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Resumen

RESUMEN

Este trabajo de Tesis se centra en el estudio de las enzimas que intervienen en el
metabolismo del manitol en plantas de apio (Apium graveolens) y de la rafinosa en plantas de
Brachypodium distachyon. De esta forma, se pretende mejorar la comprension sobre los
mecanismos moleculares que regulan dichas rutas metabolicas. Todas las enzimas fueron
producidas de forma recombinante en Escherichia coli, fusionadas a una etiqueta de His en el
extremo N-terminal y purificadas a homogeneidad electroforética por cromatografia de metal
inmovilizado.

La manosa-6P reductasa de apio se caracterizo cinéticamente en la direccion de reduccion
de manosa-6P y se determind que su conformacién cuaternaria se corresponde con un dimero,
cuyas subunidades presentan una masa molecular de 35 kDa. Ademads, se logrd cristalizar y
resolver la estructura de esta enzima en presencia de acido manénico y NADP”, constituyendo la
primera estructura resuelta de una proteina de plantas perteneciente a la familia 2 de las aldo-ceto
reductasas. De esta forma, determinamos que la Lys™ se encontraria involucrada en la union del
fosfato de la manosa-6P. Entonces, se construyd la mutante K48A, cuya eficiencia catalitica con
manosa resultd mayor que para la enzima salvaje, mientras que dicho pardmetro fue menor con
manosa-6P que para la enzima salvaje. Estos resultados sustentan la importancia de la Lys* en la
unién del sustrato manosa-6P y, mas especificamente, para la estabilizacion de su carga negativa.

La manitol deshidrogenasa de apio fue caracterizada cinéticamente en presencia de los
sustratos fisiologicos (manitol y NAD"), obteniéndose resultados similares a los reportados para
la enzima purificada de fuente. También se determind que, a diferencia de la conformacion
monomérica reportada previamente, la estructura de esta enzima es un homodimero de 80 kDa.
Por otro lado, se obtuvo un modelo por homologia de la enzima utilizando como molde la
estructura resuelta de la sinapil alcohol deshidrogenasa de Populus tremuloides. Un anélisis
detallado del modelo nos permiti6 seleccionar los aminoacidos que determinan la especificidad
por el cofactor NAD". Entonces, se obtuvieron una variedad de mutantes de la enzima para
cambiar su especificidad por el cofactor (de NAD" a NADP"). De esta forma logramos obtener
una enzima que puede utilizar NAD" y NADP" con la misma eficiencia catalitica.

La UDP-aztcar pirofosforilasa de B. distachyon se caracterizd cinéticamente en el
sentido de sintesis del UDP-azucar y se determind que su estructura cuaternaria es monomeérica

(86 kDa). Se observd que la enzima utiliza galactosa-1P y glucosa-1P con la misma eficiencia



Resumen

catalitica, pero dicho parametro resulto ser un orden de magnitud menor para acido glucurénico-
1P. Ademas, la enzima fue capaz de utilizar otros azlicares-1P, pero con menor eficiencia que
para los mencionados anteriormente.

La galactinol sintasa de B. distachyon se estudid en el sentido de sintesis de galactinol. La
enzima presentd una eficiencia catalitica tres ordenes de magnitud mayor con el sustrato
fisiologico (UDP-galactosa) que con UDP-glucosa. Se construydé un modelo de la enzima por
reconocimiento estructural, el cual permitié determinar los residuos implicados en la union del
metal y de los sustratos. La exposicion de la enzima a los agentes oxidantes diamida y H,0O,
redujo notablemente su actividad, la cual pudo recuperarse mediante la incubacién con
ditiotreitol o tiorredoxina de E. coli, sugiriendo que esta enzima podria ser regulada por
mecanismos redox.

Se establecid que la rafinosa sintasa de B. distachyon presenta una conformacion
monomérica de 80 kDa y que exhibe, al igual que las enzimas de otras especies vegetales,
actividad glicosiltransferasa e hidrolasa. Hasta el momento no logramos caracterizar
cinéticamente la enzima en sentido de sintesis de rafinosa, pero si en el sentido de hidrolisis. La
enzima fue capaz de utilizar como sustratos galactinol, rafinosa y melibiosa (un producto de
degradacion de la rafinosa), pero no estaquiosa ni maltosa.

Finalmente, se crecieron plantas de apio bajo diferentes fotoperiodos (largo, normal y
corto) para estudiar su efecto sobre la particion del carbono. Los niveles de glucosa y fructosa no
mostraron patrones definidos en ninguno de los ensayos. Por el contrario, los niveles de sacarosa
y almidén mostraron un claro patréon de acumulacion durante las horas de luz y de deplecion
durante la noche en plantas crecidas con fotoperiodos normal y corto. Esto concuerda con
resultados obtenidos para Arabidopsis y otras especies de plantas, en los cuales se reporta que la
tasa de sintesis y degradacion de sacarosa y almidon se encuentran finamente regulados por el
reloj bioldgico para adaptarse al ciclo de luz/oscuridad establecido. También se llevo a cabo un
ensayo donde las plantas de apio se sometieron a estrés por frio. Los resultados obtenidos s6lo
mostraron diferencias significativas en los niveles de almidon y de fotosintesis entre las plantas
control (crecidas a 23 °C) y aquellas sometidas a estrés por frio (crecidas a 10 °C). Los
resultados plantean que es relevante determinar el contenido de manitol y las actividades de
enzimas involucradas en el metabolismo del carbono. De esta forma, se obtendra un panorama
mas completo sobre la regulacion de las diferentes rutas metabolicas involucradas en la particion

del carbono en hojas de apio.
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Abstract

ABSTRACT

This Thesis work focuses on studying of the enzymes involved in mannitol and raffinose
metabolism in celery (Apium graveolens) and Brachypodium distachyon, respectively, to better
understand the molecular mechanisms regulating these metabolic pathways. All enzymes were
recombinantly produced in Escherichia coli, fused to a His-tag at the N-terminus, and purified to
electrophoretic homogeneity by immobilized metal affinity chromatography.

Mannose-6P reductase from celery was kinetically characterized in the direction of
mannose-6P reduction. We determined that its quaternary conformation is a dimer, with subunits
of 37 kDa. We also crystallized and solved this enzyme’s structure in the presence of mannonic
acid and NADP", resulting in the first solved structure of a plant protein belonging to the family
2 of aldo-keto reductases. We determined that Lys* would be involved in binding the phosphate
group of mannose-6P. The catalytic efficiency of the K48A mutant with mannose was higher
than for the wild type enzyme, while this parameter was lower with mannose-6P than for the
wild type enzyme. Results support the Lys™ relevance for binding the substrate mannose-6P and,
more specifically, to stabilize its negative charge.

Celery mannitol dehydrogenase was kinetically characterized by the physiological
substrates (mannitol and NAD"), obtaining similar results to those reported for the enzyme
purified from its natural source. We also determined that this enzyme is an 80 kDa homodimer,
unlike the previously reported monomeric conformation. A homology model of the enzyme was
obtained using the solved structure of sinapyl alcohol dehydrogenase from Populus tremuloides
as a template. A detailed analysis of the model allowed us to select the amino acids that
determine the specificity for the cofactor NAD". Then, various mutant enzymes were obtained to
switch the cofactor’s specificity (from NAD" to NADP"). As a result, we coule get an enzyme
that uses NAD" and NADP" with the same catalytic efficiency.

UDP-sugar pyrophosphorylase from B. distachyon was kinetically characterized in UDP-
sugar synthesis, and we determined that its quaternary structure was monomeric (86 kDa). This
enzyme used galactose-1P and glucose-1P with the same catalytic efficiency, but this parameter
was an order of magnitude lower for glucuronic acid-1P. The enzyme was able to use other
sugars-1P but with lower efficiency than those previously mentioned.

Galactinol synthase from B. distachyon was studied in the direction of galactinol

synthesis. The enzyme presented a catalytic efficiency three orders of magnitude higher with the

xil
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physiological substrate (UDP-galactose) than with UDP-glucose. A model of the enzyme was
built by protein threading (fold recognition), which allowed us to determine the residues
putatively involved in binding the metal ion and the substrates. Exposure of the enzyme to the
oxidizing agents diamide and H,O, markedly reduced its activity, which could be recovered by
incubation with dithiothreitol or E. coli thioredoxin, suggesting this enzyme could be redox-
regulated.

We found that raffinose synthase from B. distachyon has a monomeric conformation of
80 kDa and that it exhibits, like enzymes from other plant species, glycosyltransferase and
hydrolase activity. So far, we could only characterize it in the hydrolysis direction, but we have
not been able to determine kinetic parameters in the direction of raffinose synthesis. The enzyme
could use galactinol, raffinose, and melibiose (a raffinose degradation product) as substrates, but
not stachyose or maltose.

Finally, celery plants were grown under different photoperiods (long, normal, and short)
to study their effect on carbon partition. Glucose and fructose levels did not show definite
patterns in any of the experiments. Conversely, sucrose and starch levels showed a
straightforward accumulation during light hours and depletion at night in plants grown under
normal and short photoperiods. These results agree with those obtained for Arabidopsis and
other plant species, supporting that the biological clock finely regulate the rates of sucrose and
starch synthesis and degradation to adapt them to the regular light/dark cycle. We also did an
experiment where celery plants were subjected to cold stress. Our results only showed significant
differences in starch and photosynthesis levels between the control plants (grown at 23 °C) and
those grown under cold stress (at 10 °C). Mannitol content and activities of enzymes involved in
carbon metabolism remain to be evaluated, which will provide us a more complete picture of the

regulation of the different metabolic pathways involved in carbon partitioning in celery leaves.
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1 INTRODUCCION

1.1 Las plantas y la fotosintesis

La fotosintesis es un proceso de suma importancia para la biosfera porque convierte la
energia de la radiacion solar en energia quimica que puede ser utilizada por todas las formas de
vida. Las plantas realizan la fotosintesis oxigénica en tejidos verdes (principalmente en hojas) y,
mas especificamente, en células que tienen cloroplastos. Esta organela estd rodeada por una
doble membrana (la envoltura) y contiene (i) un complejo sistema de membranas internas, las
membranas tilacoides, y (ii) una fraccion soluble llamada estroma. El proceso fotosintético se
puede dividir en dos partes: la fase luminosa y la fase sintética. La fase luminosa comprende las
reacciones que tienen lugar en las membranas tilacoides y que conducen a la conversion de la
energia electromagnética de la luz en poder reductor (NADPH) y energia quimica (ATP), con la

consecuente fotolisis del agua, de acuerdo con la siguiente ecuacion general:

2 H,0+3 ADP +3 Pi + 2 NADP" + luz — O, +3 ATP + 2 NADPH + 2 H"

La fase sintética, ocurre en el estroma y permite fijar el dioxido de carbono (CO,)
atmosférico para sintetizar hidratos de carbono, con la ecuacion general para la sintesis de una

molécula de hexosa-P:
6 CO, + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H'" — hexosa-P + 18 ADP + 17 Pi + 12 NADP"

La fase sintética depende de la fase luminosa, ya que sin las moléculas de alto contenido

energético y equivalentes de reduccion no es posible asimilar el CO, para sintetizar azlicares [1].
1.1.1 La fase luminosa de la fotosintesis
La funcién general de las reacciones dependientes de la luz es convertir la energia solar

en energia quimica en forma de NADPH y ATP. Dichas moléculas alimentan las reacciones de

la fase sintética, permitiendo la generacion de hidratos de carbono. Los complejos de proteinas y
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las moléculas de pigmento actuan en conjunto para producir NADPH y ATP. La conversion de
energia luminosa en energia quimica tiene lugar en dos complejos multiproteicos llamados
fotosistemas, los cuales se encuentran en las membranas tilacoides, denominados fotosistema II
(PSII) y fotosistema I (PSI; Figura 1). Dichos complejos se diferencian en funcién de las
moléculas que oxidan (es decir, la fuente de electrones de baja energia) y reducen (el destino de
los electrones energizados). Si la célula requiere tanto ATP como NADPH para la biosintesis,
entonces llevara a cabo la fotofosforilacién no ciclica. Al pasar el electron del centro de reaccion
del PSII al sistema de transporte de electrones que conecta al PSII con el PSI, el electron perdido
del centro de reaccion del PSII se reemplaza por uno proveniente de la lisis de una molécula de
agua. El electron del centro de reaccién del PSI excitado se usa para reducir NADP" a NADPH y
es reemplazado por el electron que proviene del sistema de transporte de electrones. Si la
necesidad de ATP es significativamente mayor que la de NADPH, se puede evitar la produccién
de potencial reductor a través de la fotofosforilacion ciclica. En dicho caso, s6lo se utiliza el PSI:
el electron de alta energia del centro de reaccion del PSI pasa a un portador del sistema de
transporte de electrones y, finalmente, regresa al pigmento del centro de reaccion del PSI

oxidado, reduciéndolo.
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Cadena de
Estroma transporte de ¢

Luvz g g Luz
[ A NADP" +H" NADPH

reductasa
HO %0,+2H H

o

ATP sintasa

Figura 1: Fase luminosa de la fotosintesis. En el centro de reaccion del PSII, la energia de la luz solar se utiliza para
extraer electrones de la molécula de agua. Los electrones viajan a través de la cadena de transporte de electrones del
cloroplasto hasta el PSI, que reduce NADP" a NADPH. La cadena de transporte de electrones mueve los protones a
través de la membrana tilacoide hacia el lumen. Al mismo tiempo, la fotdlisis del agua suma protones al lumen y la
reduccion de NADPH elimina los protones del estroma. El resultado neto es un pH bajo en el lumen de las tilacoides
y un pH alto en el estroma. La ATP sintasa utiliza este gradiente electroquimico para producir ATP. PQ,
plastoquinona; Cyt, citocromo; Pc, plastocianina; Fd, ferredoxina (Modificado de

https://cnx.org/contents/GFy h8cu@?9.85:

-CmzvUct@]12/The-Light-Dependent-Reactions-of-Photosynthesis).

1.1.2 La fase sintética de la fotosintesis

Después de que la energia del sol se convierte en energia quimica y se almacena
temporalmente en moléculas de ATP y NADPH, los organismos fotoautdtrofos tienen el
combustible necesario para producir moléculas de carbohidratos, las que permiten un
almacenamiento de energia a largo plazo. El carbono proviene del CO, atmosférico o del
generado como subproducto de la respiracion celular. El ciclo de Benson-Calvin-Bassham
(CBCB), la via bioquimica utilizada para la fijacion de CO,, se localiza dentro del citoplasma de
las bacterias fotosintéticas y en el estroma de los cloroplastos en las células verdes eucariotas. En

su conjunto, puede describirse como la fijacién de tres moléculas de CO, en un azucar-P de tres
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carbonos, o triosa-P, con la incorporacién de una molécula de ortofosfato inorganico (Pi). El
producto principal de la asimilacion fotosintética del carbono en el cloroplasto son las triosas-P:
dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (Ga3P). Las triosas-P pueden ser
exportadas hacia el citosol para producir azlcares solubles, o bien ser retenidas dentro del
cloroplasto para sintetizar almidon o para regenerar ribulosa-1,5-bisfosfato (Rull,5bisP), el
aceptor inicial de CO; en el CBCB. Las reacciones del CBCB se pueden organizar en tres etapas
basicas: carboxilacion, reduccion y regeneracion (Figura 2).

Carboxilacién: la Rull,5bisP carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39) cataliza la
adicion de CO, a la Rull,5bisP, dando como resultado la produccion de 2 moléculas de 3-
fosfoglicerato (3PGA).

Reduccion: se utilizan dos moléculas de ATP y NADPH (provenientes de las reacciones
dependientes de la luz) para convertir las dos moléculas de 3PGA primero en 1,3-
bisfosfoglicerato (1,3bisPGA) y luego en Ga3P. Estas reacciones son catalizadas por las enzimas
3PGA quinasa (EC 2.7.2.3) y Ga3P deshidrogenasa dependiente d¢ NADP " (Ga3PDHasa (A/B),
EC 1.2.1.13), respectivamente.

Regeneracion: el aceptor primario de CO,, la Rull,5bisP, es regenerada a partir de las
triosas-P, por lo cual cinco moléculas de C3 son interconvertidas en tres moléculas de C5. Cada
molécula de ribosa-5-fosfato deber ser convertida en ribulosa-5-fosfato (Rul5P), la que luego es
fosforilada a expensas de una molécula de ATP, produciendo Rull,5bisP. Entonces, cada

molécula de CO; fijada en el CBCB requiere de tres moléculas de ATP y dos de NADPH.
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CO: Carboxilacion

RuBisCO
Rull,5bisP 3PGA
ADP ATP
CBCB
ATP ADP
Rul5P 1,3bisPGA Reduccion
Regeneracion ’.
e NADPH
-Ga3P

NADP

Figura 2: El CBCB tiene tres ctapas. En la etapa 1 (carboxilacion), la RuBisCO incorpora CO, en una molécula
organica, generando 3PGA. En la etapa 2 (reduccion), el 3PGA se reduce utilizando electrones suministrados por el
NADPH. En la etapa 3 (regeneracion), la molécula que inicia el ciclo (Rull,5bisP) se regenera para que el ciclo

pueda continuar.

El andlisis global del ciclo indica que por cada tres moléculas de CO, que ingresan al
mismo se genera una de triosa-P, la cual puede ser utilizada para sintetizar otros carbohidratos o
bien regenerar intermediarios del ciclo. De esta manera, queda demostrado que el ciclo es
autocatalitico y puede generar mas aceptores de CO, del que consume. En consecuencia, hay una

ganancia neta de carbono [2].

1.2 Metabolismo de carbohidratos: la particion de fotoasimilados en plantas

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes en la biosfera. Sin
embargo, su importancia no sélo se debe a su abundancia, sino también a las multiples funciones
que cumplen en todas las células y organismos. En las plantas, los carbohidratos (i) son
intermediarios claves en muchas rutas metabolicas; (ii) forman parte de numerosas estructuras; y
(111) actian como transporte de carbono y energia entre tejidos [3]. En cuanto a la participacion
en el metabolismo energético, los carbohidratos son los principales intermediarios entre la
glucolisis y la via oxidativa de las pentosas-P (VOPP). Ademas, estas rutas cumplen una tarea
importante al proporcionar esqueletos carbonados para la sintesis de una gran cantidad de

componentes celulares, incluidos lipidos, acidos nucleicos, acidos organicos y proteinas. Los
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carbohidratos son los componentes principales de moléculas estructurales como la celulosa, la
biomolécula mas abundante en la Tierra. También, los azucares pueden encontrarse en
combinacion con otros compuestos, como en glicolipidos y glicoproteinas, las que determinan
decisivamente la estructura y funcion de las células. Por otra parte, los carbohidratos son
importantes para el transporte y almacenamiento de energia. En plantas, el almidon constituye
uno de los productos de almacenamiento mas importantes, mientras que la sacarosa (Suc) y los
polioles son los principales metabolitos involucrados en la movilizacién de carbono entre tejidos
fotosintéticos y heterotroficos [3].

La particién de fotoasimilados en plantas ocurre a dos niveles: intra e intercelular. El
primero se da entre los plastidos y el citosol, mientras que el segundo ocurre entre los diferentes
tejidos. Durante las horas de luz, el carbono fijado fotosintéticamente es utilizado en los
cloroplastos para sintetizar almidon, o bien es exportado al citosol para alimentar la sintesis de
Suc. El almidén sintetizado durante las horas de luz es movilizado en horas de oscuridad para
mantener un adecuado flujo de carbono. En los tejidos heterotréficos, la Suc es degradada y el
carbono es utilizado para suplir las necesidades biosintéticas de la célula, o bien es transportado

hacia los plastidos, donde puede ser convertido en almidon [3, 4].

1.2.1 Particion del carbono en células autotroficas

Durante las horas de luz, aproximadamente 30% del excedente de fotoasimilados es
derivado desde el CBCB para producir almidon dentro del cloroplasto. El polisacarido asi
sintetizado es almacenado transitoriamente y sirve principalmente para suministrar metabolitos
carbonados durante la noche [3]. El almidon estd compuesto por dos tipos diferentes de
polimeros de glucosa (Glc) unidas por enlaces a-1,4: amilosa y amilopectina. La amilosa es
considerada una molécula lineal, aunque esta ligeramente ramificada por enlaces a-1,6; mientras
que la amilopectina se encuentra altamente ramificada con enlaces a-1,6 localizados 25-30
moléculas de Glc [5]. La amilosa suele constituir un 20-35 % del almidon y la amilopectina del
65-80 % restante, aunque la proporciéon de ambos polisacaridos varia seglin la especie que los
produce [6]. La sintesis de almidén se inicia desde la fructosa-6P (Fru6P), un intermediario del
CBCB, la cual se convierte en glucosa-6-fosfato (GIc6P) y luego en glucosa-1-fosfato (Glc1P
por la accion consecutiva de dos enzimas, la Glc6P isomerasa (EC 5.3.19) y la

fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2). Luego sigue el paso catalizado por la ADP-Glc pirofosforilasa
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(ADPGIcPPasa, EC 2.7.7.27), que produce ADP-Glc y pirofosfato inorganico (PPi) a partir de
Glc1P y ATP, en presencia de Mg®". La ADP-Glc es el sustrato utilizado por la almidon sintasa
(EC 2.4.1.21) para elongar una cadena de a-1,4-poliglucano; luego, la enzima ramificante (EC
2.4.1.18) cataliza la formacion de los puntos de ramificacion a-1,6 de la fraccion amilopectina
del almidoén [7, 8].

La sintesis de almidon en cloroplasto se modula principalmente en el paso de sintesis de
ADP-Glc. En plantas, esta enzima es un heterotetramero conformado por dos subunidades
grandes y dos pequefias, y es activada por 3PGA (el primer intermediario del CBCB) e inhibida
por Pi. Esto hace que la enzima se encuentre activada durante las horas de luz (cuando la
relacion 3PGA:Pi es elevada, favoreciéndose la acumulacion del polisacarido) e inhibida durante
la noche (cuando la relacion 3PGA:Pi es baja) [8]. Ademas de la regulacion por metabolitos, la
actividad de la ADPGIcPPasa de plantas es modulada por mecanismos postraduccionales de
oxido-reduccion y fosforilacion [9, 10]. La regulacion asociada al estado redox involucra la
participacion del sistema ferredoxina—tiorredoxina. En los cloroplastos, durante las horas de luz,
este sistema produce tiorredoxina (Trx) reducida y, por la noche, genera Trx oxidada [8]. Es asi
que durante la noche, los residuos Cys adyacentes de las subunidades pequefias de la
ADPGIcPPasa son oxidados, lo que lleva a la formacion de un puente disulfuro vy,
consecuentemente, a la disminucion de la actividad catalitica de la enzima. El proceso de
reduccion se da durante el dia por Trxs reducidas, las cuales aumentan la actividad de la enzima.
Este tipo de regulacion se da solo en algunas especies de plantas, ya que las Cys de la
subunidades pequefias no estan conservadas en ADPGIcPPasas de monocotiledoneas [9]. Por
otro lado, en un estudio reciente en nuestro laboratorio [11] se encontré la ADPGIcPPasa en
estado fosforilado en extractos de semillas de trigo. Se determind que los niveles de proteina
fosforilada aumentaron a la par del desarrollo de la semilla, observandose también una
correlacion con el aumento de la actividad enzimatica y el contenido de almidon. Un analisis
mas detallado mostré que la fosforilacion se daba preferencialmente en la subunidad L y los
resultados sugieren que la ADPGIcPPasa es blanco de fosforilaciéon en semillas de gramineas,
pero no de plantas oleaginosas [11]. Por otra parte, hay que tener en cuenta que existen
diferentes isoformas de la almidon sintasa, una soluble, que elonga cadenas de amilopectina [12]
y otra unida al granulo, que alarga cadenas de amilosa [13]. Las distintas especificidades de estas
isoformas de almiddn sintasa constituyen mecanismos adicionales que regulan la produccion de

almidon.



Introduccion

Las triosas-P pueden dirigirse hacia el citosol a través del TTP (transportador de triosa-P
de la membrana cloroplastidica), una proteina transportadora que las intercambia por Pi (Figura
3). El TTP se encuentra fundamentalmente en los tejidos fotosintéticos, es especifico para
triosas-P y 3PGA, y no puede transportar fosfoenolpiruvato (PEP), pentosas-P o hexosas-P [14,
15]. E1 TTP posee un rol crucial en la regulacion de la particion del carbono en hojas: el
transporte de Pi hacia el cloroplasto representa una sefial sobre cudn rapido se utilizan las triosas-
P en la sintesis de Suc. Si la velocidad de sintesis de Suc disminuye, la velocidad a la cual el Pi
ingresa al cloroplasto se reducird y su concentracion en el mismo disminuird [16]. En
consecuencia, la exportaciéon del carbono hacia el citosol también se reducird y la baja
disponibilidad de Pi limitard la producciéon de ATP, con la consecuente disminucion en la
velocidad de acumulacion de CO,. Esto lleva a la disminucion en la conversion de 3PGA a
triosas-P y, consecuentemente, la proporcion 3PGA:Pi aumenta en el cloroplasto. Este escenario
estimula la sintesis de almidon por activacion alostérica de la ADPGIcPPasa (aumento del
activador 3PGA y reduccion del inhibidor Pi) [17].

Una vez en el citosol de la célula fotosintética, las triosas-P pueden ser utilizadas para la
sintesis del disacarido Suc, fuente de carbono y energia transportada desde las hojas hacia los
tejidos heterotroficos de la planta (Figura 3). La sintesis de Suc ocurre exclusivamente en el
citosol de las células vegetales, a través de una ruta metabdlica que utiliza triosas-P importada
desde el plastido. Esta via comienza con la produccion de fructosa-1,6-bisfosfato (Frul,6bisP) a
partir de Ga3P y DHAP, en un paso catalizado por la aldolasa (EC 4.1.2.13), seguido de la
hidrélisis del producto a Fru6P por la Frul,6bisP 1-fosfatasa citosdlica (cFBPasa, EC 3.1.3.11).
Este es el primer punto de control en la sintesis de Suc: la cFBPasa es inhibida por fructosa-2,6-
bisfosfato (Fru2,6bisP), un metabolito que tiene efecto alostérico sobre la enzima, disminuyendo
su afinidad por el sustrato [3, 18, 19]. De esta forma, la Fru2,6bisP actua como una sefial de la
cantidad de carbono disponible para la sintesis de Suc [20]. La Fru6P producida por la cFBPasa
se transforma en Glc6P y GIcl1P en dos reacciones sucesivas catalizadas por la Glc6P isomerasa
y la fosfoglucomutasa, respectivamente. La GIc1P y el UTP luego son utilizados por la UDP-Glc
pirofosforilasa (UDPGIcPPasa, EC 2.7.7.9) para producir UDP-Glc. Tanto la Fru6P como la
UDP-Glc son los sustratos de la sacarosa-6-fosfato sintasa (Suc6PSasa, EC 2.4.1.14). La sintesis
de Suc también puede regularse a nivel de la Suc6PSasa. La GIc6P es un activador alostérico de
la enzima, mientras que el Pi es un inhibidor de la misma. Cuando la fotosintesis aumenta la

relaciéon GIc6P:Pi en el citosol también lo hace, lo que induce la actividad de la Suc6PSasa
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permitiendo adecuar el flujo aumentado de fotosintatos [20]. Ademads, la actividad de la
Suc6PSasa puede ser regulada por fosforilacion en residuos de Ser que promueven tanto la
activacion como la inactivacion de la enzima [21-23].

Finalmente, la Suc6P es hidrolizada por una fosfatasa especifica (EC 3.1.3.24) liberando
Suc, la que puede exportarse a otros tejidos o bien almacenarse en la vacuola [24] (Figura 3). La
Suc se sintetiza continuamente para proporcionar carbono y energia a tejidos heterotroficos. Sin
embargo, los bloques de construccion necesarios para su sintesis varian a lo largo del ciclo
diurno. Las células foliares de muchas especies de plantas, tales como Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana), tabaco (Nicotiana tabacum) y arveja (Pisum sativum), almacenan almidon durante el
dia y lo descomponen durante la noche siguiente. Los productos resultantes (principalmente

maltosa) se exportan al citosol, donde se utilizan para la respiracion o la sintesis de Suc [4, 25].



