espectinomicina. La mezcla de PCR utilizada consisti6 en Buffer Paq 1 x de

Stratagene (que contiene Mgc12 2 mM), dNTPs 02 mM, partidores S6XbaF y S6SalR

0,5 uM cada uno (Tatla H), 1 U de Paq5000" DNA Polimerasa de Stratagene y 1 uL de

rna  suspeusi6n  celular  de  colonias  aisladas.  El  programa  aplicado  por  termociclador

cousistia   de   4   min   de   denaturaci6n  inicial   a   94   °C,   seguidos   por  33   ciclos   de

denaturaci6n (94  °C, 45"),  apareamiento  de partidores  con el vector  (55  °C,  1  min) y

exteusi6n de la replicaci6n (72  °C,1'  15").  Se finaliz6 con una exteusi6n (10 min, 72

°C) y luego se mantuvieron los productos de la reacci6n a 10 °C.

4.10. Minipreparaciones para purificar el vector pCR8-Ats6PDH.

Se crecieron las colonias portadoras de pCR8-Ats6PDH (secci6n 4.9.5) en 5 mL

de medio  LB  liquido  segtin lo  descrito en la secci6n 4.1.2.    Para extraer el vector,  se

utiliz6 un derivado del kit casero para miniprep de Kotchoni et al., 2003, que utiliza lisis

celular  alcalina  de  c61ulas  para  luego  purificar  el  DNA  por  extracci6n  fen61ica  y

posterior precipitaci6n en una soluci6n alcoh61ica fria.

En  este   sistema,   se   centrifug6   el   cultivo   (12.000   g,   15   min,   25   °C)  y  se

resuspendieron las c61ulas con agitaci6n vigorosa, en una soluci6n de resuspensi6n fria

(100 LiL de Glucosa 50 mM, Tris-Hcl 25 mM, EDTA 10 mM pH 8, 4 °C). Se traspas61a
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mezcla a un tubo de microcentrifuga y se agregaron 200 ILL de soluci6n de lisis (NaoH

0,2 N y SDS  1% v/v). Se mezcl6 por inversi6n y se dejaron los tubos en hielo (1-2 min).

Luego,  se  agreg6  Acetato  de  Potasio  5  M  frio  (150  ILL),  se  mezcl6  por  inversi6n,  se

incub6 en hielo (5 min) y se centrifug6 (12.000 g, 5 min, 4°C). Se rescataron 400 .HL de

sobrenadante y se extrajeron los acidos nucl6icos con 200 LIL de fenol:cloroformo (1 : 1).

Se  agit6 vigorosamente y se centrifug6 (12.000 g,  5  min,  4  °C) para luego rescatar la

fase superior acuosa. Se precipit6 el DNA agregando 800 LiL de isopropanol enfriado a -

20 °C, se mezcl6 por inversion y se incub6 a -80 °C por 5 min. Se centrifug6 (12.000 g,

5 min, 4 °C),  se elimin6 el sobrenadante y se lav6 el precipitado con 800 LIL de etanol

70% (v/v). Se centrifug6 nuevamente (12.000 g, 3 min, 4 °C), se elimin6 el sobrenadante

y se dej6 secar el DNA al aire. Una vez seco, se resuspendi6 el DNA plasmidial en 25

thL de agua nanopura, se agreg6 2 HL.`de RNasa A (10 mg/mL) y se incub6 por 20.min a

37 °C.  Finalmente,   se   determin61a   concentraci6n   y   pureza   de   la   muestra   por

electroforesis en gel de agarosa y espectrofotometria (secci6n 4.5).

4.11. Comprobaci6n molecular y secuenciaci6n de pCR8-Ats6PDH.

4.11.1  Reacci6n de PCR para confirmar la presencia del fragmento Ats6PDH.

Se amplific6 .4fs16f'Dff utilizando como molde el DNA plasmidial purificado en

la secci6n 4.10. La mezcla y el programa de PCR se describen en la secci6n 4.9.5.

4.11.2  Digesti6n enzimatica para determinar la orientaci6n de Ats6PDH en pCR8

Se realiz6 una digesti6n simple y doble de DNA plasmidial con las enzimas Ncol

y BstEII de Fermentas. La mezcla de la digestion consisti6 en Buffer TangoTM 2X,   0,5

Llg de DNA y 5 U de la(s) enzima(s) en un volumen final de 20 ILL (37°C, 2 hrs).
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4.11.3  Secuenciaci6n.

Se utilizaron los partidores universales M13  forward y reverse para  secuenciar

zl£$6PDfr  en   el   vector  pCR8-Ats6PDH   (Macrogen,   USA)   y   se   compararon   los

resultados  con la  secuencia  de bases  de  datos  (TAIRb  At2921250)  para  determinar la

presencia de posibles mutaciones ocuindas durante el proceso de la clonaci6n.

4.12. Clonaci6n de .4fis6PDH en los vectores binarios pMCD84 y pMDC43

4.12.1  Reacci6n de recombinaci6n entre pCR8-Ats6PDH y pMDC84.  pCR8-Ats6PDH

v Droc43 .

Los vectores binarios PMDC (que confieren resistencia a kanamicina en bacterias

y  a higromicina  en plantas)  son vectores  de  destinaci6n  compatible  con la tecnologia

Gateway®  (Curtis y Grossniklaus, 2003). Esta permite transferir con alta eficiencia un

fragmento  de  DNA  flanqueado  por  sitios  de recombinaci6n  (sitios  czfff  o  cz#czcfo#3e7€f)
EI

desde  un  vector  de   entrada  como  pCR8   hasta  vectores   que   contengan   sitios   de

recombinaci6n compatibles (cz#R) a trav6s de una reacci6n mediada por el LR Clonase"

Enzyme Mix de Invitrogen (Karimi et al., 2002), En este caso,  se utiliz6 1a tecnologia

Gateway para trausferir .4fs6PDH (colonia 3, sin cod6n de stop; ver secci6n 5.3) desde
\

el  vector pCR®8  al  vector pMDC84  (que  fusiona  el  fragmento  de  interds  a  GFP  C-

terminal)  y .4fs6PDff (colonia 8,  con  cod6n  de  stop;  ver  secci6n  5.3)  desde pCR8  a

pMDC43   (que  fusiona  el  fragmento  de  interds  a  GFP  N-terminal),  utilizando  LR

Clonase" Enzyme Mix de acuerdo a las instrucciones del fal]ricante.
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4.12.2  Transformaci6n   de   c61ulas   de  E.   co/z.  auimiocompetentes   con  los   vectores

pMDC84-Ats 6PDH v DMDC43 -Ats6PDH.

Se utilizaron 4 iiL de la mezcla de las recombinaciones (4.12.1) para trausformar

E.  co/z.  quimiocompetentes  (cepas  DH5or  y  Oneshot®Machl"-T1® para  los  vectores

pMDC84-Ats6PDH y pMDC43-Ats6PDH, respectivamente) por shock t6rmico, segiin

las  indicaciones  del  vendedor  (cepa `Oneshot).  El mismo  protocolo  se  utiliz6  para  la

cepa DH5or, preparada en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (secci6n 4.2.1).

Se sembraron las c61ulas transformadas en medio LB s6lido con kanamicina 100

LLg/inL y gentamicina 100 LLg/mL (secci6n 4.1.2). Se confirm61a presencia de .4£S6PDff

en todas las colonias ol)tenidas por PGR de colonia (secci6n 4.9.5) y se purific6 el vector

siguiendo el protocolo descrito en la secci6n 4.10.

4.13. Determinaci6n  de  la  presencia  y  orientaci6n  de  .4fis6PDH  en  los  vectores

pMDC84-Ats6PDH y pMDC43-Ats6PDH.

4.13.1  DMDC84-Ats6PDH.

Se determin6 la presencia de .4fi$6PDff por digesti6n enzinatica con Hindlll de

Fermentas.  La mezcla  de  reacci6n conteria Buffer Red  lx de Fermentas,  250  ng  de

DNA y 5 U de enzima en un volumen final de 20 HL (37 °C,1,5 hrs).

