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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 plantaginiceas y rosiceas, siendo sintetizado a partir de glucosa-6-fosfato por la
sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH), la enzima clave de esta via. Esta protgina se
ha expresado en plantas que no acumulan sorbitol, obteniéndose organismos con mayor
resistencia al estrés abidtico 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 SOPDH se encuentran en numerosas especies no-
plantaginedceas y no-rosiceas que acumulan sacarosa, cuya expresion se asocia
principalmente al estrés osmotico. Una de estas especies es Arabidopsis thaliana, 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 AtS6PDH. Este consistié en el analisis in silico e in vivo‘. de 1a
expresion del gen, de su secuencia y su clonacién como proteina de fusién con GFP para
determinar su localizacién subcelular. Un error de apareamiento de partidores permiti6
crear también un vector que deberia ser capaz de gatillar silenciamiento génico de
AtS6PDH para estudios futuros. Los resultados revelan una Aldo/Ceto Reductasa
citosolica con alta identidad a otras S6PDHs (>66%) que se expresa en diversos 6rganos
durante gran parte del ciclo de vida de esta planta. Estudios futuros podrian permitir su
uso biotecnolégico para la produccién de sorbitol a bajas concentraciones, otorgando

tolerancia al estrés osmoético a plantas incapaces de sintetizar este compuesto.
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ABSTRACT
Polyols are carbohydrates that can be transported through the phloem of plants, which
have several metabolic advantages and are the main 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 osmoticA stress. One of these is Arabidopsis thaliana, 'where
two potential SOPDH open reading frames can be found. In this thesis, preliminar
research on one of these sequences, named AtS6PDH, was performed. The gene
sequence and the in silico and in vivo expression profiles were analysed. AtS6PDH was
also cloned as a GFP-fusion protein to determine its subcellular localization.
Additionally, a primer mismatch allo;ved the creation of a construct that should be able
to trigger post-transcriptional gene silencing of 4zS6PDH for future studies. The results
obtained show that it is a cytosolic Aldo/Keto Reductase with high identity (>66%) to
other S6PDHs which is expressed in several organs during the lifecycle of the plant.
Future studies could develop a biotechnological use of AtS6PDH to produce low-

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

compound.
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1. INTRODUCCION

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

Los poli-alcoholes o alcoholes de aziicar (productos reducidos de azicares
lineales) como manitol, galactitol y sorbitol se encuentran ampliamente distribuidos
entre angiospermas, siendo el manitol el de mayor distribucién (Lewis y Smith, 1967).
Son los Unicos 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
catbono translocado (manitol en las Apiaceae, Oleaceae, 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 utilizacién de poli-alcoholes como principal producto fotosintético implica
varias ventajas: permiten un uso mas eficiente del carbono, proveen mayor tolerancia al
estrés hidrico o salino, proteccion ante radicales hidroxilo y facilitan la movilizacién 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 interaccién planta-patégeno y actfian como
osmorreguladores endégenos y sumideros de poder reductor (Reidel y cols, 2009).

Debido a estas caracteristicas, diversos poli-alcoholes han sido ampliamente
estudiados en diferentes especies. Uno de los que suscita mayor interés es el sorbitol, el
poli-alcohol de mayor presencia en las Plantaginaceae (por ejemplo, llantén y Plantago

maritima) y Rosaceae (que incluye especies como manzano, durazno, damasco, nispero,




almendro, etc.). Esta molécula se sintetiza como producto primario de la fotosintesis en
las hojas, a partir de glucosa-6-fosfato (G6P, Figura 1). Este compuesto se transforma en
sorbitol-6-fosfato (S6P) por la accién de la sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH;
también llamada aldosa-6-fosfato reductasa, A6PR) y luego es desfosforilado por la
sorbitol-6-fosfato fosfatasa (S6PP). Ademas, una via menor de sintesis (activa s6lo en
hojas jovenes) usa la NADP-sorbitol deshidrogenasa (NADP-SDH) para reducir
directamente glucosa en sorbitol (Yamaki, 1995). Luego, el sorbitol se acumula en
células compafieras del floema, al cual se incorpora gracias a transportadores de poli-

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

Transporte
Foto- Foema
sintesis
y

)

Glucosa (!GP Sorbitol
SOX nan< \ NAD-SDH
(o [y o
DPSDH Glucosa Fructosa

Nenl\ N
Sorbitbl Sacarosa

Figura 1: Metabolismo del sorbitol en hojas y érganos sumidero. El sorbitol es sintetizado por S6PDH y
S6PP en hojas maduras y también por NADP-SDH en hojas jévenes. 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. NAD-SDH: NAD-sorbitol deshidrogenasa. SOX: sorbitol oxidasa.
{(Modificado de Kanayama y Odanaka, 2000).




a los organos sumidero (raices, hojas inmaduras y frutos) donde se acumula en las
vacuolas de las células del parénquima, 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 glicélisis.

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

Las enzimas del metabolismo de sorbitol que presentan mayor actividad son
S6PDH (en hojas maduras) y SDH (en frutos), y se les considera los pasos claves en su
sintesis y degradacién, respectivamente (Kim 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 conversién reversible de G6P a S6P, con una Km entre 2,22 y 3 mM para S6P
y entre 13,9 y 20 mM para G6P (Hirai, 1981; Negm y Loescher, 1981). La reaccién se
desplaza hacia la produccién de sorbitol-6-P, utilizando NADPH como cofactor
(Kanayama y Odanaka, 2000; Yamaki, 1995), y siendo inhibida por ATP (Matsumoto,
2008). La mayor actividad de esta enzima para la reduccion de G6P se registra a pH
ligeramente alcalino, entre 7 y 9; mientras que para la oxidacién de S6P sdlo se
encuentra actividad a pH 9,5-9,8 (Hirai, 1981; Negm y Loescher, 1981). De esta forma,
en el citosol de las células (cuyo pH se aproxima al neutral) se favorece la formacién de
sorbitol.

La sintesis de, sorbitol comparte el sustrato (G6P, Figura 1) con la via de sintesis
de sacarosa en el citosol (ya que aun en plantas que transportan principalmente poli-

alcoholes, se mantiene la sintesis y utilizacién de sacarosa), por lo que se ha propuesto




una posible co-regulacién entre estas dos vias (Zhou y Cheng, 2008). En numerosos
estudios, lineas transgénicas de Rosaceas con sobre-expresion o silenciamiento éénico
de S6PDH presentan alteraciones en la tasa de particién del carbono entre sorbitol y
sacarosa, acumulacién de almidén e incluso incremento en los azicares totales de las
hojas, frutos y dpices meristematicos, sugiriendo que la expresiéon de S6PDH tiene un
papel importante en la distribucién del flujo de carbono. Estas alteraciones, que no
afectaron el crecimiento vegetativo de la planta, indican que la tasa de particién de
carbono entre sacarosa y alcoholes de aziicar se encuentra bajo un estricto control
metaboélico, 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, la evidencia indica que la regulacién de
S6PDH ocurre principalmente a nivel transcripcional, con una correlacién 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), nispero (Bantog
v cols., 2000), y pera (Deguchi y cols, 2002).

La expresion de S6PDH se ve alterada ante condiciones de estrés abi6tico. Ante
bajas temperaturas, estrés osmético o presencia de acido abscisico (ABA), la expresion y
actividad de esta enzima se incrementa y se acumula sorbitol (Lo Bianco y cols,.ZOOO;
Matsumoto, 2008; Deguchi y cols., 2002, Kanayama y cols., 2007; Veeranagamallaiah y
cols., 2009). Se ha propuesto que la acumulacién de este metabolito retiene agua en
situaciones de estrés hidrico (Sheveleva y cols., 1998), y la alta concentracién de
sorbitol puede proveer proteccion a proteinas y membranas celulares bajo estrés salino,

frio y sequia (Deguchi y cols., 2002). En Plantago maritima, altas concentraciones de
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sal inducen la acumulacién de sorbitol en el citoplasma y mayor expresion de
transportadores de sorbitol en el floema para igualar el potencial osmético con la
vacuola, que acumula NaCl para incrementar la tolerancia a salinidad de esta halofita
(Ahmad y cols, 1979, Pomerrenig y cols, 2007).

La actividad osmoprotectora del sorbitol no sélo se observa en Rosaceas o
Plantaginiceas. En plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) y caqui japonés (Diospyros
kaki; ambas translocan sacarosa) transformadas para expresar S6PDH, se ha observado
Ia presencia de sorbitol — demostrando que esta enzima es suficiente para la sintesis de
esta molécula — acompafiada de un incremento en la tolerancia al estrés osmético (Gao 'y
cols, 2001; Matsumoto, 2008). La sintesis de sorbitol también 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 poli-alcohol, formando
complejos que le permiten ser transportado por el floema, aumentando su movilidad
(Blevins y Lukaszewski, 1998).

Si bien la expresién de S6PDH y acumulacion de sorbitol implican varias
ventajas, cuando éste se presenta a altas concentraciones en tabaco (mayores a 15
umol/g peso fresco) también se puede observar pérdida de clorofila, lesiones necréticas
en las hojas, infertilidad, incapacidad para desarrollar raices y disminucién del
crecimiento dependientes de la concentracién de sorbitol (Sheveleva y cols., 1998).
Algunos de estos efectos también se han observado en cafia de azicar (Saccharum

hybrids; Chong y cols, 2007) y caqui japonés; sin embargo en este 1ltimo se presentaron

fenotipos enanos sin lesiones necréticas a conceniraciones entre 20 y 50 pmol/g peso




fresco, lo que plantea la existencia de especies tolerantes a altas concentraciones de
sorbitol (Gao y cols, 2001; Deguchi y cols., 2004). Debido a que en estos experimentos
las plantas con menor acumulacién de sorbitol no presentan una disminucién en su
crecimiento, se ha sugerido la existencia de una concentracién umbral de este alcohol de
aziicar 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 acumulacién de

sorbitol a los fenotipos observados.

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

Se han encontrado proteinas similares a las enzimas de la via de sintesis del
sorbitol ampliamente distribuidas en plantas no-rosaceas y no-plantaginiceas, y que
acumulan sacarosa. Por ejemplo, se ha encontrado actividad SDH en semillas de soya,
endosperma de maiz y frutos de tomate (Matsumoto, 2008; Ohta y cols., 2005). También
se ha encontrado expresion de una aldosa reductasa (ALR), con produccién de sorbitol a
partir de D-glucosa, en Setaria italica, 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 monocotiledéneas, dicotiledéneas y gimnospermas
divergentes entre si (Matsumoto, 2008).

El aumento de actividad de estas enzimas en plantas no-Rosiceas o no-
Plantaginaceas se asocia principalmente a la tolerancia al estrés, participando en las

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

1979). En el endosperma de maiz, la presencia de SDH también se correlaciona con la




regeneracién de NAD' y la mantencién del estado redox de la célula, que incrementa la
expresion de SDH ante concentraciones altas de azicar y bajas de oxigeno (Morais de
Sousa y cols., 2008). En Arabidopsis thaliana, una Brassicaceae tolerante al frio y el
organismo més utilizado como modelo de estudio en plantas, se ha detectado presencia e
incremento de sorbitol en plantas expuestas a estrés por frio (Kaplan y cols., 2004), el
cual altera la fluidez de las membranas, interrumpiendo la respiracién aerébica (Christie
y cols., 1991). En estas condiciones, también aumentan los niveles de la hormona ABA,
que induce expresién de genes de tolerancia al frio, incluyendo el mRNA vy la actividad
de la alcohol deshidrogenasa (ADH), que cataliza la reduccion reversible de aldehidos a
alcoholes (Jarillo y cols., 1993).