Introduccion

Floema

(51

NADPH
Almidon
A

A

§ Suc
ADP-Glc

GlelP

E Pi
6PGIcA @

NADPH Suc6P
NADP UDP’J‘@
UDP-Gle
Glc6P +——* Fru6P PPi

®
Pd®  ®

Frul,6bisP Pi
Pi I@
®

DHAP +— Ga3P

NAD
NADP’
NADH:jGD
1.3bisPGA | ®

ADP
NADPH
ATP:DI@
3PGA

A

®

Malato+—— OAA? PEP

CBCB Ga3P «—DHAP

OAA

Figura 3: Particion del carbono en células fotosintéticas. Esquema simplificado de las reacciones mas importantes
de particion del carbono. Las reacciones enzimaticas se enumeran con circulos: (1) triosa-P isomerasa, (2) Fru-1,6-
bisP aldolasa, (3) fosfofructoquinasa dependiente de PPi, (4) cFBPasa, (5) Suc6PSasa, (6) Suc6Pasa, (7) Glc6P
isomerasa, (8) Glc6PDHasa, (9) fosfoglucomutasa, (10) ADPGIcPPasa, (11) Ga3PDHasa, (12) 3PGA quinasa, (13)
npGa3PDHasa, (14) fosfogliceromutasa y enolasa (15) piruvato quinasa, (16) PEP carboxilasa, (17) malato
deshidrogenasa. ST: transportador de Suc; TTP: transportador de triosa-P; CBCB: ciclo de Benson-Calvin-Bassham,;

VOPP: via oxidativa de las pentosas-P; CAT: ciclo de los acidos tricarboxilicos.

1.2.2 Particion del carbono desde tejidos fuente hacia tejidos sumidero

El rendimiento de un cultivo estd directamente correlacionado con la capacidad de la
planta para transportar carbono desde las hojas hacia el tejido sumidero econdémicamente

relevante. Ademas, el crecimiento y las necesidades de energia de otros tejidos sumidero también
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deben ser convenientemente satisfechos por la planta. Generalmente se acepta que los solutos
producidos por la fotosintesis generan suficiente presion hidrostatica (o turgencia) en las células
del mesofilo para impulsar el transporte desde la fuente hasta los tejidos heterotroficos, a través
de la via simplastica. De acuerdo a este mecanismo, la carga de Suc en el floema en el tejido
fuente aumenta la presion hidrostética e impulsa el flujo subsiguiente [26]. Sin embargo, a la luz
de estudios recientes, esta vision ha requerido ajustes adicionales. El camino a través del cual la
Suc finalmente se carga en el floema ha sido objeto de cierta controversia, dado que se
propusieron tres tipos de mecanismos de carga del floema: apoplastica, por atrapamiento de
polimero o por difusiéon. Los dos primeros son también llamadas estrategias activas, ya que
involucran el consumo de alguna forma de energia, mientras que el ultimo tipo de carga de
floema es pasivo.

En el mecanismo de carga apoplastica, la Suc sintetizada en la célula del mesoéfilo se
mueve citoplasmaticamente de célula en célula a través de los plasmodesmos hasta que alcanza
las células parenquimaticas. Alli es translocada hacia el apoplasto por un transportador de
membrana de Suc de la familia SWEET (Sugars Will Eventually be Exported Transporters).
Estos trasportadores fueron recientemente identificados [27], permitiendo este hallazgo ampliar
el conocimiento de la dindmica del flujo de la Suc en plantas. Los transportadores SWEET
pueden ser secuestrados por patdogenos microbianos para obtener Suc para su propio crecimiento
[28]. Siguiendo el transporte de Suc, una vez en el apoplasto es transportada por los
transportadores SUT hacia el complejo células acompafantes-elemento de la vaina. Este es un
co-transportador de H' y estd acoplado a la funcién de una H'-ATPasa, que provee la energia
necesaria para impulsar la Suc contra el gradiente de concentracion. La fosforilacion del
transportador de Suc inhibe el transporte de la misma, afiadiendo un nivel de complejidad atin
mayor a la regulacion de la particion de la Suc [29]. La acumulacion de Suc en las células de la
vaina produce un gradiente por presion hidrostatica que resulta en el flujo del azlcar a través de
un conducto de células de la vaina contiguas, hasta que finalmente llega y es descargada en los
tejidos sumidero [28].

En el segundo mecanismo de carga activa del floema, menos frecuente, la Suc difunde a
través de plasmodesmos a una célula acompafiante especializada, la célula intermedia, y
posteriormente es convertida en rafinosa (Raf) o un oligosacarido de la familia de la Raf (RFO).
En este caso, no se requiere energia para el transporte sino para la biosintesis del oligosacarido.

En el mecanismo de transporte pasivo, la Suc se mueve de manera simplastica hasta la célula del

11



Introduccion

mesofilo que se encuentra a continuacion y llega a los tubos cribosos a través de plasmodesmos.
Segun este modelo, la concentracion de Suc en el citosol de las células del mesofilo es lo
suficientemente alta como para impulsar el transporte a largas distancias por flujo de presion. La
descarga de Suc en el tejido sumidero y su subsecuente transformacion o almacenamiento en la

vacuola provee el gradiente necesario para mantener el flujo de carbono [3].

1.2.3 Particion del carbono en células heterotroficas

En las células heterotroficas la fuente de carbono proviene de la Suc sintetizada en los
tejidos fotosintéticos, transportada mediante el floema. Una vez que la Suc ingresa a la célula, la
misma puede ser utilizada tal como muestra el esquema de la Figura 4, con diferentes propositos:
1) almacenar energia, como Suc en la vacuola, o bien ser convertida en almidén o fructanos; y ii)
ser degradada mediante la glucolisis para proveer energia a través de la respiracion celular, o
para suplir de esqueletos carbonados a distintas reacciones biosintéticas. El grado de particion de
la Suc hacia cada una de estas vias depende del tipo de tejido heterotréfico implicado y de su
estadio de desarrollo [3]. El primer paso involucrado en la degradacion de Suc es su ruptura
quimica generando, en una serie de reacciones, GIc6P y Fru6P, que ingresan a la ruta de la
glucolisis.

La ruptura de la Suc puede ser llevada a cabo por dos enzimas distintas: las invertasas (-
D-fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26), que producen Glc y Fru; o la Suc sintasa (SucSasa, EC
2.4.1.13), que genera Fru y UDP-Glc [3, 30] (Figura 4). Las invertasas catalizan la hidrdlisis
directa e irreversible de la Suc en Glc y Fru, con la consecuente pérdida de la energia requerida
para producir un enlace glucosidico. Por otro lado, la escision mediada por la SucSasa rinde
UDP-Glc y Fru. Si bien esta reaccion es reversible, en general se considera que la reaccion se
encuentra desplazada hacia la descomposicion de la Suc. Mientras que los productos de las
invertasas pueden convertirse en Frul,6bisP por la via glucolitica cléasica, la degradacion
mediada por SucSasa, en cambio, sigue una via basada en UDP y PPi. La actividad de una u otra
enzima puede predominar segun el tejido o el estadio de desarrollo del mismo [31]. La UDP-Glc
junto con el PPi son utilizados por la UDPGIcPPasa para generar UTP y Glc1P; este ltimo es el
metabolito que ingresa en el grupo de las hexosas-P. Cabe destacar que el PPi es regenerado
mediante la accidon de la fosfofructoquinasa dependiente de PPi (EC 2.7.1.90). Se ha propuesto

que los nucledtidos de uridina juegan un rol importante en el control de la degradacion de Suc y

12



Introduccion

la sintesis de almidén [3], por lo que su reciclado es de suma importancia; por otra parte, los
niveles de adenilatos son mds importantes en el control de la respiracion y en la actividad de la
ADPGIcPPasa [32].

A pesar de las diferencias iniciales en la degradacion de Suc, la conversion a GIc6P es el
punto comun en las dos vias de hidrdlisis del disacarido, metabolito que puede ser particionado
entre diferentes vias metabdlicas. Una de las alternativas para la utilizaciéon de la Glc6P, en
determinados periodos o etapas del desarrollo celular, involucra su transporte hacia el interior de
los plastidos (especificamente amiloplastos en tejidos de reserva), donde es destinada a la
sintesis de compuestos de reserva, principalmente almidon y acidos grasos en algunos casos [3]
(Figura 4). El transporte de Glc6P hacia el interior de los plastidos heterotréficos estd mediado
por una proteina transportadora de hexosas-P (THP), presente exclusivamente en plastidos de
tejidos no-fotosintéticos. El1 THP intercambia Glc6P por Pi o triosas-P y también, pero con
menor afinidad, pentosas-P, PEP, 3PGA y eritrosa-4-fosfato [14, 15]. La otra ruta que puede
utilizar Glc6P dentro de los plastidos es la VOPP, que esta involucrada en la interconversion de
azucares-P, con la generacion neta de poder reductor en forma de NADPH. Esta via puede
dividirse en dos secuencias de reacciones. Una fase oxidativa que va de Glc6P a Rul5P con la
produccion asociada de NADPH, en la que participan, entre otras enzimas, la GIc6P
deshidrogenasa (Glc6PDHasa, EC 1.1.1.49) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (EC 1.1.1.44).
La otra, una fase no-oxidativa, convierte la Rul5P en hexosas-P y triosas-P, productos que
pueden ingresar a la via glucolitica o que pueden ser utilizados para regenerar la Glc6P y
reiniciar el ciclo [33]. Se ha propuesto que en el citosol de las células vegetales solo ocurriria la
fase oxidativa de la VOPP y el primer paso de la fase no-oxidativa [34, 35]. De esta forma, se
convertiria la Glc6P a Rul5P y esta Gltima a ribosa-5-fosfato y xilulosa-5-fosfato, productos que
serian transportados dentro de los plastidos por una proteina transportadora especifica que las
intercambia por Pi, para continuar su ciclo [36, 37]. Alternativamente, la Glc6P puede ser
convertida en el citosol a Fru6P, compuesto que la encausa hacia la via glucolitica. La glucdlisis,
es uno de los metabolismos centrales de los hidratos de carbono, que permite obtener energia y
los precursores metabdlicos necesarios para la sintesis de aminoéacidos y otros componentes
celulares, como asi también provee los compuestos necesarios para la respiracion celular y la

sintesis de proteinas [3].
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De lo expuesto anteriormente, es claro que en las plantas la particion del carbono ocurre

tanto en tejidos fuente como en tejidos sumidero, entre Suc y almidon, y que la sintesis y

degradacion de dichas moléculas estan finamente reguladas.
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Figura 4: Metabolismo del carbono en células no fotosintéticas. Esquema simplificado de

las reacciones mas

importantes de particion del carbono. Las reacciones enzimadticas se enumeran con circulos: (1) invertasas, (2)

SucSasa, (3) hexoquinasa, (4) nucleésido disfosfato quinasa, (5) UDPGIcPPasa, (6) fosfoglucomutasa, (7)
Glc6PDHasa, (8) Glc6P isomerasa, (9) fosfoglucomutasa, (10) ADPGIcPPasa, (11) almidon sintasa y enzima

ramificante, (12) piruvato quinasa. ST: transportador de Suc; TPP: transportador de PEP/Pi; THP: transportador de

hexosa-P, VOPP: via oxidativa de las pentosas-P; CAT: ciclo de los 4cidos tricarboxilicos.

1.3 Metabolismo de los azucares-alcoholes

En determinadas especies vegetales el carbono fijado fotosintéticamente puede ser

utilizado para la sintesis de azlcares-alcoholes [38]. Los azucares-alcoholes son polioles

aciclicos que desempenan un papel clave en el metabolismo de algunas plantas. Tres de ellos
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estan ampliamente distribuidos en las angiospermas: glucitol, manitol (Mol) y galactitol. El tipo
de azucar-alcohol producido depende de cada organismo: por ejemplo, el glucitol (también
conocido como sorbitol) es un producto fotosintético mayoritario en especies de las familias
Rosaceae (plantas de manzana, durazno y pera, entre otras) y Plantaginaceae [39], mientras que
el Mol es sintetizado, acumulado y transportado a tejidos heterotroéficos por plantas de las
familias Apiaceae (plantas de apio, zanahoria y perejil, entre otras) y Oleaceae [40]. La particion
del carbono en estas plantas es mas compleja que en otras especies, ya que los fotosintatos
primarios son tres: almidon, Suc y el azucar-alcohol. La capacidad de un tejido de sintetizar y/o
degradar azicares-alcoholes puede variar en forma importante entre los diferentes tejidos de una
planta o dentro de un mismo tejido vegetal durante el desarrollo.

Los azucares-alcoholes son sintetizados en el citosol, mediante la accion combinada de
reductasas y fosfatasas y son degradados via deshidrogenasas u oxidasas. Una caracteristica de
este tipo de azucares es que la capacidad de sintesis y degradacion estd compartimentada en
diferentes tejidos; hecho que tiene consecuencias directas sobre la capacidad de acumulacion del
azucar-alcohol. En las especies que producen glucitol y Mol, la sintesis del azlicar-alcohol se da
principalmente en el tejido fuente (es decir, hoja madura), y la degradaciéon se produce
principalmente en el tejido sumidero (es decir, frutos, apices, raices, y hojas no fotosintéticas).
En el caso de la planta de apio, la Suc es sintetizada y utilizada en hojas de todas las edades; pero
a diferencia de ésta, el Mol es sintetizado principalmente en hojas maduras y su utilizacion esté
restringida a tejidos sumidero activos como las hojas jovenes [41]. De esta forma, el Mol
representa una forma de transporte de carbohidratos mas rigurosamente controlada, destinada
especificamente al suministro de carbono a tejidos heterotréficos [42]. En una escala de tiempo
diaria, los azlcares-alcoholes son almacenados temporalmente en los tejidos del mesofilo. Se
acumulan durante las horas de luz y se traslocan durante las horas de oscuridad. En cuanto a la
variaciéon del contenido de carbohidratos dependiente de la estacion, varios trabajos han
descripto que el azucar-alcohol se puede almacenar temporalmente en las partes perennes de
algunas especies de arboles [42—44]. Por el contrario, en frutos de especies donde el aztcar-
alcohol es el aziucar mayormente traslocado, las formas principales de almacenamiento de

carbohidratos son el almidon y las hexosas [42].
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1.3.1 Metabolismo del manitol en plantas de apio

La Figura 5 detalla los caminos metabdlicos del Mol en una planta de apio (4Apium
graveolens). El Mol se sintetiza en hojas maduras de apio mediante la accion coordinada de tres
enzimas. La primera de ellas es la manosa-6-fosfato (Man6P) isomerasa (EC 5.3.1.8, ec. 1), que
transforma la Fru6P en Man6P. Esta ultima es convertida en manitol-1P (Mol1P) por la Man6P
reductasa (Man6PRasa, EC 1.1.1.224, ec. 2) en una reaccion dependiente de NADPH. Se ha
demostrado que el NADPH necesario para la reduccion de la Man6P proviene de la reaccion
catalizada por la Ga3P deshidrogenasa no fosforilante (npGa3PDHasa) [45, 46], la cual presenta
una actividad significativamente mayor en plantas donde el Mol es un fotosintato primario, en
comparacion con plantas donde no lo es. El MollP es finalmente hidrolizado a Mol por una
fosfatasa especifica (EC 3.1.3.22, ec. 3) [40, 45]. Este poliol es luego exportado a los tejidos no
fotosintéticos (por ejemplo, hojas en desarrollo) mediante transportadores especificos [47, 48].
Una vez incorporado en el citosol de las células heterotroficas, el Mol es transformado en Man
por la Mol deshidrogenasa (MolDHasa, EC 1.1.1.255, ec. 4) dependiente de NAD" [49, 50].
Luego, la Man es fosforilada por la hexoquinasa (ec. 5) a Man6P y esta ultima es convertida en
Fru6P por la Man6P isomerasa (ec. 6). Esta enzima es la misma que cataliza la reaccion inversa
en tejidos fotosintéticos (conversion de Fru6P en Man6P, ec. 1). Si bien se ha demostrado la
existencia de esta enzima en tejidos fotosintéticos, su presencia en células heterotroficas es ain

especulativa y requiere de trabajos mas detallados [38].

Fru6P 2 Man6P (1)
Man6P + NADPH + H" 2 Mol1P + NADP" ()
Mol 1P + H,0 - Mol + Pi 3)
Mol + NAD" 2 Man + NADH + H" 4)
Man + ATP = Man6P + ADP (5)
Man6P 2 Fru6P (6)
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Figura 5: Metabolismo del Mol en plantas de apio. (1) npGa3PDHasa, (2) Man6P isomerasa, (3) Man6PRasa, (4)
Mol1Pasa, (5) MolDHasa, (6) HKasa y (7) Man6P isomerasa.

Se ha demostrado que en plantas de apio hasta un 80% del CO, fijado fotosintéticamente
es utilizado para la sintesis de Suc y Mol, mientras que una parte menor se destina a la sintesis de
almidon [40]. Este patron de acumulacion es diferente al de otras especies vegetales, en
particular Arabidopsis, la cual acumula grandes cantidades de almidon durante las horas de luz
para luego degradarlo durante las horas de oscuridad. Las rutas de sintesis y degradacion del Mol
en plantas de apio se encuentran reguladas por el estadio de desarrollo del tejido. EI Mol
sintetizado en el mesofilo se acumula temporalmente en el parénquima del peciolo de hojas
maduras, siendo movilizado a los tejidos mas jovenes (sumideros) durante la senescencia [44,
51]. El almacenamiento de Mol en las cé€lulas del parénquima ocurre predominantemente en la
vacuola (81%) y el resto en el citosol, aunque las concentraciones citosolicas pueden ser bastante
altas [44]. Estudios realizados en plantas de apio mostraron que el Mol es producido y
acumulado durante el dia en células fotosintéticas, para ser luego exportado a los tejidos
heterotroficos en horas de oscuridad [40, 51, 52]. Esto hace suponer la existencia de mecanismos
de regulacién en diferentes niveles, incluyendo la sintesis, acumulacion, transporte y utilizacion

del Mol en funcidn del ciclo de luz/oscuridad. Por ejemplo, los niveles de transcripto y actividad
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de la Man6PRasa son elevados en hojas fotosintéticamente activas, mientras que son bajos o
nulos en las hojas en desarrollo. Por el contrario, los niveles de transcripto y actividad de la
MolDHasa son altos en hojas en desarrollo y practicamente indetectables en hojas maduras [41,

52-54].

1.3.2 Sobre la manosa-6-fosfato reductasa

La Man6PRasa pertenece a la superfamilia de las aldo/ceto reductasas (AKR) [55, 56].
Las AKR son enzimas dependientes de NAD(P)H que reducen una amplia variedad de aldehidos
y cetonas, monosacaridos, cetoesteroides y prostaglandinas. También catalizan la oxidacion de
hidroxiesteroides y trans-dihidrodioles de hidrocarburos aromaticos policiclicos. En humanos, se
las ha implicado en complicaciones diabéticas y enfermedades congénitas, mientras que en las
plantas juegan un papel clave en la eliminacion de compuestos aldehidos reactivos, la
produccion de osmolitos y en la sintesis de metabolitos secundarios. La superfamilia AKR
incluye mas de 190 miembros que se clasifican en 16 familias, teniendo en cuenta la identidad de
la secuencia de aminoacidos [57] y que se encuentran en todos los reinos y filos bioldgicos.
Todas las proteinas que pertenecen a dicha familia poseen el motivo de barril-(o/B)s
caracteristico de la triosa fosfato isomerasa (TIM) y contienen aproximadamente 320
aminoacidos por mondmero [55]. La mayoria de las AKR conocidas son monoméricas, a
excepcion de las que pertenecen a las familias AKR2, AKR6 y AKR?7, las cuales presentan
conformaciones multiméricas. La subfamilia AKR2 incluye a la Man6PRasa de apio y a la
aldosa-6-fosfato reductasa (AldoPRasa) de manzano (Malus domestica), de durazno (Prunus
persica) y de arroz (Oryza sativa) [40, 58—60], las cuales presentan una conformacion dimérica.

La Man6PRasa ha sido purificada a partir de hojas maduras de apio, Striga hermonthica 'y
Orobanche ramosa [40, 53, 61], siendo caracterizada en la direccion de reduccion de la Man6P
en todos los casos. La enzima de apio mostr6 una alta especificidad con respecto a los
requerimientos de sustrato y cofactor. So6lo se observo una actividad enzimaética insignificante
cuando el sustrato Man6P se reemplazé con Glc6P, Fru6P o ManlP, mientras que el NADH no
sustituyd al NADPH [40]. El primer informe sobre el clonado del gen que codifica para la
Man6PRasa a partir de apio (una planta que produce Mol), procede del grupo de Loescher [53],
la cual en términos de masa molecular, actividad especifica y caracteristicas cinéticas fue

indistinguible de la Man6PRasa obtenida de fuente.
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La Man6PRasa se encuentra predominantemente en el parénquima esponjoso y en los
tejidos de la empalizada del mesoéfilo foliar y el haz de la vaina [62], pero no en el parénquima
vascular. Estos resultados muestran que la localizacion de la Man6PRasa y, por lo tanto, la
sintesis de Mol, estan estrechamente asociados con la distribucion del metabolismo del carbono
fotosintético en las hojas de apio. Esto sugiere fuertemente que la Man6PRasa tiene un rol clave
en la asimilacion del carbono que se exporta del cloroplasto. En cuanto a su localizacién celular,

se ha descripto que esta enzima se encuentra principalmente en el citosol [62].
1.3.3 Sobre la manitol deshidrogenasa

La MolDHasa es una metaloproteina que pertenece a la superfamilia de Ilas
deshidrogenasas/reductasas de cadena media (MDR) y, como tal, posee un 4tomo de Zn*
necesario para que ocurra la catalisis [63]. La masa molecular de la MolDHasa es cercana a los
43 kDa y se ha informado que la forma activa es un monoémero [50], a diferencia de la glucitol
deshidrogenasa (EC 1.1.1.14, una enzima andloga a la MolDHasa) de plantas de la familia
Rosaceae, cuya estructura cuaternaria es un tetramero [64—66]. Si estas ltimas enzimas catalizan
reacciones similares (en ambos casos se oxida el poliol en una reacciéon dependiente de NAD"),
sus secuencias son considerablemente diferentes. Esto sugiere que poseen distinto origen
evolutivo y resulta relevante realizar estudios comparativos a nivel cinético, estructural y
regulatorio entre las mismas.

La primera evidencia de una MolDHasa en plantas vasculares aparece en el trabajo de
Stoop y Pharr [49], quienes purificaron parcialmente y caracterizaron una enzima con actividad
Mol:Man-1-P oxidoreductasa de raices de apio. Esta enzima difiere de la MolDHasa de
microorganismos porque oxida el Mol a Man, mientras que la de origen microbiano convierte el
Mol en Fru [67]. La MolDHasa de apio oxida los alditoles con un requisito minimo de quiralidad
2R en el carbono adyacente al carbono primario que experimenta la oxidacion. La enzima es
especifica para NAD" y no usa NADP" y es inhibida por el agente quelante 1,10-fenantrolina, lo
cual sugiere que el Zn*" es necesario para la actividad deshidrogenasa [67]. Los agentes
reductores ditiotreitol (DTT), ditioeritritol y B-mercaptoetanol (B-ME) inactivaron la MolDHasa
reversiblemente, sugiriendo la existencia de puentes disulfuro o de Cys involucradas en el sitio
activo que pueden ser modificados por el estado redox del organismo in vivo. Aln mas, esta

enzima es fuertemente inhibida por NADH, por lo que su actividad es sensible a la relacion
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NADH/NAD" [49, 67]. A pH 7,0 el ADP y, en menor grado, el AMP y el ATP, resultan
inhibidores competitivos con respecto al NAD". Otros resultados sugieren que la actividad de la
enzima no se ve afectada directamente por NaCl ni por macronutrientes como NOj,, SO,
HPO,*, Mg*", Ca* 0 K" [67].

La MolDHasa es una enzima de localizacion citosolica y se encuentra en varios tejidos
sumidero, como por ejemplo el meristema apical de la raiz de apio, hojas jovenes en expansion,
el cambium vascular y el floema, incluyendo el tubo criboso, las células acompafiantes, el
parénquima y el exudado de savia de los peciolos [68]. La asociacion entre MolDHasa y el
floema se ha sugerido como un medio por el cual el Mol puede retornar al pool de carbohidratos
activos y asi proporcionar energia para apoyar la funcién del floema [68]. Esto es analogo al
papel propuesto para la SucSasa asociada al floema [38, 69, 70].

Se ha evidenciado que, en tejidos sumidero de planta de apio, el secuestro del Mol o la
limitacion de su metabolismo se debe, al menos en parte, a la represion mediada por azlcares
hexosa de la actividad catabdlica de la MolDHasa [54]. También se observd que al crecer
cultivos de células de apio con Glc como fuente de carbono, éstos expresaban baja actividad
MolDHasa durante el crecimiento activo; pero experimentaban un marcado aumento en la
actividad, niveles de proteina y ARNm de esta enzima cuando se los privaba de Glc [71] o
cuando el Mol era la fuente primaria de carbono [72]. Esta represion de la MolDHasa parece
estar mediada por una hexoquinasa de forma comparable a la represion por diferentes azicares
de genes fotosintéticos [73, 74]. Estas observaciones se relacionan con los efectos multiples y
generales del estado de los niveles de carbohidratos en tejido sobre la regulacion de la expresion

génica [75, 76].

1.3.4 Roles del manitol y tolerancia a estrés

Ademads del rol que cumplen como fotosintatos, los azucares-alcoholes tienen una
funcion relevante frente a diferentes condiciones de estrés abidtico. Se ha demostrado que
numerosos organismos son capaces de acumular compuestos de bajo peso molecular, tales como
azucares no reductores, polioles (Mol, glucitol y glicerol), aminas cuaternarias o aminoacidos
[77, 78]. Estos compuestos, conocidos generalmente como solutos compatibles, permitirian que
dichos organismos toleren ciertos tipos de estrés abiodtico (salinidad, sequia y frio). Es bien

sabido que diferentes compuestos inorganicos (K, Na®, CI” y SO4*) y moléculas organicas
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(hexosas reductoras) son fundamentales para los ajustes osmoticos en sistemas acuosos. Sin
embargo, estos compuestos son diferentes de los solutos compatibles, ya que pueden afectar las
propiedades de las soluciones en distintas formas [38, 78]. Los primeros trabajos establecieron
que altas concentraciones de solutos compatibles no interfieren con las actividades enzimaticas
in vitro y que a veces pueden proteger a las proteinas de los efectos nocivos de las sales o el
calor [38]. Se ha descripto que la concentracion de estas moléculas debe alcanzar valores tan
altos como 500 mM para ejercer proteccion; curiosamente, estos niveles se pueden alcanzar en
las células [79, 80].

Se han propuesto diferentes hipotesis para esclarecer el efecto protector de los solutos
compatibles sobre las estructuras bioldgicas. Una hipotesis es que sustituyen a las moléculas de
agua en la hidratacion de proteinas y membranas, lo que permite que se produzca la actividad
enzimatica incluso a concentraciones de agua extremadamente bajas [81]. Otra alternativa
sugiere que los solutos compatibles podrian estar fuera de la esfera de hidratacion de las
proteinas, produciendo asi un reordenamiento particular de la esfera e induciendo a la estructura
bioldgica a adoptar una hidratacion preferencial [82]. Con respecto a las plantas, existen estudios
que respaldan en gran medida la posibilidad de derivar carbohidratos citosolicos a diferentes
destinos metabdlicos que produzcan compuestos del tipo de solutos compatibles. La
acumulacion de estos metabolitos podria ayudar al vegetal a resistir condiciones extremas de
bajas temperaturas, altos niveles de sal y déficit hidrico. El panorama general sostiene que las
modificaciones en el equilibrio de la particion de fotosintatos pueden desempefiar un papel
fundamental para la productividad y supervivencia de las plantas en condiciones fisiologicas o de
estrés.

Los carbohidratos como Suc, fructanos y azucares-alcoholes pueden ser importantes en la
tolerancia y resistencia al dafio inducido por el frio [38, 83—86]. El dafio por frio se produce por
la desecacion debido a la demanda de agua del protoplasto, como consecuencia del crecimiento
de cristales de hielo [38]. Aunque los resultados no son concluyentes, numerosos estudios han
relacionado este tipo de estrés con la acumulacion de solutos compatibles. Por ejemplo, se ha
observado que durante los meses de invierno, en la corteza de hoja perenne de olivo, los niveles
de Mol son més del doble que en el verano [43]. También, informes sobre la aclimatacion a baja
temperatura en varias especies de cactus (Opuntia) mostraron que, dependiendo del tejido, los
niveles de azlcares solubles aumentaron de 2 a 9 veces, mientras que el Mol aumento casi 3

veces en la especie mas resistente [87].
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Son escasos los estudios que se centran especificamente en la relacién entre polioles
aciclicos y el estrés por sequia, con lo cual las interpretaciones de éste y otros tipos de estreses
pueden ser desconcertantes al confundir los efectos primarios y secundarios. En plantas del
género Fraxinus (familia Oleaceae) el Mol juega un papel critico en el ajuste osmético estacional
que ocurre en respuesta a la sequia del verano [88]. La comparacion entre arboles y plantulas
control y sometidos a estrés por sequia, mostraron que estos ultimos se aclimataron a los bajos
potenciales hidricos foliares antes del amanecer, sin presentar marchitamiento aparente o cese de
la fotosintesis [89]. La sequia resultd en altas concentraciones de Mol y malato, mientras que la
Suc se mantuvo relativamente baja. Estudios similares en olivo demostraron que tanto el Mol
como la Glc representan en conjunto aproximadamente el 30% del potencial osmético de la hoja
[90].