Se determin6 1a orientaci6n de j4£S6PDff por digesti6n enzinatica con Ncol de

Fermentas. La mezcla de esta reacci6n cousisti6 en Buffer Tango" 1X, 250 ng de DNA

y 5 U de enzima en un volumen final de 20 Ill (37 °C, 1,5 hrs).
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4.13.2  pMDC43-Ats6PDH.

Se determinaron la presencia y orientaci6n de .4£S6PDH por digesti6n enzimatica

con  Xbal  de  Fermentas.  La  mezcla  cousisti6  en  250  ng  de  DNA  plasmidial,  buffer

Tango" 1X y 5 U de enzima en un volumen total de 20 uL (37 °C, 3 hrs).

4.14. Transformaci6n   trausitoria   de  IV.   f¢b¢czfz„   con  A.   rfuiacc/Zzcze;!s   portando

pMDC84-Ats6PDH y pMDC43-Ats6PDH

4.14.1  Transformaci6n   de   ,4.    Jaf777efczcz.e77s'   con   los   vectores   pMDC84-Ats6PDH   v

proc43-Ats6pDH

Se  agregaron 450 ng de pMDC84-Ats6PDH y pMDC43-Ats6PDH  a alicuotas

de j4. r3#7ee/tzcz.e7as quimiocompetentes y se incubaron en hielo (5 min). Se traspasaron los\

tubos con c61ulas a N2 1iquido (5 min) y se devolvieron al hielo.  Se agreg6  1 mL de LB

liquido, se incub6 (28 °C,16-18 hrs) y luego, se centrifugaron las c61ulas y se sembraron

en  medio  LB   s61ido   suplementado   con  antibi6ticos   (secci6n  4.1.2).   Se  verific61a

presencia de ,4fs16PDfJ en las trausformantes por PCR de colonia (secci6n 4.9.5).

4.14.2  Agroinfiltraci6n de ho_ias de tabaco con j4. Z3£"?rczcz.e77s transfomadas

Se  crecieron  c61ulas  sin  transformar  (como  control  negativo)  y  las  cQlonias

transfomadas  con pMDC84-Ats6PDH, pMDC43-Ats6PDH y pCAMBIA1302  (como

control   de   expresi6n   de   GFP   soluble)   en  medio   LB   liquido   (secci6n   4.1.2),   se

centrifugaron  y  se  elimin6  el  medi6  sobrenadante.  Se  resuspendieron  las  c61ulas  en

medio  de  infiltraci6n  [MS  (Murashige  &  Skoog  Basal  Salt  Mixture)  4,43  g/L,  mio-

inositol  0,56  mM y  Acetosiringona  0,6  mM]  hasta  alcanzar una  D06oo  0,6.  Con una
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jeringa de 5 mL sin aguja, se infiltr61a parte inferior de hojas de tabaco de  10 semahas

de edad, que fueron mantenidas en condiciones ambientales controladas (secci6n 4.1.1).

4.15. Determinaci6n de la localizaci6n subcelular de GFP-Ats6PDH y Ats6PDH-

GFP.

4.15.1  EXT)resi6n  de  .4fs6PDff  en  tabaco  trausformado  con  los  vectores  bMDC84-

Ats6PDH v pMDC43-Ats6PDH.

Cuatro dias despu6s de la agroinfiltraci6n,  se extrajo RNA total desde las hojas

transformadas   con  cada  vector,   siguiendo  'el  protocolo  descrito  en  la  secci6n  4.7.

Posteriormente, 6ste se trat6 con DNAsal (secci6n 4.8.1) y se realiz61a reacci6n de RT-

PCR descrita en las  secciones 4.5.2, 4.8`.2 y 4.8.3.  El producto  de PCR fue sometido  a

electroforesis en gel de agarosa 1% to/v) (secci6n 4.5.2).

4.15.2  Localizaci6n subcelular de GFP-Ats6PDH v Ats6PDH-GFP Dor microsccoia de

fluorescencia.

Cuatro  dias  despu6s  de la transformaci6n descrita en la  secci6n 4.14.2  con los

vectores   pMDC84-Ats6PDH   y   pMDC43-Ats6PDH,   se   prepararon   muestras   de

"peeling"  del  epidermis  inferior de  las hojas  agro-infiltradas.  Estas  fueron observados

bajo un microscopio  de  epifluorescencia Axiovert 200M de Zeiss,  con un aumento de

400 veces (objetivo 40X)  y a una longitud de onda incidente entre 488 y 498 nm.

Con  ayuda  del  software  utilizado  por  este  microscopio  (Axiovision  4.8)  se

regul6 el tiempo de exposici6n para 1; toma de fotos a 2800 ms, permitiendo eliminar el

efecto de la autofluorescencia caracteristica de los cloroplastos en 6rganos fotosint6ticos.

La cinara utilizada fue la Zeiss Axiocam HRm.
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5.   RESULTADOS

5.1.   Bioinformftica.

5.1.1     Dendrograma

Las  secuencias  candidatas  (At2921250  y  At2921260)  se  encuentran  descritas

como    posibles    manosa-6-fosfato  `reductasa    (M6PR;    http://www.arabidopsis.org/

servlets/Tairobject?id=32982&type=1ocus)  y poseen  >63%  id  aminoacidica  con  estas

proteinas (datos no mostrados).  Sin embargo, tambi6n poseen una alta identidad (>65%

id  aminoacfdica,  secci6n  5ul.2)  con  las  sorbito1-6-fosfato  deshidrogenasas  (S6PDH)

descritas en las bases de datos,1a mayoria pertenecientes a la familia de las jzbsczcecre.

Para  esclarecer  la  relaci6n  entre  las  secuencias  candidatas,  1as  M6PR  y  las

S6PDH, se realiz6 un dendrograma 0?igura 3) utilizando el software MEGA4. Con este

objetivo,  se compararon At2921250 y At2921260 con las secuencias aminoacidicas de

S6PDH   de   6   especies   de  Ftos5ce€s   (Prunus   dulcis,   Prunus   persica,   Holodiscus

micropkyllus, Amelanchier alnifolia, Kageneckia oblonga y Mahas domesticdy, uno rro-

Rosacea  (Zecz  77cczys')  y  con  las  M6PR  de  especies  provenientes  de  3  familias  (4pz.z#72

graveolans , Triticum aestivum y Phelipanche ramosdy.

En la Figura 3, se destacan dos grupos principales, que discriminan Rosaceas (A)

de no-Rosaceas (8). Dentro del grupo de las no-Rosdeeas, se distingue entre las M6PR

@1)  y  las  secuencias  similares  a  la  S6PDH  de  Z.  77€cp;Ls  (82),  que  incluye  a  ambas

secuencias candidatas en £4.  ffecz/z.cz7'zcz. De lo anterior, se desprende que tanto At2921250

como At2921260 presentan una mayor relaci6n filogen6tica con la secuencia de S6PDH

de maiz que las otras secuencias analizadas, incluyendo las M6PR
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Figura 3: Dendrograma.   Se  distinguen  dos grupos principales:  (A) Rosaceas.  (8) No-Rosaceas. En este
ultimo grupo, se distinguen dos sub-grupos: (81) manosa 6-fosfato reductasas.  (82) Secuencias similares
a sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa de malz. Se indica en cada nodo el porcentaje de ``bootstrap" obtenido
con  1000 repeticiones y en el extremo inferior se presenta la .distancia* entre las secuencias aminoacidicas
utilizadas. Este analisis se realiz6 con el software REGA4.