En comtn con la gran mayoria de especies vegetales, 4. thaliana 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 es.pecies
Rosaceas. Trabajos anteriores en el laboratorio de Biologia Molecular Vegetal han
mostrado que AtSDL es citosélica 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 4. thaliana (Kaplan y cols., 2004)
sugiere fuertemente que se requeriria de una enzima para sintetizar sorbitol en este
organismo, la que no ha sido descrita. Se propone que esta enzima es una S6PDH, y no
una NADP-SDH (seccién 1.1), dado que AtSDL es el tinico ortélogo a las SDHs de
otras especies en A. thaliana, y se ha mostrado que esta enzima usa NAD+, y no NADP,

como cofactor (Mandujano, 2010). Considerando los efectos desfavorables observados




en tabaco y cafia de aziicar con acumulacién de sorbitol a altas concentraciones (séccion
1.2), la existencia de S6PDHs provenientes de no rosaceas constituye un interesante
tema de estudio, ya que el uso biotecnolégico de una S6PDH de 4. thaliana,
potencialmente con una actividad menor que las ya descritas, posibilitaria la

acumulacién de sorbitol en otras especies mediante su transformacién génica para tener
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los beneficios de bajas concentraciones (movimiento de boro, resistencia a estrés
osmoético, etc.) y no las desventajas de altas concentraciones (infertilidad, senescencia

temprana etc.) de este metabolito.

1.4 Investigacion propuesta

En el genoma de A. thaliana, existen dos ORF, At2g21250 y At2g21260, que
presentan una alta homologia con S6PDH de diversas Rosaceas (entre 65 y 82% de
identidad aminoacidica, seccion 5.1.2). Estas secuencias constituyen fuertes candidatos a
S6PDH propios de este organismo, cuyo estudio se inicié con este Seminario de Titulo.
Cabe destacar que no existen trabajos anteriores que estudien estos ORFs. Como primera
aproximaci6n, el estudio de la expresién génica de una de estas secuencias puede
proporcionar indicios sobre su papel en el metabolismo de la planta. Ademas, debido a
que la acumulacién de sorbitol que causa el efecto osmoprotector ocurre en el citc;sol de
la célula (Deguchi y cols., 2004), la localizacién subcelular del producto génico de una

de estas secuencias candidatas también es un importante aspecto a estudiar.
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1.5 Estrategia desarrollada.

La estrategia para cumplir los objetivos planteados consiste en el estudio de una
de las secuencias candidatas a través de herramientas bioinformaticas, técnicas de
biologia molecular y transformaciéon genética. Utilizando recursos y algoritmos
disponibles en la web, se analizaron ambas secuencias candidatas y, en base a similitud
respecto a S6PDH de rosiceas, nimero de lineas mutantes disponibles y longitud del
promotor, se escogié una para luego determinar su expresion y localizacién subcelular
experimentalmente.

Para ello, se aisl6 la secuencia seleccionada a partir del mRNA de 4. thaliana y
se clond en un vector binario. Un vector binario permite realizar los pasos de clonacion
iniciales en Escherichia coli para luego transferir el vector a Agrobacterium
tumefaciens, que se encarga de la transformacion génica del tejido vegetal. Este vector
ademas es capaz de fusionar el producto génico de la secuencia de interés al gen
reportero GFP (Proteina Fluorescente Verde), bajo el conirol de un promo’;or de
expresién constitutiva (CaMV35S, virus del mosaico de la coliflor) (Curtis y
Grossniklaus, 2003). Debido al pequefio tamafio de A. thaliana, y el largo periodo de
tiempo requerido para obtener plantas transgénicas, se realizG una transformacion
transitoria en N. fabacum mediante la agro-infiltracién para determinar la localizacion
subcelular de la proteina de fusién via microscopia de fluorescencia. Ademads, se
determiné la expresién de la secuencia de interés mediante RT-PCR en distintos 6rganos

de la planta.




2. HIPOTESIS

El ORF At2g21250 de Arabidopsis thaliana, una posible S6PDH propia de este
organismo, se expresaria in vivo y su producto génico se localizaria en el citosol de las

células.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Analizar la expresion de AtS6PDH en Arabidopsis thaliana y determinar la

localizacién subcelular de AtS6PDH-GEP.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 Analizar la expresion del gen AtS6PDH desde datos de microarreglos y
verificarlos experimentalmente.

3.2.2 Clonar el cDNA de AtS6PDH desde hojas de Arabidopsis thaliana.

3.3.3 Construir un vector para sobreexpresar transitoriamente AtS6PDH-GFP en hojas

de Nicotiana tabacum 'y obseryar la localizacién subcelular de la proteina.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material Bioldgico

4.1.1 Crecimiento de Arabidopsis thaliana v Nicotiana tabacum

Se sembraron semillas no estériles de 4. thaliana Col-0 y N. tabacum silvestre
(wild type o wt) en cultivo hidropénico descrito por Gibeaut (Gibeaut, 1997). Estas se
dejaron crecer durante 6-8 semanas a 23 °C, con 16 hrs de fotoperfodo a 4500-6500 lux.

4.1.2 Crecimiento de bacterias; Escherichia coli v Agrobacterium tumefaciens.

Las bacterias E. coli de la cepa DH50,, DB3.1 y OneShot se crecieron en medio
LB liquido [NaCl 1% (p/v), Triptona 1% (p/v), Extracto de Levadura 0,5% (p/v), pH 7 a
25 °C] o solido [la mezcla anterior suplementada con agar 1,6% (p/v)] durante 16-18 hrs
a 37 °C, con agitacién de 220 rpm para el cultivo liquido. El medio LB se suplement6
con antibidtico (espectinomicina o kanamicina 100 pg/mL) para la seleccién de las
colonias transformadas.

Las bacterias A. tumefaciens de la cepa GV3101 se crecieron en medio LB
liquido y s6lido durante 36-48 hrs, a 28 °C, con agitacién de 200 rpm para el cultivo
liquido. El medio LB fue suplemen’;ado con los antibidticos rifampicina (10 pg/mL),
gentamicina (100 pg/mL) y kanamicina (100 pg/mL) para la seleccién cromosémica de

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

4.2. Preparacion de células competentes
Se prepararon células de E. coli (cepa DH50) y 4. tumefaciens (cepa GV3101)
para hacerlas competentes, es decir, capaces de incorporar DNA exo6geno dado un

estimulo determinado (shock térmico o un pulso eléctrico).




4.2.1 E. coli DH5a. Quimiocompetentes

Se crecid hasta saturacion un pre-in6culo (100 pL de células) en 5 mL de medio
LB (seccién 4.1.2) y 0,9 pL de acido nalidixico 100pg/mL a 37 °C durante 16-18 hrs
con agitacion. Luego se tom6 1 mL de células y se pasé a 100 mL de medio LB con 30
uL de Acido nalidixico. Se dejé crecer (3 hrs, 37 °C) con agitacién, hasta alcanzar una
D.0O.g00 de 0,4-0,5. Se centrifugd (1600 g, 4 °C, 10 min) y se resuspendieron las células
en 10 mL de CaCl; 0,1 M estéril. Se centrifugd nuevamente (1100 g, 4 °C, 5 min) y se
resuspendi6 en 10 mL de CaCl, 0,1 M. Se incub¢ en hielo por 30 min y nuevamente se
centrifugd (1100 g, 4 °C, 5 min). Finalmente, se resuspendieron las células en 2 mL de
CaCl, 0,1 M y se agreg6 600 pL de glicerol estéril. Para finalizar, se separaron las
células en alicuotas de 200 uL y se almacenaron a -80 °C.

422 E. coli DH50, Electrocompetentes

Se creci6 hasta saturacion un pre-indculo de células (5 mL) en medio LB (16-18
hrs, 37 °C), con agitacion (seccién 4.1.2). Se tomé 1 mL, se agregaron 49 mL de medio
fresco y se crecid (2 hrs, 37 °C) con agitacion (seccion 4.1.2) hasta una D.O.g00 de 0,5 —
0,8. Se centrifugd (8500 g, 4 °C, 10. min) y se descartd el sobrenadante. En hielo, se
resuspendieron las células en 1 volumen de agua estéril fria y se centrifugé (8500 g, 4
°C, 10 min). Se resuspendieron las células en medio volumen de agua estéril fria y se
centrifugd (8500 g, 4 °C, 10 min). Se resuspendieron las células en 10 mL de glicerol
10% estéril y frio, se centrifugd (8§00 g, 4 °C, 10 min) y se agregaron 500 pL de
glicerol 10% estéril y frio. Se separaron las células en alicuotas (40 pL) y se

almacenaron a -80 °C.
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423 A tumefaciens GV3101 Quimiocompetentes

Se crecid hasta saturacién un pre-indculo de células (500 pL) en 25 mL de LB
(seccidon 4.1.2) con rifampicina 10 pg/ml y gentamicina 25 pg/mL. Se dej6 a 28 °C con
agitacion durante 16-18 hrs. Posteriormente, se llevé el cultivo a 100 mL de LB (con los
mismos antibidticos) y se incub6 a 28 °C, hasta alcanzar una D.O.gp9 de 0,5. Se incubd
en hielo (10 min) y se centrifugd (3000 g, 4 °C, 20 min). Se resuspendieron las células
en 1 mL CaCl, estéril 20 mM y se separaron en alicuotas de 200 pL, que fueron

congeladas en N liquido y almacenadas a -80 °C.

4.3. Bioinformatica.

4.3.1 Analisis de secuencias: Alineamientos, dendrograma v localizacién subcelular.

Las secuencias proteicas utilizadas en estos andlisis se obtuvieron desde la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbinlm.nih.gov/protein/). En la Tabla I se detalla el niimero de acceso de
las secuencias utilizadas en el desarrollo de este trabajo, el organismo a la cual
pertenecen y el producto génico de dichas secuencias, incluyendo ambas secuencias
candidatas (NP_179721.1 y NP_179722.1).

Para identificar sitios conservados en estas secuencias, se utilizaron Ilas
herramientas ScanProsite del Swiss Institute of Bioinformatics
(http://expasy.org/prosite) e InterProScan del European Bioinformatics Institute

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScary/).
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Tabla I: Secuencias utilizadas en este Seminario de Titulo. Se indica el organismo del cual proviene la secuencia,
el codigo de acceso y la descripcion de su producto génico.