La correlacion entre el estrés salino y la acumulacion de azlicares es bastante fuerte y los
trabajos que tratan este tema representan los informes mas numerosos que relacionan un tipo de
estrés con la acumulacion de polioles. Un par de estudios, realizados con apio expuesto a estrés
inducido por NaCl [91] o exceso de macronutrientes [92], establecieron que los cambios en el
metabolismo del Mol eran consecuencia tanto de la distribucion como de la utilizacion del
carbono. Por ejemplo, en hojas de apio recién desarrolladas expuestas a NaCl 300 mM, el flujo
de carbono hacia el Mol se mantuvo a tasas similares a las de los controles, aunque se encontro
una disminucion del 70% en la asimilacion de carbono. El mantenimiento de la sintesis de Mol
se hizo a expensas de la Suc, aumentando asi 4 veces la relacion entre Mol y Suc marcada. Este
cambio se asocio a un aumento en la actividad de la Man6PRasa. Sin embargo, este aumento en
la actividad no se relacion6 con un aumento en el nivel de proteina de la enzima, lo que sugiere
una posible modificacion postraduccional de la misma [91].

En un trabajo de Zhifang y Loescher [93], se transformaron plantas de Arabidopsis, una
especie no productora de Mol, con el gen Man6PRasa de hoja de apio bajo el control del
promotor 35S. Las plantas transgénicas acumularon Mol en cantidades que iban desde 0,5 a 6
umol g™ de peso fresco. En ausencia de NaCl, todas las plantas fueron fenotipicamente iguales al
tipo salvaje (WT). Sin embargo, en presencia de NaCl, las plantas transgénicas adultas mostraron
un alto nivel de tolerancia a la sal, es decir, crecieron, completaron un desarrollo normal,
florecieron y produjeron semillas en suelo regado con una solucion nutritiva con 300 mM NaCl.
Estos resultados demuestran que la introduccion del gen que codifica para la Man6PRasa juega

un rol importante en la biosintesis Mol y que, este ultimo, es clave para el desarrollo de plantas
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tolerantes a la sal. En otro trabajo del mismo laboratorio [94], se explor6 el efecto del estrés por
sal sobre el rendimiento del PSII y de los niveles de CO; fijados en las plantas de Arabidopsis
WT y transformadas. Después de un tratamiento de 12 dias con 100 o 200 mM NacCl, el peso
fresco total de los brotes, el nimero de hojas y el area de las hojas fueron significativamente
mayores en las transformantes que en las plantas salvajes. En plantas WT tratadas con 100 mM
NaCl, el rendimiento del PSII comienza a disminuir después de 6 dias, con un detrimento del
50% del rendimiento después de 12 dias, lo que indica una severa pérdida en la eficiencia de
PSII; mientras que no se observd efecto alguno sobre las transformantes. Bajo niveles
atmosféricos de CO,, el crecimiento con NaCl 200 mM provocd un aumento en los niveles
subestomaticos de CO; en plantas salvajes, pero no en plantas transgénicas. También causé una
marcada disminucion en la eficiencia de carboxilacion bajo niveles limitantes de CO, en plantas
WT en comparacion con las transformantes. Estos resultados sugieren que el Mol protege la
fotosintesis contra el dafo de la sal a los cloroplastos.

En casos de estrés por sequia o salinidad se puede dar una disminucién de la apertura
estomatica de las hojas, lo que conlleva a la produccion de radicales libres y al dafio asociado
con fotoinhibicion. En este contexto, existe evidencia de que en hongos y otros organismos los
azucares-alcoholes (como glucitol y Mol) y los polioles ciclicos (como myo-inositol) pueden
actuar como reclutadores de radicales libres [95, 96]. Por ejemplo, la transformacion de plantas
de tabaco con una MollP deshidrogenasa bacteriana (EC 1.1.1.17), dirigida a los cloroplastos
mediante la introduccion de un péptido de transito, produjo una linea capaz de acumular Mol en
los cloroplastos en concentraciones de hasta 100 mM, sin alteracién del fenotipo ni de la
actividad fotosintética [97]. La presencia de Mol en los cloroplastos resultd en una mayor
tolerancia al metilviologeno, un compuesto que produce estrés oxidativo. Es importante destacar
que la presencia del poliol no redujo la abundancia de especies reactivas de oxigeno, pero
confiri6 una proteccion adicional a las ya presentes en plantas no transformadas.

En contraste con la importancia que los azticares-alcoholes tienen para el metabolismo de
los hidratos de carbono y en la resistencia a distintos tipos de estrés en plantas, los estudios

realizados en relacidn a las enzimas del metabolismo del Mol son relativamente escasos.
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1.4 Metabolismo de la rafinosa

La Raf es una extension a-1,6-galactosil de la Suc. El metabolismo de la Raf parece ser
universal en las angiospermas, mientras que los oligosacaridos que derivan de la misma (como la
estaquiosa, la verbascosa y la ajugosa) se encuentran sélo en determinadas especies vegetales
[98]. La Raf se acumula fundamentalmente en las semillas, donde cumple un rol importante en la
estabilizacion de membranas durante el proceso de desecacion [99]. Ademas, en determinadas
especies vegetales (por ejemplo en plantas de la familia Cucurbitaceae, a la cual pertenecen el
pepino y el melon) la Raf es utilizada para el transporte de carbono hacia los tejidos
heterotréficos [100]. También se ha descripto que se acumula frente a determinadas situaciones
de estrés abidtico, tales como calor, frio, salinidad y sequia [98, 101-104].

El primer paso en la ruta de sintesis de la Raf consiste en la produccion de UDP-galactosa
(UDP-Gal), la cual no es especifica de esta ruta, pero aporta uno de los sustratos esenciales para
la misma (Figura 6). Las plantas tienen dos formas alternativas de producir este nucleétido
azucar [105]. Una posibilidad es a través de una enzima de la via de Leloir [106], que implica la
conversion reversible de UDP-Glc en UDP-Gal por medio de la UDP-Glc 4-epimerasa (EC
5.1.3.2). Alternativamente, la UDP-Gal se puede sintetizar a partir de galactosa-1-fosfato
(GallP) y UTP, en una reaccion catalizada por la UDP-aztcar pirofosforilasa (USPPasa, EC
2.7.7.64) [107]. Las plantas superiores parecen carecer o tener una actividad limitada de la
enzima GallP uridililtransferasa, la que es critica de la via de Leloir [107, 108], lo que sugiere
que la USPPasa puede actuar como un mecanismo alternativo para metabolizar la GallP,
produciendo UDP-Gal para reacciones de glicosilacion [105, 109, 110]. Como se detalla en la
Figura 6, la via de sintesis de Raf contintia con la galactinol sintasa (GolSasa, EC 2.4.1.123), que
produce galactinol (Gol) a partir de UDP-Gal y myo-inositol. La Raf sintasa (RafSasa, EC
2.4.1.82) luego transfiere el residuo galactosilo del Gol a una molécula de Suc preformada [111-
118]. La GolSasa cataliza el primer paso comprometido en la sintesis de Raf; por lo tanto, juega

un papel crucial en la particion del carbono entre Suc y Raf [119-122].
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Figura 6: Via de sintesis de la Raf. (1) USPPasa, (2) UDP-Glc 4-epimerasa, (3) GolSasa y (4) RafSasa. En amarillo

se destaca el residuo galactosilo que es transferido entre los diferentes metabolitos.

La sintesis primaria de UDP-azucares es catalizada por pirofosforilasas especificas, que

utilizan UTP y un azucar-1P (que puede estar N-acetilado) como sustratos, para formar
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pirofosfato inorganico (PPi) y el UDP-azlicar correspondiente. Esta reaccion es reversible [123,
124], dependiente de Mg®* [125-127] y sigue un mecanismo del tipo bi-bi ordenado [124]. En
las enzimas de plantas y parasitos eucariotas, primero se une el UTP y luego lo hace el aztcar-
1P; a continuacion, se libera el PPi y, finalmente, lo hace el UDP-azucar [128-130]. En
comparacion con la UDPGIcPPasa, la USPPasa fue recientemente identificada en plantas de
arveja y Arabidopsis [131-133]. Cabe aclarar que se habian descripto anteriormente ensayos con
extractos crudos de plantas donde se detectaban actividades enzimaticas similares a las de la
USPPasa, pero que habian sido atribuidas a otras enzimas [134]. Las USPPasas han sido
identificadas en la mayoria de las especies de eucariotas fotosintéticos (excluyendo algunas
algas), pardsitos eucariotas y algunas especies bacterianas, pero no se han reportado en
vertebrados [130, 135].

La USPPasa es una proteina de 67-70 kDa [125, 131, 132] y, a diferencia de la
UDPGIcPPasa vegetal, es activa como monémero [136]. La USPPasa cataliza la conversion
reversible de una amplia gama de aztcares-1P: principalmente Glc1P, GallP, 4acido glucurénico-
1-fosfato (GIcA1P), acido galacturdnico-1-fosfato, L-arabinosa-1-fosfato y xilosa-1-fosfato. Por
ejemplo, las USPPasas de Arabidopsis y cebada muestran actividad con GallP, Glc1P y GIcAlP,
entre otros [137, 138]. En la planta modelo Arabidopsis, la USPPasa se expresa en diferentes
tejidos y etapas de desarrollo, como raices, cotiledones y tejidos vasculares; siendo su expresion
mas fuerte en las flores, mas especificamente, en el polen en desarrollo [132, 133]. La mutacion
del gen que codifica para esta enzima hace que no sea posible obtener plantas homocigotas, ya
que el polen no se desarrolla de forma adecuada [139]. Estos hallazgos demuestran la

importancia de esta enzima (y de la UDP-Gal) para el normal desarrollo de las plantas.
1.4.2 Sobre la galactinol sintasa

La GolSasa es miembro de la familia 8 de glicosiltransferasas (GTS), que incluye varias
enzimas involucradas en la biosintesis de varios conjugados de azucar [140—142]. Estas enzimas
constituyen una gran familia involucrada especificamente en la biosintesis de oligosacaridos,
polisacaridos y glicoconjugados [143], que juegan un papel importante en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. La enzima GolSasa se encuentra sélo en las angiospermas, lo que hace
que el mecanismo de sintesis de Gol y los RFO sea un evento metabdlico altamente especifico de

plantas. La GolSasa se describe como una enzima extravacuolar (citosolica) [144]. Esta enzima
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fue detectada por primera vez en extractos de semillas maduras de arveja [145] y fue
parcialmente purificada de pepino (Cucumis sativus) maduro [146]. Las GolSasas de semillas de
leguminosas y hojas de cucurbitaceas fueron las primeras en ser caracterizadas bioquimicamente
[147]. Recientemente, los genes que codifican para la GolSasa han sido aislados y las enzimas
correspondientes caracterizadas cinéticamente a partir de diversas variedades vegetales,
incluyendo Ajuga reptans [101], Curcubita pepo [121], Phaseolus vulgaris [113], Glycine max
[148] y C. sativus [149], entre otros. El nimero de isoformas de GolSasas en las diferentes
especies vegetales es variable, como asi también lo son sus propiedades fisicas y quimicas. En
los estudios iniciales con C. pepo, la GolSasa fue caracterizada como un polipéptido
monomérico de 38 a 43 kDa, con actividad 6ptima en un rango de pH comprendido entre 5,6 y
7,5 y con requisito de un metal divalente, particularmente Mn*" [113, 121].

La creciente evidencia indica que la GolSasa es la enzima clave en la biosintesis de los
RFO, ya que su actividad es la que determina los niveles de acumulacion de estos oligosacaridos
[114, 121]. De esta forma, es importante para la resistencia al estrés de las plantas, en la
translocacion de fotosintatos y en la fisiologia de la semilla [150]. La expresion del gen que
codifica para la GolSasa es regulada mediante tres tipos de factores de transcripcion: factores de
shock térmico (HSF), factor 1A de unidn a elementos de respuesta a la deshidratacion/factor de
unién a elementos de respuesta a frio (DREB1A/CBF3) y factor de transcripcion WRKY. Se ha
demostrado que los dos primeros estan involucrados en el control de la expresion génica de dicha
enzima en Arabidopsis en condiciones de estrés [103, 151-153], mientras que el tercer factor
actua en el regulacion de la expresion de GolSasa y RafSasa en Boea hygrometrica [117].

Teniendo en cuenta la importancia de la GolSasa para el metabolismo de la Raf, se sabe
relativamente poco sobre las propiedades cinéticas y estructurales de esta enzima. La mayoria de
los informes se caracterizan por contener determinaciones cinéticas escasas e incompletas, y
todos los trabajos realizados hasta ahora se han utilizado GolSasas de especies de dicotiledoneas

[113, 121, 154, 155].
1.4.3 Sobre la rafinosa sintasa

La RafSasa, una Gol-Suc galactosiltransferasa, es una de las enzimas clave en canalizar la
Suc hacia la via biosintética de RFO. Este tipo de enzimas pertenecen a la familia glicosil

hidrolasas 36 (GH36) de la superfamilia hidrolasa GH-D. Los analisis de la cinética de estado
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estacionario e inhibicién por el producto myo-inositol determinaron que la sintesis de la Raf
procede mediante un mecanismo del tipo ping-pong bi-bi [114, 156]. En el trabajo de Li y
colaboradores [157], se propone que la RafSasa primero une e hidroliza el Gol, liberando myo-
inositol y reteniendo el residuo de Gal, formando un intermediario enzima-residuo glicosilo
durante un periodo hasta que: 1) se une a la Suc y se sintetiza Raf; o 2) se libera la Gal, dando
lugar a la actividad hidrolitica sobre el Gol. Cuanto mas baja sea la concentracién de Suc, mayor
es la probabilidad de que la RafSasa hidrolice el Gol y, por lo tanto, menor es la oportunidad que
tiene de producir Raf. Un rol dual de la RafSasa como glicosiltransferasa con algo de actividad
catalitica hidrolasa esta en linea con la clasificacion de esta enzima como miembro de la familia
GH36. Es probable que una familia de enzimas comparta la topologia estructural del sitio activo
y un mecanismo catalitico comun (aunque las homologias de secuencia general pueden ser
débiles) [158]. De hecho, se ha demostrado que todas las a-galactosidasas estudiadas hasta
ahora, como asi también las Sta sintasas de la familia GH36, funcionan mediante un mecanismo
del tipo ping-pong [114, 159-161]. Se han identificado dos motivos (KxD y RxxxD)
conservados en todos los miembros del clan GH-D [162—-164]. El Asp conservado en el motivo
KxD actia como un nucledfilo catalitico para generar el intermediario covalente enzima-residuo
glicosilo, mientras que el Asp en el motivo RxxxD actlia como acido-base catalitico [114, 165].
La RafaSasa fue purificada por primera vez de semillas de Vicia faba [111]. También se
obtuvo y caracteriz6 la enzima de otras especies, tales como pepino [166], arroz [165] y
Arabidopsis [167]. La RafSasa de 4. reptans sélo se ha descripto utilizando un extracto crudo de
hojas [101] y las caracteristicas de las enzimas de semillas maduras de arveja y soja (G. max)
han sido purificadas solo parcialmente [112, 114]. Se han registrado patentes que involucran
genes que codifican para RafSasas [168, 169] y se han depositado varias secuencias en el
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). En el trabajo de Li y colaboradores [156], se
estudiaron in vitro las propiedades cinéticas de la RafSasa recombinante de arroz, pudiendo asi
demostrar el mecanismo de catalisis, tanto en reacciones de hidrolisis de Gol como asi también
de sintesis de Raf. La RafSasa comparte una alta homologia de secuencia con la a-galactosidasa
alcalina (EC 3.2.1.22) [170] y, aunque se ha informado sobre la existencia de varios genes que
codifican para RafSasas solo unas pocas de estas enzimas tienen la capacidad de sintetizar Raf in
vitro o in vivo [114, 165, 171-174]. Recientemente [157], el grupo de Li y colaboradores
demostrd que el gen de maiz ZmRAF'S mejora la tolerancia a la sequia de las plantas de maiz y de

Arabidopsis a través de la sintesis Raf o de la hidrdlisis de Gol, dependiendo de la disponibilidad
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de Suc en las células vegetales. Estos resultados proporcionan nuevas vias para el mejoramiento
de la tolerancia al estrés por sequia de las plantas mediante la manipulacion de la via anabdlica

de la Raf.

1.4.4 Roles de la rafinosa y el galactinol y tolerancia a estrés

Existe gran cantidad de literatura dedicada a la acumulaciéon de RFO debido a estrés.
Todas las plantas, en algin momento, sintetizan alguno de los RFO, pero muchas de ellas, como
arroz o Arabidopsis, no transportan ni acumulan grandes cantidades de estos oligosacaridos en
sus tejidos y organos [175]. Se ha sugerido que la Raf es importante para la tolerancia de las
plantas al estrés osmotico. En el trabajo de Sun y sus colaboradores [176], se sobreexpreso el gen
de la GolSasa de Thellungiella salsuginea en plantas de Aabidopsis, lo cual incrementd
significativamente el contenido de Gol y Raf. Dichas plantas mostraron altas tasas de
germinacion y crecieron bien bajo estrés osmotico. Por otra parte, se identificaron tres enzimas
clave en la sintesis de RFO en sésamo (Sesamum indicum): GolSasa, RafSasa y Sta sintasa [177].
Estudios realizados con plantas de sésamo crecidas bajo diferentes condiciones de estrés abidtico
sugieren que los genes que codifican para la GolSasa y la RafSasa se encuentran regulados por
estrés osmotico, sequia, sal y anegamiento, pero solo ligeramente afectados por frio. Las plantas
crecidas bajo condiciones de estrés osmotico mostraron niveles aumentados de Gol y Raf,
mejorando su tolerancia a este tipo de estrés.

Trabajos realizados en diferentes especies vegetales demostraron que la exposicion al
estrés por frio induce la acumulacion compartimentada de la Raf y azucares relacionados a su
metabolismo: Sta y Gal en las vacuolas, Gol en las vacuolas y citosol, y Suc y Raf en vacuolas,
citosol y cloroplastos [116, 178]. Cuando se elimina el estrés por frio, los niveles de estos
metabolitos disminuyen gradualmente en los compartimentos respectivos. La expresion de tres
de los siete genes de GolSasa en Arabidopsis fue inducida por diferentes tipos de estrés abidtico
y, curiosamente, solo AtGolS3 fue inducido por frio, pero no por sequia o alta salinidad [102]. Se
ha informado que la Raf est4 presente en los cloroplastos de Arabidopsis [116], donde juega un
papel clave en la estabilizacion del PSII durante los ciclos de congelacion-descongelacion [178].
En cuanto a la RafSasa, en el trabajo de Egert y colaboradores [172] se caracterizaron mutantes
de Arabidopsis que carecian del gen que codifica para la RafSasa 5, demostrando que esta

enzima es la responsable de la acumulacion de Raf en plantas crecidas bajo estrés por frio entre
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otros tipos de estrés abiodtico. Saito y Yoshida [179] encontraron que, en arroz, la expresion de
dos genes que codifican para la GolSasa y de cuatro genes que codifican para la RafSasa se
inducia en condiciones de estrés por frio. También demostraron que el enfriamiento durante un
periodo prolongado aument6 considerablemente el contenido de Gol y Raf. En este estudio se
encontr6 que, bajo condiciones de estrés por frio, los niveles de Raf fueron mas altos en las
laminas de las hojas que en las vainas. De manera similar, los niveles de Gol y Raf fueron
significativamente mayores en frutos de durazno recolectados y tratados con frio [180].
Curiosamente, los niveles de Raf se correlacionaron bien con el grado de resistencia a la
harinosidad (sintoma de dafio por frio). Ademas, se han identificado dos genes que codifican la
GolSasa en planta de trigo (Triticum aestivum), cuya expresion es inducida por frio, pero no por
sequia, calor o tratamientos con ABA [181]. Las lineas transgénicas de arroz que sobreexpresan
constitutivamente cada uno de estos dos genes acumularon niveles significativamente mas altos
de Gol y Raf que las plantas de tipo WT y exhibieron una mayor tolerancia al estrés por frio.

La sequia es un factor de estrés ambiental abiotico significativo para las plantas. El agua
es el principal recurso limitante para el crecimiento, rendimiento y productividad en vegetales.
Las respuestas de las plantas a la sequia a nivel bioquimico generalmente involucran ajuste
osmotico, estabilizacion de estructuras celulares y regulacion redox [182]. La sobreexpresion
homologa de la GolSasa 2 en Arabidopsis condujo a niveles més altos de Gol y Raf, con una
reduccion concomitante de la transpiracion foliar, lo que resultd en una mayor tolerancia al estrés
por sequia [102]. La expresion de esta enzima también mejord la tolerancia a la sequia y un
aumento del rendimiento de granos en dos genotipos diferentes de arroz en condiciones de
campo seco. Las lineas transgénicas desarrolladas presentaron niveles mas altos de Gol que el
control no transgénico. El mayor rendimiento de granos de arroz transgénico en condiciones de
sequia se relacion6 con un mayor nimero de paniculas, fertilidad del grano y biomasa. En este
caso, la tolerancia modificada a la sequia se asocié con un mayor contenido relativo de agua en
las hojas, mayor actividad de fotosintesis, menor reduccion del crecimiento de las plantas y una
capacidad de recuperacion mas rapida [183].

Por otra parte, se observo que hay al menos tres isoformas de GolSasa relacionadas con
estrés abidtico en la especie vegetal Coffea arabica [184]. Las tres isoformas son reguladas
diferencialmente a nivel de ARNm en hojas de plantas de café sometidas a déficit hidrico.
CaGolS1 fue la tnica isoforma altamente regulada durante todo el periodo de déficit hidrico y

también después de la rehidratacion, mientras que CaGolS2 y CaGolS3 se expresaron
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significativamente solo bajo déficit hidrico severo. En este estudio, los niveles de estaquiosa
(Sta) en hojas de café eran mucho mas altos que los niveles de Raf después del tratamiento de
déficit de agua. Este efecto se acentud ain mas en condiciones de estrés severo, lo cual podria
indicar que la Sta probablemente desempefia una funciéon importante como protector contra
posibles dafos causados por estrés por sequia en comparacion con la Raf. En el trabajo de Qiu y
colaboradores [185], se demostré que las plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresan el
gen que codifica para una GolSasa (GmGolS2-1) de soja resultaban tener en una menor pérdida
relativa de electrolitos, niveles reducidos de malondialdehido (marcador de estrés oxidativo) y un
mayor contenido de carbohidratos solubles y prolina que las plantas de tabaco de tipo salvaje
bajo condiciones de estrés por sequia. Finalmente, el grupo de investigacion de Li y
colaboradores [157] determiné que las plantas de maiz mutantes en el gen de la RafSasa carecian
por completo de Raf y acumulaban Gol, siendo mas sensibles al estrés por sequia que las plantas
control. Esto indic6 que la enzima RafSasa y su producto Raf contribuyen a la tolerancia de las
plantas al estrés por sequia respecto al control. Aun mas, las plantas de Arabidopsis
sobreexpresantes del gen de la RafSasa de maiz incrementaron de manera significativa su
tolerancia a la sequia.

El metabolismo de Raf también se ha relacionado con la alta salinidad. Se ha sugerido
que los osmolitos como la Raf podrian facilitar la retencion de agua en el citosol y permitir la
captura de Na™ en la vacuola o el apoplasto, contribuyendo al proceso de compartimentacion de
la sal durante el estrés salino [184]. El perfil de expresion de ARNm de los tres genes que
codifican para la GolSasa de C. arabica en plantas sometidas a estrés salino muestra que las
1soformas se inducen diferencialmente dependiendo de las condiciones de estrés abidtico, como
se informo6 para Arabidopsis [102]. Los altos niveles de transcriptos de los genes de GolSasa y la
acumulacion extremadamente elevada de Raf detectada en las hojas de café sometidas a
salinidad indican que este RFO podria tener un papel importante aumentando la tolerancia de las
plantas a este tipo de estrés. Cabe mencionar que plantas de Arabidopsis transgénicas
sobreexpresantes de GolSasa de Thellungiella salsuginea no solo muestran una mejor tolerancia
al estrés osmotico, sino también al estrés por alta salinidad. En comparacion con las plantas de
tipo salvaje, las Arabidopsis transgénicas exhibieron una mayor tasa de germinacion, capacidad
de fotosintesis y crecimiento de plantulas bajo estrés salino [176].

Las especies reactivas del oxigeno son esenciales para diversos procesos fisiologicos

vegetales y son continuamente producidos durante la respiraciéon mitocondrial y la fotosintesis.
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Sin embargo, la exposicion a estrés ambiental, como sequia, frio, calor y alta irradiacion de luz,
da lugar a un aumento excesivo de las concentraciones de especies reactivas del oxigeno, que
son entonces asociadas con el dafio oxidativo a nivel celular [186]. Existe evidencia acumulada
que sugiere que los RFO cumplen funciones importantes en la proteccion contra el estrés
oxidativo en plantas y semillas [ 186—188]. De hecho, las plantas transgénicas de Arabidopsis que
expresaban las GolSasa de garbanzo (Cicer arietinum, CaGolS1 y CaGolS2) mostraron un
aumento significativo de los niveles de Gol y Raf y crecieron mejor que las plantas control
cuando fueron expuestas al calor y al estrés oxidativo. La tolerancia mejorada de estas lineas
transgénicas se asocid con una menor acumulacion de especies reactivas de oxigeno y

peroxidacion lipidica [189].

1.4.5 Sobre Brachypodium distachyon

B. distachyon es una planta pequefia y con un ciclo de vida corto que pertenece a la
subfamilia Pooideae de la familia Poaceae. De igual manera que arroz, trigo y cebada, B.
distachyon utiliza la via fotosintética C; [190, 191]. Ademas, tiene muchos atributos que se
ajustan a las caracteristicas de una planta modelo. Como Arabidopsis, B. distachyon tiene un
genoma diploide pequeiio (~310 Mb), es de baja estatura, tiene un ciclo de vida rapido, se
autopoliniza y sus requisitos de crecimiento son simples [192]. Su éarea de distribucidon natural
incluye la Cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio, el suroeste de Asia y el noreste de Africa
[193-195]. Como resultado del proceso de naturalizacion, las poblaciones de esta especie
también se encuentran en América del Norte y del Sur, Australia y Europa Occidental [194]. B.
distachyon se encuentra estrechamente relacionado, en términos evolutivos, con numerosos
cereales econdmicamente importantes como trigo, cebada, centeno, avena y pastos forrajeros,
tales como Lolium y Festuca [190, 196—-199]; lo que lo convierte en un excelente modelo vegetal
para comprender la biologia genética, molecular y evolutiva de los pastos de zonas templadas,
cereales y cultivos empleados para biocombustibles como el pasto varilla.

Se han desarrollado herramientas y recursos para B. distachyon, como por ejemplo la
secuencia completa del genoma, una coleccion de ecotipos naturales, un mapa genético de alta
densidad, bibliotecas gendomicas y de ADNc, una coleccion de etiquetas de secuencia expresada
(EST en inglés), microarrays, marcadores de repeticion de secuencia simple (SSR en inglés),

protocolos de regeneracion in vitro y mutagénesis por T-ADN [195, 196, 200, 201]. Como
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modelo de gramineas, B. distachyon se ha utilizado en estudios bioldgicos relacionados con el
crecimiento de las raices [202], la tolerancia al estrés [203, 204], la acumulacion de proteinas de
almacenamiento en semillas [205-207], el turnover de acidos grasos [208], interacciones planta-
patogeno [209, 210] y la composicion de la pared celular [211]. Ademads, es una especie vegetal
susceptible a la manipulacion y transformacion in vitro. Teniendo en cuenta todos estos aspectos,
B. distachyon es un modelo generalmente util para explorar la biologia de las monocotiledoneas
[212].

Ademas, varios trabajos de investigacion abordan los efectos desencadenados por
diferentes tipos de condiciones de estrés abidtico (como salinidad, sequia, frio y calor) en esta
especie vegetal, aunque la mayoria de ellos se centran en las consecuencias a nivel de la
transcripcion de genes [113, 203, 213, 214]. Resulta interesante destacar que B. distachyon
produce Gol y Raf cuando se expone al frio y a la sequia [199, 215, 216]. Por lo tanto, esta
especie resulta un buen candidato para realizar estudios relacionados con el metabolismo de la
Raf.

En este trabajo de Tesis se presenta el estudio de diferentes rutas metabodlicas y de las
enzimas involucradas en las mismas. La combinacion de datos estructurales y bioquimicos nos
permitid establecer relaciones estructura-funcion, en el contexto de los escenarios evolutivos y
metabolicos donde estas enzimas participan. Ademas, se obtuvo informacion relevante para el
disefio y produccion de nuevas enzimas con actividades cataliticas que permiten expandir el
espectro de moléculas con aplicaciones Unicas y diferentes. Estas tltimas seran de utilidad para
resolver problemas especificos en distintos procesos de biorrefineria, relacionados con la
valorizacion de desechos bio-industriales y con la generacion de moléculas que permitan a futuro

el procesamiento y la produccion de polimeros de aplicaciones multiples.