5.1.2 Analisis de las secuencias candidatas

Para identificar dominios conservados en las secuencias candidatas y asi c)btener

un primer indicio de su funci6n, se utilizaron Interproscan y Scanprosite. Al igual que

las M6PR (P.  7.cz77coscz, .4. grcrveo/cz77s) y S6PDH (Z.  ;7ccrys',  A4.  c7o777esfz.cc7), 6stas presentan

tres motivos  conservados  caracteristicos  de las Aldo/Ceto Reductasas  (Figura 4).  Esta

familia  de proteinas  engloba un  grupo  de  oxidoreductasas  citos61icas  dependientes  de

NADPH,  que catalizan la reducci6n de aldehidos y cetonas a alcoholes.  Con unos 300

aminoacidos   de   longitud,   1os   3   sitios   conservados   caracteristicos   se   denominan

",4/c7o/frefo 7'cc7z{cfczse/cz773z./); sz.grczf#re J,  2 y 3", y se localizan en el extremo N-terminal,

en la porci6n central y el extremo C-teminal de la proteina, respectivamente.

* La distancia es una medida de la relaci6n filogen6tica entre dos organismos, donde se asigna 0 a un

organismo igual a otro (misma especie) y se asigna 1` a dos organismos que no presentan caracten'sticas en
Comun.
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Figiira 4:  Motivon dc secueDcia conserv.dos eli Aldo/Ceto Reductasae. Se muestran los sitios
conservedos  I,  2  y  3  propios  de  la  familia  de  las  Aldo/Ccto  Reductasas  descritos  en
Scanprosite. El sitio couservado 3 posee el posible sitio aedvo en estas proteinas.

En  ambas  secuencias  candidatas,  el  primero  de  los  motivos  de  seeuencia

conservados  (que  presenta  una  precisi6n*  del   100%)  se  puede  encontrar  entre  los

residuos  37 y  54  Q'S00798).  Entre  los residuos  145  y  162,  se encuentra el  segundo

motivo conservado Q'S00062, con una precision. del 97,06%) y el tercero Q'S00063,

con una preeisi6n.  del  66,67%)  se encuentra entre  los residuos 259 y  274.  Algunus

autores Oohren y cols, 1989; Schade y cols, 1990) ban sugerido que los aminodeidos de

los patrones conservedos  1  y 3 estarfan involucrados en la union a NAPDH. Adem5s,

existe evidencia de que la modificaci6n (quinica o por mutagchesis sitiordirigida) del

residuo de lisina en la secuencia IPKS (ubicada al inicio del tercer patron conservedo)

afecta la afinidad por NADPH y las propiedades cataliticas de la enzina Oohaen y cols,

1991),  por  lo que este  motivo  se considera el posible  sitio  activo de  esta fanilia de

proteinas.

En la Figura 5 se puede observer que la secuencia IPKS se encuentra altanente

conservada Canto en las sorbitol 6-fosfato deshidrogenasas como en las secuencias de

At2921250 y At2921260. Estas, sin embargo, presentan rna sustituci6n S262>T del tipo

conservado, que tambien se encuentra en la secuencia de Z.  rna)/s. Esta figura

• La precision indica la incidencia de falsos positives: A mayor porcentaje de precision, menor proporci6n

de falsos positivos.
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Figiira 5: Alineamlento multiple de 4as6PDff y sus ort6logos. Los aminodeidos se colorearon segivn
sue propiedades fisicoquinicas.  (*) Residiros oonservados (:) Sustitudones conservadas (.) Sustituciones
semi¢ouservadas.  Se  demarcan  con  una  lhea  bajo  la  secuencia  los  residuos  de  los  3  patrones
caracteristicos de Aldo/Ceto Reductasas y con un punto negro el posible residuo del sitio aedvo. Andlisis
realizndo con Clustalw2, del European Bioinfonnalcs Institute.

conesponde a un alineaniento de las secuencias aminoacidicas de S6PDH de 2 especies

de Rosaceas y una no-Rosacea (Z.  7»q)As), donde se puede observar que las secuencias

AI2921250 y At2921260 presentan rna alta identidad (>66%) con todas las S6PDH, en

particular con Z.  mays  (82 y  79%,  respectivamente)  y M.  domesfz.ca (69 y  70%).  Al
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comparar las secuencias candidatas entre si, se observa que At2921250 presenta mayor

porcentaje  de  identidad  con las  secuencias  de  S6PDH  (secci6n  5.1.2).  Ademas,  segtin

datos  entregados  pQr  TAIR  (www.arabidopsis.org),  At2921250  presenta  una  regi6n

promotora  de  mayor  extensi6n y  un mayor ntimero  de  lineas  mutantes  insercionales

disponibles, 1as cuales serin utiles para deteminar su funci6n I.73 1;z.vo, mediante el uso de

plantas  con menores niveles  de  expresi6n de este gen (datos no mostrados). Debido  a

estas caracteristicas, se seleccion6 At2921250 para realizar este seminario de titulo y se

le denomin6 .4£S6PDH.  Considerando el alto porcenta].e de identidad nucleotidica entre

At2921250 ,y At2921260, se disefiaron los partidores S6XbaF, S6SalR y S6SalR2 (Tabla

11),  especificos para amplificar At2921250 incoxporando las regiones  5'UTR y 3'UTR

(memos    conservadas    entre   At2921250   y   At2921260).    Se   prob6    su    efectividad

amplificando el gen desde DNA gen6mico de hojas de .4.  ffecz/z.cz77cz (secciones 4.4 - 4.6),

obteni6ndose una banda de 2000 pb de acuerdo a lo esperado (datos no mostrados):

S.2.   TLxpre;stfm in si:1ico e in vino de Ats6PDH.

\
Para descartar la posibilidad que j4js6PDH constitnya un pseudogen, se analiz6

z.7z sz./z.co  e  z.77 1;I.vo  su patr6n de expresi6n a lo largo del desarrollo  de la planta. Para los

analisis z.77 sz.Jz.co, se utiliz6 el recurso Arabidopsis eFP Browser (secci6n 4.3.1). Este crea

representaciones  pictograficas  del  patr6n  de  expresi6n  de  un  gen  de  inter6s  en  .4.

f7zcz/z.cz77cz  a  partir  de  datos  de  microarreglos  (Affymetrix  ATHl   array)  obtenidos  por

Schmid     y      cols      (2005)      y      datos      del     AtGenExpress      Consortium.  Data

(http://igrto.psc.riken.].p/AtGenExpressJPNO.
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Los datos indican que i4£$6PDH se expresa durante todo el ciclo de vida de la

planta y en la mayoria de sus 6rganos a7igura 6). Se puede observar que los mayores

niveles de expresi6n (indicados en color rojo) se encuentran en semillas en un estado

intemedio de desarrollo, seguida por los meristemas apicales vegetativos y en transici6n

hacia la floraci6n. Los cotiledones, semillas embebidas por 24 hrs y hojas rosetas (antes

y despues de la transici6n hacia la floraci6n), aunque a menor nivel, tambien expresan

4£S6PDH por  sobre  el  promedio.  Menores  niveles  de  expresi6n  se  ven  en  hojas

caulinares,  flores,  ralces,  hojas  senescentes  y  los  meristemas  apicales  de  flores.  Los

menores niveles de expresi6n se pueden observar en polen y semillas secas y maduras.

Figlira  6:  Expresl6D  jB slffco  de Aas6PDH.  Se  indica con  un  pafron  de  colores  lee  niveles  de
expresich para cada 6rgano, con amarillo pare el valor minimo (5,63 en la semilla seca) y rojo para el
valor mckimo, conespondiente a 531,36 en el estadlo 6 de h semilla. Obtenido desde Arabidepsis eFP
Browser (httpwbar.utoronto.ca/efy/cgi-bin/efyweb.cgi).
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Para  corroborar  estos  datos  experimentalmente,  se  determin6  1a  expresi6n  de

4£S6PZ)fz z.77 vz.vo, mediante RT-PCR de RNA extraido desde tallos, ho].as rosetas, hojas

caulinares y flores (secci6n 4.7), utilizando los partidores S6XbaF y S6SalR2 (Tabla 11;

secci6n  4.8).  El  resultado,  donde  se  esperaba  una  banda  de  1000  pb  (Figura. 7.A),

muestra que efectivamente se expresa .4£S6PDff i.77 vz.vo y que este mRNA esta presente

en todos los 6rganos analizados. Como control de calidad del RNA, se amplific6 un gen

de expresi6n constitutiva (G4A4; secci6n 4.5.2; Figura 7.a). Se demostr61a ausencia de

contaminaci6n por DNA gen6mico en las muestras utilizadas realizando el RT-PCR sin

transcriptasa reversa como control negativo. Ademas, se debe considerar, que las bandas

amplificadas a partir de DNA gen6mico contienen intrones que aumentan su tamafio en

100 pb (G4PJ4) o 1000 pb (J4f56PDZZ), volvi6ndolas facilmente identificables.