Género y especie Dm"pdé;;: ::I %‘2‘3;“0 éales N° de acceso
Amelanchier alnifolia S6PDH dependiente de NADP AALB6682.1
Apium graveolans M6PR dependiente de NADPH AAB97617.1
Arabidopsis thaliana posible M6PR dependiente de NADPH | NP 179721.1
Arabidopsis thaliana posible M6PR dependiente de NADPH NP 179722.1
Holodiscus microphyllus | SOPDH dependiente de NADP AAL86685.1
Kageneckia oblonga S6PDH dependiente de NADP AAL86678.1
Malus domestica S6PDH dependiente de NADP BAA01853.1
Phelipanche ramosa M6PR dependiente de NADPH AAG15839.2
Prunus dulcis S6PDH dependiente de NADP AALS86653.1
Prunus persica S6PDH dependiente de NADP ABQ45405.2
Triticum aestivum M6PR dependiente de NADPH AAP80625.1
Zea mays S6PDH dependiente de NADP NP _001152936.1

Los alineamientos multiples de secuencias se ejecutaron con ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), mientras que el dendrograma se

obtuvo con MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Este programa realizo

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

(UPGMA) y un modelo de estimacion de distancia p-distance. La localizacion

subcelular predicha de A1S6PDH se obtuvo desde The Subcellular Arabidopsis Database

(SUBALII, http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/), mientras que para analizar su expresion,

se utilizo6 el recurso Arabidopsis eFP Browser del servidor del Botany Array Resource

(BAR, http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Este, a su vez, utiliza datos de

microarreglos (Affymetrix ATH1 array) obtenidos por Schmid y cols (2005) y del

AtGenExpress Consortium Data (http://igrt0.psc.riken.jp/AtGenExpressJPN/).
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4.3.2 Disefio y verificacion in silico de partidores de PCR

Para clonar AtS6PDH, se disefiaron partidores (Tabla II) utilizando la secuencia
nucleotidica de At2g21250 disponible en The Arabidopsis Information Resource (TAIR,
www.arabidopsis.org). Segun TAIR, la secuencia genémica de AtS6PDH contiene 1981
nucleétidos, incluyendo 6 exones, 5 intrones y las regiones no traducidas 5’ y 3’ (Figura
2). Debido a la gran identidad de AtS6PDH con el loci adyacente At2g21260 (93% de
identidad en la region codificante), se incorporaron en los partidores secuencias de las

regiones 5’UTR y 3°’UTR, que presentan mayor variabilidad.

S6XbaF
3'UTR
1 2 3 4 § 6
?‘\
. S6SalR2
¥ U gDNA AtS6PDH S6SalR

1981 bp
Figura 2: Esquema de la estructura del gen 42§6PDH. Se indican los exones 1-6 con flechas naranja y se destacan
las regiones no traducidas 5’ y 3’ (5’UTR y 3’UTR). Ademds, se indica la localizacién de los partidores S6XbaF,
S6SalR y S6SalR2 (flechas rojas).

El partidor S6XbaF consta de 36 nucleétidos que hibridan con la porcién 3' de la
region 5°’UTR y los dos primeros codones de AtS6PDH. Ademds posee un sitio de
restriccion Xbal entre los nucleétidos 8-13.

Los partidores S6SalR y S6SalR2 por su parte, se componen de 36 nucle6tidos
que hibridan con el tltimo codén de la region codificante y el inicio de la regi6n 3°UTR.
Ambos poseen un sitio de restriccion para Sall entre los nucle6tidos 8-13 y 7 nucle6tidos
arbitrarios en el extremo 5°. En el partidor S6SalR, s6lo 3 de estos nucleétidos hibridan

con la secuencia de AtS6PDH, por lo que se redisefi6 para mejorar su especificidad de
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forma que en el partidor S6SalR2 los 7 nucleétidos iniciales hidridan con la secuencia de

AtS6PDH.

Se evaluaron el Tm de todos los partidores y la probabilidad de que formen

dimeros y horquillas con la aplicaciéon OligoAnalyzer disponible en el servidor del

IDT (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx).

La

especificidad de los partidores se evalué in silico por BLAST de contra el genoma de A.

thaliana (http://www .arabidopsis.org/Blast/index.jsp).

Tabla II: Partidores utilizados.

Nombre

Secuencia

Descripcién

GAPA
E

5'-GGTAGGATCGGGAGGAAC-3'

Hibrida con una regién interna 5' del
gen y/o cDNA de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa. Junto con
GAPAR, amplifica un producto de
300 pb

GAPA

5'-GATAACCTTCTTGGCACCAG-3'

Hibrida con una regién interna 3' del
gen y/o cDNA de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa. Junto con
GAPAF, amplifica un producto de
300 pb

188 5

5’-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3’

Hibrida con la region 5° del gen y/o
cDNA del rRNA 18S. Junto con 18S
3', amplifica un producto de 200 pb.

188 3’

5’-ACAATGATCCTTCCGCAGGT-3’

Hibrida con la regién 3’ del gen y/o
cDNA del rRNA 18S. Junto con 188
5', amplifica un producto de 200 pb.

oligoAp

5'-CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTITTTTTTTT-3'

S6SalR

5'-CATGACCGTCGACTTTAGATAGAGAGAGTGTGAAGC-3'

Hibrida con la sefial poli-A
en la region 3' de los mRNA.

Contiene sitio de corte para Sall (rojo)
y el ltimo codén codificante (azul).
Junto con S6XbaF, amplifica un
producto de 1 kb

S6SalR2

5'-CTTCATTG TCGACTGTAGATAGAGAGAGTGTGAAGC-3'

Contiene sitio de corte para Sall (rojo)
y el dltimo codén codificante (azul).
Junto con S6XbaF, amplifica un
producto de 1 kb

S6XbaF

5'-CAGGACGTCTAGAGAGAAGCAGAGAAAGAAATGGAG-3'

Contiene sitio de corte para Xbal
(rojo) y el coddn de inicio de la
traduccion (azul). Junto con S6SalR o
S6SalR2, amplifica un producto de 1
kb
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4.4. Extraccién de DNA gendmico desde hojas de A. thaliana.

Se probd la eficacia de los. partidores amplificando AtS6PDH desde DNA
genémico de A. thaliana. Para extraer el DNA, se utilizé una variante del método CTAB
(Doyle y Doyle, 1987). Se congelaron 100 mg de hojas en N; liquido, se molieron con
un pistilo plastico y se agregaron 700 pL de Buffer CTAB 2X [CTAB 2% p/v; Ne;Cl 1,4
M; Tris-HC1 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM; f-mercaptoetanol 0,1% v/v (agregado
antes de usar)]. Se incub6 a 65 °C durante 1 hr, mezclando por inversién cada 5 min. Se
eliminaron los restos de hoja mediante centrifugacion (20.000 g, 5 min) y se rescatd el
sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrifuga. Luego se agregaron 700 pl. de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitdé por 5 min. La mezcla fue centrifugada
(6900 g, 5 min) y se rescatd 500 pL de la fase superior a un nuevo tubo. Se repiti6 la
extraccién con cloroformo:alcohol isoamilico y la separacién de fases por
centrifugacion, y se rescaté 300 pL de la fase superior. Posteriormente, se agregar(-)n 250
pL de isopropanol, se incubd (-20 °C, 20 min) y se centrifugé a 20.000 g por 15 min. Se
lavé el sedimentado de DNA con 500 pL de etanol 70%, se centrifugd brevemente (~ 1
min) y se descartd el sobrenadante. Finalmente, se secaron las muestras al aire y se

resuspendié el DNA en agua nanopura.

4.5. Comprobacién de la calidad y cuantificacién de acidos nucleicos.
4.5.1 Cuantificacién

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

espectrofotémetro (NanoDrop®ND-1000 UV-Vis) y se midi6 la Aze. Ademas, se
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determiné la pureza de las muestras a través de las relaciones Aago/Azgo y Azo/Az3o. Para
que una muestra se considere pura, el radio Asso/Azs0 debe ser cercano a 1,8 (si la
muestra es de DNA) o a 2 (si la muestra es de RNA). Valores més bajos que éstos
indican contaminacién por proteinas o fenoles. El radio Ajs0/A330 debe encontrarse entre
1,8 y 2,2 para una muestra pura, ya que valores mas bajos se deben a la presencia de
solventes organicos, algunas sales y proteinas.

4.5.2 Integridad v calidad

Se determiné la integridad del DNA y RNA por electroforesis en geles de
agarosa 1% p/v. El gel fue preparado en tampén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1
mM pH 8) y bromuro de etidio 1 pg/mL. Se mezclaron 5 pl. de cada muestra con 1 pL.
de buffer de carga (6X DNA Loadir'{g Dye de Fermentas®) y se coloco ¢l gel en una
cdmara de electroforesis con buffer TAE 1X a una diferencia de potencial de 100 V
durante 30 min para muestras de DNA. Para las muestras de RNA se cargaron 3 pL de
muestra y se utilizé una diferencia de potencial de 65 V durante 15 min. Se visualizaron
las bandas en una cémara oscura equipada con un transiluminador UV y se usé
GeneGenius Classic (SynGene®) par; captar y analizar las imagenes.

Ademds, se comprobé la calidad del DNA por PCR, mediante la amplificacién
de los genes GAPA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) y 18S. La mezcla de la
reaccién consistié en 1X NH; Reaction Buffer de Bioline, MgCl, 3 mM, dNTPs 0,2
mM, partidores GAPA F y GAPAR 6’,5 pM cada uno (Tabla II), 1 U de Biolase™ DNA

Polymerase de Bioline y 1 uL del DNA de A. thaliana (seccién 4:4) como molde en un

volumen final de 20 pL. El programa de PCR del termociclador consistié de 5 min de
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denaturacién inicial a 95 °C, seguidos por 30 ciclos con 30 seg de denaturacién a 95 °C,
40 seg de apareamiento de partidores con el blanco a 52 °C y 40 seg de extension de la

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

mantuvieron las muestras a 10 °C.

4.6. Reaccion de PCR para amplificar AzS6PDH desde DNA genémico de A.
thaliana.

Se probaron los partidores disefiados (seccion 4.3.2) amplificando por PCR el
gen AtS6PDH desde DNA genémico de A. thaliana. La mezcla de la reaccién consistio
en Buffer Paq 1X de Stratagene (que contiene MgCl, 2 mM), dNTPs 0,2 mM, partidores
S6XbaF y S6SalR2 0,5 uM cada uno (Tabla II), 1 U de Paq5000™ DNA Polimerasa de
Stratagene y 1 pL del DNA de 4. thaliana (seccién 4.4) como molde en un volumen
final de 20 pL. El programa de PCR consistia de: 2 min en “Hot-Start” a 95 °C, luégo se
detuvo la reaccidén y se agregé la enzima. Se retomo el programa con una denaturacidn
inicial (3 min, 95 °C), y 40 ciclos de denaturacién (95 °C por 1 min), apareamiento de
partidores con el blanco (55 °C, 1 min) y extensién (72°C por 2 min). Se finalizé con

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

4.7. Extraccién de RNA desde A. thaliana.
Para amplificar el cDNA de AtS6PDH, se extrajo RNA desde tallo, hojas rosetas,

hojas caulinares y flores de plantas dé 6-8 semanas de edad por extraccién fendlica con
RNA-Solv® Reagent de Omega Bio-Tek siguiendo el protocolo descrito por el

fabricante. La integridad y calidad del RNA extraido se verificé por electroforesis en
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geles de agarosa 1% (secci6én 4.5.2), donde se comprobd la presencia de dos bandas
correspondientes al rRNA 28S y 16S. La cuantificacién y pureza de las muestras se

determiné utilizando el NanoDrop®ND-1000 UV-Vis (seccion 4.5.1).