33



Objetivos

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

El presente trabajo de Tesis se centra en el estudio de las enzimas que intervienen en la
sintesis y degradacion del Mol y la Raf en plantas. De esta forma, se pretende mejorar nuestra

compresion sobre los mecanismos moleculares que regulan dichas rutas metabolicas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estudio del metabolismo del manitol en plantas de apio

Se estudiard el metabolismo del Mol en plantas de apio, ya que esta especie presenta
ciertas caracteristicas apropiadas para su uso: es una planta pequeia, facil de manipular y se
conocen las secuencias de los genes que codifican para algunas enzimas del metabolismo del
Mol, por ejemplo, la Man6PRasa y la MolDHasa. Se analizaran los efectos del fotoperiodo y de
condiciones de estrés abidtico sobre la particion del carbono, con el objeto de generar cambios
en los niveles de Mol. Se tomaran muestras a intervalos regulares de tiempo y se analizaran los
niveles de transcriptos, proteinas, actividades enzimaticas y metabolitos. Ademas, se investigara
la existencia de mecanismos de modificacion postraduccional en las enzimas que intervienen en
la sintesis y degradacion del Mol. También se caracterizaran las enzimas involucradas en el
metabolismo del Mol, para lo cual se clonaran los genes que codifican para la Man6PRasa y la
MolDHasa de apio y se expresaran las proteinas recombinantes. Dichas enzimas seran
purificadas y caracterizadas cinética y estructuralmente. Esto permitira realizar un estudio
comparativo con las enzimas que intervienen en la sintesis del glucitol y asi evaluar su utilidad

para valorizar compuestos de desecho mediante procesos de biorrefinerias.

2.2.2 Estudio de la ruta de sintesis de la rafinosa en B. distachyon

Para estudiar la ruta de sintesis de Raf en B. distachyon se obtendran en forma
recombinante las enzimas clave de esta via: la USPPasa, la GolSasa y la RafSasa; a fin de

caracterizarlas estructural y cinéticamente. Mdas especificamente, se propone la obtencion de
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enzimas con alta eficiencia catalitica para la aplicacion especifica al agregado de wvalor,

recuperacion y aprovechamiento de sub-productos mediante procesos de biorrefinerias
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la maxima calidad disponible, de grado
“pro-andlisis” o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se
obtuvieron comercialmente de las siguientes compaias:

Componentes de medios bacteriologicos: Britania, Cicarelli.

Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Stratagene,
Pierce, New England BioLabs.

Materiales utilizados en la purificacion de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare, Qiagen.

Filtros y columnas de desalado: Sartorius, Millipore.

Reactivos quimicos: Sigma, Merck, Perkin Elmer, Amersham Bioscience.

Genes y oligonucledtidos sintéticos: Bio Basic Inc.
3.2 Vectores

pUCS57 (GenScript). Vector de clonado para sistemas bacterianos de E. coli derivado del
plasmido pUC19. Este plasmido confiere a la célula resistencia al antibiotico ampicilina.

pET28 (c+) (Novagen). Vector de expresion para sistemas bacterianos de E. coli. La
expresion de la proteina de interés es inducida mediante la sintesis de la T7 RNA polimerasa,
cuyo gen estd presente en la célula huésped bajo el control del promotor /ac. El vector es
inducible con isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG, un andlogo a la lactosa) y permite
incorporar una etiqueta de poli-histidinas (His-7ag) en el extremo N-terminal de la proteina para
facilitar la posterior purificacion de la misma. Este plasmido confiere a la célula resistencia al
antibiotico kanamicina.

pGEM-T Easy (Promega). Vector de clonado abierto que contiene una timina (T) en el
extremo 3°, la cual es compatible con los fragmentos de DNA amplificados por PCR que poseen

extremos con adenina (A) en 3°.
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3.3 Cepas bacterianas y antibidticos

Escherichia coli Topl0 F’ (Invitrogen). F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A— rpsL(Str™) endA1 nupG. Cepa empleada
durante las etapas de biologia molecular para generar las construcciones de expresion.

Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen). F~ ompT hsdSg (15", mg') gal dcm (DE3).
Cepa empleada para la expresion recombinante de todas las enzimas caracterizadas en este
trabajo.

Kanamicina. Concentracion final 50 pg/ml.

Ampicilina. Concentracion final 100 pg/ml.
3.4 Medios de cultivo

Luria Bertani (LB). Extracto de levadura 5 g/1, tripteina 10 g/l y NaCl 5 g/I.
LB-agar. Medio LB suplementado con agar-agar 1,6% (p/v).

3.5 Material vegetal

Se crecieron plantas de apio (Apium graveolens) en las camaras de cultivo del Instituto de
Agrobiotecnologia del Litoral (CONICET-UNL, Santa Fe) con una intensidad luminica de 100
umol m™ s™', temperatura de 23 °C y humedad relativa del 70%. Se cosecharon las hojas y se

congelaron inmediatamente con N, liquido y se conservaron a -80 °C hasta su uso.
3.6 Obtencion de genes sintéticos

Los genes codificantes de la Man6PRasa y la MolDHasa de apio y la USPPasa, la
GolSasa y la RafSasa de B. distachyon se obtuvieron por sintesis de novo (Bio Basic, Canada).
Los codones fueron optimizados para su expresion en E. coli, con la adicion de los sitios de
restriccion Ndel y Sacl en los extremos 5’ y 3°, respectivamente, y se insertaron en el vector

pUC57.
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3.7 Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 1, donde se
remarcan las secuencias que determinan los sitios de las enzimas de restriccion indicadas (en

cursiva) o los nucledtidos que producen mutaciones (en negrita y subrayado).

Tabla 1: Oligonucleotidos utilizados en este trabajo. Las secuencias en italica corresponden a los sitios de

restriccion de cada oligonucleotido. En negrita y subrayado se detallan las bases que producen mutaciones en el gen

blanco.
Oligonucleo6tido Secuencia Mutacién

AgrMan6PRasa-Fw (Nhel) CATATGGCAATAACTCTTAACAGCGG -

AgrMan6PRasa-Rv (BamHI) GGATCCTCAAGCATAAACATCTATTCC -
MO6PRwt-K48A-Fw GCTGCTGACTACGCGAATGAGTTAGAAG K48A
M6PRwt-K48 A-Rv CTTCTAACTCATTCGCGTAGTCAGCAGC K48A
MolDHasa-D214S-Fw CAGGTTACCGTTATTTICTATCTCTGAATCTAAACG D214S
MolDHasa-D214S-Rv CGTTTAGATTCAGAGATAGAAATAACGGTAACCTG  D214S
MolDHasa-D214S-1215T-Fw GGTTACCGTTATTTCTACCTCTGAATCTAAACG 1215T
MolDHasa-D214S-1215T-Rv CGTTTAGATTCAGAGGTAGAAATAACGGTAACC 1215T
MolDHasa-S343N-Fw GGAACGTCTGGTTAAAAATGATGTTCGTTACCG S343N
MolDHasa-S343N-Rv CGGTAACGAACATCATTTTTAACCAGACGTTCC S343N

3.8 Extraccion de ARN y RT-PCR para obtencion del gen que codifica para la Man6PRasa

Se llevo a cabo la extraccion de ARN total a partir de hojas de apio utilizando el reactivo
Trizol (Invitrogen) y siguiendo el protocolo descripto por el fabricante. EI ADN copia fue
sintetizado a 42 °C por 1 h en un volumen de reaccion de 15 pl conteniendo 1600 ng de ARN
total, INTPs 1 mM, 80 pmol oligo(dT) y 40 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega).

Para amplificar el gen codificante de la Man6PRasa de hojas de apio, utilizamos los
oligonucledtidos especificos AgrMan6PRasa-Fw y AgrMan6PRasa-Rv (Tabla 1), basados en las
secuencias descriptas por Everard [53] y Khalil [217]. Las reacciones se realizaron con 2 pl de la
mezcla de reaccion de RT, dNTPs 2 mM; oligonucleotidos 0,1 mM; 5 ul buffer Pfu 10 X y 2,5 U
de Pfu ADN polimerasa (PBL), en un volumen final de 50 pl. El programa utilizado fue el
siguiente:

1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C, 5 min

38



Materiales y métodos

30 ciclos de: (i) desnaturalizacion a 95 °C, 1 min
(i1) hibridacién a 50 °C, 1 min
(ii1) elongacion a 68 °C, 2 min
1 ciclo de elongacion a 68 °C, 10 min
Las reacciones se realizaron en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad), los
productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y se visualizaron en un

transiluminador de LED azules.

3.9 Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN se separaron electroforéticamente en geles de agarosa al 1%
(p/v) en buffer TAE 1X (TRIS 40 mM pH 8,0; acido acético 40 mM; EDTA 1 mM) con la
adicion de GelGreen 1X (Biotium). Las muestras se acondicionaron antes de su corrida con
glicerol 3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Se utilizo el sistema Mini-Sub Cell GT
(Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha y la visualizacion del fragmento de ADN se realizo

a través del transiluminador UltraSlim Led illuminator (MestroGen).

3.10 Clonado

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa y la
banda de interés se escindid del gel y se purificd con las herramientas comerciales Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) y EasyPure Quick Gel Extraction Kit (TransGen
Biotech). Las muestras purificadas se ligaron al vector de clonado pGEM-T Easy (Promega),

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.11 Mutagénesis sitio-dirigida

Para introducir las mutaciones deseadas en los genes se utiliz6 la técnica de QuikChange
(Agilent). La misma consistid6 en la utilizacion de un par de oligonucledtidos que son
complementarios entre si y que, ademds, tienen en sus centros la region portadora de la
mutacion. Mediante la técnica de PCR se extendieron ambas cadenas del ADN molde

(plasmido). Las reacciones se realizaron con 50 ng de ADN, dNTPs 2 mM; oligonucledtidos 125
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ng; 5 ul buffer Pfu 10 X'y 2,5 U de Pfu ADN polimerasa (PBL), en un volumen final de 50 pl. El
programa basico utilizado fue el siguiente:
1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C, 5 min
16 ciclos de: (i) desnaturalizacion a 95 °C, 1 min
(i1) hibridacién a 55 °C, 1 min
(ii1) elongacion a 68 °C, 1 min/500 pb
Las reacciones se realizaron en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Luego,
el templado se removio6 por digestion con la enzima de restriccion Dpnl y el ADN sintetizado en
la reaccion de PCR se utilizéd para transformar células de E. coli TOP10. La confirmacion de la

identidad de los clones que contenian la mutacion se realiz6 mediante secuenciacion automatica.

3.12 Transformacion de células de E. coli competentes

Las bacterias se cultivaron hasta saturacion en medio LB durante toda la noche a 37 °C.
Luego se realiz6 una dilucion 1/100 en medio LB fresco y se incub6 en las mismas condiciones
hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm de 0,6. Se tomaron alicuotas de 1 ml y se separaron
las células por centrifugacion a 2.500 x g durante 5 min y a temperatura ambiente. Luego se
resuspendieron en 500 pl de ST1 (MOPS-NaOH 10 mM; KCl1 10 mM; pH 7,0). Se centrifugaron
nuevamente en las mismas condiciones que el paso anterior y se resuspendieron en 500 pl de
ST2 (MOPS-NaOH 100 mM; KCI1 10 mM; CaCl, 50 mM; pH 6,5). Se incubaron 15 min en hielo
y se separaron las células mediante una nueva centrifugacion. Finalmente, se resuspendieron en
100 pul de ST2. A estas células competentes se le adicionaron 2 ul de ADN plasmidico (o 5 pl de
la reaccion de ligacion). La mezcla se incubd en hielo durante 1 h y luego se realizd el
tratamiento térmico: 45 s a 42 °C. Las células fueron enfriadas en hielo durante 2 min, diluidas
en 1 ml de LB-Glc e incubadas 1 h a 37 °C. Luego, las bacterias se centrifugaron 6 min a 2.500 x
gy se resuspendieron en 100 ul de medio LB, para posteriormente sembrarlas en placas de Petri
conteniendo medio LB-agar con el antibidtico correspondiente, segn la construccion plasmidica

con la que se haya transformado. Las placas se incubaron toda la noche a 37 °C.
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3.13 Minipreparacion de ADN plasmidico

Las células de E. coli transformadas se repicaron en medio LB liquido suplementado con
el antibidtico correspondiente y se cultivaron a 37 °C durante toda la noche. Las células se
colectaron por centrifugacion y se extrajo el ADN plasmidico utilizando las herramientas
comerciales Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) y EasyPure Plasmid
MiniPrep Kit (TransGen Biotech). La obtenciéon del ADN plasmidico se corrobord por

electroforesis en gel de agarosa.

3.14 Secuenciacion de ADN

Los plasmidos seleccionados se enviaron a secuenciar para corroborar que la secuencia
del gen sea la correcta. Para esto una alicuota de una miniprepracion de ADN plasmidico, de una
concentracion aproximada de 100 ng/ul, se envié a la empresa Macrogen (Corea del Sur) para
ser secuenciada de forma automatizada, utilizando oligonucleotidos especificos que hibridan en

alguna region del plasmido cercana al sitio de insercion del gen, o sobre el propio gen.

3.15 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de
clonado con las enzimas de restriccion que permitieran su incorporacion de manera adecuada en
el vector de expresion seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de
restriccion. Ademas, el analisis de restriccion es util para confirmar la presencia del gen de
interés en el vector en estudio. Las reacciones de digestion contenian 1-2 pg de ADN
plasmidico, el buffer de reaccion correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la
enzima de restriccion; y se incubaron durante 3 h a 37 °C. Las digestiones se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa y, en el caso de utilizarse para subclonado, el inserto

liberado se purificé a partir del gel.

41



Materiales y métodos

3.16 Ligacion de fragmentos de ADN

Las ligaciones se realizaron utilizando la enzima T4 ADN ligasa (PBL), siguiendo las
indicaciones del proveedor. En el caso de la ligacion del producto de PCR amplificado al vector
de clonado pGEM-T Easy, se empled una mezcla inserto:vector en una relaciéon molar de 3:1 con
el agregado de 2 U de ligasa en el buffer provisto por el fabricante. La mezcla de reaccion se
dejo toda la noche a 4 °C y, posteriormente, se utilizd para transformar células competentes.
Asimismo, para las reacciones que implicaron la ligacion de los diferentes genes a los vectores
de expresion seleccionados, se empleé una mezcla inserto:vector en una relacion molar 5:1, la
que fue previamente calentada 5 min a 65 °C y, a posteriori, se agregaron 2 U de ligasa en el
buffer provisto por el fabricante, en un volumen final de 20 pl. Las ligaciones se incubaron toda

la noche a 16 °C y luego se utilizaron para transformar células competentes de E. coli.

3.17 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Se crecieron células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con las construcciones
mencionadas en la Tabla 1, en medio LB suplementado con 50 pg/ml de kanamicina hasta
saturacion. Luego se centrifugo el cultivo a temperatura ambiente y se resuspendieron las células
en 1 ml de medio LB fresco, para luego inocular 1 1 de medio de cultivo LB suplementado con
kanamicina. Se crecieron las células a 37 °C y 200 rpm en agitador orbital hasta que alcanzaron
una densidad optica a 600 nm de ~0,6, momento en el cual se indujo la expresion de la proteina
de interés mediante el agregado de IPTG 0,5 mM. Las células se cultivaron toda la noche a 21 °C
y 200 rpm y luego se cosecharon centrifugando a 4 °C durante 15 min a 5.000 x g.

Las células se resuspendieron en buffer A [Tris-HCl 25 mM pH 8,0, NaCl 300 mM,
glicerol 5% (v/v) e imidazol 10 mM] y se lisaron por ultrasonido. Se centrifugdé a 16.000 x g
durante 20 min a 4 °C hasta obtener un sobrenadante limpio de particulas en suspension. La
fraccion soluble se sembrd en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare) previamente
equilibrada con buffer A. La elucion de la proteina retenida se realizd con un gradiente de
imidazol de 10-300 mM en buffer A. Las fracciones que contenian actividad enzimadtica se
reunieron y concentraron utilizando un dispositivo de ultrafiltracion (Millipore, limite de corte 5-
30 kDa) a 4 °C. En el caso de la GolSasa, se llevo a cabo un paso adicional de purificacion

mediante cromatografia de exclusion molecular. El pool obtenido luego de la purificacion
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mediante cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) se cargd en una columna
HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare), previamente equilibrada con buffer G
[HEPES-NaOH 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM]. Nuevamente, las fracciones que
contenian actividad enzimatica se reunieron y concentraron.

Las soluciones que contenian las proteinas purificadas se suplementaron con glicerol al
5% (v/v), se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. En estas

condiciones, las enzimas permanecieron estables y activas durante, al menos, 6 meses.

3.18 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en geles discontinuos de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo la técnica descripta por Laemmli [218]. La
concentracion de acrilamida del gel de apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracion del
gel de separacion fue variada entre 10% y 12%, segin la masa molecular de las proteinas a
analizar. Las muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de
buffer de siembra SDS-PAGE 4X con reductor [SDS 1% (p/v), B-ME 100 mM, en Tris-HCI 50
mM pH 6,8] y su posterior calentamiento a 100 °C durante 5 min. En caso de realizar SDS-
PAGE no reductor, se omiti¢ la presencia de B-ME. Como marcadores de masa molecular se
empled BLUeye Prestained Protein Ladder (Sigma). Este es un set de marcadores pretefiidos
listos para utilizar, el cual consiste en 12 proteinas de masas moleculares 11, 17, 20, 25, 35, 48,
63, 75, 100, 135, 180 y 245 kDa. La corrida electroforética se realizd a 30 mA constantes
durante 1 h. Luego, se visualizaron las proteinas en el gel por tincién con Coomassie Brilliant
Blue R-250 en una solucion de metanol 30% (v/v) y acido acético 10% (v/v). La posterior

decoloracion se llevo a cabo en una solucion de metanol 5% (v/v) y &cido acético 7,5% (v/v).

3.19 Cambio de medios y concentracion de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas, se

emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) con un limite de corte

apropiado para cada proteina (de 5 a 30 kDa) y se procedi6 segun las indicaciones del fabricante.
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3.20 Cuantificacion del contenido proteico

Para determinar la concentracion de las proteinas totales presentes en las muestras se
utilizé la técnica de Bradford [219], utilizando como patron una solucion de albimina sérica
bovina (BSA, Sigma). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un

espectrofotometro de microplacas UV/visible Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific).

3.21 Cromatografia de filtracion por geles: determinacion de la masa molecular

Para determinar la masa molecular al estado nativo de las proteinas bajo estudio, se
utilizd una columna Superdex 200 10/300 (GE Healthcare) conectada a un equipo AKTA
Explorer 100 (GE Healthcare). Las cromatografias se realizaron a 0,5 ml/min en buffer G
[HEPES-NaOH 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 0,1 mM]. La columna se calibro
utilizando las siguientes proteinas: ribonucleasa (13,7 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa),
ovoalbumina (44 kDa), conalbumina (75 kDa), aldolasa (158 kDa), ferritina (440 kDa) y
tiroglobulina (669 kDa), contenidas en el kit comercial Gel Filtration Calibration Kit - High
Molecular Weight (GE Healthcare). El V de la columna se determindé empleando una solucion
de Azul de Dextrano (Promega). La curva de calibrado se realizé graficando el K,, en funcion
del log de la MM de los marcadores comerciales. El K,, se obtiene a partir de la siguiente
ecuacion: Ky, = (Ve-V)/(Ve-Vy); donde V. es el volumen de elusion de la proteina de interés, V,

es el volumen muerto y V. es el volumen de la columna.

3.22 Ensayos de actividad enzimatica

Una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima necesaria
para producir/consumir 1 pumol de producto/sustrato en 1 min bajo las condiciones especificadas
para cada ensayo. En todas las experiencias en donde se haya seguido la oxidacion/reduccion de
NAD(P)H/NAD(P)" a 340 nm, se empled el coeficiente de extincion molar de 6,22 mM™" cm™
para determinar la variacion de la forma reducida de la coenzima en el medio. A no ser que se
especifique lo contrario, los ensayos fueron realizados a 25 °C en un volumen final de 50 pl
utilizando un lector de microplacas UV/visible Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific) y

cantidades adecuadas de las respectivas muestras.
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Las medidas de actividad de la Man6PRasa en el sentido de reduccion de la Man6P se
realizaron en Tris-HCl1 50 mM pH 7,5, NADPH 0,3 mM, DTT 1 mM, Man6P 30 mM y una
dilucion adecuada de la enzima.

Las medidas de actividad de la MolDHasa en el sentido de oxidacion del Mol se
realizaron en Tris-HCI 25 mM pH 9,0, Mol 200 mM, NAD" 5 mM y una dilucién adecuada de la
enzima.

La actividad de la USPPasa se evalud utilizando el método colorimétrico de alta
sensibilidad desarrollado por nuestro grupo de trabajo [220], el cual se basa en la cuantificacion
del ortofosfato inorganico (Pi) liberado de la hidrdlisis especifica de un de los productos de la
actividad de la enzima. Especificamente, durante la sintesis de UDP-Gal a partir de UTP y el
azucar-1P (por ejemplo, GallP) se libera PPi, el cual es hidrolizado a Pi por una pirofosfatasa
inorganica. El Pi es luego cuantificado mediante la formacion de un complejo de
fosfomolibdato-Verde de Malaquita, el cual presenta color verde y es detectado a 630 nm. El
medio de reaccion estandar contenia MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0, MgCl, 10 mM, UTP 1 mM,
GallP 2 mM, 0,2 mg ml”! BSA, 0,025 U de pirofosfatasa inorganica de levadura (EC 3.6.1.1) y
una diluciéon adecuada de la enzima. Las reacciones se incubaron durante 10 min a 37 °C y se
terminaron con la adicion del reactivo de color, el cual se prepara en medio acido.

La actividad de la GolSasa se determind en la direccion de la sintesis de Gol, utilizando
un meétodo cinético acoplado a piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa [221]. Este
procedimiento sigue a la generacion de UDP midiendo la desaparicion de NADH. La mezcla de
ensayo estandar contenia HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0, MgCl, 10 mM, PEP 0,5 mM, NADH
0,3 mM, UDP-Gal 1 mM, myo-inositol 20 mM, 1 U de piruvato quinasa (EC 2.7.1.40), 1 U de
lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27), BSA 0,2 mg ml" y enzima en una dilucién adecuada. La
reaccion se incubd a 30 °C.

Las medidas de actividad de la RafSasa en el sentido de sintesis de Raf se llevaron a cabo
en HEPES-NaOH 100 mM pH 7,0, Gol 2 mM, Suc 25 mM, NAD" 5 mM, 2 U de myo-inositol
deshidrogenasa de Bacillus subtilis (EC 1.1.1.18, Megazyme) y enzima en una dilucién
adecuada. La reaccion se incubo a 30 °C. La actividad de la RafSasa en el sentido de hidrolisis se
evalué empleando el método de Somogyi-Nelson [222, 223], para el cual se realizé una curva de
calibrado con Gal. La mezcla re reaccion contenia HEPES-NaOH 100 mM pH 7,0, 40 mM Gol y
enzima en una dilucién adecuada. Eventualmente, el Gol fue reemplazado por Raf o Sta. Para

evaluar la actividad hidrolasa sobre maltosa (Mal) y melibiosa (Mel), dado que son azucares
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reductores, se utilizd el método especifico de la Glc oxidasa, utilizando un kit comercial

(Glicemia Enzimatica, Wiener Lab).

3.23 Determinacion de los parametros cinéticos

Los datos de actividad enzimatica se graficaron en funcién de la concentracion de
sustrato o efector utilizando el programa Origin 8.1 (OriginLab). Para calcular las constantes
cinéticas, los datos experimentales se ajustaron a la ecuacion de Hill modificada: v = Vipax [S]™ /
(Sos™ + [S]™); donde Sys es la concentracién de sustrato ([S]) que produce el 50% de la
velocidad méaxima (Vimax), y 1 es el coeficiente de Hill [224]. En el caso de que una enzima
presente un comportamiento hiperbodlico (ny igual a 1), la ecuacion de Hill modificada se
convierte en la ecuacion de velocidad descripta por Briggs-Haldane, conocida como de
Michaelis-Menten, en la cual el Sys es equivalente a la K. Los valores de kg se calcularon
utilizando la V., expresada en U mg'1 y considerando la masa molecular teérica de cada una de
las enzimas. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos dos
determinaciones, con una variaciéon menor al 10%. Los valores de las mismas se expresan + su
error estandar, calculado por el programa informatico a partir del ajuste de a los datos

experimentales a la ecuacion utilizada.

3.24 Estudios de oxido-reduccion

Para analizar el efecto de la diamida, el H,O,, el ditiotreitol (DTT) y el glutation oxidado
y reducido (GSSG y GSH, respectivamente) sobre la actividad de la GolSasa recombinante, se
incubd la enzima con concentraciones crecientes de los compuestos oxidantes o reductores
durante 15 min a 30 °C con HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0. Para eliminar el exceso de
compuestos oxidantes, la GolSasa se desal6 por ultrafiltracion a 10.000 x g y a 4 °C, utilizando
un dispositivo Vivaspin 500 (Sartorius). Para evaluar la reversibilidad del proceso, se incubd la
enzima oxidada con DTT, GSH o Trx de E. coli (EcoTrx). La enzima EcoTrx se expreso y
purificé como se describi6 anteriormente [65]. Las reacciones se incubaron durante 15 min a 30
°C con HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0. Se tomaron alicuotas a intervalos de tiempo regulares y se
ensay6 su actividad en condiciones estdndar (ver arriba). En paralelo, se proces6 un control

donde la muestra fue tratada de la misma manera, pero sin el agregado del agente oxidante.
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Antes y después de procesar la muestra se realizé la medida del contenido proteico, para corregir
cualquier variacion que ocurra en el proceso de desalado. Con estos valores, se calcularon los
respectivos de actividad especifica antes y después de la ultrafiltracion. La actividad de la
enzima se relativizo respecto al valor inicial de actividad y al valor correspondiente al control y

se grafico la actividad enzimatica normalizada en funcion de la concentracion de reductor.

3.25 Ensayos de desplazamiento térmico

Para analizar el efecto de la union de los sustratos a la Man6PRasa se utilizé el método
descrito por Huynh y Partch [225]. Los ensayos se realizaron con 0,15 mg ml"' de proteina,
Sypro Orange 4X (Sigma), HEPES-NaOH 25 mM pH 7,0, concentraciones variables de Man6P
(5, 15 y 30 mM) y concentraciones variables de NADP" y NADPH (0,03 y 0,3 mM), en un
volumen final de 20 pl en placas de PCR de 96 pocillos (Applied Biosystems). Se utilizaron dos
controles diferentes, uno sin proteina ni ligando (compuesto de buffer, agua y colorante) y otro
sin proteina (compuesto por ligando, buffer, agua y colorante). Las microplacas se sellaron con
sellos adhesivos Microseal 'B' (Bio-Rad) y se calentaron en un equipo StepOne Plus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) de 25 a 95 °C, en incrementos de 0,2 °C (los cambios en la

fluorescencia se midieron simultaneamente), ajustado para ROX como colorante de referencia.

3.26 Modelado molecular

Se construyd el modelo 3D de la MolDHasa utilizando como molde las estructuras
cristalinas de sinapil alcohol deshidrogenasa en complejo con NADP' de la especie Populus
tremuloides (1YQD, [227]) publicada en el servidor Protein Data Bank (www.rcsb.org) con la
que la proteina a modelar present6 mayor identidad de secuencia (mayor al 70%). Se realizaron
100 modelos con el programa Modeller 9v2.

Debido a que no se encontraron estructuras cristalinas con suficiente identidad de
secuencia para ser utilizadas como molde, la estructura 3D de GolSasa se model6 empleando el
servidor I-TASSER. Este servidor consiste en una plataforma integrada para la prediccion
automatizada de la estructura y funcion de las proteinas basada en el paradigma de secuencia a
estructura a funcion (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). La funcién de la

proteina se infiere luego haciendo coincidir estructuralmente los modelos 3D con otras proteinas
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conocidas [228-231]. En base a las predicciones del I-TASSER, se generaron cinco modelos
diferentes de las estructuras de las enzimas en estudio y finalmente se seleccioné un modelo para
cada una en funcion de la calidad general.

Luego, usamos el servidor Verify 3D (https://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/) [232]
para evaluar la calidad de los modelos obtenidos para la MolDHasa por modelado por homologia
y para la GolSasa por fold recognition. Ademas, empleando el servidor web 3DLigandSite se
logro predecir los posibles sitios de wunion de ligandos para ambas enzimas

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/3dligandsite/) [233].