PM       T        IR      HC       F        CN

300pb-

CN       T        IR      HC       F       PM

Figura  7:  Fxpresi6n  i.H  tJ!.vo  de  ,4dLS6PDff.  (A)  Reacci6n  de  RT-PCR  para  amplificar  el  CDNA  de
j4}S6PDfJ, de 993pO. a3) Reacci6n de RT-PCR para amplificar el CDNA de G4P4, de 300 pb (control de
calidad del CDNA). PM: Marcador de peso molecular. T: Tallo. HR: Hoja Roseta. HC: Hoja Caulinar F:
Flor. CN: Control negativo, reacci6n realizada sin RT en todas las muestras.
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5.3.   Clonaci6n de 4rfs6PDff en el vector pcR8.

Uno  de  los  objetivos  del  seminario  de  tfulo  es  determinar  la  localizaci6n

subcelular de Ats6PDH.  Para cumplir con ello,  es necesario  clonarlo  en un vector de

entrada  que  permita  luego  transferir  el  fragmento  a  vectores  adecuados.  Para  clonar

4js6PDfJ en el vector de entrada pCR8, se realizaron ties reacciones de RT utilizando

como  molde  CDNA de hojas  (secci6n 4.8.2) hecho  a partir de los partidores  oligoAp,

S6SalR y S6SalR2 y luego PCR con` partidores S6XbaF y S6SalR.  Se obtuvo la banda

esperada (1  kb) en todas las muestras, aunque la intensidad de 6sta fue mucho mayor al

usar S6SalR2 (Figura 8). Si bien se observan bandas inespecificas de menor tamafio, fue

posible separarlas facilmente de la banda de 1 kb por electroforesis (secci6n 4.5.2).

PM                   ofiEOAp
12

1kb-

S6SaJR                       S6SaR2
1212

Figura 8: RT-PCR de A£S6PDff.   Se utilizaron como molde 6 muestras de CDNA de hojas hecho con
los partidores oligoAp,  S6SalR y S6SalR2 (2 muestras de cada uno, carriles "1"y "2") y luego PCR con
los partidores S6XbaF y S6SalR. PM: Marcador de peso molecular.

Se purific61a banda de 1 kb y se clon6 en el vector pCR8, para luego transformar

E.  co/z.  por  electroporaci6n  (secci6n  4.9).  Las  colonias  resistentes  a  espectinomicina

obtenidas  fueron  analizadas  por  PCR  de  colonias  (secci6n  4.9.5)  y  luego  digesti6n

enzimatica del DNA plasmidial con las endonucleasas BstEII y Ncol (secci6n 4.11.2).
`+

De  los  12  clones  analizados,  5  eran portadores  de pCR8-Ats6PDH  (me.diante

PCR;  colonias 8,1, 2,  3, y  10, datos no mostrados) de los cuales s61o 2  (clones 8 y 3)

poseian  el  inserto  en  sentido  (Figura  9).  La  orientaci6n  en  sentido  en  este  vector  es
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esencial para la clonaci6n posterior en vectores Gateway® como pMDC84 y pMDC43.

Para comprobar la fidelidad de la secuencia clonada,  se secuenci6 el fragmento

<4fs6PDf7 presente  en pCR8-Ats6PDH (clones  8  y  3)  y se  compar6  con la  secuencia

disponible  en  TAIR  (secci6n  4.11.3)r  En  el  clon 8  se  obtuvo  un  100%  de  identidad

nucleotidica  con  el   CDNA  de  .4£S6PDf7,   mientras  que   en  el  clon  '3   la  identidad

nucleotidica  fue  del  99%,  presentindose  una  sustituci6n  en  el  cod6n  de  t6rmino  por

cisteina, probablemente debido a un mal apareamiento de los partidores.

Estos  resultados  permiten  la  clonaci6n  de ,4fs6PDZJ en  vectores  con  diversas

caracteristicas, agregando, por ejemplo, GFP como proteina de fusi6n C-terminal (clon

3) y N-terminal (clon 8) para determinar su localizaci6n subcelular (secci6n 5\.4).

u        8          N      B+N

U           N        B+N         U          N        B+N         U
10

8        B+N        U          8          B+N

Figura 9: Digesti6n de pCR8-Ats6PDH con BstEII y Ncol.  (A) Colohia 8. (8) Colonias 1, 2, 3 y 10.
El vector, de 3800 pb, contiene sitios, de Ncol y BstEII a 273 pb y  1748 pb desde el cod6n de inicio del
CDNA de .4#S6PDfJ, respectivamente. La doble digesti6n libera un fragmento de ~1500 pb  (inserto en
sentido) o de ~1000 pb (inserto en anti-sentido). PM: marcador de peso molecular. U: vector sin digerir.
N: digesti6n con Ncol. 8: digesti6n con BstEII. B+N: doble digesti6n con BstEII y Ncol.\
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5.4.   Determinaci6n de la localizaci6n subeelular de4as6RDH.

En cotiledones de manzana, se ha determinedo experimentalmente que la S6PDH

se encuentra tanto en el citosol como en las membranas tilacoidales de los cloroplastos

(Yaniaki  1981,  Bantog y cols,  2000).  En este  Seminario  de  Tftulo,  se  utilizaron dos

abordajes  para  deteminar  la  localizaci6n  subeelular  de  Ats6PDH  de  Arabidopsis;

analisis I.# SI.Ji.co y analisis i.# vz.vo.

5.4.1     Analisis i.# irl./i.co.

Se detemind la localizaci6n subcelular predicha de Ats6PDH utilizando la base

de   datos   SUBAII   (secci6n   4.3.1),   que   recopila   datos   de   diferemtes   algoritmos

predictores.  La  mayon'a  de  ellos  indican  rna  localizaci6n  citos6lica  y  descartan  la

localizaci6n en mitocondrias, reticulo endoplasmatico QE) e incluso cloroplastos (Tabla

Ill).

Table Ill: I.ocalhaci6D subce]u]ar predicha de Ats6PDH. Se indican los resultados de los algorimos
recopilados por el  servidor SUBAII.  SP:  Peptido sefial.  mTP:  Peptido de  sefializaci6n mitocondrial.
CTP: P¢tido de transporte a cloroplasto.

Akoritho Des€ripei6n Resulfado netal]es

WoLFPSORT Localizaci6n subcelular en Citosol Citosol 8.0[, Ndclco 4.0.,
eucariontes Cloroplasto 2.0]

LOctree
Localizaci6n subcelularpanproteinasno-trausmembrma

Citosol -

SubLoc Localizaci6n subcelular eneucariontes Citosol Pbeisi6n esperada 94%

Predetar Seflales de destinaci6n N- no contiene SP, Mitceondrial 0.01 ; Plastidio 0.02;
terminal mTP ni CTP RE 0. I I ; Otro 0.86

ipsoRT Seflales  de destinaci6n N- no contiene SP, -temrd mTP ni CTP

Tngetp Localizaci6n subcelular en no contiene SP, CTP 0.078Z; mTP o.|34Z; Sp o.337Z;
plantas mTP ni CTP Otro O.7og2

Mitopred Proteinas mitocondriales No-mitocondrial -

Mitoprot2 Proteinas mitocondriales No mitocondrial -

I: Los valores se refieren directamente al ndrero de secuencias en la base de datos que se asemejan a la

secuencia objetivo y que se ubican en el compartimento sub¢eluhar mencionado
2:Losvaloresserefiermaunpuntajearbitrarioqueenrfegaelmetodo(valormdr[imo,1;valorminimo,0)
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5.4.2     Analisis I.77 1;z.1;o.