4.8. Reaccion de Transcripcion Reversa (RT-PCR).

4.8.1 Tratamiento con DNAsas

Se eliminaron posibles restos de DNA en las muestras de RNA por tratamiento
con DNasa. Se prepard una mezcla que consistié en 1 pg de RNA total, 1 U de DNasal
Fermentas, Buffer DNasal 1X Fermentas y 10 U de RiboLock™ RNase Inhibitor de
Fermentas en un volumen de 10 pL. Se incubd la mezcla (37 °C, 30 min), luego se dejé

en hielo y se agregd 1 pl. de EDTA 25 mM para detener la reaccion.

4.8 2 RT-PCR para obtener cDNA de AtS6PDH

Se desarrollaron las reacciones de RT-PCR utilizando el sistema RT-Improm-
II™ Reverse Transcription System (Promega). En un volumen de 20 plL, se mezcl6 0,5
pg del RNA tratado con DNasal, 1X Improm-II™ Reaction Buffer, 1 pL de Improm-
II™ RT, MgCl, 3 mM, dNTPs 0,2 mM y 0,5 pM de partidor oligoAp (para determinar la
expresion in vivo de AtS6PDH) o-S6SalR2 (para clonarlo). La mezcla final est4
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 pg del RNA se les agrega la
misma mezcla pero sin enzima, como controles de presencia de DNA en las muestras.

La reaccién se llevd a cabo en un termociclador, que ejecutd el siguiente

programa: 70 °C por 5 min para desenrollar las hebras de RNA (durante los cuales se
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incub6 la mezcla de RNA y partidor). Luego se dejaron las muestras en hielo y se afiadi6
el resto de la mezcla de la reaccion. Se continud el programa (25 °C, 5 min), que
permitié el apareamiento del partidor con el RNA, seguidos por una extension del cDNA
(42 °C, 60 min) y la inactivacion de la enzima (70 °C por 15 min).

4.8.3 Reaccién de PCR para determinar expresion de AtS6PDH

Se utiliz6 el producto de la seccién anterior (4.8.2) como DNA molde para esta
reaccion, siendo el tamafio del fragmento esperado de 993 pb (~1 kb). Para determinar la
expresién in vivo de AtS6PDH, la mezcla de la reaccion se compuso de 1X NH4
Reaction Buffer de Bioline, MgCl, 3 mM, dNTPs 0,2 mM, partidores S6XbaF y

S6SalR2 (0,5 uM cada uno; Tabla II), 1 pL del cDNA molde y 1 U de Biolase™ DNA

Polymerase de Bioline en un volumen de 20 pL. La amplificacién se efectué en un
termociclador bajo el siguiente programa: 2 min de denaturacién inicial a 94 °C, luego
40 ciclos de denaturacion (94 °C, 45”), apareamiento de partidores con el DNA ﬁolde
(55 °C, 1 min) y extension de la poli;nerizacic’)n (72 °C por 1’ 15”). Se finaliz6 con una
extension (10 min, 72 °C) y luego se mantuvieron los productos de la reaccién a 10 °C.

4.8.4 Reacciéon de PCR para clonar cDNA de AsS6PDH

Para clonar AtS6PDH sin errores de amplificacion, se utilizd la enzima de alta
fidelidad Pfu DNA Polimerasa de Fermentas. Para esta reaccion, la mezcla consistio en
Buffer Pfu 1X + MgSO; 2 mM, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de partidor S6XbaF y
S6SalR, 1 pL. de cDNA molde y 0,5 U de Pfu DNA Polimerasa. La reaccion se efectud
en un termociclador bajo el siguiente programa: 2 min en “Hot-Start” a 94 °C, luego 2

min de denaturacién inicial en presericia de la enzima a 94 °C, seguidos por 40 ciclos de
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denaturacion (94 °C, 45”), apareamiento de partidores con el cDNA molde (55 °C, 1,5
min) y extensién de la polimerizacion (72 °C, 3°). Se finaliz6 con una extensién (10 min,

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

4.9. Clonacion de AzS6PDH en el vector bacteriano pCR®8/GW/TOPO®

4.9.1 Purificacion de fragsmentos de DNA desde geles de agarosa

Se cargaron 20 uL del producto de PCR (amplificado con Pfu DNA Polimerasa)
de la seccién 4.8.4 en un gel de agarosa 1% y se resolvid la banda de interés (~1000 pb)
por electroforesis (seccion 4.5.2). Se purificé el cDNA de esta banda mediante el.kit de
purificacién Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

492 Agregado de sobresaliente Adenosina 3° al fragmento purificado

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
clonacién en el vector de entrada, se utilizo el sistema TOPO TA Cloning® System de
Invitrogen, que aprovecha esta caracteristica para la clonacién rapida y eficiente de
productos de PCR. Debido a que la Pfu DNA Polimerasa no presenta actividad
transferasa terminal, los sobresalientes A se agregaron al fragmento, luego de su
purificacién (4.9.1). La mezcla conténia, en un volumen de 10 pL: 60 ng de cDNA
purificado, 1X NH4 Reaction Buffer, MgCl, 3 mM, dATP 0,2 mM y 0,5 U de Biolase™

DNA Polymerase de Bioline. Se incubé (72 °C, 30 min) y Iuego se almacend a -20 °C.
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4.9.3 Clonacién en el vector pPCR®8/GW/TOPO®

Como vector de entrada se utilizo pPCR®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 fosfodiéster
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 clonacién del producto de PCR. La reaccién se llevo a cabo siguiendo
las instrucciones del fabricante, utilizando el producto de PCR tratado en la seccién
4.9.2. Se incubd por 2 hrs a temperatura ambiente y posteriormente se utilizé para
transformar E. coli electrocompetentes

.4.9.4 Transformacion de E. coli electrocompetentes con el vector pCR8-AtS6PDH

Se eliminaron las sales de la mezcla utilizada en la seccién 4.8.3 por didlisis. Se
utiliz6 un filtro MF™-Millipore Membrane Filters de 0,025 pm sobre el cual se depositd
la mezcla y se dej6 dializar bajo campana por 20 min. Se agregd la mezcla dializada a
células electrocompetentes de E. coli. (cepa DH5a), que luego se pasaron a una cubeta
de electroporacion. Las células 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 agregd 1 mL de medio LB liquido a la cubeta, se traspasé todo el contenido a
un tubo de microcentrifuga y se dejo crecer (37 °C, 1 hr) con agitacién. Luego, se

centrifugaron las células (6500 g, 5 min) y después de eliminar el sobrenadante, se

sembraron las células en LB solido suplementado con espectinomicina 100 pg/mL para
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la seleccién de colonias transformadas con el vector. La composicién del medio y
condiciones de cultivo se detallan en la seccién 4.1.2.

4.9.5 Reaccién de PCR de colonias.

Se realiz6 un PCR para amplificar el fragmento 4zS6PDH desde las colonias
resistentes a espectinomicina. La mezcla de PCR utilizada consistio en Buffer Paq 1X de
Stratagene (que contiene MgCl, 2 mM), dNTPs 0,2 mM, partidores S6XbaF y S6SalR
0,5 uM cada uno (Tabla IT), 1 U de Paq5000™ DNA Polimerasa de Stratagene y 1 pL de
una suspension celular de colonias aisladas. El programa aplicado por termociplador
consistia de 4 min de denaturacion inicial a 94 °C, seguidos por 33 ciclos de
denaturacion (94 °C, 45”), apareamiento de partidores con el vector (55 °C, 1 min) y
extension de la replicacion (72 °C, 1° 15”). Se finalizé con una extension (10 min, 72

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

4.10. Minipreparaciones para purificar el vector pCR8-AtS6PDH.

Se crecieron las colonias portadoras de pCR8-AtS6PDH (seccién 4.9.5) en 5 mL
de medio LB liquido segiin lo descrito en la seccién 4.1.2. Para extraer el vector, se
utilizé un derivado del kit casero para miniprep de Kotchoni et al., 2003, que utiliza lisis
celular alcalina de células para luego purificar el DNA por extraccién fendlica y
posterior precipitacion en una solucién alcohdlica fria.

En este sistema, se centrifugé el cultivo (12.000 g, 15 min, 25 °C) y se
resuspendieron las células con agitacién vigorosa, en una solucion de resuspension fria

(100 pL de Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM pH 8, 4 °C). Se traspasé la
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mezcla a un tubo de microcentrifuga y se agregaron 200 pL de solucién de lisis (NaOH
0,2 Ny SDS 1% v/v). Se mezclé por inversion y se dejaron los tubos en hielo (1-2 min).
Luego, se agregd Acetato de Potasio 5 M frio (150 pL), se mezclé por inversidn, se
incubé en hielo (5 min) y se centrifugd (12.000 g, 5 min, 4°C). Se rescataron 400 -uL de
sobrenadante y se extrajeron los 4cidos nucléicos con 200 pL de fenol:cloroformo (1:1).
Se agité vigorosamente y se centrifugd (12.000 g, 5 min, 4 °C) para luego rescatar la
fase superior acuosa. Se precipité el DNA agregando 800 pL de isopropanol enfriado a -
20 °C, se mezcl6 por inversion y se incub6 a -80 °C por 5 min. Se centrifugé (12.000 g,
5 min, 4 °C), se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado con 800 pL de etanol
70% (v/v). Se centrifugd nuevamente (12.000 g, 3 min, 4 °C), se eliminé el sobrenadante
y se dej6 secar el DNA al aire. Una vez seco, se resuspendié el DNA plasmidial en 25
pL de agua nanopura, se agregd 2 ],LL\dC RNasa A (10 mg/mL) y se incub6 por 20.min a
37 °C. Finalmente, se determindé la concentracién y pureza de la muestra por

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

4.11. Comprobacion molecular y secuenciacién de pCR8-AtS6PDH.
4.11.1 Reaccién de PCR para confirmar la presencia del fragmento AtS6PDH.

Se amplificé 4tS6PDH utilizando como molde el DNA plasmidial purificado en
la seccién 4.10. La mezcla y el programa de PCR se describen en la seccién 4.9.5.

4.11.2 Digestién enzimatica para determinar la orientacién de AtS6PDH en pCRS

Se realizé una digestion simple y doble de DNA plasmidial con las enzimas Ncol
y BstEIIl de Fermentas. La mezcla de la digestion consistié en Buffer Tango™ 2X, 0,5

ng de DNA y 5 U de la(s) enzima(s) en un volumen final de 20 puL (37°C, 2 hrs).
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4.11.3 Secuenciacién.

Se utilizaron los partidores universales M13 forward y reverse para secuenciar
AtS6PDH en el vector pCR8-AtS6PDH (Macrogen, USA) y se compararon los
resultados con la secuencia de bases de datos (TAIR, At2221250) para determinar la

presencia de posibles mutaciones ocutridas durante el proceso de la clonacion.