3.27 Ensayos de cristalizacion

Para llevar a cabo los ensayos de cristalizacion, se purifico la Man6PRasa primero por
IMAC vy luego por cromatografia de exclusion molecular. Los cristales de la Man6PRasa se
obtuvieron por primera vez utilizando el método de difusion de vapor de gota sentada a 20 °C. El
ensayo inicial se realiz6 utilizando los kits de screening de matriz dispersa Cryo 142, Crystal
screening 1+2, PEG/Ion, Index, MCSG-1, MCSG-T2, Wizard 1+2 y Wizard 3+4 (Hampton
Research), en placas de cristalizacion de 96 pocillos CrystalQuick (Greiner Bio-One). En total se
analizaron 768 condiciones independientes. Se obtuvieron cristales en varias condiciones, siendo
la mejor la que contenia formiato de amonio 0,2 M (pH 6,6) y PEG 3500 al 20% (p/v), para las
gotas que constaban de 0,5 pl de proteina 10 mg ml™ y 0,5 pl de soluciéon del reservorio. La
condicion de cristalizacion inicial fue optimizada empleando el método de difusion de vapor de
gota sentada a 20 °C y adicionando los metabolitos Man6P y NADP". Se dejaron crecer los
cristales por dos semanas y para difractarlos se empaparon en una solucion crioprotectora que
contenia glicerol 20% (v/v) durante unos minutos antes de congelarlos en nitrégeno liquido. Los
datos de difraccion de rayos X se recopilaron en la linea de luz SBC19-ID de la fuente de fotones
avanzada en el Argonne National Laboratory (Chicago, IL, USA). Los datos obtenidos fueron

utilizados para realizar el phasing, la construccion del modelo y su posterior refinamiento.

3.28 Cromatografia en capa delgada

Se empled la técnica de cromatografia en capa delgada para el andlisis de la composicion

de carbohidratos en el medio de reaccion de la RafSasa [234, 235]. Como soporte se usaron
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placas TLC Silica gel F,s4 (Merck) y para la fase moévil se utilizoé butanol:acido acético:agua en
una relacion 5:3:1. Para el revelado, la mejor deteccion se dio con Orcinol 0,25% en solucion de

acido sulfurico al 5% en etanol y secando con aire caliente hasta la aparicion de color.
3.29 Ensayos con plantas de apio

Se crecieron plantas de apio bajo 4 condiciones diferentes: fotoperiodo de dia largo,
fotoperiodo de dia normal, fotoperiodo de dia corto y estrés por frio. Las condiciones de de
luz/oscuridad, intensidad luminica, temperatura y humedad relativa de cada ensayo se presentan

en la Tabla 2.

Tabla 2: Condiciones de crecimiento de las plantas de apio en los diferentes ensayos.

Luz/oscuridad Intensidad luminica Temperatura Humedad
Ensayo

(h) (umol m?s™) (°C) relativa (%)
Fotoperiodo dia largo 16/8 100 23 70
Fotoperiodo dia normal 12/12 100 23 70
Fotoperiodo dia corto 8/16 100 23 70
Estrés por frio 16/8 100 10 70

En los ensayos de diferentes fotoperiodos e intensidad luminica, las plantas fueron
crecidas durante las primeras 6 semanas en una camara de cultivo del Instituto y los ultimos 7
dias se pasaron a una cdmara climatica de menor tamafio y condiciones de cultivo estrictamente
controladas (FitoClima 600, ARALAB, Portugal). Luego de 50 dias desde la siembra, se cosechd
la cuarta hoja de las plantas de apio, 3 a 5 réplicas bioldgicas, cada 2 h durante un ciclo completo
de luz/oscuridad. Las muestras se congelaron de forma inmediata en nitrégeno liquido y se
conservaron a -80 °C hasta su uso.

El ensayo de estrés por frio se llevd a cabo de la siguiente manera: las plantas se
crecieron las primeras 4 semanas en la camara de cultivo del Instituto, luego se pasaron a dos
camaras climaticas bajo idénticas condiciones (16 h de luz y 8 h de oscuridad, 23 °C) durante 7
dias mas para aclimatacion de las mismas. La muestra a tiempo cero se tomo en igualdad de
condiciones e inmediatamente se cambid la temperatura de una de las camaras FitoClima 600 a
10 °C, manteniendo la otra a 23 °C como control. A partir de este momento, se cosecho la cuarta

hoja de las plantas de apio (por 6 réplicas bioldgicas), a mitad del fotoperiodo (8 h desde el inicio
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del mismo) durante 7 dias consecutivos. Todas las muestras se congelaron de forma inmediata en

nitrogeno liquido y se conservaron a -80 °C hasta su uso.

3.30 Cuantificacion de azicares solubles y almidon

La extraccion de aztcares solubles a partir de las muestras recolectadas de plantas de apio
se realizo siguiendo el protocolo descripto por Stitt [236]. Este consiste en una extraccion
etanolica que permite separar en el sobrenadante los azlcares solubles a cuantificar y en el
precipitado el almidon. En el primer caso, se dispensa el sobrenadante obtenido de cada muestra
en una microplaca que contenga la mezcla de reaccion (HEPES-KOH 100 mM pH 7,0; MgCl, 3
mM y ATP 3 mM) y la enzima Glc6PDHasa, y se mide la absorbancia a 340 nm. Una vez que la
absorbancia se estabilizd, se adicionan de manera sucesiva las enzimas hexoquinasa,
fosfoglucosaisomerasa e invertasa, esperando entre cada una que la absorbancia a 340 nm sea
constante. La diferencia entre las absorbancias de cada intervalo constante nos permite calcular
el contenido de Gle, Fru y Suc, respectivamente. Para cuantificar el almidon en el precipitado
obtenido de la extraccion etandlica, primero hay que digerirlo. Esto se hace mediante una
reaccion catalizada por las enzimas amiloguclosidasa y a-amilasa, incubando las muestras a 37
°C toda la noche. De esta manera se obtiene Glc, la cual puede ser cuantificada en una
microplaca que contenga la misma mezcla de reaccion que se describid mds arriba para la

determinacion de azucares solubles.

3.31 Determinacion de clorofilas

A partir de los extractos utilizados para el andlisis de azucares solubles también se
pudieron determinar los niveles de clorofilas a y b, realizando medidas a 645 y 665 nm. Para
calcular los niveles de clorofilas, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Clorofila a (ug pl totales de extracto']) =5,48 X Ages — 2,16 X Agas

Clorofila b (ng pl totales de extracto'l) =9,67 X Acss — 3,04 X Agss
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3.32 Medida de contenido proteico y niveles de aminoacidos

El contenido proteico en cada muestra se determind mediante el método de Bradford
[219]. Por otro lado, se empled el método de la fluorescamina [237] para la deteccion de los
niveles de aminoacidos. Este se basa en la fluorescencia producida por la reaccion de la
fluorescamina con aminoacidos liberados por hidrélisis del enlace amida peptidico. La mezcla de
reaccion contiene fluorescamina 0,1 % en acetonitrilo, buffer borato de sodio 0,1 M pH 8,0 y
extracto etanolico. Se debe hacer una curva de calibrado en las mismas condiciones de la mezcla
de reaccion, empleando como estandar glutamato en 70 % (v/v) etanol a diferentes
concentraciones. Luego de incubar 5 min a temperatura ambiente, se midi6 la fluorescencia de
las muestras (excitacion a 405 nm, emision 485 nm) en fluorimetro Fluoroskan Ascent FL

(Thermo Scientific) y utilizando placa negra FluoroNunc F96 MicroWell (Thermo Scientific).

3.33 Medidas de niveles de fotosintesis y de eficiencia cuantica maxima del PSII

Durante el ensayo de estrés por frio se llevaron a cabo las medidas de los niveles de
fotosintesis y de la relacion Fv/Fm (Fluorescencia variable/Fluorescencia maxima). Esta relacion
es una estimacion de la eficiencia cuantica maxima de la actividad fotoquimica del PSII cuando
todos los centros de reaccion del mismo estan abiertos [238]. Una disminucién en la relacion
Fv/Fm indica una reduccion en la eficiencia fotoquimica del PSII, por lo que este parametro
puede ser empleado para detectar perturbaciones en el sistema fotosintético causadas por el
estrés abiotico [239, 240]. Para poder llevar a cabo esta experiencia se utilizé el sistema portatil
de fotosintesis LI-6400XT (LI-COR, Inc), el cual permite realizar mediciones de intercambio de
gases y fluorescencia de clorofila. Estas mediciones son en tiempo real con control basado en las
condiciones ambientales a nivel de la hoja. La determinacion se realiz6 sobre la cuarta hoja de
las plantas de apio (10 réplicas biologicas por cada condicion: control y estrés por frio), a mitad
del fotoperiodo (8 h desde el inicio del mismo), en igualdad de condiciones (dia cero) e
inmediatamente se cambid la temperatura de una de las cdmaras FitoClima 600 a 10 °C,
manteniendo la otra a 23 °C como control. A partir de este momento se repitieron las medidas a

los 2, 4y 6 dias.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudio de las enzimas del metabolismo del manitol en planta de apio

4.1.1 Caracterizacion cinética y estructural de la Man6PRasa

La Man6PRasa es la enzima clave en la via de sintesis del Mol en hojas de apio. Esta
enzima pertenece a la familia 2 de las AKR, su conformacion estructural es un dimero y su
actividad catalitica es dependiente de NADPH [40, 55, 56]. Para comenzar el estudio de la
Man6PRasa, obtuvimos la secuencia codificante por sintesis de novo, la cual fue subclonada en
el vector de expresion. La enzima recombinante purificada mostr6 una actividad (en el sentido de
reduccion de la Man6P a Mol1P) de 0,001 U mg™, un valor considerablemente mas bajo que el
informado para otros miembros de la familia 2 de las AKR [58, 59]. El analisis de la enzima
recombinante por SDS-PAGE y cromatografia de exclusion molecular (Superdex 200) mostrd
que la enzima se encuentra en su estado nativo como un mondémero de ~40 kDa, mientras que la
bibliografia informa que la estructura cuaternaria de la Man6PRasa de apio es un dimero [40,
53].

A partir de estos resultados, se realizé una nueva busqueda de secuencias que codifiquen
para la Man6PRasa de apio en la base de datos del NCBI, mediante el algoritmo BLAST,
utilizando como query la secuencia utilizada para la sintesis de novo [53]. De esta forma
encontramos la secuencia informada por Khalil [217], la cual difiere en 3 bases respecto de la
primera (Figura Suplementaria 1). Dichos cambios resultan en el reemplazo de 3 aminoacidos,
los cuales se ubican hacia el dominio C-terminal de la secuencia proteica (Figura Suplementaria
2). Este es un dato relevante, debido a que en el trabajo de Figueroa e Iglesias [58] se expreso y
purificé la enzima aldosa-6-fosfato reductasa (Ald6PRasa) de hojas de manzano (una proteina
dimérica y que pertenece al grupo 2 de la familia de las AKR) con el His-tag en el C-terminal, lo
cual result6 en una disminucién importante de la actividad catalitica. Dichos autores demostraron
que la unién entre las dos subunidades que componen la enzima funcional se da entre los
dominios C-terminales de cada una y, por lo tanto, el His-fag ubicado en dicha posicion impide
la adecuada interaccion entre subunidades, la cual es determinante para la formacion del dimero
y de la actividad catalitica de la enzima. Por lo tanto, se plante6 la hipdtesis de que la secuencia

que codifica para la Man6PRasa de apio descripta por Everard y colaboradores [53] y empleada
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por nosotros para la sintesis de novo, no es correcta, lo que explicaria la conformacion
monomeérica obtenida para la misma y la falta de actividad enzimatica.

A partir de esto, se amplificd la secuencia que codifica para la Man6PRasa a partir de
ARN total. Dicha secuencia comprende un marco abierto de lectura de 927 pares de bases (pb)
(Material Suplementario, Secuencia 1.1), codifica para una proteina putativa de 309 aminoacidos
(Material Suplementario, Secuencia 1.2) con un pl tedrico de 6,40 y una masa estimada de 35,2
kDa, similar a la descripta para la Man6PRasa de apio y para otras reductasas de la familia 2 de
AKR de plantas [58, 59].

Esta secuencia se subclond en el vector de expresion, se produjo de forma recombinante y
se purificé por IMAC. El analisis por SDS-PAGE de la proteina purificada mostré una banda
mayoritaria de ~37 kDa, mientras que la proteina nativa eluyd de la columna de exclusion
molecular como una proteina de 65 kDa (Figura 7). Por lo tanto, se puede concluir que la
Man6PRasa de hojas de apio recombinante tiene una estructura cuaternaria que resulta ser un
homodimero. Este resultado es acorde a lo publicado con anterioridad para la enzima purificada
de fuente [40, 53], y a los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de trabajo para las
Ald6PRasas recombinantes de manzano [58] y de durazno [59]. A continuacion, se determinaron
los parametros cinéticos de la Man6PRasa en el sentido de reduccion de la Man6P (sentido
fisioldgico), siendo la Ve de 3,5 U mg™ y los Sos de 4,4 mM y 0,026 mM para la Man6P y el
NADPH, respectivamente (Tabla 4). Estos valores son similares a los reportados para esta misma
enzima purificada de fuente y para las otras AKR de plantas antes mencionadas [53, 58, 59]

(Tabla Suplementaria 1).
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Figura 7: Andlisis de la Man6PRasa mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por gel. (A) SDS-PAGE
reductor al 12%. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fraccion soluble de células recombinantes que
expresan Man6PRasa (extracto crudo); calle 3, Man6PRasa (~1 pg) purificada por IMAC. (B) Cromatografia de
filtraciéon en gel. Grafico de K,, versus log (masa molecular). (O0) Proteinas patrones de masa molecular: RN
(ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbonica, 29 kDa), OA (ovoalbiimina, 44 kDa), CoA (conalbtimina, 75
kDa), AL (aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); () Man6PRasa.

4.1.2 Ensayos de cristalizacion y obtencion de la estructura de la Man6PRasa

Se llevaron a cabo ensayos de cristalizacién de la Man6PRasa de apio por el método de
difusiéon por vapor de gota sentada. Se obtuvieron cristales en diferentes condiciones
independientes, pero los cristales con mejor morfologia y tamafio para su analisis se obtuvieron
con una gota de 6 ul de Man6PRasa 10 mg ml™; buffer Tris-HC1 20 mM pH 8,0; Man6P 30 mM
y NADP" 0,3 mM; y 6 pl de solucion del reservorio compuesta por formiato de amonio 0,2 M
pH 6,6 y PEG 3500 al 20% (p/v). Los cristales difractaron con una resoluciéon de 1,73 A y los
datos recopilados fueron utilizados para realizar el phasing, la construccion del modelo y su
posterior refinamiento. Finalmente se obtuvo la estructura resuelta de la Man6PRasa de apio,
siendo ésta la primera reductasa de plantas perteneciente a la familia 2 de las AKR en ser
cristalizada. Los parametros cristalograficos se presentan en la Tabla 3. La enzima cristaliz6 en
el grupo espacial monoclinico C 1 2 1 y se encontraron cuatro cadenas polipeptidicas (2

moléculas diméricas) en la unidad asimétrica.
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Tabla 3: Parametros del cristal de la Man6PRasa de apio.

Parametro Valor
Resolucién 1,73 A
R-libre 20,62%
R-trabajo 17,93%
Grupo espacial Cl121
Longitudes de la celda o: 152,202 A
B: 61,779 A
y: 148,063 A
Angulos de la celda a:90°
b: 107,671 °
c:90°

Como se muestra en la Figura 8, la estructura cuaternaria de la Man6PRasa es dimérica y
ambas subunidades hacen contacto mediante los dominios C-terminales de cada una. Si bien el
cristal se produjo en presencia de los ligandos Man6P y NADP", el modelo final se obtuvo en
complejo con NADP" y 4cido manonico, observandose un sitio activo por cada subunidad. La
Man6PRasa presenta el plegamiento general (P/a)s de barril TIM (triosa-P isomerasa),
interrumpido por dos bucles que conectan la hebra B y la hélice a en las repeticiones 4 y 7
(Figura 9A). El motivo N-terminal de la proteina (hebras f 1 y 2) forma una horquilla B que
cubre el fondo de la estructura de barril (Figura 9B). El sitio activo de la Man6PRasa se
encuentra en una cavidad profunda dentro del barril (B/a)s y es definido por una tétrada de
residuos cataliticos: Asp42, Tyr47, Lys76 e His'"”’ [56, 241] (Figura 9C), que se encuentran
conservados tanto en secuencia como en estructura en la mayoria de las AKR [242]. Es relevante
notar que la posicion general del sitio activo se mantiene en todas las proteinas que presentan la
conformacion (B/a)s de barril TIM, un tipo de plegamiento que se cree que se establecié como
altamente conservado y bastante general para las enzimas [243]. Cada subunidad de la
Man6PRasa muestra tres bucles flexibles (Figura 9D), los que estdn implicados en la
determinacion de la especificidad por el sustrato en otras AKR [242, 244, 245]. Las longitudes y

posiciones en la secuencia de estos bucles pueden variar entre las AKR de otras familias.
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Figura 8: Estructura cristalina dimérica de la Man6PRasa en complejo con NADP" y 4cido manénico.
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» Acido
manénico

Figura 9: (A) Mondémero de la Man6PRasa con plegamiento (B/a)g de barril TIM. Las repeticiones 4 y 7 y los
bucles que las interrumpen se encuentran resaltados en colores mas oscuros. (B) Hebras B 1 y 2 en el extremo N-
terminal formando la estructura de horquilla (verde) en el fondo de la estructura de barril. (C) Tétrada de
aminoacidos que conforman el sitio activo y que se encuentra conservada en las AKR. (D) Bucles flexibles 4

(naranja), 7 (verde) y C-terminal (azul), que determinan la especificidad por el sustrato aziicar en las AKR.

En cuanto a los residuos que componen el sitio activo de las AKR, se ha sugerido por
estudios previos [246-248] que el grupo hidroxilo de la Tyr47 es el candidato més probable para
proporcionar asistencia catalitica acida para la reduccion del grupo carbonilo del sustrato. En
cuanto a la Lys’®, estudios realizados en la xilosa reductasa de Candida tenuis [56, 249] han
demostrado su importancia al establecer que el -NH;" de su cadena lateral facilita la reduccion
del grupo carbonilo por el NAD(P)H unido. Esto lo hace mediante estabilizacion electrostatica
del estado de transicion de la enzima. En lineas generales, este aminoacido contribuye a un sitio
activo polar pre-organizado, el cual mantiene una carga global neutra, para facilitar las
interacciones productivas de reactivos no cargados y el grupo catalitico acido en la enzima.

Varios autores han utilizado la mutagénesis sitio-dirigida para analizar la implicancia de la His'"’
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en el sitio activo [56, 246-248]. La retencion de actividad, baja pero medible, en mutantes de
esta His por Asn, Gln, Glu o Ala sugiere una funcién auxiliar para este residuo en el mecanismo
catalitico de las AKR. Tratando de conciliar la evidencia obtenida por estos autores en un

mecanismo unificado para la His

(que seria coherente con el patron de conservacion de este
residuo), se propuso que la His tiene un rol preponderante en el posicionamiento del grupo
carbonilo del sustrato para la catalisis [56]. Finalmente, se ha determinado que el Trp'’ est4
implicado en la union selectiva de la aldosa. La relacion estructura-funcion propuesta para el
Trp' puede ser de importancia general porque las enzimas de las familias 1 a 5 de las AKR que
prefieren los aldehidos suelen tener un residuo de Trp en una posicion homéloga a la del Trp'°.
Por el contrario, las AKR que prefieren las cetonas a menudo tienen residuos de Tyr o Phe,

., L, . .., 19
aunque también pueden ser otros aminoacidos, en la misma posicion que el Trp .

4.1.3 Analisis de la estabilidad de los ligandos utilizados en los ensayos de cristalizacion de la

Man6PRasa

Teniendo en cuenta que la estructura cristalina de la Man6PRasa contiene acido
manoénico en lugar de Man6P (el ligando incorporado en los ensayos de cristalizacion), se
disefiaron diferentes experimentos para evaluar la estabilidad de los sustratos en las condiciones
de cristalizacion. Para esto, se reprodujo tal medio en cuanto a pH, temperatura y
concentraciones de Man6P y NADP". Alternativamente, se realizaron pruebas con Man y
NADPH, ensayando las diferentes combinaciones posibles entre azucares y cofactores. Para
examinar la estabilidad de los diferentes sustratos, se tomaron alicuotas de las reacciones a
diferentes tiempos (al inicio del ensayo, 1 hora, 1 dia y 1 semana luego de comenzar el ensayo) y
se midieron en cada punto las concentraciones de Pi y NADPH. En la Figura 10A se puede
observar el aumento de los niveles de Pi en las reacciones que contenian Man6P, lo que muestra
que el grupo fosfato se hidroliza del azicar y se libera al medio durante el experimento. También
se puede notar el aumento de Pi en las reacciones que contenian Man y NADP'/NADPH, lo cual
sugiere la hidrdlisis del grupo fosfato de los cofactores. Como se puede notar en la Figura 10B,
los niveles de NADPH disminuyen considerablemente una hora luego de iniciada la reaccion en
presencia de Man6PRasa, tanto con Man6P como con Man, indicando que la enzima también
puede utilizar el azucar no fosforilado como sustrato. Una semana después, los niveles de

NADPH son muy bajos, indicando oxidacién completa de este compuesto. Finalmente, en la
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reaccion correspondiente a los sustratos Man y NADP" en presencia de la enzima se observa al
tiempo de 1 dia un aumento del contenido de NADPH. En estas condiciones la Man se oxida a
4cido manoénico con la consecuente reduccion del NADP'™ a NADPH, el que luego de un tiempo
se oxida nuevamente.

En consecuencia, a partir de los resultados presentados hasta el momento, proponemos
que el 4cido mandnico presente en la estructura cristalina de la Man6PRasa proviene de la
Man6P, la cual pierde el grupo fosfato por hidrdlisis espontanea y luego, la Man resultante
experimenta un proceso de oxidacion mediado por la Man6PRasa en el tiempo que toma el

ensayo de cristalizacion.

12+ [ IMan6P + NADPH

8- [ IMan6P + NADP"
2 Man + NADPH

4L Il Man + NADP"
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RN
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Figura 10: Analisis de la estabilidad de los ligandos utilizados en los ensayos de cristalizacion de la Man6PRasa.
Medidas de los niveles de Pi (A) y de NADPH (B). Las reacciones se incubaron a diferentes tiempos con Man6P 50
mM y NADPH 0,5 mM (blanco), Man6P 50 mM y NADP" 0,5 mM (gris claro), Man 50 mM y NADPH 0,5 mM
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(gris oscuro), y Man 50 mM y NADP' 0,5 mM (negro), en presencia (barras rayadas) y ausencia (barras lisas) de
Man6PRasa (5 mg/ml).

4.1.4 Ensayos de desplazamiento térmico

Se decidio6 evaluar si los ligandos utilizados en los ensayos de cristalizacion afectaban de
alguna forma la estabilidad de la Man6PRasa. Para esto realizamos ensayos de desplazamiento
térmico (termal shift assay), técnica se utiliza para determinar los cambios en la temperatura de
desnaturalizacion (temperatura de melting) de proteinas bajo diferentes condiciones. El método
mas comun para medir estos cambios térmicos es la fluorimetria de barrido diferencial
(differential scanning flourometry), que utiliza fluoréforos especificos que brindan alta
sensibilidad. De esta forma se puede investigar la estabilizacion de proteinas inducida por
ligandos, lo cual ayuda a aumentar la probabilidad de cristalizacién de muestras bioldgicas [250].

Se llevaron a cabo ensayos de desplazamiento térmico con el colorante SYPRO Orange
para determinar la temperatura de melting de la Man6PRasa en ausencia y presencia de
diferentes sustratos. Los resultados se presentan en la Figura 11. La Man6PRasa presenta una
temperatura de melting basal de 50 °C, la cual se mantiene al estar en presencia de 5 mM de
Man6P, pero que disminuye 0,5 y 2,5 °C cuando la concentracion de dicho metabolito aumenta a
15 y 30 mM, respectivamente. En cuanto al efecto del cofactor NADPH sobre la estabilidad de la
enzima, se puede observar que a una concentracion de 0,03 mM (cercana al valor de Sy s, ver
Tabla 4) la temperatura de melting aumenta 5 °C, mientras que a 0,3 mM aumenta ain mas,
llegando a 58,8 °C. El mismo efecto presenta el NADP", pero en menor medida, produciendo un
incremento de 2 y 6 °C a concentraciones de 0,03 y 0,3 mM, respectivamente. Cuando la
Man6PRasa se encuentra en presencia de NADP" y Man6P, el aumento de la temperatura de

desnaturalizacion es mas bajo que en el caso en el que se encuentra sdlo el cofactor.

60



Resultados

=)
[—}

7]
17
L

h
T

Temperatura de melting (°C)
=
Ul

40-

r—r—r—r—r—Tr Ty
- 5 15 30 0,03 03 0,03 03 0,03 03
mM mM mM mM
Man6P NADPH NADP" NADP
+15 mM Man6P

Figura 11: Ensayo de desplazamiento térmico. Se analizo la influencia de diferentes concentraciones de los

sustratos fisiologicos (Man6P y NADPH) y del NADP" sobre la temperatura de melting de la Man6PRasa.

4.1.5 Obtencion y caracterizacion cinética y estructural de la mutante K484

Con el objetivo de determinar qué residuos estarian implicados en la uniéon del grupo
fosfato de la Man6P, se analizd detalladamente la estructura resuelta de la Man6PRasa. Para
esto, se seleccionaron los amino4cidos que se encontraban a menos de 5 A del C6 del 4cido
manonico, donde hipotéticamente se ubicaria el fosfato de la Man6P, los cuales resultaron ser:
Trp"?, Tyr"’, Lys®, His'”, Phe'® y Asn®’ (Figura 12). Luego, se realizo un alineamiento de la
secuencia proteica de la Man6PRasa con las secuencias de otras aldosas reductasas que utilizan
como sustrato azucares-P (Ald6PRasas de M. domestica y P. persica) y azicares no fosforilados
(xilosa reductasa de C. tenuis y aldosa reductasa de Homo sapiens; Figura 13). De esta forma se
comprobé que los residuos Trp'’, Tyr*’, His'”” y Phe'®™ se encuentran conservados en todas las
enzimas, mientras que el residuo Asn®’ solo esta presente en la Man6PRasa. Por el contrario, la
Lys* se encontr6 en las secuencias de reductasas que unen aziicares-P, pero no en las otras dos
(xilosa reductasa y aldosa reductasa). Por esta razon, se seleccion6 este residuo para llevar a cabo

la mutacion K48A vy asi estudiar su relevancia en la union al aztcar-P.
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Acido manénico

Figura 12: Sitio de union a ligandos en una de las subunidades. Se destacan los residuos que estarian involucrados

en la unién al grupo fosfato de la Man6P.
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Figura 13: Alineamiento de secuencias de diferentes reductasas. AgrM6PR: secuencia de la Man6PRasa de apio

utilizada en este trabajo de Tesis; MdoA6PR: Ald6PRasa de manzano (M. domestica) utilizada en el trabajo de

Figueroa y colaboradores [58]; PpeA6PR: Ald6PRasa de durazno (P. persica) utilizada en el trabajo de Hartman y

colaboradores [59]; CteXylR: xilosa reductasa de C. tenuis utlizada en el trabajo de Kavanagh y colaboradores

[241]; HsaAldR: aldosa reductasa humana (H. sapiens) utilizada en el trabajo de Harrison y colaboradores [251].

Las flechas negras marcan las posiciones de los aminoacidos de la Man6PRasa que se encuentran a menos de 5 A

del C6 del acido mandnico en la estructura de la Man6PRasa.

A partir del estudio de la estructura resuelta de la Man6PRasa se propuso llevar a cabo la

mutacion K48A para estudiar la importancia de este residuo en la union del fosfato de la Man6P.
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Para ello se empled la técnica de QuikChange, como se describe en el apartado 3.11 de
Materiales y Métodos. Se confirm¢ la insercion de la mutacion mediante secuenciacion y se
precediod a la obtencion de la enzima mutante de forma recombinante. Concluida la purificacion,
se llevo a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida del extracto crudo y de las eluciones
que se obtuvieron luego de la purificacion, obteniendo una banda mayoritaria de ~35 kDa. Se
determind una masa molecular de 64 kDa por cromatografia de exclusion molecular,
confirmando que mantiene la estructura cuaternaria homodimérica.

Seguidamente se realizo la caracterizacion cinética de la Man6PRasa mutada. En la Tabla
4 se presentan los parametros obtenidos, en comparacion con los de la enzima salvaje. En la
Figura 14 se presentan graficamente los resultados obtenidos en la Tabla 4. Ambas proteinas
fueron caracterizadas con Man6P, Man y Glc6P, para evaluar la especificidad por el sustrato.
Tanto la enzima salvaje como la mutante pudieron utilizar los 3 tipos de azlcares. La enzima
cataliza las reacciones con Man y GIc6P con eficiencias similares entre si, pero bastante menores
(2 6rdenes de magnitud) que para la Man6P (Figura 14D). Como puede apreciarse de la Tabla 4
y de la Figura 14A y C, la afinidad de la Man6PRasa-K48A por la Man se mantiene en ~145
mM, pero la Viax €s mayor con Man que con Man6P. Ademas, la eficiencia catalitica es 4 veces
mayor Man y 2 6rdenes de magnitud menor con Man6P que para la Man6PRasa (Figura 14D).
La eficiencia catalitica del NADPH en presencia de Man es un orden de magnitud mas grande
para la mutante K48A que para la enzima salvaje, mientras que las eficiencias cataliticas del
cofactor con los azucares-P presentan un detrimento de un orden de magnitud al hacer esta
misma comparacion (Figura 14E). Cabe destacar que la Man6PRasa-K48A emplea con la misma

eficiencia el cofactor NADPH en presencia de los azicares Man6P y Man.
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Tabla 4: Caracterizacion cinética de la Man6PRasa y la mutante K48A. Las reacciones se llevaron a cabo a pH 7,5

y en presencia de 3 mM de DTT. Para calcular la eficiencia catalitica, se utilizéd la masa molecular tedrica de la

Man6PRasa unida a la etiqueta de histidinas (77,2 kDa).