Una vez realizado el analisis z.;7 sz./z.co, se determin6 1a localizaci6n subcelular de

4fs6PDfJ I.72 1;I.vo, pues aunque el analisis anterior indica que Ats6PDH es una proteina

citos6lica,   1a   literatura   Cramaki   1981,   Bantog   y   cols,   2000)   sugiere   que   podria

encontrarse tambi6n en cloroplastos.

Con  este  prop6sito,  se realiz6  rna reacci6n de recombinaci6n  (secci6n 4.12.1)

Para transferir el CDNA de Ats6PDH (secci6n 5.3)  desde el vector pCR8-Ats6PDH a

los vectores pMDC84 y pMDC43. Estos permiten la expresi6n de la proteina en plantas

agregando GFP C-terminal o N-terminal (respectivamente) como proteina de fusion. La

coustrucci6n  de  ambos  vectores  se  debe  a  que,  si  bien  los  p6ptidos  de  destinaci6n  a

cloroplasto se encuentran en el extremo N-terminal de la proteina, Tissier y cols. (2002)

ham demostrado que en algunas proteinas de membrana tilacoidal, el extremo C-terminal

puede jugar un rol en la estabilizaci6n de su estructura.

5.4.2.1      Clonaci6n   de  j4js6PDff  en  pMDC84   y   analisis   funcional   de  pMDC84-

Ats6IDH.

El vector pMDC84 agrega GFP a Ats6PDH como fusi6n C-terminal, por lo tanto

se  utiliz6  el  clon  3  de  pCR8-Ats6PDH,  que  no  presenta  el  cod6n  de  t6rmino,  para

realizar la reacci6n de recombinaci6n`(secci6n 4.12.1). Luego, se transform6 E.  coJz. con

el vector pMDC84-Ats6PDH (secci6n 4.12.2). Las colonias obtenidas fueron analizadas

por PCR  de  colonias  (secci6n 4.9.5)  y  digesti6n  enzimatica  de  las  minipreparaciones

(secci6n 4.10, Figura 10) con las endonucleasas Hindlll y Ncol (secci6n 4.13.1).
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N
P               PA             P              PA

Figura  10:  Digestion  de  pMDC84 y pMDC84-Ats6PDH con Hindlll y Ncol. pMDC84  contiene  1
sitio  de restricci6n Hindlll y Ats6PDH contiene otro, por lo que esta digesti6n libera un fragmento de
~1300pb si el vector presenta el inserto y una linearizaci6n si no lo presenta. La digesti6n con Ncol libera
un fragmento de 500 pb si el inserto esta en anti-sentido, de 1000 pb si esta en sentido y de  1100 pb si el
inserto  no  esta  presente.  PM:  marcador  de  peso  molecular.  P:  vector  sin  inserto.  PA:  vector  con
j4JS6PDH. H: vectores digeridos con Hindlll. N: vectores digeridos Ncol.

Por PCR, 1as  5  colonias analizadas poseian ,4£S6PDH (datos no mostrados). La

digesti6n (Figura  10)  confirm6 1a presencia y orientaci6n correcta del fragmento  en el

vector. En la digesti6n con Ncol, se libera un fragmento no esperado de gran tamafio (~5

kb),  probablemente  debido  a una mptaci6n  del  vector.  Sin  embargo,  de  acuerdo  a su

tamafio, 6sta se encontraria en una zona no-codificante del vector, fuera de la zona entre

1os bordes L y R, por lo que no se deberia alterar su funcionalidad.

Una  vez  comprobada  la  presencia  y   orientaci6n  correcta   de  ,4js6PDH  en

pMDC84-Ats6PDH,  se transform6 z[.  f%me/czcz.e73s (secci6n 4.14.1).  Posteriormente,  se
EI

utilizaron las colonias transformadas para infiltrar hojas de IV.  fcrz)czca!77g (secdi6n 4.14.2),

que 4 dias despu6s fueron cosechadas y analizadas por RT-PCR de .4ZS6PDZJ utilizando

RNA extraido  de las hojas transformadas  (secci6n 4.15.1, Figura  11) y microscopia de

fluorescencia (secci6n 4.15.2, Figura 12).
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PM              CP              U                  2                  8                CN

H_....-

PM             CP               U               2                8                 CN

Figura 11: RT-PCR de j4fis'6PDH en tabaco transformado con pMDC84-Ats6PDII. (A) RT-PCR de
4fs6PDff,  de ~1000pb.  (8)  RT-PCR de  /as,  de ~200 pb  (control  de  calidad  del  CDNA).  CP:  control
positivo  (CDNA  de  flores  de  j4.   /%cz/z.c}#cz,  secci6n  5.2).  U:  tabaco  transformado  con  A.   Jztme/czcje#s
silvestre. 2:  tabaco transformado con Ats6PDH-GFP (colonia 2) 8: tabaco transformado con Ats6PDH-
GFP (colonia 8). CN: control negativo, reacci6n realizada sin RT para todas las muestras.

Los  resultados  del  RT-PCR (Figura  11)  confirman  la  expresi6n  de  £4fs6PDH

exclusivamente  en las hojas transformadas  con pMDC84-Ats6PDH.  Como  control de

calidad  del  RNA,  se  amplific6  un  gen  de  expresi6n  constitutiva  (JBS;  secci6n 4.5.2;

Figura  11.8).  Se  demostr61a  ausencia  de  contaminaci6n por  DNA  gen6mico  en  las

muestras   utilizadas   realizando   el  RT-PCR  sin  transcriptasa  reversa   como   control
.+

negativo. Al demostrar que el vector es funcional a nivel transcripcional, se procedi6 a

observar  la  presenofa  y  distribuci6n  de  fluorescencia  de  Ats6PDH-GFP  utilizando

microscopia de epifluorescencia. La fluorescencia observada (Figura  128) descarta una

localizaci6n en  compartimientos  que presentan un patr6n  de  fluorescencia  discreta de

facil  reconocimiento,  como  RE,  ndcieo,  cloroplastos,  mitocondrias,  aparato  de  Golgi,

1isosomas o vacuolas.
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Figure 12: Fluorescence de Ats6PDELGFP. (A) Celulas epidermales de tabaco expresando Ats6PDH-
GFP,  campo  claro  a)  Celulas  epidermales  de  tabaco  expresando  Ats6PDH€FP,  fluorescencia.  (C)
Celulas  expresando GFP  soluble,  campo clara a) Celulas expresando GFP soluble,  fluorescencia a)
Control Negativo: c6lulas transfomradas con ,4. givmqrac7.eus silvestres, canpo claro Q7) Control Negativo:
Autofluorescencia  de  celulas  transformadas  con ,4.  givme/z7cl.eus  silvestres.  Las  flechas  azules  indican
fluorescencia citos6lica (desplazada al borde celular a causa de la vacuola). Las flechas rosadas seflalan la
pared celular y las flechas anarillas, los hilos transvacuolares o pliegues del citosol.
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En las  c6lulas  vegetales,  las  vacuolas  ocupan  80-90%  del  volumen  total  de  la

c61ula,  desplazando  el  citoplasma  a  los  bordes.  Para  facilitar  la  comunicaci6n  entre

zonas distales de la c61ula, hilos de citosol atraviesan la vacuola (Talz y Zeiger, 2006).

En la Figura  12.8,  se observa una localizaci6n de este tipo,  donde la fluorescencia de

Ats6PDH-GFP  se encuentra desplazada hacia los bordes  de  la c61ula  (flechas  azules),

entre la vacuola y la membrana plasmatica, 1a cual esta aplastada contra la pared celular

(tflecha rosada). Ademas, se observan varias lineas fluorescentes al interior de las c61ulas

(flechas  amarillas)  que probablemente corresponden a hilos transvacuolares  o pliegues

propios  del  citoplasma.   Estas  observaciones  descartan  que  Ats6PDH  se  encuentre

asociada a la pared celular o la membrana plasmatica e indican que corresponde a una

proteina  citos6lica.   Estas  caracteristicas  (fluorescencia  desplazada  hacia  los  bordes

celulares, separados por la pared celular, con lineas fluorescentes al interior de la c61ula)

tambi6n se observan en el control de GFP soluble Q]iguras 12.C y 12.D).