4.12. Clonacion de AsS6PDH en los vectores binarios pMCD84 y pMDC43

4.12.1 Reaccién de recombinacion entre pCR8-AtS6PDH v pMDC84. pCR8-AtS6PDH

y pMDCA43, §

Los vectores binarios pMDC (que confieren resistencia a kanamicina en bacterias
y a higromicina en plantas) son vectores de destinacién compatible con la tecnologia
Gateway® (Curtis y Grossniklaus, 2003). Esta permite transferir con alta eficiencia un
fragmento de DNA flanqueado por sitios de recombinacién (sitios attL o attachment)
desde un vector de entrada como pCRS hasta vectores que contengan sitios de
recombinacién compatibles (affR) a través de una reacciéon mediada por el LR Clonase™
Enzyme Mix de Invitrogen (Karimi et al., 2002). En este caso, se utilizd la tecnologia
Gateway para transferir 44S6PDH (colonia 3, sin coddn de stop; ver seccién 5.3).desde
el vector pCR®8 al vector pMDCSZI (que fusiona el fragmento de interés a GFP C-
terminal) y AtS6PDH (colonia B, con codén de stop; ver seccion 5.3) desde pCR8 a
pMDC43 (que fusiona el fragmento de interés a GFP N-terminal), utilizando LR

Clonase™ Enzyme Mix de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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4.12.2 Transformaciéon de células de FE. coli quimiocompetentes con los vectores

pMDC84-AtS6PDH y pMDC43-AtS6PDH.

Se utilizaron 4 pL de la mezcla de las recombinaciones (4.12.1) para transformar
E. coli quimiocompetentes (cepas DH50. y OneShot®Mach1™-T1® para los vectores
pMDC84-AtS6PDH y pMDC43-AtS6PDH, respectivamente) por shock térmico, segin
las indicaciones del vendedor (cepa OneShot). El mismo protocolo se utilizé para la
cepa DH5a, preparada en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (seccién 4.2.1).

Se sembraron las células transformadas en medio LB sélido con kanamicina 100
pg/mL y gentamicina 100 pg/mL (seccidon 4.1.2). Se confirmé la presencia de 458S6PDH
en todas las colonias obtenidas por PGR de colonia (seccién 4.9.5) y se purificé el vector

siguiendo el protocolo descrito en la seccion 4.10.

4.13. Determinacién de la presencia y orientacién de AsS6PDH en los vectores
pMDC84-AtS6PDH y pMDC43-AtS6PDH.

4.13.1 pMDC84-AtS6PDH. N

Se determiné la presencia de AtS6PDH por digestién enzimatica con HindIII de
Fermentas. La mezcla de reaccion contenia Buffer Red 1X de Fermentas, 250 ng de
DNA y 5 U de enzima en un volumen final de 20 pL (37 °C, 1,5 hrs).

Se determiné la orientacion de AtS6PDH por digestion enzimatica con Ncol de
Fermentas. La mezcla de esta reaccion consistié en Buffer Tango™ 1X, 250 ng de DNA

y 5 U de enzima en un volumen final de 20 pL (37 °C, 1,5 hrs).
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4.13.2 pMDC43-AtS6PDH.

Se determinaron la presencia y orientacion de 4tS6PDH por digestién enzimatica
con Xbal de Fermentas. La mezcla consistié 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. Transformacion transitoria de N. tabacum con A. tumefaciens portando
pMDC84-AtS6PDH y pMDC43-AtS6PDH

4.14.1 Transformacion de A. tumefaciens con los vectores pMDC84-AtS6PDH v

pMDC43-AtS6PDH

Se agregaron 450 ng de pMDC84-AtS6PDH y pMDC43-AtS6PDH a alicuotas
de 4. tumefaciens quimiocompetentes y se incubaron en hielo (5 min). Se traspasaron los
tubos con células a N; liquido (5 min) y se devolvieron al hielo. Se agregé 1 mL de LB
liquido, se incubé (28 °C, 16-18 hrs) y luego, se centrifugaron las células y se sembraron
en medio LB sélido suplementado con antibidticos (seccion 4.1.2). Se verific6 la
presencia de 4tS6PDH en las transformantes por PCR de colonia (seccién 4.9.5).

4.14.2 Agroinfiltracion de hojas de tabaco con 4. tumefaciens transformadas

Se crecieron células sin transformar (como control negativo) y las colonias
transformadas con pMDC84-AtS6PDH, pMDC43-AtS6PDH y pCAMBIA1302 (como
control de expresion de GFP soluble) en medio LB liquido (seccién 4.1.2), se
centrifugaron y se elimin6 el medié sobrenadante. Se resuspendieron las células en
medio de infiltracién [MS (Murashige & Skoog Basal Salt Mixture) 4,43 g/L, mio-

inositol 0,56 mM y Acetosiringona 0,6 mM] hasta alcanzar una DOggg 0,6. Con una
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jeringa de 5 mL sin aguja, se infiltr6 la parte inferior de hojas de tabaco de 10 semanas

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

4.15. Determinacion de la localizacion subcelular de GFP-AtS6PDH y AtS6PDH-
GFP.

4.15.1 Expresion de AtS6PDH en tabaco transformado con los vectores pMDC84-

AtS6PDH v pMDC43-AtS6PDH.

Cuatro dias después de la agroinfiltracion, se extrajo RNA total desde las hojas
transformadas con cada vector, siguiendo el protocolo descrito en la seccién 4.7.
Posteriormente, éste se traté con DNAsal (seccion 4.8.1) y se realiz6 la reaccién 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% (p/v) (seccion 4.5.2).

4.15.2 Localizacion subcelular de GFP-AtS6PDH v AtS6PDH-GFEP por microscopia de

fluorescencia.

Cuatro dias después de la transformacion descrita en la seccion 4.14.2 con los
vectores pMDCR4-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
regulé el tiempo de exposicion para la toma de fotos a 2800 ms, permitiendo eliminar el
efecto de la autofluorescencia caracteristica de los cloroplastos en drganos fotosintéticos.

La camara utilizada fue la Zeiss AxioCam HRm.

29




5. RESULTADOS
5.1. Bioinformatica.
5.1.1 Dendrograma

Las secuencias candidatas (At2g21250 y At2g21260) se encuentran descritas
como posibles manosa-6-fosfato “reductasa (M6PR; http://www.arabidopsis.org/
servlets/TairObject?id=32982&type=locus) y poseen >63% id aminoacidica con estas
proteinas (datos no mostrados). Sin embargo, también poseen una alta identidad (>65%
id aminoacidica, seccién 5.1.2) con las sorbitol-6-fosfato deshidrogenasas (S6PDH)
descritas en las bases de datos, la mayoria pertenecientes a la familia de las Rosaceae.

Para esclarecer la relacién entre las secuencias candidatas, las M6PR y las
S6PDH, se realizé un dendrograma (Figura 3) utilizando el software MEGA4. Con este
objetivo, se compararon At2g21250 y At2g21260 con las secuencias aminoacidicas de
S6PDH de 6 especies de Rosaceas (Prunus dulcis, Prunus persica, Holodiscus
microphyllus, Amelanchier alnifolia, Kageneckia oblonga y Malus domestica), una no-
Rosacea (Zea mays) y con las M6PR de especies provenientes de 3 familias (Apium
graveolans, Triticum aestivum'y Phelipanche ramosa).

En la Figura 3, se destacan dos grupos principales, que discriminan Rosiceas (A)
de no-Roséceas (B). Dentro del grup:) de las no-Rosaceas, se distingue entre las M6PR
(B1) y las secuencias similares a la S6PDH de Z. mays (B2), que incluye a ambas
secuencias candidatas en 4. thaliana. De lo anterior, se desprende que tanto At2g21250
como At2g21260 presentan una mayor relacion filogenética 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) Rosiceas. (B) No-Roséceas. En este
Gltimo grupo, se distinguen dos sub-grupos: (B1) manosa 6-fosfato reductasas. (B2) Secuencias similares
a sorbitol 6-fosfato deshidrogenasa de maiz. 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 an4lisis se realizd con el software MEGA4.

5.1.2 Anaélisis de las secuencias candidatas

Para identificar dominios conservados en las secuencias candidatas y asi obtener
un primer indicio de su funcién, se utilizaron InterProScan y ScanProsite. Al igu'al que
las M6PR (P. ramosa, A. graveolans) y S6PDH (Z. mays, M. domestica), éstas presentan
tres motivos conservados caracteristicos de las Aldo/Ceto Reductasas (Figura 4). Esta
familia de proteinas engloba un grupo de oxidoreductasas citosélicas dependientes de
NADPH, que catalizan la reduccion de aldehidos y cetonas a alcoholes. Con unos 300
aminoacidos de longitud, los 3 sitios conservados caracteristicos se denominan
"4ldo/keto reductase family signature 1, 2'y 3",y se localizan en el extremo N-terminal,

en la porcién central y el extremo C-terminal de la proteina, respectivamente.

*La distancia es una medida de la relacién filogenética 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 caracteristicas en
comun.
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Figura 4: Motivos de secuencia conservados en Aldo/Ceto Reductasas. Se muestran los sitios
conservados 1, 2 y 3 propios de la familia de las Aldo/Ceto Reductasas descritos en
ScanProsite. El sitio conservado 3 posee el posible sitio activo en estas proteinas.

En ambas secuencias candidatas, el primero de los motivos de secuencia
conservados (que presenta una precisi(m‘ del 100%) se puede encontrar entre los
residuos 37 y 54 (PS00798). Entre los residuos 145 y 162, se encuentra el segundo
motivo conservado (PS00062, con una precisién’ del 97,06%) y el tercero (PS00063,
con una precision’ del 66,67%) se encuentra entre los residuos 259 y 274. Algunos
autores (Bohren y cols, 1989; Schade y cols, 1990) han sugerido que los aminoacidos de
los patrones conservados 1 y 3 estarian involucrados en la union a NAPDH. Ademas,
existe evidencia de que la modificacion (quimica o por mutagénesis sitio-dirigida) del
residuo de lisina en la secuencia IPKS (ubicada al inicio del tercer patrén conservado)
afecta la afinidad por NADPH y las propiedades cataliticas de la enzima (Bohren y cols,
1991), por lo que este motivo se considera el posible sitio activo de esta familia de
proteinas.