Enzima Sustrato So,s (mM) Vmax (U mg'l) Ef. Cat. (M s™)
Man6P 44+0,1 1,0 x 10°
3,5+£0,1 s
NADPHwanepy 0,026 + 0,002 1,7x 10
Man 145 + 68 1,5
Man6PRasa 0,17+0,03 3
NADPH van) 0,14 +£ 0,01 1,6 x 10
Glc6P 123+ 1,8 7,6
0,073 £ 0,009 3
NADPH(GlC6P) 0,020 + 0,001 4,7 x 10
Man6P 16,3+2,5 533
0,68+ 0,18 .
NADPHManepy 0,029 £ 0,002 3,1x10
Man 147 £ 15 6,7
Man6PRasa-K48A 0,76 £0,03 .
NADPHMay 0,042 £ 0,003 2,4x 10
Glc6P 149+2,5 1,5
0,017 = 0,001 5
NADPH(ieepy 0,058 + 0,006 3,8x 10
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Figura 14: Comparacion grafica de los parametros cinéticos Sp s de los sustratos, V., y eficiencia catalitica entre la

Man6PRasa y la mutante K48A. Ef. Cat.: eficiencia catalitica.

4.1.6 Caracterizacion cinética y estructural de la MolDHasa

La MolDHasa cataliza el paso inicial de la ruta mediante la cual el manitol se incorpora al

metabolismo central de carbohidratos y juega un papel fundamental en la regulacion de la

concentracion del azhcar-alcohol en la planta [67]. Pertenece a la familia de las MDR, es una

7 . Ie + s 7 7o
metaloproteina que tiene un atomo de Zn®', presenta conformacién monomérica y masa
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molecular de aproximadamente 43 kDa [50, 67]. Su actividad catalitica es dependiente del
cofactor NADH.

En este trabajo se obtuvo de forma recombinante la MolDHasa a partir del gen
sintetizado de novo (NCBI ID U24561.1; Material Suplementario, Secuencia 2.1), el cual
comprende un marco abierto de lectura de 1095 pb que codifica una proteina putativa de 365
aminoacidos (Material Suplementario, Secuencia 2.2) con un pl tedrico de 6,25 y una masa
estimada de 40,1 kDa, idéntica a la descripta por Williamson y colaboradores [252]. Se llevo a
cabo un SDS-PAGE en condiciones reductoras del extracto crudo y de las eluciones que se
obtuvieron luego de la purificacion por IMAC, obteniendo una banda mayoritaria de ~40 kDa
(Figura 15A). También se determind su masa molecular por cromatografia de filtracion por
geles, la cual result6 ser de 80 kDa (Figura 15B), lo cual indica que la MolDHasa obtenida de
forma recombinante presenta una conformacion estructural homodimérica. Este resultado difiere
de los datos informados en la bibliografia, donde se describe a esta enzima como monomero [50,
253]. Luego, se determinaron los parametros cinéticos de la enzima; asi, se obtuvo una Vy,.x de
1,8 Umg" en el sentido de degradacion del Mol (sentido fisioldgico), siendo el So,5 de 25,5 mM
y de 0,97 mM para el Mol y el NAD", respectivamente (Tabla 5). Dichos valores son similares a

los informados por Stoop y colaboradores [67] para la enzima purificada de fuente.

A B
1 2 3 1.00
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100 kDap g
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b 40 45 50 55 60
25 kDa p log MM

Figura 15: Analisis de la MolDHasa mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por geles. (A) SDS-PAGE
al 12% reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fraccion soluble de células recombinantes que
expresan MolDHasa (extracto crudo); calle 3, MolDHasa (~1 pg) purificada por IMAC. (B) Cromatografia de
filtracion por geles. Grafico de K, versus log (masa molecular). (0) Proteinas patrones de masa molecular: RN
(ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbénica, 29 kDa), OA (ovoalbumina, 44 kDa), CoA (conalbumina, 75
kDa), AL (aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); () MolDHasa.
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4.1.7 Modelado 3D de la MolDHasa

Para evaluar la especificidad de la MolDHasa por el NADH, primero realizamos un
modelado por homologia de la enzima, el cual resulto de utilidad para determinar cuales
aminoacidos se encontrarian involucrados en la union del cofactor. Para ello, se llevd a cabo una
busqueda de secuencias homologas a la MolDHasa y cuya estructura se encuentre resuelta. Esto
se realizd colocando la secuencia proteica de la MolDHasa en el servidor BLAST del NCBI y
utilizando la base de datos Protein Data Bank para la busqueda, lo que arroj6 como primer
resultado la cadena A de la sinapil alcohol deshidrogenasa de Populus tremuloides en complejo
con NADP" (PDB ID 1YQD). Esta enzima posee una identidad del 71% con la MolDHasa de
apio, es un homodimero y su estructura estd resuelta por difraccion de rayos X. Se obtuvo un
modelo final de la MolDHasa de apio (Figura 16A) por modelado por homologia.

Aunque originalmente se informé que la sinapil alcohol deshidrogenasa unia sélo un ion
Zn”>" por mondémero [254], la estructura cristalina de esta enzima, y por lo tanto el modelo de la
MolDHasa, contiene dos iones Zn* por cada subunidad, uno con funcioén catalitica y el otro con
propiedades estructurales. La presencia de dichos iones es caracteristica de las enzimas de la
familia MDR dependiente de Zn”". Los residuos de Cys 103, 106, 109 y 116 son los encargados
de formar un complejo con el Zn*" estructural (centro 4 Cys-Zn>") (Figura 16B). En varias
alcohol deshidrogenasas tetraméricas dependientes de Zn”", los bucles de unién de Zn*'
estructural estan involucrados en la oligomerizacion; asociandose los dimeros a través de estos
bucles que sobresalen, formando el tetrdmero funcional [255]. Debido a que la MolDHasa es
dimérica, estos bucles no estan en contacto con otras moléculas de MolDHasa y el papel
funcional del Zn*" estructural sigue siendo desconocido. El Zn*" catalitico se encuentra en la
base de la hendidura del sitio activo y es coordinado por las cadenas laterales de la Cys*’, His" y

166

Cys'®. La coordinacién tetraédrica del Zn>" se completa con una molécula de agua, la cual

forma un puente de hidrogeno con la Ser’* (Figura 16C) [227].
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Cys103 _

4 Nysl()ﬁ
' Zn’t
= Q.S

Figura 16: (A) Modelo estructural de la MolDHasa de conformacién dimérica. (B) Coordinacion de las Cys 103,

106, 109 y 117 con el Zn*" estructural. C. El Zn®" catalitico estd coordinado tetraédricamente por Cysso, His"%,

Cys'* y una molécula de agua (no se muestra en la imagen). La linea de puntos roja representa la coordinacién entre

el Zn**, la molécula de agua y el puente hidrégeno que forma esta tltima con la Ser*,

Cada subunidad de la MolDHasa se compone de dos dominios: uno de uniéon a
dinucleotido (residuos 170 a 302), que adopta el clasico plegamiento de Rossmann [256], y otro
de uniodn a sustrato (residuos 1 a 169 y 303 a 362). La hendidura profunda entre los dominios de
unién al Mol y al cofactor que contiene al Zn>" catalitico, es esencial para el mecanismo
catalitico de las enzimas de la superfamilia MDR [257]. Cada sitio activo de la MolDHasa esta
compuesto por aminoacidos que pertenecen a las dos subunidades de la molécula dimérica. La
dimerizacién ocurre a través del dominio de unidn al cofactor (residuos 282 a 302) de cada
subunidad. La hebra mas externa de la lamina B de seis hebras paralelas de la subunidad A forma

enlaces de hidrogeno con la correspondiente cadena [ de la subunidad B, exhibiendo una
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disposicion antiparalela (Figura 17A). El sitio activo de la MolDHasa esta delineado por residuos
alifaticos y aromaticos, los cuales forman un bolsillo en el que se unen los sustratos a través de
interacciones de van der Waals que dependen en gran medida de su forma. Los residuos Trp®!,
Ser'!® , His“6, Alam, I1e*” y Asn®® de la subunidad A demarcan parte del bolsillo catalitico, el
cual también es definido por los aminoacidos Phe®®, Leu® y Lys*” de la subunidad B. El resto
de la delimitacién del sitio activo estd moldeado por los residuos polares (de la subunidad A) que
coordinan el Zn®" catalitico, y que incluyen la Cys’, la His'?, la Cys'®, la Ser’* (la cual establece

un puente de hidrégeno con una molécula de agua) y la Cys98 (Figura 17B).

= Trp61

u292

e
Phe289
— Sers2

Lys2

2+

1e302 Zno Cys50

Asn303 \ w
C_\'s98!
Serll5s

Figura 17: (A) Representacion de cinta del dimero de la MolDHasa y sus dos sitios activos. La subunidad A es de

Hisl16

color lila y la B es de color verde. Las hebras B de cada subunidad involucradas en la formacién del dimero estan
resaltadas en colores mas oscuros. El Zn*" catalitico est representado como una esfera amarilla. (B) Conformacién
del sitio activo: Cysso, Ser”, Trpﬁl, His"?, Cys98, Ser'"®, His''", Cysléé, Ala®”, 11e** y Asn®® de la subunidad A

289

(residuos en lila); Phe®®, Leu®* y Lys293 de la subunidad B (residuos en verde).
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La sinapil alcohol deshidrogenasa es especifica para el cofactor NADP', mientras que la
MolDHasa es especifica para NAD". A partir de la comparacién entre la estructura resuelta de la
enzima de P. tremuloides y el modelo obtenido para la proteina de apio se logrd determinar el
sitio de union al cofactor. De esta forma, se identificaron los cinco aminoacidos que serian los
responsables de la unién al grupo fosfato del cofactor NADP" (Figura 18). Dos de estos grupos

216 219

se encuentran conservados en ambas enzimas (Ser ). Los otros tres aminoacidos, que

y Lys
difieren considerablemente entre la MolDHasa y la sinapil alcohol deshidrogenasa, se
presentaron como buenos candidatos a ser mutados para lograr obtener la enzima de apio con

especificidad alterada por el cofactor: D2148S, 1215T y S343N (Figura 18C).

Figura 18. Analisis comparativo de los sitios de unién al cofactor en la sinapil alcohol deshidrogenasa y la

MolDHasa. La estructura cristalina de la sinapil alcohol deshidrogenasa (rosa) se superpuso con el modelo por

216 219

homologia obtenido para la MolDHasa (verde). Se resaltan los residuos conservados (Ser ) v aquellos

y Lys
elegidos para llevar a cabo el cambio de especificidad por el cofactor para la MolDHasa (Asp214Ser, 1le215Thr y
Ser343Asn).

4.1.8 Cambio de especificidad por el cofactor de la MolDHasa

A partir del modelo obtenido para la MolDHasa, se seleccionaron los aminoécidos
candidatos a ser mutados para el cambio de especificidad por el cofactor y se disefiaron los
oligonucle6tidos necesarios para llevar cabo dicha tarea mediante la técnica de QuikChange,
como se describe en la seccion 3.11 de Materiales y Métodos. Las mutantes a estudiar fueron:

D214S, D214S-1215T, D214S-1215T-S343N y D214S-S343N. Se confirm¢ la insercion de las
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mutaciones mediante secuenciaciéon automatica y se procedié a la obtencién de las enzimas
modificadas de forma recombinante. En todos los casos, concluida la purificacion, se llevo a
cabo un SDS-PAGE en condiciones reductoras del extracto crudo y de las eluciones obtenidas,
observando en todos los casos una banda mayoritaria de ~40 kDa. Luego, se determin6 la masa
molecular por cromatografia de exclusion molecular, confirmando que todas las mutantes
mantienen la estructura cuaternaria homodimérica de ~80 kDa observada para la enzima salvaje.
Se caracterizaron cinéticamente las mutantes con ambos cofactores, NAD" y NADP", para
evaluar la eficiencia de las enzimas mutantes en el uso de los mismos. Los valores de los
parametros cinéticos obtenidos se presentan en la Tabla 5, y una representacion grafica de los

mismos en la Figura 19.

Tabla 5: Parametros cinéticos obtenidos para la MolDHasa y las mutantes. Se midi6 la actividad enzimatica en

sentido de oxidacion de Mol en presencia de ambos cofactores, a pH 9,0 y 25 °C.

Enzima Sustrato 80,5 (mM) Viax (U mg") Ef. Cat. (M s™)
Molyap 25+2 9,8 x 10
1,8+0.4
NAD" 0,9+0,1 2,6 x 10°
MolDHasa n 1
MOINADP 76 + 11 8,7 X 10-
N 0,047 + 0,001 1
NADP 2,0+0,1 3,2x 10
MOlNAD+ 28+3 5,6
. 0,114 + 0,004 ,
NAD 0,51 + 0,06 3,1x 10
MolDHasa-D214S n
MOINADP 5 + 1 4,7
N 0,0182 0,001 1
NADP 0,45 + 0,04 5,6x 10
Molap 48 £ 6 2,8x 10
0,0097 + 0,0006
NAD" 2,0£0,2 6,7
MolDHasa-D214S-1215T -
MOINADP 3 + 2 1,2
N 0,0022 + 0,0004
NADP 0,43 + 0,05 7,1
Molap ™ 61+12 44x107
0,002 + 0,001
NAD" 3,1+£0,2 8,4x 10"
MolDHasa-D214S-1215T-S343N -
MOINADP 0,9 + 0,2 5,2
N 0,0035 £ 0,0008 ,
NADP" 0,041 + 0,003 1,2x 10
Molyap™  99,3+0,1 9,4
0,7+0,1
NAD" 1,9+04 4,9x 10°
MolDHasa-D214S-S343N n ’
Molnapp 5+1 29x10
0,12 + 0,02
NADP®  0,30+0,03 5,3x 107
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Figura 19: Comparacion de los pardmetros cinéticos obtenidos para la MolDHasa salvaje y las mutantes D2148S,
D214S-1215T, D214S-1215T-S343N y D214S-S343N. Ef. Cat.: eficiencia catalitica.

Al analizar los resultados presentados en la Figura 19, encontramos que la introduccion
de la primera mutacién (D214S) no afecta el Sy 5 de la enzima por el Mol en presencia de NAD"

pero aumenta significativamente (en 14 veces) su afinidad cuando se encuentra con el cofactor
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NADP" (Figura 19A). También aumenta la afinidad aparente (se reduce el Ss) por el cofactor
NAD" a casi el doble, y aun mas (4,5 veces) por el NADP" (Figura 19B). En cuanto a la
variacion de la Vi, esta disminuye para ambos cofactores, aunque mas marcadamente con
NAD" (15 veces menos) que con NADP" (mas de 2 veces) (Figura 19C). Ademas, se observa un
aumento de mas de 5 veces en la eficiencia catalitica de Mol con NADP", mientras que dicho
parametro disminuye un orden de magnitud con NAD" (Figura 19D). La eficiencia catalitica para
los cofactores sigue la misma tendencia: aumentando 2 veces la eficiencia catalitica con NADP"
y disminuyendo 8 veces con NAD" (Figura 19E).

Siguiendo con la mutante D214S-1215T de la MolDHasa, encontramos que la afinidad de
la enzima para el Mol aumenta el doble con NADP" y disminuye en la misma proporcién con
NAD" (Figura 19A). El Sy5 del NAD" se incrementa 4 veces y el del NADP" se mantiene
(Figura 19B); mientras que las actividades enzimaticas (Figura 19C) y eficiencias cataliticas
(Figura 19D y E) para esta mutante presentan un detrimento marcado en todos los casos. Al
insertar la tercera mutacion, D214S-1215T-S343N, la eficiencia catalitica resulté 141 veces
mayor para NADP" que para NAD', mientras que la eficiencia catalitica de la MolDHasa salvaje
con NAD" era casi 80 veces mayor que con NADP" (Figura 19E). En este punto es importante
mencionar que, aunque la triple mutante presente mayores afinidades por los sustratos, actividad
y eficiencias cataliticas en presencia de NADP", y en consecuencia haber logrado producir el
cambio deseado de especificidad por el cofactor, las actividades enziméticas se ven seriamente
afectadas.

Al estudiar en detalle las mutantes simple, doble y triple, advertimos que la insercion de
la segunda mutacion no sélo no es beneficiosa para el objetivo planteado, sino que parece ser
perjudicial para la actividad enzimatica en general. Es por esto que se obtuvo la mutante D214S-
S343N. En este caso, las afinidades por el Mol y el NAD" bajan 4 y 2 veces respectivamente;
siendo los valores de este pardmetro para Mol y NADP" similares a los obtenidos para la
mutante simple: 14 y 7 veces mayores respectivamente en comparacion con la MolDHasa WT
(Figura 19A y B). La actividad enzimatica con NADP" resulté en un aumento de dos veces con
respecto a la enzima salvaje (Figura 19C), lo cual resulta de un aumento de la eficiencia
catalitica con este cofactor de mas de 30 veces (Figura 19E). Esto es una notable mejora en
comparacion con las demas mutantes. Si bien la eficiencia catalitica con NAD" es menor que la
de la enzima salvaje, el valor es similar al obtenido con NADP", lo que quiere decir que la

mutante D214S-S343N puede utilizar de igual forma ambos cofactores; aunque cabe sefialar que

73



Resultados
detenta mayor eficiencia catalitica del Mol en presencia de NADP" (Figura 19D).
4.2 Estudio de la via de sintesis de rafinosa en B. distachyon

4.2.1 Caracterizacion cinética y estructural de la USPPasa

La secuencia que codifica para la USPPasa de B. distachyon (NCBI ID KQK17397.1) fue
sintetizada de novo, se subclonod en el vector de expresion y la enzima recombinante se produjo
fusionada a una etiqueta de histidinas en la region N-terminal. Dicha secuencia comprende un
marco abierto de lectura de 1863 pb (Material Suplementario, Secuencia 3.1), codificando para
una proteina de 621 aminoédcidos (Material Suplementario, Secuencia 3.2), con una masa
molecular tedrica de 68,2 kDa y un pl de 6,15. El andlisis por SDS-PAGE en condiciones
reductoras de la proteina purificada mostrd6 una banda de aproximadamente 70 kDa (Figura
20A), mientras que la cromatografia de filtracion por geles indicé que la USPPasa es un
monoémero con una masa molecular de 68 kDa (Figura 20B). Estos datos estan de acuerdo con

los informados para otras USPPasas de plantas (Tabla Suplementaria 2).

A B

135 kDap
100 kDap
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63kDap = e
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25kDap o 0.00 , . " e
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Figura 20: Andlisis de la USPPasa mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por geles. A. SDS-PAGE
reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fraccion soluble de células recombinantes que expresan
USPPasa (extracto crudo); calle 3, USPPasa purificada por IMAC. B. Cromatografia de filtracion por geles. Grafico
de K,, versus log (masa molecular). (0) Proteinas patrones de masa molecular: RN (ribonucleasa, 13,7 kDa), CA
(anhidrasa carbénica, 29 kDa), OA (ovoalbiimina, 44 kDa), CoA (conalbumina, 75 kDa), AL (aldolasa, 158 kDa),
FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); () USPPasa.

Las USPPasas de plantas suelen presentar actividad con diferentes azticares 1-fosfato
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[105]. Para probar qué metabolitos podrian ser utilizados por la USPPasa de B. distachyon,
medimos la actividad con una concentracion fija (2 mM) de GallP, GlclP, GIcAIP,
glucosamina-1-fosfato (GIcNI1P), N-acetil-glucosamina-1-fosfato (GIcNAcl1P) y manosa-1-
fosfato (Manl1P). La actividad mas alta se observd con GallP, seguida de cerca por Glc1P (26%
menor), mientras que con otros azucares-1P (GIcA1P, GIcN1P, GIcNAcIP y ManlP) fue de 5 a
17 veces menor que con GallP (Figura 21). Luego, determinamos los parametros cinéticos para
la USPPasa en la direccion de la sintesis del UDP- azacar. Pudimos calcular los valores de Vi y
So.s al usar GallP, Glc1P y GlcA1P como sustratos (Tabla 6), pero no para GIcNAc1P, GIcNIP y
ManlP porque las curvas no alcanzaron la saturacion (Figura 22). La V. de la USPPasa fue
mas alta con GallP, ligeramente mas baja con GIclP y 5 veces mas baja con GIcAlP. Las
afinidades aparentes (estimadas a partir de los valores Sy s) para GallP y Glc1P fueron similares,
pero 5 veces menores para GIcA1P. La eficiencia catalitica de la USPPasa fue casi la misma para
GallP y GlclP, pero un orden de magnitud menor para GlcAl1P (Tabla 6). En general, estos
resultados son similares a los obtenidos para USPPasas de otras especies de plantas (Tabla
Suplementaria 2) e indican que la USPPasa podria proporcionar uno de los sustratos (es decir,

UDP-Gal) para la sintesis de Gol.
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Figura 21: Actividad de la USPPasa con diferentes azlicares-1P. La actividad enzimatica se ensayo en la direccion

de la sintesis de UDP-azticar, con UTP 1 mM y azucar-1P 2 mM.
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Tabla 6: Parametros cinéticos para los sustratos de la USPPasa. Las reacciones se realizaron en la direccion de la

sintesis del UDP-azucar.

Sustrato  Sys(mM) V(U mg™) Ef. Cat. M's™)

GallP 0,25 + 0,03 4,7x10°
1024 + 95

UTP Garp 0,109 + 0,007 1,1 x 107

GlclP 0,28 + 0,02 3,1 x 10°
757 +27

UTP Gioip 0,11 £0,01 7,8 x 10°

GIcA1P 1,4+0,3 1,5x 10°
183+ 12

UTP Gearp 0,14 £0,01 1,5x 10°
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Figura 22: Actividad de USPPasa con concentraciones crecientes de GIcNAc1P, GIcN1P y ManlP. La actividad
enzimatica se ensayo en la direccion de la sintesis de azicar-UDP, con UTP 1 mM y concentraciones variables del

azucar-1P.

4.2.2 Caracterizacion cinética y estructural de la GolSasa

La GolSasa tiene una influencia significativa sobre la acumulacion de RFO en plantas,
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como la primera enzima que compromete el carbono hacia la biosintesis de RFO y, por lo tanto,
influye en la particion del carbono entre Suc y este tipo de metabolitos. Es una
galactosiltransferasa que pertenece a la familia 8 de las GT, y se encuentra en forma monomérica
[140—-142]. La especie vegetal B. distachyon presenta dos genes (BdGolS1 y BdGolS2) [199] que
codifican para enzimas GolSasas. En este trabajo de Tesis se obtuvo por sintesis de novo la
secuencia que codifica para la GolSasa 1 (NCBI ID KQK21944.1). Dicha secuencia presenta un
marco abierto de lectura de 1014 pb (Material Suplementario, Secuencia 4.1) y codifica para una
proteina de 337 aminoacidos (Material Suplementario, Secuencia 4.2), con una masa molecular
teorica de 37,9 kDa y un pl de 6,36. La GolSasa recombinante se obtuvo con alto grado de
pureza mediante IMAC y cromatografia de filtracion por geles, segiin lo observado mediante
SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura 23A). La enzima eluyd de la cromatografia de
filtracion por geles como un mondmero de 45 kDa (Figura 23B), lo que concuerda con los

resultados obtenidos para GolSasas de otras especies de plantas [258-260].
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Figura 23: Analisis de la GolSasa mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por geles. (A) SDS-PAGE
reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fraccion soluble de células recombinantes que expresan
GolSasa (extracto crudo); calle 3, GolSasa (~1 pg) purificada por IMAC y cromatografia de exclusiéon molecular.
(B) Cromatografia de filtracion por geles. Grafico de K,, versus log (masa molecular). (0) Proteinas patrones de
masa molecular: RN (ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbonica, 29 kDa), OA (ovoalbiimina, 44 kDa), CoA
(conalbumina, 75 kDa), AL (aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); (e)
GolSasa.

La caracterizacion cinética de la GolSasa comenzé con el andlisis del efecto de cationes
divalentes sobre la actividad de la enzima. La GolSasa exhibi6 una actividad de 14,9 U mg™ en

ausencia de cationes metélicos, aumentando a 28,6 U mg” con Mg*" y 41,4 U mg™ con Mn*" (10
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mM cada uno). La afinidad aparente por Mn*" fue 10 veces mayor que por Mg (4os de 0,09 y
1,4 mM, respectivamente; Figura 24A). La concentracion de Mn*" libre en el citosol de células
vegetales se encuentra en el rango de 0,3 a 0,8 uM [261, 262]; por lo tanto, desde el punto de
vista fisiolégico, la activacién de la GolSasa por Mn®" no seria relevante in vivo. La
concentracion total de Mg”" en células vegetales varia de 15 a 25 mM [263, 264], pero la
concentracion de Mg2+ libre en el citosol esta cerca de 0,25 mM [265, 266]. A partir de estos
datos, se continudé con la caracterizacion cinética de la GolSasa con Mg”" 10 mM.
Posteriormente, se midi6 la actividad de GolSasa a diferentes valores de pH y temperatura.
Como se muestra en la Figura 24B, la actividad fue 6ptima a valores de pH en el rango de 7,0 a
9,0 y a 35°C. Los datos de la actividad de la GolSasa a diferentes temperaturas se utilizaron para
calcular la energia de activacion [267], la que resulto ser de 31,76 kJ mol™ (Figura 24C, recuadro

interno).
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Figura 24: (A) Actividad de la GolSasa en funciéon de la concentracién de Mn®" (cuadrados negros) o Mg**
(cuadrados blancos). (B) Actividad de la GolSasa a diferentes valores de pH. Las soluciones reguladoras utilizadas
fueron: HEPES-NaOH (pH 6,8-8,2), Bis-Tris Propano-NaOH (BTP, pH 6,1-10,1), MES-NaOH (pH 5,0-6,8),
CAPS-NaOH (pH 9,5- 11,0) y Tris-HCI (pH 7,5-9). (C) Actividad de la GolSasa a diferentes temperaturas. El
recuadro interno muestra el grafico de Arrhenius, realizado con los datos de actividad enzimatica obtenidos entre 15

y 35 °C.

Una vez determinadas las condiciones Optimas para el ensayo de actividad enzimatica, se
determinaron los parametros cinéticos para la GolSasa, tanto con UDP-Gal (el sustrato

fisiologico) como con UDP-GIlc (utilizada para probar la especificidad de la enzima
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recombinante; Tabla 7). La V. de la enzima fue 26 veces mayor con UDP-Gal que con UDP-
Glc, mientras que el valor de Sps para UDP-Gal fue 40 veces menor que para UDP-Glc. De
manera similar, la afinidad aparente por el myo-inositol fue 8 veces mayor con UDP-Gal que con
UDP-Glc. La eficiencia catalitica fue tres 6rdenes de magnitud mayor con UDP-Gal que con
UDP-Glc (Tabla 7). No se detect6 actividad cuando se usaron UDP-GIcA (uno de los productos
putativos de la USPPasa) o ADP-Glc como sustratos alternativos (datos no mostrados). También
se probo el efecto de varias hexosas-P (Glc6P, Man6P, Fru6P, Frul,6bisP y GIcN-6P) sobre la
actividad de la enzima, pero no se observaron diferencias significativas cuando se agregaron a la

mezcla de reaccion a una concentracion de S mM (datos no mostrados).

Tabla 7: Parametros cinéticos para los sustratos de GolSasa. Las reacciones se realizaron en la direccion de la

sintesis de Gol.