5.4.2.2      Clonaci6n   de  j4js6PDff  en  pMDC43   y  analisis   funcional   de  pMDC43-

Ats6PDH.

El vector pMDC43 agrega GFP a Ats6PDH como fusi6n N-terminal, por lo tanto

se utiliz6 el clon 8 de pCR8-Ats6PDH, que posee el cod6n de t6rmino para realizar la

reacci6n  de  recombinaci6n  (secci6n -4.12.1)  y  transferir  el  CDNA  de 4£S6f'DfJ desde

pCR8-Ats6PDH   al   vector   pMDC43.   Luego,   se   transform6   E.    co/z.   Oneshot®

quimiocompetentes con el vector pMDC43-Ats6PDH. La digesti6n con Xbal del vector

purificado (Figura 13) muestra las ties bandas esperadas, lo que confirma la presencia y

orientaci6n correcta de j4£S6PDff en pMDC43 .
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Figura 13: Digesti6n de pMDC43-Ats6PDH con Xbal. Si presenta el inserto en sentido, al ser digerido
con  Xbal  este  vector  (de  ~12kb)  1ibera 2 bandas  de  1000  y  800 pb  cada una.  V:  pMDC43-Ats6PDH
digerido. PM: marcador de peso molecular

Se   prob6    1a   funcionalidad   del   vector   pMDC43-Ats6PDH   transformando

transitoriamente hojas  de  tabaco.  Para ello,  se transfom6 j4.  fz£77¢e/crcz.e77s que  se utiliz6

para infiltrar hojas  de IV.  fczbczc#"  (secci6n 4.14).  Estas  fueron cosechadas y analizadas

por  RT-PCR  (secci6n  4.15.1,  Figura  14.A)  y  microscopia  de  fluorescencia  (secci6n
\

4.15.2, Figura 14.B-E) 4 dias despu6s de la infiltraci6n.

EI RT-PCR muestra la presencia del mRNA de £4£S6PDff solamente en las hojas

infiltradas   con  pMDC43-Ats6PDH   (Figura   14.A),   confirmado   que   este   vector  es

funcional transcripcionalmente.  Como control de calidad del RNA,  se amplific6 un gen

de expresi6n constitutiva (JBS;  secci6n 4.5`.2, Figura  14.8), y como control de ausencia

de  DNA  gen6mico  contaminante  (control negativo)  se  realiz6  1a reacci6n  de  PbR  sin

transcriptasa reversa.
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Figure 14: RT-PCR de Aas6ZZDH y visua]izaci6n de GFP en tabaco transformado Con pMDC43-
Ats6PDH. (A) RT-PCR de j4&S6PDH desde RNA de tabaco transformado con pMDC43-Ats6PDH. a})
RT-PCR de /8S desde RNA de tat)aco transformado con pboc43-Ats6PDH. U: tabaco transformado
con 4.  givmorz7c7.eus silvestre. 2, 3: tabaco transformado con pMne43-Ats6PDH (colonias 2 y 3). CN:
control negativo, reacci6n realizada sin RT pan todas las muestras. PM: Marcador de peso molecular.
(C,  D)  Canpo  claro  (C)  y  fluorescencia  0)  de  c6lulas  epidermales  de  tabaco  transformado  con
pMDC43-Ats6PDH. a, F) Campo claro a]) y autofluoresoencia aT) de c6lulas transfomadas con *4.
fomqr8cJeus silvestre (control negativo). Se sefialan con flechas negras el ndcleo y con flechas rosadas el
citosol.
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En la Figura 14.D,1a fluorescencia observada se corresponde con la localizaci6n

citos61ica (flechas rosadas)  descrita anteriormente.  Sin embargo,  en la foto tambi6n es

posible  observar  los  ndcleos  celulares  (flechas  negras).  Este  patr6n  de  fluorescencia

(citoplasmatica y en ocasiones nuclear) corresponde al de GFP soluble (no fusionada a

otras  proteinas)  obseIvado  por  Haseloff y  Amos  (1995).  Posteriores  secuenciaciones

demostraron  que  en  el  vector pMDC43-Ats6PDH  se  incorpor6  un  cod6n  de  t6rmino

entre GFP y .4fs6PDZJ, permitiendo la traducci6n de GFP, pero no del gen de inter6s.

Sin  embargo,  aunque  pMDC43-Ats6PDH  no  sirve  para  determinar  la  localizaci6n
I

subcelular de la proteina, si podria ser empleado como una herramienta para estudiar el

papel   que  juega   Ats6PDH   I.72   vz.1;o.   Especificamente,   de   los   resultados   obtenidos

anteriormente  en  el  1aboratorio,   al  acoplar  un  gen  vegetal  del  mismo  tamafio  de

j4}S6PDff (GOIVsr3; ~1000 pb) a una secuencia relativamente larga (~700 pb) como la

de  GFP,   el  mRNA  obtenido  presenta  mayor  estabilidad.   En  el  caso  de  expresar

GONS713-GFP en .4.  /7zczJz.crJ7cz,  se gatill6 SGPT por co-supresi6n,  algo que no ocurri6 al

expresar Gojvsr3-zzz.s (de menor estabilidad) en la misma planta (Miranda, 2009). De

acuerdo a estos antecedentes, si bien lei vector pMDC43-Ats6PDH no resulta funcional

para   determinar  la  localizaci6n   subcelular  de   Ats6PDH,   si   constitnye   un  vector

adecuado para gatillar SGPT por co-supresi6n de .4j$6PDff en plantas. Esto, dado que se

detemin6   que  proteinas  GFP  y  transcritos  de  j4£S6PDfJ  se  acumulan  en  plantas

transformadas transitoriamente (Figura 14), y por lo tanto transcritos largos (~1700 pb) y

potencialmente estables de GFP-4tis6PDH se expresan a partir de este vector.\
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6.   DISCUSI0N

En el desarrollo de este seminario de titulo, se realiz6 una primera aproximaci6n

hacia  el  estudio  de  4js6PDfJ como  posible  sorbitol-6-fosfato  deshidrogenasa  de  j4.

ffeczJz.cz7zcz.  Esto  se  realiz6  a  trav6s  del  analisis  i.77  vz.1;a  e  z.77  sz./z.co  de  su  expresi6n  y  la

determinaci6n de  su localizaci6n, subcelular, utilizando herramientas bioinformaticas y

t6cnicas  de  biologia molecular.  Esta investigaci6n permiti6  demostrar la  expresi6n  I.72

vz.vo  de 4ZS6PDH y  establecer  su  localizaci6n  subcelular  citos61ica,  obteni6ndose  asi

indicios importantes sobre su relevancia metab61ica y funci6n posible.

La  investigaci6n  se  comenz6  con  dos  secuencias  candidatas  a  S6PDH  de  ,4.

ffeczJz.c772cr..    At2921250    y    At2921260.    Estas    probablemente    corresponden    a    una

duplicaci6n  g6nica,  dado  el  alto  porcentaje  de  identidad nucleotidica  entre  ambas,  su

posici6n   adyacente   en  el   genoma  y  orientaci6n  5'-3'   id6ntica,   y  la  alta  tasa  de

duplicaci6n   g6nica   en   el   genoma   de   esta  especie:   >50°/o   del   total   de   los   genes\-

codificados  en  el  cromosoma  2  (donde  se  encuentran  las  secuencias  candidatas)  son

duplicados, y muchos se encuentran en tindem (2-8 repeticiones; Lin y cols., 1999).