En la Figura 5 se puede observar que la secuencia IPKS se encuentra altamente
conservada tanto en las sorbitol 6-fosfato deshidrogenasas como en las secuencias de
At2g21250 y At2g21260. Estas, sin embargo, presentan una sustitucién S,;;>T del tipo

conservado, que también se encuentra en la secuencia de Z. mays. Esta figura

* La precision indica la incidencia de falsos positivos: A mayor porcentaje de precisién, menor proporcién
de falsos positivos.
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Figura 5: Alineamiento miiltiple de AS6PDH y sus ortélogos. Los aminoacidos se colorearon segiin
sus propiedades fisicoquimicas. (*) Residuos conservados (:) Sustituciones conservadas (.) Sustituciones
semi-conservadas. Se demarcan con una linea bajo la secuencia los residuos de los 3 patrones
caracteristicos de Aldo/Ceto Reductasas y con un punto negro el posible residuo del sitio activo. Analisis
realizado con Clustal W2, del European Bioinformatics Institute.

corresponde a un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de S6PDH de 2 especies
de Rosaceas y una no—Rosécea (Z. mays), donde se puede observar que las secuencias

At2g21250 y At2g21260 presentan una alta identidad (>66%) con todas las S6PDH, en

particular con Z. mays (82 y 79%, respectivamente) y M. domestica (69 y 70%). Al
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comparar las secuencias candidatas entre si, se observa que At2g21250 presenta mayor
porcentaje de identidad con las secuencias de S6PDH (seccién 5.1.2). Ademas, segin
datos entregados por TAIR (www.arabidopsis.org), At2g21250 presenta una regién
promotora de mayor extension y un mayor nimero de lineas mutantes insercionales
disponibles, las cuales seran itiles para determinar su funcién iz vivo, mediante el ;130 de
plantas con menores niveles de expresion de este gen (datos no mostrados). Debido a
estas caracteristicas, se selecciond At2g21250 para realizar este seminario de titulo y se
le denomind AtS6PDH. Considerando el alto porcentaje de identidad nucleotidica entre
At2g21250 y At2g21260, se disefiaron los partidores S6XbaF, S6SalR y S6SalR2 (Tabla
10), especificos para amplificar At2g21250 incorporando las regiones 5’UTR y 3’UTR
(menos conservadas entre At2g21250 y At2g21260). Se probd su efectividad
amplificando el gen desde DNA genémico de hojas de 4. thaliana (secciones 4.4 - 4.6),

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

5.2. Expresion in silico e in vivo de AtS6PDH.

Para descartar la posibilidad clue AtS6PDH constituya un pseudogen, se analizd
in silico e in vivo su patrén de expresion a lo largo del desarrollo de la planta. Para los
analisis in silico, se utilizo el recurso Arabidopsis eFP Browser (seccién 4.3.1). Este crea
representaciones pictograficas del patron de expresion de un gen de interés en A.
thaliana a partir de datos de microarreglos (Affymetrix ATH1 array) obtenidos por
Schmid y cols (2005) y datos del AtGenExpress Consortium ° Data

(http://igrt0.psc.riken.jp/AtGenExpressJPN/).
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Los datos indican que AtS6PDH se expresa durante todo el ciclo de vida de la
planta y en la mayoria de sus 6rganos (Figura 6). Se puede observar que los mayores
niveles de expresion (indicados en color rojo) se encuentran en semillas en un estado
intermedio de desarrollo, seguida por los meristemas apicales vegetativos y en transicion
hacia la floracion. Los cotiledones, semillas embebidas por 24 hrs y hojas rosetas (antes
y después de la transicion hacia la floracion), aunque a menor nivel, también expresan
AtS6PDH por sobre el promedio. Menores niveles de expresién se ven en hojas
caulinares, flores, raices, hojas senescentes y los meristemas apicales de flores. Los

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

Arabidopsis eFP B¢

Figura 6: Expresion in silico de AtS6PDH. Se indica con un patrén de colores los niveles de
expresion para cada 6rgano, con amarillo para el valor minimo (5,63 en la semilla seca) y rojo para el
valor maximo, correspondiente a 531,36 en el estadio 6 de la semilla. Obtenido desde Arabidopsis eFP
Browser (http:/bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi).

35




Para corroborar estos datos experimentalmente, se determiné la expresién de
AtS6PDH in vivo, mediante RT-PCR de RNA extraido desde tallos, hojas rosetas, hojas
caulinares y flores (seccién 4.7), utilizando los partidores S6XbaF y S6SalR2 (Tabla II;
seccion 4.8). El resultado, donde se esperaba una banda de 1000 pb (Figura: 7.A),
muestra que efectivamente se expresa AtS6PDH in vivo y que este mRNA estd presente
en todos los 6rganos analizados. Como control de calidad del RNA, se amplificé un gen
de expresion constitutiva (GAPA; seccion 4.5.2; Figura 7.B). Se demostré la ausencia de
contaminacién por DNA genémico 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 gen()m;co contienen intrones que aumentan su tamafio en

100 pb (GAPA) o 1000 pb (41S6PDH), volviéndolas facilmente identificables.

Figura 7: Expresion in vivo de AtS6PDH. (A) Reaccién de RT-PCR para amplificar el ¢cDNA de
AtS6PDH, de 993pb. (B) Reaccién de RT-PCR para amplificar el cDNA de GAPA, 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, reaccién realizada sin RT en todas las muestras.
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5.3. Clonacién de AtS6PDH en el vector pCRS.

Uno de los objetivos del seminario de titulo es determinar la localizacién
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
AtS6PDH en el vector de entrada pCRS, se realizaron tres reacciones de RT utilizando
como molde ¢cDNA de hojas (seccién 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 ésta 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 (seccion 4.5.2).

PM oligohp _ S65alR 563aR2

Figura 8: RT-PCR de AtS6PDH. 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 purific6 la banda de 1 kb y se cloné en el vector pCRS, para luego transformar
E. coli por electroporacién (seccién 4.9). Las colonias resistentes a espectinomicina
obtenidas fueron analizadas por PCR de colonias (seccion 4.9.5) y luego digestion
enzimatica del DNA plasmidial con 1gs endonucleasas BstEIl y Ncol (seccién 4.11.2).

De los 12 clones analizados, 5 eran portadores de pCR8-AtS6PDH (mediante

PCR; colonias B, 1, 2, 3, y 10, datos no mostrados) de los cuales s6lo 2 (clones B y 3)

poseian el inserto en sentido (Figura 9). La orientacién en sentido en este vector es




AL

esencial para la clonacion posterior en vectores Gateway® como pMDC84 y pMDC43.

Para comprobar la fidelidad de la secuencia clonada, se secuenci6 el fragmento
AtS6PDH presente en pCR8-AtS6PDH (clones B y 3) y se compard con la secuencia
disponible en TAIR (seccién 4.11.3), En el clon B se obtuvo un 100% de identidad
nucleotidica con el cDNA de AtS6PDH, mientras que en el clon 3 la identidad
nucleotidica fue del 99%, presentandose una sustitucién en el codén de término por
cisteina, probablemente debido a un mal apareamiento de los partidores.

Estos resultados permiten la clonacién de AtS6PDH en vectores con diversas
caracteristicas, agregando, por ejemplo, GFP como proteina de fusién C-terminal (clon

3) y N-terminal (clon B) para determinar su localizacién subcelular (seccion 5.4).

Figura 9: Digestion de pCR8-AtS6PDH con BstEIL y Ncol. (A) Colonia B. (B) Colonias 1,2, 3 y 10.
El vector, de 3800 pb, contiene sitios de Ncol y BstEIIl a 273 pb y 1748 pb desde el codén de inicio del
c¢DNA de AtS6PDH, respectivamente. La doble digestién 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: digestién con Ncol. B: digestion con BstE\II. B+N: doble digestion con BstEII y Ncol.
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5.4. Determinacién de la localizacién subcelular de AtS6PDH.

En cotiledones de manzana, se ha determinado experimentalmente que la S6PDH
se encuentra tanto en el citosol como en las membranas tilacoidales de los cloroplastos
(Yamaki 1981, Bantog y cols, 2000). En este Seminario de Titulo, se utilizaron dos
abordajes para determinar la localizacién subcelular de AtS6PDH de Arabidopsis;
analisis in silico y analisis in vivo.

5.4.1 Analisis in silico.

Se determind la localizacion subcelular predicha de AtS6PDH utilizando la base
de datos SUBAII (seccién 4.3.1), que recopila datos de diferentes algoritmos
predictores. La mayoria de ellos indican una localizacion citosdlica y descartan la
localizacion en mitocondrias, reticulo endoplasmatico (RE) e incluso cloroplastos (Tabla

III).

Tabla III: Localizacién subcelular predicha de AtS6PDH. Se indican los resultados de los algoritmos
recopilados por el servidor SUBAIL. SP: Péptido sefial. mTP: Péptido de sefializacién mitocondrial.
¢TP: Péptido de transporte a cloroplasto.

Algoritmo Descripcién Resultado Detalles
WoLFPSORT | Localizacién subcelular en Citosol Citosol 8.0, Nﬁlcleo 4.0,
eucariontes Cloroplasto 2.0
Localizacién subcelular
LOCtree | para proteinas no- Citosol -
transmembrana
SubLoc Local_lza cion subcelular en Citosol Precision esperada 94%
eucariontes
Prodiiss Seiiales de destinacién N- no contiene SP, | Mitocondrial 0.01; Plastidio 0.02;
terminal mTP ni cTP RE 0.11; Otro 0.86
. Sefiales de destinacién N- no contiene SP,
PSORT terminal mTP ni cTP B
TargetP Localizacién subcelular en | no contiene SP, | cTP 0.078% mTP 0.134% SP 0.337%
plantas mTP ni cTP Otro 0.709°
MitoPred | Proteinas mitocondriales No-mitocondrial -
Mitoprot2 | Proteinas mitocondriales No mitocondrial -

': Los valores se refieren directamente al nimero de secuencias en la base de datos que se asemejan a la
secuencia objetivo y que se ubican en el compartimento sub-celular mencionado
2: Los valores se refieren a un puntaje arbitrario que entrega el método (valor maximo, 1; valor minimo, 0)
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5.4.2 Anélisis in vivo.

Una vez realizado el andlisis in silico, se determiné la localizacién subcelular de
AtS6PDH in vivo, pues aunque el analisis anterior indica que AtS6PDH es una proteina
citosolica, la literatura (Yamaki 1981, Bantog y cols, 2000) sugiere que podria
encontrarse también en cloroplastos.

Con este proposito, se realizd una reacciéon de recombinacién (seccién 4.12.1)
para transferir el cDNA de AtS6PDH (seccién 5.3) desde el vector pCR8-AtS6PDH a
los vectores pMDC84 y pMDC43. Estos permiten la expresion de la proteina en plantas
agregando GFP C-terminal o N-terminal (respectivamente) como proteina de fusién. La
construccién de ambos vectores se debe a que, si bien los péptidos de destinacion a
cloroplasto se encuentran en el extremo N-terminal de la proteina, Tissier y cols. (2002)
han demostrado que en algunas proteinas de membrana tilacoidal, el extremo C-terminal

puede jugar un rol en la estabilizacién de su estructura.