Sustrato Sos (mM)  Viyay (U mg") Ef. Cat. M s™)
UDP-Gal 0,06 + 0,01 32x10°
28,6+ 0,9
myo-inositol ypp.ga 2,5+ 0,3 7,6 x 10°
UDP-Glc 2,6+0,5 2,8 x 10
1,1+£0,2
myo-inositol ypp.gie 20 + 3 3,7x 10

4.2.3 Arbol filogenético de la GolSasa

Para comprender mejor la funcidén y las propiedades de la GolSasa de B. distachyon,
primero se construyd un arbol filogenético con secuencias de GolSasas y de proteinas del tipo
glucogenina de diferentes especies de plantas. El arbol resultante se dividid en cuatro grupos
principales, de A a D (Figura 25). Las secuencias de las GolSasas de monocotiledoneas (familia
Poaceae) resultaron agrupadas en un unico clado (A), como se observo en estudios anteriores
[140, 184, 268]. Las secuencias de dicotiledoneas se separaron en tres clados (B a D). Los
grupos B y D contienen secuencias de GolSasas, mientras que el grupo C incluye secuencias
anotadas como proteinas de tipo glucogenina. Las dos secuencias anotadas como GolSasas en el
genoma de B. distachyon (16_Bdi y 17 Bdi, Tabla Suplementaria 5) se ubicaron en el clado que

contenia secuencias de monocotileddneas (A), aunque en diferentes subgrupos.
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20

Figura 25: Analisis filogenético de GolSasas y proteinas del tipo glucogenina de plantas. El arbol se reconstruyd
utilizando el método de neighbor-joining con un bootstrap de 1.000 en el programa Seaview 5.0.1. Las secuencias
se codificaron con numeros para mayor claridad (ver Tabla Suplementaria 5). La GolSasa 1 de B. distachyon esta
resaltada en amarillo (17_Bdi). Grupo A, GolSasas de monocotiledoneas; grupo B, GolSasas de dicotiledoneas;
grupo C, proteinas de tipo glucogenina de dicotiledoneas; grupo D, GolSasas de dicotiledoneas. Los niimeros de
nodo representan los valores de bootstrap obtenidos durante la reconstruccion del arbol. Las familias se colorearon
de la siguiente manera: Poaceae (verde), Brassicaceae (rosa), Rosaceae (amarillo), Fabaceae (violeta) y Salicaceae

(celeste).
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4.2.4 Modelado 3D de la GolSasa

Para construir un modelo 3D de la GolSasa, primero se buscaron estructuras resueltas
(moldes) en el Protein Data Bank usando el algoritmo BLAST del servidor NCBI. Esta
busqueda arrojé como resultado que las estructuras cristalinas de las glucogeninas humana
(4UEG) y de conejo (1LLO) son las que se ajustan mejor a la secuencia proteica de la GolSasa de
B. distachyon. La secuencia de la GolSasa tiene una identidad relativamente baja (24-28%) con
estas enzimas, lo que imposibilita el modelado por homologia [269]. Por lo tanto, se construyo el
modelo 3D utilizando servidor I-TASSER (Iferative Threading ASSEmbly Refinement), un
programa en linea de prediccion por “reconocimiento de plegamiento”. El resultado generado
por este servidor incluyd cinco modelos atdmicos de longitud completa, clasificados segin la
densidad del cluster, de los cuales seleccionamos el modelo 1 para continuar con el analisis
estructural. El modelo 3D de la GolSasa se obtuvo en complejo con UDP-Gle y Mn*", utilizando
las estructuras cristalinas resueltas antes mencionadas como moldes. Dicho modelo posee 10
hélices o, 8 cadenas B y una gran cantidad de regiones desordenadas. La region N-terminal de la
estructura presenta el plegamiento de Rossmann compuesto por cinco cadenas B, con la ultima
cadena en direccion antiparalela (Figura 26A).

Una inspeccion detallada de la secuencia de la proteina mostr6 una alta conservacion de
los motivos encontrados en las enzimas de la familia GT8, incluidos DxD, HxxGxxKPW, GLG,
NAG y FLAG, descriptos en publicaciones anteriores [140, 270, 271]. La mayoria de estas
regiones se encuentran en el interior de la estructura proteica, formando un bolsillo catalitico que
no permite el acceso del agua (Figura 26B). El motivo DxD (Asp'*'-Ala'**-Asp'*) est4 ubicado
entre las cadenas 4 y B5 del plegamiento de Rossman y forma parte del dominio catalitico; los
dos residuos de Asp interactiian con el Mn*" y la Ala'* participa en la union de la ribosa del
UDP-azticar. Un anélisis exhaustivo del modelo y el alineamiento de secuencias (no mostrado)
nos permitid determinar qué residuos estarian involucrados en la unién del UDP-azucar: Phe®’,
Leu®, Ala’!, Gly’%, Asn'Y, Ala'®®, Gly'®, His* y Cys™'. El servidor I-TASSER no proporciona
informacion sobre el sitio de unidon del myo-inositol, ya que no hay estructuras cristalinas
resueltas para las glicosiltransferasas que usan este sustrato. Sin embargo, el analisis del modelo
obtenido en el servidor 3DLigandSite detecta posibles candidatos putativos implicados en la
unién de myo-inositol: Asp'®’, Cys'"’, Pro'™, Pro'®, Asn'"’, Ala'®, Gly'¥, GIn*"® y Cys*®

(Figura 26B).
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Figura 26: Modelo tridimensional de la GolSasa obtenido por “reconocimiento de plegamiento” (threading). (A) La
imagen muestra el plegamiento de Rossmann dentro del dominio N-terminal, con las cadenas f resaltadas en rosa y
las hélices o en verde mas oscuras. (B) Se muestra la enzima en complejo con UDP-Glc (coloreado por tipo de
atomo) y Mn”" (esfera verde). Los residuos del supuesto sitio catalitico se colorearon de la siguiente manera:
amarillo, residuos que se unen al ion metalico; celeste, residuos que interactiian con el UDP-aztcar; rosa, residuos

que se unen al myo-inositol; violeta, residuos que unen ambos sustratos.
4.2.5 Ensayos de oxido-reduccion con la GolSasa

En el modelo obtenido para la GolSasa se observaron varios residuos de Cys (Figura 27),
encontrandose la Cys*®' en el sitio catalitico putativo (Figura 26B). Por lo tanto, nos propusimos
evaluar el efecto de agentes oxidantes y reductores sobre la actividad de la enzima recombinante.
La GolSasa se incubd, en una primera etapa, con concentraciones crecientes de diferentes
agentes oxidantes, como se describe en Materiales y Métodos (seccion 3.24). La incubacion de la

enzima recombinante con diamida 1 mM o H,0, 0,5 mM produjo una inhibicion del 40 %,
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mientras que la actividad fue insignificante después de la incubacién con 10 mM de ambos
oxidantes (Figura 28). La incubacién con GSSG 0,1 mM mostré una inhibicién del 40% de la
actividad de la GolSasa, mientras que concentraciones mas altas produjeron el mismo efecto. La
exposicion a los agentes reductores DTT y GSH aument6 ligeramente (~ 25 %) la actividad de la

enzima recombinante (Figura 28).

Figura 27: Modelo estructural de la GolSasa donde los residuos de cisteina se muestran en diferentes colores y sus
posiciones etiquetadas. Cys'*’, Cys'®’, Cys'® y Cys'®’ se encuentran en posiciones cercanas en la conformacion
estructural adquirida y la Cys®®' se localiza en el bolsillo del sitio activo. La Cys’’ se sitia en el extremo opuesto de

la estructura a las demas Cys.
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Figura 28: Efecto de agentes oxidantes y reductores sobre la actividad de la GolSasa. Los datos mostrados son la
media de al menos dos conjuntos de datos independientes + el error estandar. *, p <0,05; **, p <0,01; *** p <0,001

(prueba £).

A continuacion, se estudi6 la posibilidad de recuperar la actividad de la GolSasa oxidada
por incubacion con agentes reductores quimicos o biologicos. La enzima se tratd primero con
diamida y H,O, 1 mM vy luego se incub6 con DTT 1 mM. Alternativamente, la enzima oxidada
se incubd con tiorredoxina de Escherichia coli (EcoTrx). Se observd que la actividad de la
GolSasa oxidada con diamida fue recuperada por incubaciéon con DTT y con EcoTrx. Sin
embargo, la actividad de la enzima oxidada con H,O, no pudo ser restaurada por ninguno de los
agentes reductores probados (Figura 29), lo que sugiere la ocurrencia de un proceso oxidativo
irreversible cuando la enzima es incubada con H,0O,. La enzima tratada con GSSG no mostrd

variaciones significativas después de la incubacion con GSH o EcoTrx (Figura 30).
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Figura 29: Recuperacion de la actividad de la GolSasa oxidada por reduccion con DTT o EcoTrx. Los datos de
actividad enzimatica se relacionaron con el valor obtenido al comienzo de cada ensayo. Los datos presentados son la

media de dos conjuntos de datos independientes + el error estandar. *, p <0,05; **, p <0,01 (prueba f).
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Figura 30: Tratamiento de la GolSasa oxidada con GSSG con DTT o EcoTrx. Los datos de actividad enzimatica se
relacionaron con el valor obtenido al comienzo de cada ensayo. Los datos presentados son la media de dos conjuntos

de datos independientes =+ el error estandar. *, p<0,05 (prueba ).

4.2.6 Caracterizacion cinética y estructural de la RafSasa

La RafSasa presenta actividad galactosiltransferasa y también galactosil hidrolasa,

pertenece a la familia 36 de las GH, presenta conformacion monomérica y las publicaciones

sobre su caracterizacion son escasas [258], refiriéndose la mayoria de los trabajos al estudio de la
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expresion de los genes que codifican para las diferentes isoformas de esta enzima y su relacion
con la tolerancia de las plantas a diversas condiciones de estrés abiodtico [172, 187, 272]. En este
trabajo, se obtuvo por sintesis de novo la secuencia que codifica para la RafSasa de B. distachyon
(NCBI ID XM 003569223.3). Dicha secuencia comprende un marco abierto de lectura de 2346
pb (Material Suplementario, Secuencia 5.1) que codifica para una proteina putativa de 782
aminoacidos (Material Suplementario, Secuencia 5.2), con un pl tedrico de 5,70 y una masa
molecular estimada de 84,2 kDa. Luego de expresar la proteina recombinante, se realizé un SDS-
PAGE en condiciones reductoras del extracto crudo y de las fracciones que se obtuvieron luego
de la purificacion, donde se observd una banda mayoritaria de ~80 kDa (Figura 31A). A
continuacion, se determind la masa molecular al estado nativo por cromatografia de exclusion
molecular, la cual resulté ser de 110 kDa (Figura 31B); por lo tanto, podemos concluir que la
estructura cuaternaria de la RafSasa es monomérica. La enzima purificada se utiliz6 para realizar
la caracterizacion cinética en el sentido de sintesis de Raf (sentido fisiologico), empleando para
ello el método acoplado con la myo-inositol deshidrogenasa de B. subtilis, como se describié en
Materiales y Métodos (seccion 3.22). Los resultados obtenidos utilizando esta técnica no fueron

concluyentes ya que, alin en ausencia del sustrato Suc, la enzima presentaba actividad.

A B
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ap 40 45 50 55 60
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Figura 31: Andlisis de la RafSasa mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por geles. (A) SDS-PAGE al
12% reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fraccién soluble de células recombinantes que
expresan RafSasa (extracto crudo); calle 3, RafSasa (~1 ug) purificada por IMAC. (B) Cromatografia de filtracion
por geles. Grafico de K,, versus log (masa molecular). (0) Proteinas patrones de masa molecular: RN (ribonucleasa,
13,7 kDa), CA (anhidrasa carbonica, 29 kDa), OA (ovoalbumina, 44 kDa), CoA (conalbiimina, 75 kDa), AL
(aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); (e) RafSasa.
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Por lo expuesto anteriormente, se procedioé a un analisis cualitativo de los productos de
reaccion mediante la técnica de cromatografia en capa delgada. Para ello, se puso a punto este
método para los azlcares a ensayar y se evalu6 el rango de deteccion para cada uno de ellos. El
unico compuesto que no se detectd en las condiciones elegidas fue el myo-inositol. En el primer
experimento se corrieron patrones (Suc, Gol y Raf), una mezcla de los sustratos de la reaccion
(Gol y Suc) sin enzima y con cantidades diferentes de la RafSasa, luego de incubar a temperatura
ambiente durante 4 h. Al revelar la placa no logramos detectar Raf en las calles donde se
encontraba presente la RafSasa; sin embargo, desaparecié la mancha correspondiente al Gol y se
mantuvo la mancha correspondiente a la Suc. También encontramos otra mancha de diferente
color, ligeramente mas arriba que la correspondiente a Suc, que no se correspondia con ninguno
de los patrones utilizados (Figura 32A). Se planteo la hipdtesis de que la banda incdgnita podria
corresponderse con Gal. Para confirmar esta posibilidad, se hizo un segundo experimento donde
se corrieron patrones de Gol y Gal, los sustratos Gol o Raf sin enzima y en presencia de RafSasa,
luego de incubar a temperatura ambiente durante 1 h. Al revelar la placa, observamos la
presencia de Gal en las calles correspondientes a las reacciones en presencia de la enzima.
También se puede notar la presencia de Suc en la calle correspondiente a la reaccidon que tenia

Raf como sustrato (Figura 32B).

p g
Suc
Gol
Raf
Gol + Suc
Gol + Suc + RS
Gol
Gal
Gol
Gol+ RS
Raf
Raf + RS

.

bo &

Figura 32: Cromatografia en capa delgada. (A) Patrones Suc, Gol y Raf 5 mM (10 nmol); reacciones Gol 10 mM +
Suc 25 mM en ausencia y presencia de RafSasa (RS, 10 pl RafSasa 7 mg ml™), incubadas durante 4 h. (B) Patrones
Gol y Gal 5 mM (10 nmol); reacciones Gol/Raf 10 mM en ausencia y presencia de RafSasa (RS, 10 pl RafSasa 7

mg ml"), incubadas durante 1 h.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de cromatografia en capa
delgada y en las medidas de actividad con el método acoplado, y la bibliografia recientemente
publicada [156, 157], llegamos a la conclusion de que la RafSasa hidroliza el sustrato Gol y, por
esta razon, se detectaba actividad con el método acoplado cuando la enzima se incubaba con Gol
(sin Suc). Esta es una limitante del ensayo propuesto, ya que se basa en la determinacién del
myo-inositol liberado a partir de la reaccion enzimatica, lo cual ocurre durante la sintesis de Raf,
pero también cuando se produce la hidrélisis del Gol. En las publicaciones donde se caracteriza
la actividad sintasa de esta enzima se analizan los productos de reaccion por HPLC, método con
el que no contamos actualmente. Estudios previos reportaron que las RafSasas de Arabidopsis
[167] y de arroz [156, 165] poseen una actividad secundaria de tipo galactosidasa. Por lo tanto,
nos abocamos a caracterizar la actividad hidrolasa de la RafSasa de B. distachyon empleando el
método de Somogyi-Nelson para cuantificar la hidrolisis de azicares no reductores (Gol, Raf' y
Sta) y el método especifico de la Glc oxidasa para analizar la hidrolisis de azucares reductores
(Mel y Mal). La enzima fue capaz de hidrolizar el Gol, la Raf y la Mel (Tabla 8), pero no asi la

Sta y la Mal a las concentraciones maximas ensayadas.

Tabla 8: Parametros cinéticos de la RafSasa en direccion de hidrolisis. Ef. Cat.: eficiencia catalitica.

Sustrato  Sps (mM) Vpay (Umg™")  Ef. Cat. M s™)

Gol 1,8§+£0,2 0,72+ 0,02 58 x 107
Raf 123+0,9 0,49+0,01 57x10'
Mel 84 +13  0,022+0,002 3.8x10"

En el trabajo de Li y colaboradores [157], se muestra que las cantidades relativas de Gol
y Suc determinan si se completa la reaccion de transferencia (formando Raf) o se produce la
hidrolisis del Gol. Por esta razon, se llevdo a cabo un ensayo de inhibicion de la actividad
hidrolasa con respecto a la concentracion de Suc y manteniendo los niveles de Gol constantes.
Las medidas se hicieron empleando el método de Somogyi-Nelson. Como se observa en la
Figura 33A, el aumento de los niveles de Suc produce una disminucion de la actividad hidrolasa
de la RafSasa, siendo casi indetectable cuando el disacarido se encuentra a una concentracion de
15 mM o mas. Las reacciones realizadas con concentraciones de Suc de 0, 2, 5 y 10 mM se
analizaron mediante cromatografia en capa delgada. Como se puede observar en la Figura 33B, a

medida que disminuye la relacion Gol:Suc (es decir, a medida que aumentan los niveles de Suc)
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se produce en mayor grado la sintesis de Raf (calles 4 a 7). Estos resultados demuestran que la
relacion de los sustratos (Suc y Gol) es determinante para la actividad de galactosiltransferasa de

la RafSasa de B. distachyon.

Gol 2 mM + RS
_ — + Suc (mM)
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Figura 33: Ensayo de inhibicion de la actividad hidrolasa de la RafSasa por Suc. (A) Curva de actividad hidrolasa
en funcion de la concentracion de Suc en el medio de reaccion, con una concentracion constante de Gol (2 mM). (B)
Ensayo de cromatografia en capa delgada en el cual se corrieron los patrones Gal, Gol y Raf 5 mM (10 nmol) y

alicuotas de las reacciones presentadas en el panel A para las concentraciones de Suc de 0, 2, 5 y 10 mM. RS:

RafSasa.

4.3 Estudio del metabolismo del manitol en planta de apio

4.3.1 Metabolismo del carbono en plantas de apio crecidas bajo diferentes fotoperiodos

Se ha descripto que en hojas maduras de manzano, una especie que acumula glucitol, las
concentraciones de carbohidratos fluctiian segun el ciclo de luz/oscuridad [273, 274]. Tanto las
concentraciones de glucitol como las de almidon se incrementan durante el dia hasta llegar a un
valor maximo, para luego disminuir durante la noche hasta alcanzar su nivel mas bajo. Con el
objeto de analizar el efecto del fotoperiodo y el estrés por frio sobre la particion del carbono en
plantas de apio, se cultivaron las plantas bajo cuatro condiciones diferentes (Tabla 2). Los
resultados obtenidos para Glc y Fru en los 3 fotoperiodos no mostraron un patréon definido

respecto a las horas de luz u oscuridad, aunque los niveles para estos azucares solubles fueron
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similares entre si en cada ensayo (Figuras 34 A-B, 35 A-B y 36 A-B). En el ensayo donde las
plantas fueron crecidas en condiciones de dia largo (16 h de luz) el contenido de almidon
tampoco varia a lo largo del dia (Figura 34D), a diferencia de los niveles de Suc los cuales
aumentan durante las horas de luz y disminuyen durante la noche (Figura 34C). La acumulacion
del almiddn en este caso es diferente a lo observado para la planta modelo Arabidopsis, la cual
acumula grandes cantidades de este polisacarido en hojas durante las horas de luz, para utilizarlo
como fuente de carbono durante la noche siguiente [275]. Las plantas crecidas en condiciones de
fotoperiodo normal (12 h de luz, Figura 35) y corto (8 h de luz, Figura 36) mostraron
acumulacion neta tanto de Suc como de almidon durante el dia y su posterior degradacion en la
noche siguiente, lo cual se asemeja a lo reportado para Arabidopsis [276].

Por otra parte, observamos una diferencia notable entre el contenido de azlcares solubles
y almidon entre las plantas crecidas bajo los distintos fotoperiodos. Las plantas de apio crecidas
en la mayor cantidad de horas de luz fueron las que presentaron los niveles mas elevados de
azucares solubles y almidon; y a su vez, las plantas de fotoperiodo de 12 h de luz acumularon
niveles intermedios de estos metabolitos. Las plantas que soélo contaban con 8 h de luz
exhibieron las cantidades mas bajas de azucares y almidon. Los niveles de Glc y Fru fueron dos
ordenes de magnitud menores en plantas crecidas en condiciones de dia corto en comparacion
con plantas crecidas en dia largo, mientras que el contenido de Suc y almidon fueron 20 y 10
veces mas bajos, respectivamente. Estas diferencias pueden deberse a que las plantas crecidas en
bajo fotoperiodo corto (8 h de luz) estén limitadas en la cantidad de carbono que pueden fijar. Es
decir, la cantidad de luz que reciben no es suficiente para fijar niveles de CO, adecuados para
mantener el correcto funcionamiento del metabolismo. De hecho, el fenotipo de estas plantas
presentd diferencias notorias con aquellas crecidas bajo condiciones de dia largo, tales como
hojas mas palidas y tallos mas largos.

Estos resultados sugieren que, bajo condiciones donde el carbono fijado
fotosintéticamente es limitante para el normal desarrollo de las plantas de apio (por ejemplo,
cuando son crecidas en dia corto), las mismas utilizan almidon para sostener las demandas
energéticas de los diferentes tejidos. Por el contrario, cuando el carbono fijado
fotosintéticamente es abundante, las plantas podrian utilizar otros compuestos (por ejemplo,
Mol) durante la noche para suplir carbono y energia a los diferentes tejidos. Esta hipdtesis podria
investigarse creciendo plantas de apio en fotoperiodo de dia corto (8h de luz) pero a alta

intensidad luminica. De esta forma, la posibilidad de que estas plantas fijen mayores niveles de
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carbono en un periodo de tiempo diario mas corto se podria evaluar al comparar su fenotipo y

contenido de azucares solubles y almidén con los de las plantas crecidas en 16 h o 12 h de luz.
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Figura 34: Analisis del contenido de azucares solubles y almidon en plantas de apio crecidas bajo condiciones de
dia largo (16 horas luz/8 horas oscuridad). (A) Glc; (B) Fru; (C) Suc; y (D) Almidén. En todos los casos se muestra
el promedio + la desviacion estandar (n=5). Fondo blanco: muestras recolectadas durante las horas de luz; fondo

gris: muestras recolectadas durante las horas de oscuridad.
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Figura 35: Analisis del contenido de azlcares solubles y almidén en plantas de apio crecidas bajo condiciones de

dia normal (12 horas luz/12 horas oscuridad). (A) Glc; (B) Fru; (C) Suc; y (D) Almidon. En todos los casos se

muestra el promedio + la desviacion estandar (n=5). Fondo blanco: muestras recolectadas durante las horas de luz;

fondo gris: muestras recolectadas durante las horas de oscuridad.
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Figura 36: Analisis del contenido de azicares solubles y almidon en plantas de apio crecidas bajo condiciones de
dia corto (8 horas luz/16 horas oscuridad). (A) Glc; (B) Fru; (C) Suc; y (D) Almidén. En todos los casos se muestra
el promedio + la desviacion estandar (n=3). Fondo blanco: muestras recolectadas durante las horas de luz; fondo

gris: muestras recolectadas durante las horas de oscuridad.

4.3.2 Metabolismo del carbono en plantas de apio sometidas a estrés por frio

Con el objeto de analizar el efecto del estrés por frio sobre la particion del carbono en
plantas de apio, las plantas fueron sometidas a un tratamiento de 10 °C por una semana. La
Figura 37 muestra que los niveles de azucares solubles Glc, Fru y Suc (A, By C) y los
aminoacidos totales (G) se mantuvieron relativamente constantes durante todo el ensayo, tanto
en plantas crecidas a 10 como a 23 °C (tratamiento y control, respectivamente). La relacion
clorofila a/clorofila b (E) presentd un leve aumento y las proteinas totales (F) disminuyeron
ligeramente en el periodo analizado (7 dias), tanto en las plantas tratadas (10 °C) como en los
controles (23 °C). En todos los casos no se observaron diferencias significativas entre los grupos

bajo estudio. Por el contrario, el contenido de almidén en plantas control incrementé a lo largo
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del tratamiento (7 dias), pero permanecio constante en las plantas tratadas a baja temperatura
(Figura 37D). Este cambio podria deberse a una menor disponibilidad de carbono (menor
fotosintesis) o a una particion diferencial de este ultimo (incremento en la sintesis de otros
metabolitos en detrimento del almidon), o bien por una combinacion de ambas.

Para evaluar estas alternativas, se repiti6 el experimento y se determinaron los niveles de
fotosintesis de las plantas crecidas a 10 y 23 °C. Como se puede observar en la Figura 38A las
plantas de apio del grupo control fijan una mayor cantidad de CO, a medida que transcurren los
dias, mientras que el grupo tratado a 10 °C mantiene constantes sus niveles de fotosintesis
durante el tiempo que dura el ensayo. En cuanto a la relacion Fv/Fm (Figura 38B), se observa
que los valores presentados por las plantas tratadas a 10 °C son ligeramente inferiores que los
obtenidos con los controles, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas. Al margen de esto, ambos grupos presentaron valores de Fv/Fm en el rango
esperado para plantas con estados fisiologicos normales (entre 0,6 y 0,8). Esto nos estaria
indicando que la temperatura de 10 °C durante 7 dias no tiene efecto estresante sobre las plantas

de apio.
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Figura 37: Analisis del contenido de aztcares solubles Glc (A), Fru (B) y Suc (C), almidon (D), clorofila a/clorofila
b (E); contenido proteico (F) y aminoacidos totales (G) en plantas de apio crecidas bajo condiciones control (negro)
y de estrés por frio (blanco). En todos los casos se muestra el promedio + la desviacion estdndar (n=6). En las
graficas A, B, C y D los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre las muestras del ensayo
de estrés por frio y los controles respectivos: *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 (2-Sample t, Minitab Statistical

Software).

>
=~

10 0,8
= e dedk
o 8 * %
E M/
6] . .
8 : -f 0,7
|
2
2 L
< ~H-23°C —23°C
—O-10°C -+ 1eC
0 1 1 1 1 1 1 1 0!6 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Dias de tratamiento Dias de tratamiento

Figura 38: Medidas de los niveles de CO, fijados (A) y de la eficiencia cuantica del PSII (B) de la cuarta hoja de las
plantas de apio crecidas bajo condiciones control (negro) y de estrés por frio (blanco). Notar que en B la escala se
muestra de 0,6 a 0,8. En todos los casos se muestra el promedio + la desviacion estandar (n=10). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas entre las muestras del ensayo de estrés por frio y los controles

respectivos: *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 (2-Sample t, Minitab Statistical Software).
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5 DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

5.1 Sobre las enzimas del metabolismo del manitol en planta de apio

La superfamilia de las AKR se encuentra distribuida en todos los reinos vivientes, desde
procariotas hasta animales, y sus miembros catalizan una gran variedad de reacciones [55]. Esta
superfamilia de proteinas incluye aldosa reductasas, aldehido reductasas, hidroxi esteroide
deshidrogenasas y dihidrodiol deshidrogenasas [242]. Estas enzimas reducen sustratos tales
como aldehidos de azucar, ceto-esteroides, ceto-prostaglandinas, aldehidos de la vitamina A,
quinonas y subproductos de la peroxidacion lipidica [57]. Aunque la mayoria de las AKR son
proteinas monoméricas de aproximadamente 320 aminoéacidos de longitud, los miembros de las
familias AKR2, AKR6 y AKR7 pueden formar multimeros [55]. En plantas, se han descripto
recientemente 35 proteinas pertenecientes a la siper-familia de las AKR, y en particular a las
familias 2, 4 y 6 [277]. La familia AKR2 incluye 14 miembros, entre los cuales se encuentran la
Man6PRasa de apio y las Ald6PRasas de manzano y durazno [40, 58, 59].

La Man6PRasa de apio fue purificada hasta homogeneidad electroforética, lo cual nos
permitid su caracterizacion cinética. La enzima recombinante mostrd propiedades cinéticas
similares a las publicadas para la enzima purificada de fuente y a otras Ald6PRasas de rosaceas
ya caracterizadas [53, 58, 59] (Tabla Suplementaria 1). Ademas, fue capaz de utilizar el azucar
no fosforilado Man y también, con menor eficiencia, la Glc6P. Este tipo de comportamiento ha
sido reportado para otras reductasas de la familia AKR2, las cuales mostraron una marcada
especificidad por el azucar sustrato. En contraste, las AKR de la familia 4 de plantas presentan
una especificidad relajada, pudiendo utilizar una multiplicidad de sustratos [278]. En cuanto a su
estructura cuaternaria, la Man6PRasa resulto ser un dimero, en concordancia con lo ya reportado
para otros miembros de la familia AKR2 [53, 58, 59, 241].

Se obtuvieron cristales de la Man6PRasa en presencia de NADP' y Man6P y se logrd
dilucidar su estructura. Cabe destacar que esta es la primera estructura resuelta de un miembro de
la familia AKR2 de plantas. A partir de esta nueva informacion fue posible llevar a cabo un
analisis mas detallado de los residuos involucrados en el sitio activo, como asi también los
aminodcidos que forman parte de la unidon a los sustratos. La estructura tridimensional de la
Man6PRasa presenta un motivo de barril (0/B)s, el cual se encuentra conservado en todas las

proteinas de la familia AKR. También muestra grandes bucles en la parte posterior del barril,
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cuyas modificaciones son las que determinan la especificidad por el azlicar-P, y tiene un dominio
de uniodn al cofactor, el que se encuentra conservado en otros miembros de la familia. Este tipo
de enzimas tienen un mecanismo cinético del tipo bi-bi ordenado, en el cual el cofactor
NAD(P)H se une primero y sale al final [279, 280]. Las AKR retienen una tétrada catalitica
conservada, estando ésta constituida en la Man6PRasa por los residuos Asp*?, Tyr", Lys’® e
His'"".