Para  acotar  este  estudio,  y  considerando  la  tasa  de  duplicaci6n  g6nica  y  los

analisis de expresi6n I.77 sz./z.co (donde la expresi6n de ambas secuencias es id6ntica [datos\

no mostrados]),   se realiz6 el trabajo en s61o una de ellas, At2921250. Esta presenta un

mayor porcenta].e de identidad con secuencias caracterizadas de S6PDH (secci6n 5.1.2)

y un mayor ntimero  de lineas mutantes insercionales disponibles para futuros estudios.

Atin asi, investigaciones posteriores podrian establecer diferencias en actividad, afinidad
\

al sustrato o co factor, etc. de sus productos g6nicos.
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La  robustez  del  dendrograma  obtenido  en  este  trabajo  (Figura  3)  depende  en

parte del ntimero de secuencias utilizadas y de la confiabilidad de ellas. Sin embargo, no

se encontraron secuencias caracterizadas de S6PDff en no-rosaceas o no-plantaginaceas,

por lo que se incorpor6 una secuencia de S6PDH (Tabla I) de Z.  J72czys no caracterizada

en el  analisis.  Aunque esto reduce la confiabilidad del dendrograma,  se considera que

At2921250 es un buen candidato para un S6PDH en 4.  ffec}JJ.cz73cz ya que cumple con otras

caracteristicas   de   estas   proteinas.   Por  ejemplo,   el   analisis   de   secuencia   sefiala  a

j4fs6PDfJ  como  una  Aldo/Ceto  Reductasa  (Figura  4)  con  alta  identidad  (>66%)  a

S6PDffs  de  rosaceas  que  si ham sido  caracterizadas  [n4:  c7o772e'sfz.ccz (Negm y Loescher,

1981),     P.  persz.ccz  (Shakanishi  y  cols,   1998)],  y  posee  una  localizaci6n  subcelular

(citos61ica) predicha consistente con la reacci6n catalizada en otras especies (vcr abajo).

Cabe   sefialar   ademas,   que   si   bien   existe   manitol-1-fosfato   (sustrato   de   A;6PRs,

Aldo/Ceto  Reductasas  con  alta  similitud  [>60°/o]  a  las  secuencias  analizadas  en  este

trabajo) en 4.  ffeczJz.cz77cz, 1a ruta de biosintesis de este compuesto no ha sido definida y no

se  conocen  vias  metab61icas  asociad`as  a la reacci6n  (manosa-6-fosfato  e  manitol-1-

fosfato).  Sin embargo, solamente al realizar estudios bioquimicos, se podria resolver la

especificidad  de  sustratos  de ,4£S6PDH y  comparar  su  actividad  con  las  S6PDHs  ya

descritas.

Para  clonar  j4fs6PDH  y  deinostrar  su  patr6n  de  expresi6n,   se  optimiz6  la

reacci6n  de  PCR para  amplificar  especificamente  At2921250,  ya  que  este  m6t6do  se

utiliz6 ademas para los analisis de presencia del inserto durante los pasos de clonaci6n.

La   alta    similitud   nucleotidica   entre   At2921250    y    At2921260    (93%    identidad
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nucleotidica) aument6 1a importancia de conseguir especificidad en la amplificaci6n, que

se logr6 modificando la concentraci6n del i6n Mg+2, 1a temperatura de apareamiento de

los partidores  con  el  CDNA molde y la secuencia  de  los partidores.  Para aumentar el

rendimiento de las reacciones de PCR (Figura 8), fue necesario realizar las reacciones de

transcripci6n reversa con el partidor S6SalR2 y luego el PCR con los partidores S6XbaF

y S6SalR. La explicaci6n a esto se encuentra en que mientras el partidor S6SalR2 posee

mayor  especificidad  con la  secuencia  3'UTR de 4ZS6PDff (secci6n 4.3.2),  el  Tin del

partidor  S6SalR  se  asemeja  mas  al  de  S6XbaF  (datos  no  mostrados),  por  lo  que  la

reacci6n de PCR se vuelve mas eficiente.

Los   resultados   de   la   secuenciaci6n   de  pCR8-Ats6PDH   con   los  partidores

universales    M13,    confirmaron   la   identidad   del    fragmento    amplificado    en   los

experimentos de expresi6n y en los de clonaci6n, demostrando que la banda amplificada

en las Figuras 7, 8,  11 y 14 corresponde a At2921250, comprobando la efectividad de la

estrategia de clonaci6n. La secuenciaci6n de este vector tambi6n revel6 clones con (clon

8) y sin (clon 3)  cod6n de t6rmino, `suceso ocurrido probablemente a causa de un mal

apareamiento  de  los  partidores  con  el  CDNA  durante  la  amplificaci6n por PCR.  Esta

anomalia permiti6 1a construcci6n de un vector (pMDC43-Ats6PDH) que, si bien no fue

adecuado  para  determinar  localizaci6n  subcelular  de  Ats6PDH,  deberia  ser  capaz  de

gatillar SGPT por co-supresi6n en la planta, para asi determinar la funci6n I.7c w.vo  de

este gen.

EI  SGPT  por  co-supresi6n  es  un  mecanismo  que  suprime  la  acumulaci6n  de

RNA end6geno,  viral  o  transg6nico.  Al ser detectado un RNA aberrante por la c61ula
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(por  ejemplo,  RNA  sin  sefial  poli-A  o  cap  5'),  una  RNA-polimerasa  dependiente  de

RNA lo usa como molde para sintetizar RNA de doble hebra,  que es detectado por la

ribonucleasa  DICER.  Esta  lo  degrada  a  siRNA  (pequefios  RNA  de  interferencia)  de

doble  hebra,  que  se  incorporan  al  complejo  RISC  (RNA-induced  silencing  complex).

Este  separa  las  hebras  y utiliza una  de  ellas para identificar y unirse  al  RNA blanco,

complementario a la secuencia incorporada a RISC. Finalmente, el RNA reconocido por

RISC  puede  quedar  bloqueado  para  la  traducci6n  o  ser  degradado  para  formar  mas

siRNA, 1o cual amplifica la sefial de silenciamiento (Voinnet, 2008). Este mecanismo se

aprovecha  en  la  biotecnologia  vegetal para producir lineas  transg6nicas  con  menores

niveles  de  expresi6n  de  un  blanco  especifico.  La  ventaja  de  este  m6todo  es  que  se

disminuye la acumulaci6n del producto g6nico sin eliminarla por completo, 1o que evita

la  aparici6n  de  fenotipos  letales  o  inviables  que  suele  ocurrir  al  interrumpir  una
\.

secuencia (por ejemplo, por una inserci6n de un transpos6n o T-DNA). Por lo tanto, se

obtienen lineas con diferentes niveles de silenciamiento, 1o que entrega mas informaci6n

que un fenotipo mutante sin expresi6n.

Las  pruebas  realizadas  en  este  seminario  de  titulo  muestran  que  durante  la

expresi6n  transitoria  de  pMDC43-Ats6PDH  en  tabaco,   se  expresan  transcritos  de

4j$6PDfr  (Figura   14.A),  pero  se  acumulan  solamente  proteinas  GFP,  y  no  GFP-

Ats6PDH (Figura 14.D) dado la presencia de un cod6n de t6rmino en marco de lectura

entre   ambas   secuencias   codificantes.   La   alta   estabilidad   de   transcritos   de.  GFP

fusionados   a   otro   CDNA   (GONsr3)   gatill6   SGPT   en   j4.   f7zczJz.cz7zcz   transformadas

establemente con un vector para expresar GONST3-GFP,  generando plantas con entre
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20-80%   1os   niveles   de   expresi6n   de   GONS713   comparado   con   plantas   silvestres

(Miranda,  2009).  Por  lo  tanto,  pMDC43-Ats6PDH  deberia  gatillar  SGPT  por  co-

supresi6n de ,4fs6PDff en £4.  f7zcz/I.cz77cz, permitiendo  la creaci6n de  lineas mutantes  con

menores  niveles  de  expresi6n,  ayudando  a  determinar  su papel  z.J?  vz.vo  a trav6s  de  la

caracterizaci6n fenotipica de las plant`as cread.as.