5.42.1 Clonaciéon de AtS6PDH en pMDC84 y analisis funcional de pMDC84-
AtS6PDH.

El vector pMDC84 agrega GFP a AtS6PDH como fusién C-terminal, por lo tanto
se utilizé el clon 3 de pCR8-AtS6PDH, que no presenta el codén de término, para
realizar la reaccién de recombinacién (seccion 4.12.1). Luego, se transformé E. coli con
el vector pMDC84-AtS6PDH (seccion 4.12.2). Las colonias obtenidas fueron analizadas
por PCR de colonias (seccion 4.9.5) y digestién enzimética de las minipreparaciones

(seccién 4.10, Figura 10) con las endonucleasas HindIII y Ncol (seccion 4.13.1).
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Figura 10: Digestién de pMDC84 y pMDC84-AtS6PDH con HindIII y Ncol. pMDCB84 contiene 1
sitio de restriccién HindIIl y AtS6PDH contiene otro, por 1o que esta digestion libera un fragmento de
~1300pb si el vector presenta el inserto y una linearizacién si no lo presenta. La digestién con Ncol libera
un fragmento de 500 pb si el inserto est4 en anti-sentido, de 1000 pb si esté en sentido y de 1100 pb si el
inserto no estd presente. PM: marcador de peso molecular. P: vector sin inserto. PA: vector con
AtS6PDH. H: vectores digeridos con HindIII. N: vectores digeridos Ncol.

Por PCR, las 5 colonias analizadas poseian AtS6PDH (datos no mostrados). La
digestién (Figura 10) confirmé la presencia y orientacion correcta del fragmento en el
vector. En la digestién con Ncol, se libera un fragmento no esperado de gran tamafio (~5
kb), probablemente debido a una mutacién del vector. Sin embargo, de acuerdo a su
tamafio, ésta se encontraria en una zona no-codificante del vector, fuera de la zona entre
los bordes L y R, por lo que no se deberia alterar su funcionalidad.

Una vez comprobada la presencia y orientacién correcta de AfS6PDH en
pMDC84-AtS6PDH, se transformé A. tumefaciens (seccién 4.14.1). Posteriormente, se
utilizaron las colonias transformadas. ;ara infiltrar hojas de N. tabacum (seccion 4,14.2),
que 4 dias después fueron cosechadas y analizadas por RT-PCR de AzS6PDH utilizando

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

fluorescencia (seccién 4.15.2, Figura 12).

41




Figura 11: RT-PCR de AsS6PDH en tabaco transformado con pMDC84-AtS6PDH. (A) RT-PCR de
AtS6PDH, de ~1000pb. (B) RT-PCR de 18S, de ~200 pb (control de calidad del cDNA). CP: control
positivo (¢cDNA de flores de A. thaliana, seccién 5.2). U: tabaco transformado con 4. tumefaciens
silvestre. 2: tabaco transformado con AtS6PDH-GFP (colonia 2) 8: tabaco transformado con AtS6PDH-
GFP (colonia 8). CN: control negativo, reaccién realizada sin RT para todas las muestras.

Los resultados del RT-PCR (Figura 11) confirman la expresiéon de AtS6PDH
exclusivamente en las hojas transformadas con pMDC84-AtS6PDH. Como control de
calidad del RNA, se amplificé un gen de expresion constitutiva (/8S; seccion 4.5.2;
Figura 11.B). Se demostré la ausencia de contaminacién por DNA gen6mico en las
muestras utilizadas realizando el RT-PCR sin transcriptasa reversa como cpntrol
negativo. Al demostrar que el Vector‘es funcional a nivel transcripcional, se procedi6 a
observar la presencia y distribucién de fluorescencia de AtS6PDH-GFP utilizando
microscopia de epifluorescencia. La fluorescencia observada (Figura 12B) descarta una
localizacién en compartimientos que presentan un patrén de fluorescencia discreta de

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

lisosomas o vacuolas.
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Figura 12: Fluorescencia de AtS6PDH-GFP. (A) Células epidermales de tabaco expresando AtS6PDH-
GFP, campo claro (B) Células epidermales de tabaco expresando AtS6PDH-GFP, fluorescencia. (C)
Células expresando GFP soluble, campo claro (D) Células expresando GFP soluble, fluorescencia (E)
Control Negativo: células transformadas con A. tumefaciens silvestres, campo claro (F) Control Negativo:
Autofluorescencia de células transformadas con A. tumefaciens silvestres. Las flechas azules indican
fluorescencia citosélica (desplazada al borde celular a causa de la vacuola). Las flechas rosadas sefialan la
pared celular y las flechas amarillas, los hilos transvacuolares o pliegues del citosol.
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En las células vegetales, las vacuolas ocupan 80-90% del volumen total de la
c€lula, desplazando el citoplasma a los bordes. Para facilitar la comunicacién entre
zonas distales de la célula, hilos de citosol atraviesan la vacuola (Taiz y Zeiger, 2006).
En la Figura 12.B, se observa una localizacion de este tipo, donde la fluorescencia de
AtS6PDH-GFP se encuentra desplazada hacia los bordes de la célula (flechas azules),
entre la vacuola y la membrana plasmatica, la cual estd aplastada contra la pared celular
(flecha rosada). Ademas, se observan varias lineas fluorescentes al interior de las células
(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 citosdlica. Estas caracteristicas (fluorescencia desplazada hacia los bordes
celulares, separados por la pared celular, con lineas fluorescentes al interior de la célula)

también se observan en el control de GFP soluble (Figuras 12.Cy 12.D).

5.42.2 Clonacién de AtS6PDH en pMDC43 y analisis funcional de pMDC43-
AtS6PDH.

El vector pMDC43 agrega GFP a AtS6PDH como fusién N-terminal, por lo tanto
se utiliz6 el clon B de pCR8-AtS6PDH, que posee el codén de término para realizar la
reaccién de recombinacién (seccién 4.12.1) y transferir el cDNA de AS6PDH desde
pCRS8-AtS6PDH al vector pMDC43. Luego, se transform6é E. coli OneShot®
quimiocompetentes con el vector pMDC43-AtS6PDH. La digestiéon con Xbal del vector
purificado (Figura 13) muestra las tres bandas esperadas, lo que confirma la presencia y

orientacion correcta de AtS6PDH en pMDC43.
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Figura 13: Digestion de pMDC43-AtS6PDH con Xbal. Si presenta el inserto en sentido, al ser digerido
con Xbal este vector (de ~12kb) libera 2 bandas de 1000 y 800 pb cada una. V: pMDC43-AtS6PDH
digerido. PM: marcador de peso molecular

Se probod la funcionalidad del vector pMDC43-AtS6PDH transformando
transitoriamente hojas de tabaco. Para ello, se transformé 4. tumefaciens que se utiliz6
para infiltrar hojas de N. tabacum (seccién 4.14). Estas fueron cosechadas y analizadas
por RT-PCR (seccién 4.15.1, Figura 14.A) y microscopia de fluorescencia (seccion
4.15.2, Figura 14.B-E) 4 dias después\de la infiltracion.

El RT-PCR muestra la presencia del mRNA de AtS6PDH 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 amplificé un gen
de expresi6n constitutiva (18S; seccién 4.5.2, Figura 14.B), y como control de ausencia
de DNA gen6mico contaminante (control negativo) se realizé la reaccion de PCR sin

transcriptasa reversa.
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Figura 14: RT-PCR de AtS6PDH y visualizacion de GFP en tabaco transformado con pMDC43-
AtS6PDH. (A) RT-PCR de AtS6PDH desde RNA de tabaco transformado con pMDC43-AtS6PDH. (B)
RT-PCR de 78S desde RNA de tabaco transformado con pMDC43-AtS6PDH. U: tabaco transformado
con A. tumefaciens silvestre. 2, 3: tabaco transformado con pMDC43-AtS6PDH (colonias 2 y 3). CN:
control negativo, reaccion realizada sin RT para todas las muestras. PM: Marcador de peso molecular.
(C, D) Campo claro (C) y fluorescencia (D) de células epidermales de tabaco transformado con
pMDC43-AtS6PDH. (E, F) Campo claro (E) y autofluorescencia (F) de células transformadas con 4.
tumefaciens silvestre (control negativo). Se sefialan con flechas negras el niicleo y con flechas rosadas el
citosol.

46




En la Figura 14.D, la fluorescencia observada se corresponde con la localizacion
citosolica (flechas rosadas) descrita anteriormente. Sin embargo, en la foto también es
posible observar los micleos celulares (flechas negras). Este patrén de fluorescencia
(citoplasmatica y en ocasiones nuclear) corresponde al de GFP soluble (no fusionada a
otras proteinas) observado por Haseloff y Amos (1995). Posteriores secuenciaciones
demostraron que en el vector pMDC43-AtS6PDH se incorporé un codén de término
entre GFP y AtS6PDH, permitiendo la traduccién de GFP, pero no del gen de interés.
Sin embargo, aunque pMDC43-AtS6PDH no sirve para determinar la localizacién
subcelular de la proteina, si podria ser empleado como una, herramienta para estudiar el
papel que juega AtS6PDH in vivo. Especificamente, de los resultados obtenidos
anteriormente en el laboratorio, al acoplar un gen vegetal del mismo tamafio de
AtS6PDH (GONST3; ~1000 pb) a una secuencia relativamente larga (~700 pb) como la
de GFP, el mRNA obtenido presenta mayor estabilidad. En el caso de expresar
GONST3-GFP en A. thaliana, se gatillé SGPT por co-supresion, algo que no ocurrid al
expresar GONST3-His (de menor estabilidad) en la misma planta (Miranda, 2009). De
acuerdo a estos antecedentes, si bien el vector pMDC43-AtS6PDH no resulta funcional
para determinar la localizacién subcelular de AtS6PDH, si constituye un vector
adecuado para gatillar SGPT por co-supresién de 42S6PDH en plantas. Esto, dado que se
determiné que proteinas GFP y transcritos de AfS6PDH se acumulan en plantas

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

potencialmente estables de GFP-AtS6PDH se expresan a partir de este vector.
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6. DISCUSION

En el desarrollo de este seminario de titulo, se realiz6 una primera aproximacion
hacia el estudio de AtS6PDH como posible sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa de A.
thaliana. Esto se realiz6 a través del anélisis in vivo e in silico de su expresién y la
determinacién de su localizacion subcelular, utilizando herramientas bioinforméticas y
técnicas de biologia molecular. Esta investigacion permitié demostrar la expresion in
vivo de AtS6PDH y establecer su localizacion subcelular citosolica, obteniéndose asi

indicios importantes sobre su relevancia metabélica y funcién posible.