El   otro   vector   construido   en   este  traba].o,   pMDC84-Ats6PDH,   si  permiti6

determinar   exitosamente   la  localizaci6n   subcelular   de  Ats6PDH.   En  la   digesti6n

enzimatica   de   esta   construcci6n   (Figura   10),   se  presentan  bandas   no   esp:radas,

indicadoras  de  una  mutaci6n  ocurrida  en  una  zona  no-codificante  del  vector.   Sin

embargo, este cambio no afect6 su funcionalidad, 1o que se comprob6 posteriormente al

demostrar la expresi6n de 4fs6PDff-GAP en IV.  fczbczcz/in transformado transitoriamente

con  pMDC84-Ats6PDH   a  trav6s   de  RT-PCR  y  microscopia  de   epifluorescencia.

Consistente  con  las  predicciones  ob`tehidas  I.7?  sz7z.co  (Tabla  Ill),  donde  3  algoritmos

diferentes  sugieren  a  Ats6PDH  como  proteina  citos61ica,  Ats6PDH  efectivamente  se

localiza   en   el   citosol   (Figura   12).   Este   resultado   es   consistente   tambi6n   con   la

I.ocalizaci6n  subcelular  de  S6PDH  en  otras  especies  rosaceas  [A41.  c7o777csfz.ccz  (Yamaki,

1981) y E. /.czpo77z.ccz (Bantog y cols, 2000)].  A diferencia de las especies mencionadas,
`\

en este  estudio  no  se  detect6 presencia de la proteina Ats6PDH-GFP  en cloroplastos.

Esta  diferencia  puede   deberse  a  que  en  Rosaceas,   1a  producci6n  de  sorbitol  esta

fuertemente relacionada a la asimilaci6n de carbohidratos de la planta (Yamaki,  1995),

1o  que  no  ocurre  en 4.  Jfocz/z.cz77cz y  otras  no-rosaceas,  donde  la  acumulaci6n  de  sorbitol
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seria  citos61ica y  guardaria relaci6n con la tolerancia al  estr6s  (Deguchi y cols.,  2004;

Kaplan y cols., 2004).

Respecto a la expresi6n de 14£S6PDff, se pudo observar que plantas no expuestas

a  estr6s  presentan  expresi6n  de  este  gen  en  la  mayoria  de  sus  6rganos  (tallos,. hojas

rosetas, hojas caulinares, y flores, Figura 7),  sugiriendo un papel en la mantenci6n del

estado  basal  de  la  c61ula.  Estos  resri`1tados  se  corroboran  con  la  informaci6n  z.77  sz./I.co

obtenida  por  datos  de  microarreglos  (Figura  6).  Estos  tiltimos  muestran  niveles  de

expresi6n de ,4ZS6PDH cambiantes a lo largo del desarrollo, en pardcular en semillas. El

analisis de la expresi6n del gen en semillas en desarrollo (donde se produce la expresi6n

mas alta segtin los microarreglos) seria muy interesante debido al efecto osmoprotector

del sorbitol.  Estudios mss  detallados,  como RT-PCR cuantitativo, hibridaci6n z.77 sz.f" o

fusiones del promotor de ,4fs6PDH con genes reporteros toor ejemplo 4-g/"C2/ro7?z.c7as'cz,

Gun) permitirian obtener mayor informaci6n sobre la expresi6n de .4ZS6PDH en tejidos

especificos dentro de cada 6rgano y bejo diferentes condiciones de estr6s.
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7.   CONCLUSI0NES Y PROYECCI0NES

En  el   genoma   de  .4.   ffecz/z.cz77cz  se   encuentran  dos   ORF   cuyas   caracteristicas

permiten  considerarlas  como  S6PDfJ potenciales  y  propias  de  esta  especie.   Como

investigaci6n preliminar en el estudio de estos genes,  en este seminario  de trfulo  1)  se

determin6  la expresi6n  z.J7 sz.Jz.co  e  z.73 1;I.vo  de uno  de  ellos  (4ZS6PDj=D,  2)  se  analiz6  su

secuencia  y   3)   se   determin6   su  localizaci6n   subcelular.   Los   resultados   obtenidos

indicaron que esta secuencia corresponde a una proteina de la familia de las Aldo/Ceto

Reductasas,  con  alta  identidad a S6PDfJS y A4i6PR§ y  que  se  expresa en e.1  citosol  de

diversos 6rganos (tallo, hojas y flores) durante gran parte del ciclo de vida de esta planta.

Ademas,   se   obtuvo   un  vector  adecuado  para  crear  lineas  transg6nicas   con

menores   niveles    de   expresi6n   de   14ZS6PDff   por   SGPT.    Una   vez   creadas,   1a

caracterizaci6n fenotipica de estas plantas proveera de mayores indicios sobre el papel

que juega 4tis6PDfJ en  el metabolismo  de .4.  Jfecz/z.cz77cz.  Mas  ann,  es posible  evaluar el

desempefio  de  estos  organismos  ba].o  diversas  condiciones  de  estr6s  abi6tico:  estr6s

salino,  por  ffio,  por  sequia,  por  insuficiencia  de  micronutrientes  (boro),  presencia  de

ABA, etc., 1as cuales se ha observado conducen a cambios en la expresi6n y actividad de

S6PDH  en  otras  especies,  dado  su papel  en el metabolismo  de  sorbitol  (Lo  Bianco  y

cols,   2000;   Matsumoto,   2008;   Deguchi   y   cols.,   2002,   Kanayama   y   cols   2007;

Veeranagamallaiah y cols.,  2009).  O`tra posibilidad interesante consiste  en estudiar las

variaciones en los niveles y distribuci6n de la expresi6n de este gen en plantas de tipo

silvestre y mutante sometidas a las condiciones ya mencionadas.
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Una  vez  conocidas  la  expresi6n  y  localizaci6n  subcelular  de  f4fs6PDzr,  es

indispensable  realizar  ensayos  de  actividad  con  diferentes  sustratos para  establecer  si

presenta preferencia hacia  la reducci6n de  glucosa-6-fosfato  utilizando  NADPH y  las

condiciones  en  que  esta  proteina  presenta  actividad.  Tambi6n  seria  muy. interesante

determinar si utiliza manosa-6-fosfato  como  sustrato y  comparar la  cin6tica de  ambas

reacciones,  ya  que  manitol  es  otro  alcohol  de  azticar presente  en ,4.  £7zcz/i.cz7?cz  (Fiehn y

cols,  2000;  Rizhsky y cols,  2004), y M6PR utiliza tambi6n NADPH  como  co factor y

posee el sitio conservado IPKS (Figura 5; Everard y col, 1997).

Considerando  ademas  la  relaci6n  entre  la  exposici6n  a  estr6s  abi6tico  y  la

expresi6n de S6PDZJ en Rosaceas, junto al aumento de la tolerancia a estr6s observada

en plantas transformadas para expresar esta enzima (secci6n  1.2), un tema de estudio a

mediano plazo consiste en el analisis del promotor de .4js6PDfr. Este puede realizarse

por m6todos  bioinformaticos,  explorando  la presencia  de  sitios  que  regulen  en  cz.s  la

expresi6n de este gen, o bien transfomando plantas con vectores que unan el promotor a

genes reporteros para examinar su expresi6n.  A mas largo plazo, y dependiendo de la

actividad y  las  condiciones  en  las  quales  se  expresa .4fs6f'DfJ,  se puede  utilizar  esta

enzima con fines biotecnol6gicos, para la generaci6n de plantas de inter6s comercial y

con  alta  tolerancia  al  estr6s:  1a  expresi6n  de  una  S6PDH,  potencialmente  con  bajos

niveles   de   actividad,   1es   permitiria  acumular   sorbitol  para  obtener  los  beneficios

(resistencia a estr6s abi6tico, etc.) pero no las desventajas observadas (disminuci6n del\
crecimiento,  senescencia  temprana,  etc.)  cuando  este  metabolito  se  encuentra  i  altas

concentraciones.
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8.   CONGRESOS
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