La investigaciéon se comenzé con dos secuencias candidatas a S6PDH de 4.
thaliana: At2g21250 y At2g21260. Estas probablemente corresponden a una
duplicacién génica, dado el alto porcentaje de identidad nucleotidica entre ambas, su
posicién adyacente en el genoma y orientacién 5'-3' idéntica, y la alta tasa de
duplicacién génica en el genoma de esta especie: >50% 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 duplicacién génica y los
analisis de expresion in silico (donde }a expresion de ambas secuencias es idéntica [datos
no mostrados]), se realizd el trabajo en solo una de ellas, At2g21250. Esta presenta un
mayor porcentaje de identidad con secuencias caracterizadas de S6PDH (seccién 5.1.2)
y un mayor nimero de lineas mutantes insercionales disponibles para futuros estudios.
Aftn asi, investigaciones posteriores podrian establecer diferencias en actividad, afinidad

~

al sustrato o cofactor, etc. de sus productos génicos.
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La robustez del dendrograma obtenido en este trabajo (Figura 3) depende en
parte del niimero de secuencias utilizadas y de la confiabilidad de ellas. Sin embargo, no
se encontraron secuencias caracterizadas de S6PDH en no-rosiceas o no-plantaginaceas,
por lo que se incorpor6 una secuencia de S6PDH (Tabla I) de Z. mays no caracterizada
en el analisis. Aunque esto reduce la confiabilidad del dendrograma, se considera que
At2g21250 es un buen candidato para un S6PDH en A. thaliana ya que cumple con otras
caracteristicas de estas proteinas. Por ejemplo, el andlisis de secuencia sefiala a
AtS6PDH como una Aldo/Ceto Reductasa (Figura 4) con alta identidad (>66%) a
S6PDHs de rosaceas que si han sido caracterizadas [M. doméstica (Negm y Loescher,
1981), P. persica (Shakanishi y cols, 1998)], v posee una localizacién subcelular
(citos6lica) predicha consistente con la reaccion catalizada en otras especies (ver abajo).
Cabe sefialar ademas, que si bien existe manitol-1-fosfato (sustrato de M6PRs,
Aldo/Ceto Reductasas con alta similitud [>60%] a las secuencias analizadas en este
trabajo) en 4. thaliana, la tuta de biosintesis de este compuesto no ha sido definida y no
se conocen vias metabolicas asociad\as a la reaccién (manosa-6-fosfato <> manitol-1-
fosfato). Sin embargo, solamente al realizar estudios bioquimicos, se podria resolver la
especificidad de sustratos de AtS6PDH y comparar su actividad con las S6PDHs ya

descritas.

Para clonar AtS6PDH y demostrar su patrén de expresion, se optimizé la
reaccién de PCR para amplificar especificamente At2g21250, ya que este método se
utilizé6 ademas para los analisis de presencia del inserto durante los pasos de clonacion.

La alta similitud nucleotidica entre At2g21250 y At2g21260 (93% identidad
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nucleotidica) aumentd la importancia de conseguir especificidad en la amplificacién, que
se logré modificando la concentracién del i6n Mg*™, la 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
transcripcion reversa con el partidor S6SalR2 y luego el PCR con los partidores S6XbaF
y S6SalR. La explicacién a esto se encuentra en que mientras el partidor S6SalR2 posee
mayor especificidad con la secuencia 3°UTR de AtS6PDH (seccidén 4.3.2), el Tm del
partidor S6SalR se asemeja mas al de S6XbaF (datos no mostrados), por lo que la

reaccion de PCR se vuelve mas eficiente.

Los resultados de la secuenciacién de pCRS8-AtS6PDH con los partidores
universales M13, confirmaron la identidad del fragmento amplificado en los
experimentos de expresion y en los de clonacidn, demostrando que la banda amplificada
en las Figuras 7, 8, 11 y 14 corresponde a At2g21250, comprobando la efectividad de la
estrategia de clonacién. La secuenciacion de este vector también revel6 clones con (clon
B) y sin (clon 3) cod6n de término, suceso ocurrido probablemente a causa de un mal
apareamiento de los partidores con el cDNA durante la amplificacién por PCR. Esta
anomalia permiti6 la construccién de un vector (pMDC43-AtS6PDH) que, si bien no fue
adecuado para determinar localizacién subcelular de AtS6PDH, deberia ser capaz de
gatillar SGPT por co-supresion en la planta, para asi determinar la funcién in vivo de

-~

este gen.

El SGPT por co-supresién es un mecanismo que suprime la acumulacién de

RNA endégeno, viral o transgénico. Al ser detectado un RNA aberrante por la célula
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(por ejemplo, RNA sin sefial poli-A o cap 5°), una RNA-polimerasa dependiente de
RNA Jo 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 corﬁplex).
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 traduccién o ser degradado para formar mas
siRNA, lo cual amplifica la sefial de silenciamiento (Voinnet, 2008). Este mecanismo se
aprovecha en la biotecnologia vegetal para producir lineas transgénicas con menores
niveles de expresién de un blanco especifico. La ventaja de este método es que se
disminuye la acumulacién del producto génico sin eliminarla por completo, lo que evita
la aparicién de fenotipos letales 0 inviables que suele ocurrir al interrumpir una
secuencia (por ejemplo, por una insercion de un transposén o T-DNA). Por lo tanto, se
obtienen lineas con diferentes niveles de silenciamiento, lo que entrega mas informacién

que un fenotipo mutante sin expresion.

Las pruebas realizadas en este seminario de titulo muestran que durante la
expresion transitoria de pMDC43-AtS6PDH en tabaco, se expresan transcritos de
AtS6PDH (Figura 14.A), pero se acumulan solamente proteinas GFP, y no GFP-
AtS6PDH (Figura 14.D) dado la presencia de un codén de término en marco de lectura
entre ambas secuencias codificantes. La alta estabilidad de transcritos de. GFP
fusionados a otro ¢cDNA (GONST3) gatilldo SGPT en A. thaliana transformadas

establemente con un vector para expresar GONST3-GFP, generando plantas con entre
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20-80% los niveles de expresion de GONST3 comparado con plantas silvestres
(Miranda, 2009). Por lo tanto, pMDC43-AtS6PDH deberia gatillar SGPT por co-
supresion de AtS6PDH en A. thaliana, permitiendo la creacion de lineas mutantes con
menores niveles de expresién, ayudando a determinar su papel in vivo a través de la

caracterizacion fenotipica de las plantas creadas.

El otro vector construido en este trabajo, pMDC84-AtS6PDH, si permitid
determinar exitosamente la localizacién subcelular de AtS6PDH. En la digestion
enzimatica de esta construccion (Figura 10), se presentan bandas no espéradas,
indicadoras de una mutacién ocurrida en una zona no-codificante del vector. Sin
embargo, este cambio no afecté su funcionalidad, lo que se comprobd posteriormente al
demostrar la expresion de AtS6PDH-GFP en N. tabacum transformado transitoriamente
con pMDC84-AtS6PDH a través de RT-PCR y microscopia de epifluorescencia.
Consistente con las predicciones obtenidas in silico (Tabla III), donde 3 algoritmos
diferentes sugieren a AtS6PDH como proteina citosdlica, AtS6PDH efectivamente se
localiza en el citosol (Figura 12). Este resultado es conmsistente también con la
localizacién subcelular de S6PDH en otras especies rosaceas [M. domestica (Yamaki,
1981) y E. japonica (Bantog y cols, 2000)]. A diferencia de las especies mencionadas,
en este estudio no se detectd presen;:ia de la proteina AtS6PDH-GFP en cloroplastos.
Esta diferencia puede deberse a que en Rosiceas, la produccién de sorbitol estd
fuertemente relacionada a la asimilacién de carbohidratos de la planta (Yamaki, 1995),

lo que no ocurre en A. thaliana y otras no-rosaceas, donde la acumulacién de sorbitol
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seria citosolica y guardaria relacion con la tolerancia al estrés (Deguchi y cols., 2004;

Kaplan y cols., 2004).

Respecto a la expresion de AtS6PDH, se pudo observar que plantas no expuestas
a estrés presentan expresion de este gen en la mayoria de sus 6rganos (tallos, hojas
rosetas, hojas caulinares, y flores, Figura 7), sugiriendo un papel en la mantencién del
estado basal de la célula. Estos resultados se corroboran con la informacién in silico
obtenida por datos de microarreglos (Figura 6). Estos tltimos muestran niveles de
expresion de AfS6PDH cambiantes a lo largo del desarrollo, en particular en semillas. El
analisis de la expresion del gen en semillas en desarrollo (donde se produce la expresion
mas alta segin los microarreglos) seria muy interesante debido al efecto osmoprotector
del sorbitol. Estudios mas detallados, como RT-PCR cuantitativo, hibridacion in situ o
fusiones del promotor de AtS6PDH con genes reporteros (por ejemplo S-glucuronidasa,
GUS) permitirian obtener mayor informacion sobre la expresion de 4zS6PDH en tejidos

especificos dentro de cada 6rgano y bajo diferentes condiciones de estrés.
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7. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

En el genoma de 4. thaliana se encuentran dos ORF cuyas caracteristicas
permiten considerarlas como S6PDH potenciales y propias de esta especie. Como
investigacion preliminar en el estudio de estos genes, en este seminario de titulo 1) se
determind la expresion in silico e in vivo de uno de ellos (4tS6PDH), 2) se analizé su
secuencia y 3) se determindé su localizacién subcelular. Los resultados obtenidos
indicaron que esta secuencia corresponde a una proteina de la familia de las Aldo/Ceto
Reductasas, con alta identidad a S6PDHs y M6PRs y que se expresa en el citosol de

diversos 6rganos (tallo, hojas y flores) durante gran parte del ciclo de vida de esta planta.

Ademds, se obtuvo un vector adecuado para crear lineas transgénicas con
menores niveles de expresion de AtS6PDH por SGPT. Una vez creadas, la
caracterizacion fenotipica de estas plantas proveerd de mayores indicios sobre el papel
que juega AsS6PDH en el metabolismo de 4. thaliana. Méas atin, es posible evaluar el
desempefio de estos organismos bajo diversas condiciones de estrés abidtico: estrés
salino, por frio, por sequia, por insuficiencia de micronutrientes (boro), presencia de
ABA, etc., las cuales se ha observado conducen a cambios en la expresién 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). Otra posibilidad interesante consiste en estudiar las
variaciones en los niveles y distribucién de Ia expresién de este gen en plantas de tipo

silvestre y mutante sometidas a las condiciones ya mencionadas.
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Una vez conocidas la expresion y localizacién subcelular de AfS6PDH, es
indispensable realizar ensayos de actividad con diferentes sustratos para establecer si
presenta preferencia hacia la reduccion de glucosa-6-fosfato utilizando NADPH y las
condiciones en que esta proteina presenta actividad. También seria muy- interesante
determinar si utiliza manosa-6-fosfato como sustrato y comparar la cinética de ambas
reacciones, ya que manitol es otro alcohol de aziicar presente en A. thaliana (Fiehn y
cols, 2000; Rizhsky y cols, 2004), y M6PR utiliza también NADPH como cofactor y

posee el sitio conservado IPKS (Figura 5; Everard y col, 1997).

Considerando ademas la relacién entre la exposicién a estrés abidtico y la
expresion de S6PDH en Roséceas, junto al aumento de la tolerancia a estrés observada
en plantas transformadas para expresar esta enzima (seccién 1.2), un tema de estudio a
mediano plazo consiste en el analisi§ del promotor de AtS6PDH. Este puede realizarse
por métodos bioinformaéticos, explorando la presencia de sitios que regulen en cis la
expresion de este gen, o bien transformando plantas con vectores que unan el promotor a
genes reporteros para examinar su expresion. A mas largo plazo, y dependiendo de la
actividad y las condiciones en las cuales se expresa AtS6PDH, se puede utilizar esta
enzima con fines biotecnologicos, para la generacidn de plantas de interés comercial y
con alta tolerancia al estrés: la expresiéon de una S6PDH, potencialmente con bajos
niveles de actividad, les permitiria acumular sorbitol para obtener los beneficios
(resistencia a estrés abibtico, etc.) pero no las desventajas observadas (disminucién del

crecimiento, senescencia temprana, etc.) cuando este metabolito se encuentra a altas

concentraciones.
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