Si bien los ensayos de cristalizacion se habian llevado a cabo en presencia del cofactor
NADP" y del sustrato Man6P, en el cristal se puede observar la presencia de 4cido manénico.
Luego de hacer un ensayo de estabilidad de sustratos en condiciones similares a las utilizadas
para la cristalizacion, llegamos a la conclusion de que la Man6P que se habia adicionado al
medio perdia el fosfato con el pasar de los dias y luego se oxidaba, explicando asi la aparicion
del 4cido manonico en la estructura cristalina de la Man6PRasa.

También se hizo un estudio de desplazamiento de temperatura de la Man6PRasa de apio
en presencia de NADP(H) y Man6P, para evaluar si los mismos tienen algun tipo de influencia
en la estabilizacion de la estructura. Se advirtidé que a concentraciones crecientes de Man6P la
temperatura de desnaturalizacion de la Man6PRasa disminuye aproximadamente 2 °C con
respecto al control de enzima sin ligando. En cuanto al cofactor NADPH y su forma oxidada
(NADP"), encontramos que ambos estabilizan la estructura de la proteina, aumentando su
temperatura de desnaturalizacion en 8 y 5 °C, respectivamente. Este resultado coincide con datos
bibliograficos, los cuales mencionan que una pequefia porcion del bucle 7 de la enzima
experimenta un cambio conformacional al unirse el cofactor y bloquea el grupo fosfato del
NADP(H) en el sitio activo, y esto representa el paso limitante del mecanismo de reaccion [281—
283]. Por estudios estructurales comparativos entre las formas apo y holo de otras aldosas
reductasas se ha establecido que el cofactor NADPH no sélo proporciona el hidruro para la
reduccion del sustrato, sino que también es un componente estructural clave en la organizacion
tanto de los residuos del sitio activo como del bolsillo de union del sustrato, produciendo una
forma cataliticamente competente de la enzima [284, 285]. Estos datos estan de acuerdo con el
mecanismo de reaccion bi-bi ordenado propuesto para las enzimas de la familia 2 de las AKR,
donde primero se une el cofactor y luego lo hace el sustrato carbonado.

Por otra parte, se determinaron especificamente los residuos que estarian interaccionando
con el grupo fosfato de la Man6P. Varios de estos aminodcidos forman parte del sitio activo y la

: - - 48 .
mayoria se encuentran conservados en diferentes reductasas; sin embargo, la Lys™ solo se halla
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en las secuencias de reductasas cuyo sustrato es un azucar-P. Para definir la importancia de la
Lys* en la interaccion con el grupo fosfato de la Man6P, se obtuvo la mutante sitio-dirigida
Man6PRasa-K48A. Haciendo un andlisis comparativo de los pardmetros cinéticos obtenidos para
la enzima salvaje y la mutante observamos que el Sps para la Man se mantiene practicamente
inalterado, mientras que la V,,,, obtenida con este sustrato resulta mayor en la enzima mutante, lo
que resulta en una eficiencia catalitica aumentada con respecto a la de la enzima salvaje. La
afinidad por el sustrato Man6P y la actividad enzimatica se ven disminuidas en la mutante, por lo
que la eficiencia catalitica con el aztcar-P también se ve disminuida en un orden de magnitud.
Estos resultados sustentan la significancia de la Lys™ en la unién del sustrato Man6P y, mas
especificamente, en la estabilizacion de su carga negativa.

La MolDHasa es una enzima que se encuentra en todas las formas de vida, incluyendo
animales, levaduras, bacterias y plantas. Esta enzima pertenece a la superfamilia de las MDRs, y
de acuerdo a similitud de secuencias es incluida en la familia cinamil alcohol deshidrogenasas
(CAD), donde también se agrupan las sinapil alcohol deshidrogenasas [63, 286]. La MolDHasa
de plantas es distinta de las MolDHasas que se encuentran en microorganismos, que oxidan Mol
a Fru o MollP a Fru6P [287]. En apio, la MolDHasa proporciona el paso inicial por el cual el
Mol transportado hacia los tejidos heterotroficos es direccionado hacia el metabolismo central
[71].

En este trabajo de tesis se llevo a cabo el clonado molecular del gen que codifica para la
MolDHasa de apio y se lograron obtener células de E. coli que expresaron la enzima
recombinante de forma soluble y activa. La MolDHasa altamente purificada adopta una
estructura homodimérica en solucion, lo cual difiere con la estructura monomérica determinada
en el trabajo de Stoop y colaboradores [50]. Sin embargo, la busqueda por alineamiento de
secuencias en el servidor Protein Data Bank arroj6 las estructuras cristalizadas de varias
deshidrogenasas de plantas, con identidades de entre 55 y 72% con la proteina en estudio, cuyas
estructuras tridimensionales son homodiméricas [288-291]. Cabe destacar que la publicacion de
Stoop [50] es la tnica existente donde se determina la estructura cuaternaria de la MolDHasa de
apio. Este detalle es también advertido por la publicacion de Persson y colaboradores [63], donde
se menciona que la estructura monomérica de la MolDHasa difiere significativamente de la
reportada para los otros miembros de la familia MDR, las cuales son diméricas o tetraméricas.
Una posible explicacion a la discrepancia entre el resultado publicado y los obtenidos en este

trabajo de Tesis puede ser el buffer utilizado para la determinacion de la masa molecular por
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filtracion por geles. Existe evidencia de que una misma enzima puede presentar diferentes
conformaciones cuaternarias de acuerdo a la especie y pH del buffer del medio [292]. Por lo
tanto, concluimos que el resultado obtenido en este trabajo de tesis, que indica que la estructura
de la MolDHasa de apio es dimérica, es correcto.

Se caracterizd cinéticamente la enzima recombinante en presencia de los sustratos
fisiologicos (Mol y NAD"), obteniéndose parametros similares a los reportados para la enzima
purificada de fuente [67]. También se obtuvo un modelo por homologia de la MolDHasa de apio,
utilizando como templado la estructura resuelta de la sinapil alcohol deshidrogenasa de P.
tremuloides. A partir de la estructura modelada se realizd un andlisis mas detallado del sitio
activo, el cual se compone de aminodcidos de ambas subunidades. En dicho modelo se pudo
observar que los residuos de Cys'®, Cys'® Cys'” y Cys''® son los encargados de formar un
complejo con el Zn*" estructural, mientras que los residuos de Cys™ y Cys'®® forman una tétrada
junto con los aminoéacidos His® y Ser’ para formar un complejo con el Zn*" catalitico (Ser’* a
través de una molécula de agua).

La sinapil alcohol deshidrogenasa empleada como molde es un homodimero con una
identidad de 71% con la MolDHasa de apio y dependiente del cofactor NADP". Se llevé a cabo
un alineamiento de estructuras para precisar cudles residuos estarian implicados en la unién a
cofactor. De esta manera, se lograron seleccionar tres aminoacidos a mutar para cambiar la
especificidad de la MolDHasa por el cofactor NAD" a NADP'. A partir de este analisis se
disefiaron cuatro mutantes: D214S, D214S-1215T, D214S-1215T-S343N y D214S-S343N. Al
analizar los resultados obtenidos de la caracterizacion cinética se puede destacar que la afinidad
por el Mol en presencia de NADP' aumenta drasticamente desde la insercion de la primera
mutacion (D214S), mientras que la afinidad por el azlcar-alcohol aumenta aun mas en las
mutantes D214S-1215T y D214S-1215T-S343N. El S5 para el Mol en presencia de NAD"
obtenido para la mutante D214S resulté ser similar al observado para la enzima salvaje, pero
dicho valor aumenta a medida que se adicionan mutaciones. La afinidad aparente por el cofactor
NADP" aumenta en el sentido D214S<D214S-1215T<D214S-1215T-S343N; sucediendo
exactamente lo contrario para la afinidad aparente por el NAD".

Estudios previos con deshidrogenasas de plantas dependientes de NADP" mostraron que

. 214
el residuo de Ser

arriba referido es el principal determinante de la especificidad por el cofactor
[293]. La presencia de un residuo de Ser o Thr en la posicioén correspondiente es importante para

estabilizar el grupo fosfato del NADP", y es lo que permite que la enzima lo distinga del NAD".
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En este tipo de enzimas, la especificidad por el cofactor se puede cambiar a NAD" sustituyendo
el aminoacido equivalente por Asp o Glu, cuyas cadenas laterales pueden formar un puente de
hidrégeno con los grupos hidroxilo 2’ y 3’ de la ribosa de la adenina del NAD" [289, 294]. Tanto
las Vmax como las eficiencias cataliticas de las mutantes simple (D214S) y doble (D214S-1215T)
disminuyen para ambos cofactores, pero este efecto se revierte en la mutante D214S-1215T-
S343N: ésta tiene una velocidad y eficiencia cataliticas mayores con NADP" que con NAD".

A partir de estos resultados podemos decir que la triple mutante logra el objetivo de
cambio de especificidad de cofactor propuesto. Existen muchos trabajos donde se llevan a cabo
mutaciones para el cambio de cofactor, pero un examen mas detenido de estos estudios muestra
que la inversion de la especificidad del cofactor sigue siendo un problema sin resolver: muchos
de estos esfuerzos solo tuvieron un éxito marginal en lograr una especificidad revertida sin
comprometer la actividad catalitica. Aunque las caracteristicas e interacciones de las proteinas
que componen el bolsillo de unién a (fosfo-) adenosina se encuentran distantes de los sitios
cataliticos de las enzimas, se ha demostrado que tienen una influencia enorme sobre la actividad
enzimdtica. Cambios quimico sutiles en el cofactor pueden tener un efecto dramatico sobre la
actividad [295], y mutaciones en la parte del bolsillo de unién a cofactor que interactia con la
adenosina pueden afectar la cinética de la reaccion [296] e incluso la especificidad por el sustrato
[297]. Combinada con la naturaleza dindmica de la union del cofactor [298-301], esta
sensibilidad a la perturbacién estructural ha demostrado ser un obstaculo importante para los
enfoques de disefio racional y computacional [302].

Por otro lado, se observd que la mutacion 1215T parecia ser perjudicial para la actividad
general de la enzima, por lo que se plante6 la obtencion de una cuarta mutante que no incluia
este cambio. La mutante D214S-S343N tiene la misma afinidad aparente por el sustrato Mol en
presencia de NAD" que la versién salvaje, pero este parametro se ve aumentado en la reaccion
con NADP", siendo similar al de la mutante simple (D214S). La MolDHasa-D214S-S343N
también tiene mejor afinidad por el NADP" que por el NAD" y, si bien la Vi, atin es mayor con
NAD", la Vinax con NADP' es superior que para las otras mutantes e incluso que la de la enzima
salvaje con dicho cofactor. Finalmente, al analizar la eficiencia catalitica para el cofactor, se
puede notar que: (i) con NAD" ésta es aproximadamente 5 veces menor que la de la enzima
salvaje y (ii) con NADP" es 16 veces mayor al hacer la misma comparacion y en ambos casos

los valores obtenidos para este parametro son mejores que los de las demds mutantes.
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Especificamente, la mutante D214S-S343N es capaz de utilizar con la misma eficiencia NADP"
y NAD'; pero la eficiencia catalitica con Mol es mejor con el primero.

Resumiendo, en este trabajo de tesis no solo se caracterizaron cinética y estructuralmente
enzimas involucradas en la via del manitol en plantas de apio, sino que se obtuvieron nuevas
versiones de éstas con especificidad alterada por el sustrato o el cofactor, lo que permite ampliar
el espectro de reacciones que catalizan los productos finales que se obtienen de ellas. Por lo
tanto, las enzimas mutantes aqui generadas podrian ser empleadas para el agregado de valor,
recuperacion 'y aprovechamiento de sub-productos industriales mediante procesos de

biorrefinerias.

5.2 Sobre las enzimas de la via de sintesis de rafinosa en B. distachyon

En contraposicion con la importancia fisioldgica de la Raf, sobre todo frente a diferentes
condiciones de estrés abiotico, el nimero de estudios sobre las enzimas implicadas en el
metabolismo de este oligosacédrido es relativamente escaso [118, 186, 303]. Por ello, en este
trabajo de tesis se informa la produccion recombinante de tres enzimas de B. distachyon
involucradas en la sintesis de Raf, USPPasa, GolSasa y RafSasa.

Se ha determinado la existencia de USPPasas en la mayoria de las especies de plantas,
parasitos eucariotas y algunas especies bacterianas, pero no se han reportado en vertebrados
[130, 135]. La USPPasa cataliza la conversion reversible de una amplia gama de azucares-1P y
UTP al correspondiente UDP-azucar y PPi. Uno de los productos principales de la reaccion
catalizada por la USPPasa es la UDP-Gal, la cual se utiliza para la sintesis de galactolipidos,
tales como monogalactosil diacilglicerol y digalactosil diacilglicerol, constituyentes de una gran
parte de las membranas del cloroplasto [304, 305]. Ademas, la Gal que se origina a partir de
UDP-Gal se deposita en las paredes celulares como componente de hemicelulosas, como los
galactomananos [306] y de pectinas, como ramnogalacturonano I y ramnogalacturonano II [307,
308]. La UDP-Gal también se usa como precursor del Gol, que junto con la Suc se utiliza para la
sintesis de los polisacaridos Raf'y Sta [309]. En plantas, la UDP-Gal también podria ser utilizada
para formar conjugados de hormonas como auxina-galactésido [310] y metabolitos secundarios
como el triterpenoide saponina-galactosido [311].

La masa molecular de USPPasa determinada por SDS-PAGE y cromatografia de

filtracion por geles estan de acuerdo con el valor tedrico y con los datos reportados para
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USPPasas de especies de dicotiledoneas [107, 125, 131, 132]. La USPPasa recombinante es
activa como monoémero y, a diferencia de las UDPGIcPPasas de parasitos y plantas, no hay
evidencia de oligomerizacion [105, 136]. La reaccion catalizada por la USPPasa es reversible
[123, 134] y dependiente de Mg>™ [126, 127, 132], siguiendo un mecanismo bi-bi ordenado
[134]. En este trabajo, se caracterizd cinéticamente la USPPasa en la direccion de la sintesis de
UDP-aztcar. La mostrd una afinidad aparente similar por GallP y GIclP, pero 5 veces menor
por GIcA1P. Estos parametros son consistentes con los reportados previamente para USPPasas
de otras plantas (Tabla Suplementaria 2). Curiosamente, el Sps para UTP se mantuvo
relativamente constante, independientemente del aztcar-1P utilizado. Los parametros cinéticos
no se pudieron determinar para GIcN1P, GIcNAc y ManlP, porque las curvas no alcanzaron la
saturacion a la concentracion mas alta probada, lo que indica que la afinidad aparente por estos
sustratos es considerablemente menor que para GallP y Glc1P.

El genoma de B. distachyon tiene dos genes que codifican GolSasas putativas, que
comparten una identidad de aminoacidos de ~74%. Reconstruimos un arbol filogenético
utilizando 95 secuencias de GolSasas y de proteinas similares a la glucogenina de varias especies
de plantas. Las secuencias se dividieron en cuatro grupos principales, y ambas GolSasas de B.
distachyon se ubicaron en el clado que contenia GolSasas de especies monocotiledoneas, aunque
en diferentes subgrupos. La presencia de varios genes de GolSasa en la misma especie sugiere la
duplicacion de genes seguida de sub-funcionalizacion, un proceso que conduce a innovaciones
moleculares en los organismos [312, 313]. La sub-funcionalizacion de las GolSasas [314], no
solo en B. distachyon sino también en otras especies de plantas, podria permitir que las plantas
toleren diferentes condiciones de estrés abiotico [271]. Como se menciond anteriormente, los
genes que codifican para la GolSasa se expresan de forma diferencial en plantas de Arabidopsis
expuestas a sequia, calor y alta salinidad (4tGolSI y AtGolS2) o frio (4¢GolS3) [102].

El analisis por SDS-PAGE y cromatografia de filtracion por geles mostré que la GolSasa
de B. distachyon es un monomero, lo cual es consistente con los datos informados previamente
para GolSasas de otras especies de plantas [113, 121, 258, 259] (Tabla Suplementaria 3). La
actividad de la enzima es mayor en presencia de Mn?** que Mg2+, siendo la primera requerida
para una catalisis Optima [113, 121, 154, 260, 315]. Los valores optimos de pH y temperatura
determinados para la GolSasa son similares a los reportados para otras GolSasas de plantas [101,

113, 148, 149], y la energia de activacion calculada es similar a la obtenida para la Ald6PRasa de
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hojas de manzano [58]. La caracterizacion cinética de la GolSasa mostrd valores de Sos ¥ Vinax
que se asemejan a los descriptos para GolSasas de especies de dicotileddneas.

La secuencia proteica de la GolSasa mostr6 motivos altamente conservados en otros
miembros de la familia GT8 [140]. Esta informacion, combinada con el modelo obtenido por
reconocimiento estructural, permitié determinar los residuos supuestamente implicados en la
union de los sustratos y del metal. Se ha demostrado que los dos residuos de Asp del motivo
DxD presentes en las glicosiltransferasas, asi como los dos grupos fosfato del NDP-aztcar, estan
involucrados en la coordinacion del ion metalico divalente [316-318]. Esto es consistente con
nuestros resultados de modelado para la GolSasa, donde se observo que el Asp'?' y el Asp'> se
unen al ion Mn*".

Un mecanismo comuin que afecta la actividad enzimética in vivo es la oxidacién de
residuos de Cys, principalmente causada por especies reactivas de oxigeno, especies reactivas de
nitrégeno y GSSG [319]. La GolSasa contiene seis residuos Cys; uno de ellos (la Cys*®") es parte
del sitio catalitico putativo y podria estar involucrado en la unién de ambos sustratos, UDP-Gal y
myo-inositol. La enzima recombinante se inactivd mediante oxidacion con diamida y la actividad
se recuperd por reduccion con DTT y EcoTrx, lo que sugiere la existencia de un mecanismo
regulador redox. A diferencia de la diamida, que se considera un oxidante suave, el H,O, es un
oxidante fuerte [320]. La incubacién de la enzima recombinante con H,O, provocd una
inactivacion irreversible, probablemente debido a la oxidacion del tiol a acidos sulfinico o
sulfonico, estados de oxidacion que no pueden revertirse con DTT o Trx [321, 322]. Si bien la
modificacion oxidativa de uno o unos pocos aminodcidos expuestos a la superficie generalmente
tiene poco efecto sobre la estabilidad de la enzima, la oxidacidén se vuelve mas critica si el
aminoacido modificado se encuentra dentro del sitio activo o participa activamente en el
mecanismo catalitico, como seria el caso de la Cys261 de la GolSasa [320]. Hasta donde sabemos,
esta es la primera caracterizacion cinética completa de una GolSasa de una especie de
monocotiledonea.

Uno de los pasos clave en la biosintesis de Raf y RFO estda mediado por la enzima
RafSasa. Esta pertenece a un grupo de enzimas de la familia de las GH36 que ejecutan la
transferencia de un residuo galactosilo del Gol a la Suc. Esta transferencia produce la molécula
de trisacarido Raf, liberdndose myo-inositol como un subproducto [323]. Se obtuvo de forma
recombinante la RafSasa de B. distachyon y su caracterizacion estructural determind que es un

monoémero. La masa molecular determinada por SDS-PAGE Yy filtracion por gel concuerda con
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el valor teodrico calculado a partir de la secuencia aminoacidica y es semejante a las publicadas
para RafSasas de otras especies de plantas [114, 157, 167]. Mediante estudios detallados de la
cinética de estado estacionario se establecio que la RafSasa es una transglicosidasa que opera por
un mecanismo de reaccion del tipo ping-pong bi-bi y que también puede actuar como una
glicosil hidrolasa [114]. En un inicio se planted llevar a cabo la caracterizacion cinética de la
RafSasa en el sentido de sintesis empleando un sistema de enzima acoplada, siguiendo la
aparicion del producto Raf indirectamente a partir de la deteccion del myo-inositol liberado. Pero
los resultados obtenidos demostraban que se estaba produciendo myo-inositol aun en ausencia
del sustrato Suc. Por esta razon se decidio analizar la composicion de las reacciones, mediante la
técnica de cromatografia en capa delgada, advirtiéndose la aparicion de un producto que no se
habia tenido en consideracion. La RafSasa estaba hidrolizando el sustrato Gol a Gal y myo-
inositol, no produciendo Raf.

Esta dualidad de la actividad de la RafSasa de B. distachyon ya habia sido reportada para
las enzimas de arroz, maiz, arveja y Arabidopsis [114, 156, 157, 167]. De esta forma, se procedid
a caracterizar la actividad de la RafSasa en sentido de hidrdlisis. La enzima fue capaz de utilizar
como sustratos Gol, Raf y Mel y los pardmetros obtenidos para los dos primeros son similares a
los reportados para otras especies [114, 156, 157, 167] (Tabla Suplementaria 4). Por otro lado, en
las condiciones ensayadas no fue capaz de hidrolizar Mal ni Sta; siendo tal vez la razon de esto
que la primera es un disacarido con una unién a-1,4, a diferencia de los sustratos mencionados
anteriormente que tienen una union a-1,6, y que la segunda a pesar de contar con enlaces a-1,6
es un tetrasacarido lo cual tal vez incide en su impedimento de union al sitio activo. En un
trabajo de investigacion reciente [157] se establecid que la disponibilidad de Suc determina
directamente si la RafSasa sintetiza Raf o hidroliza el Gol, condicién que se cumple también
para la enzima en estudio. Se realiz6 una curva de actividad hidrolitica a una concentracion fija
de Gol y crecientes de Suc, probandose que la disminucion de la hidrolisis del Gol es
proporcional a la relacion Gol:Suc.

La combinacion de informacion estructural con datos bioquimicos permite establecer
relaciones estructura-funcion, en el contexto de escenarios evolutivos y metabdlicos en los que
participan las enzimas estudiadas. En general, este trabajo de Tesis sienta las bases para

comprender mejor la sintesis de Raf en las plantas.
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5.3 Sobre el estudio del metabolismo del manitol en plantas de apio

Esta bien establecido que aunque la asimilacion fotosintética del carbono ocurre sélo
durante las horas de luz, los procesos de crecimiento y mantenimiento que requieren carbono se
dan durante todo el dia [276]. El carbono est4 disponible de noche porque la tasa de asimilacion
en las horas de luz es suficiente para mantener no sélo la demanda inmediata para el crecimiento,
sino también la acumulacion de compuestos de almacenamiento en la hoja, que luego son
movilizados para proveer carbono para el crecimiento durante la noche. En Arabidopsis y otras
especies de plantas, los productos inmediatos de la asimilacion fotosintética de carbono en el dia
se reparten entre Suc (disponible de inmediato para el crecimiento) y almidon, que se acumula en
la hoja durante las horas de luz. Por la noche, el almidon se degrada para producir Suc. En
plantas que crecen con un adecuado nivel de nutrientes y temperatura favorable, los niveles de
almidon son relativamente bajos al final de la noche. Este patron de asimilacion, almacenamiento
y utilizacion del carbono se encuentra finamente modulado y es de importancia fundamental para
el mantenimiento de un balance adecuado de carbono, tanto para sostener el crecimiento durante
el ciclo de luz y oscuridad como asi también para establecer una nueva tasa de crecimiento en
respuesta a alteraciones en la disponibilidad de carbono impuestas por perturbaciones
ambientales [276].

Por otra parte, los cambios en las condiciones ambientales dan como resultado ajustes
precisos de asimilacion y almacenamiento que sirven para mantener este patron. Por ejemplo, un
cambio en la duracion del fotoperiodo genera alteraciones en la particion de fotoasimilados entre
almidoén y Suc durante el dia y en la tasa de degradacioén del almidon por la noche. La tasa de
sintesis de almidon esta inversamente relacionada con la duracidon del fotoperiodo, de modo que
la proporcion del polisacarido reservado para su uso por la noche es mayor cuanto mas larga es
la noche. Ademas, la tasa de degradacion de almidon durante la noche es ajustada de forma que
continlle para permitir la utilizacién casi completa del suministro de almidon precisamente al
final de la noche [276].

La prevalencia de este patron basico de asimilacion, acumulacién y utilizacion de
carbono se ha demostrado en diferentes especies vegetales, pero no en apio. Con el objeto de
analizar el efecto del fotoperiodo sobre la particion del carbono en plantas de apio, se cultivaron
las plantas bajo diferentes condiciones: dia largo (16/8 h), dia normal (12/12 h) y dia corto (8/16

h). Los resultados obtenidos con plantas crecidas en condiciones de dia largo muestran que los

108



Discusion de resultados y conclusiones

niveles de Suc se elevan durante el dia y disminuyen en las horas de oscuridad, mientras que la
Glc, la Fru y el almidén no mostraron un patrén definido. La acumulacion del almidén en este
caso es diferente a lo observado para la planta modelo Arabidopsis, la cual acumula grandes
cantidades de este metabolito en hojas durante las horas de luz para utilizarlo como fuente de
carbono durante la noche siguiente [324]. Las plantas crecidas con fotoperiodos normal y corto
no mostraron un patrén claro para los niveles de Glc y Fru; sin embargo, mostraron una
acumulacion neta de Suc y almidon en las horas de luz y su posterior degradacion en la noche
siguiente, lo cual se asemeja a lo reportado para Arabidopsis [276].

Nuestros resultados concuerdan con los de estudios anteriores, donde se muestra que la
tasa de sintesis de almidén aumenta y la tasa de degradacion del almidén disminuye en
fotoperiodos cortos [276, 325-327], marcando el ritmo de descomposicion del almidon y
evitando asi una completa deplecion de Suc por la noche. Se ha descripto que la capacidad
enzimatica para la fotosintesis se mantiene cuando las plantas son crecidas en fotoperiodos
cortos, mientras que la capacidad enzimatica de las vias necesarias para el crecimiento se reduce
[328]. Los niveles de azucares solubles y almidén en las plantas de fotoperiodo normal y corto
fueron considerablemente menores que para las plantas crecidas bajo condiciones de fotoperiodo
largo. Estos resultados sugieren que, bajo condiciones donde el carbono fijado fotosintéticamente
es limitante para el normal desarrollo de las plantas de apio (por ejemplo, cuando son crecidas en
dia corto), las mismas utilizan el almidon para sostener las demandas energéticas de los
diferentes tejidos. Por el contrario, cuando el carbono fijado fotosintéticamente es abundante, las
plantas podrian utilizar otros compuestos (por ejemplo, Mol) durante la noche para suplir
carbono y energia a los diferentes tejidos.

También se llevo a cabo un ensayo donde las plantas de apio se crecieron bajo estrés por
frio (10 °C). En este caso los niveles de azucares solubles se mantuvieron relativamente
constantes tanto en plantas crecidas a 10 como a 23 °C (control). El contenido de almidoén en
plantas control incremento6 a lo largo del tratamiento, pero permanecio constante en las plantas
crecidas a baja temperatura. Este cambio podria deberse a una menor disponibilidad de carbono
(menor fotosintesis), a una particion diferencial del mismo (incremento en la sintesis de otros
metabolitos en detrimento del almidén) o a una combinacién de ambas. Para evaluar estas
hipotesis, se determinaron los niveles de fotosintesis y de la relacion Fv/Fm de las plantas
crecidas a 10 y a 23 °C. Se pudo determinar que las plantas de apio del grupo control fijaban

mayores niveles de CO, que las crecidas en condiciones de baja temperatura. Mientras que la

109



Discusion de resultados y conclusiones

eficiencia fotoquimica del PSII, evaluada a partir de la medida de Fv/Fm, se mantiene dentro de
valores considerados normales para ambos grupos en estudio, indicando que el tratamiento a 10
°C por una semana no genera consecuencias estresantes sobre las plantas de apio.

Si bien los resultados arriba detallados podrian explicar en parte la diferencia en la
acumulacion de almidon entre los diferentes grupos, habria que plantear un balance global del
carbono en la hoja de apio. Es decir, se deberia calcular el carbono neto disponible a partir de la
diferencia entre los niveles de CO, fijados por fotosintesis y el carbono utilizado para la
respiracion; y a este valor se le deberia restar el carbono dirigido a la sintesis de Glc, Fru, Suc,
aminoacidos y demas compuestos que requieren del mismo para su sintesis. Finalmente,
determinar el contenido de Mol en estas muestras seria imprescindible para resolver si la
diferencia de almidodn fijado se corresponde totalmente con los niveles de fotosintesis desiguales
entre los grupos de plantas crecidas bajo condiciones control y de estrés por frio, o si se destina
una mayor proporcion de carbono hacia el soluto compatible Mol. Esto lo podremos resolver una
vez que tengamos acceso a un método confiable para la medida de los niveles de Mol.

Para concluir con esta parte del trabajo de Tesis, resta analizar los niveles de actividad de
las enzimas involucradas en la sintesis de Suc (Suc6PSasa), almidon (ADPGIcPPasa) y Mol
(Man6PRasa y MolDHasa), lo cual aportara informacion importante sobre la regulacion de las
distintas rutas metabolicas que operan en plantas de apio y que podrian estar alteradas cuando las

plantas son crecidas bajo diferentes condiciones ambientales.
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Material Suplementario

MATERIAL SUPLEMENTARIO

1. Secuencias de enzimas utilizadas en el trabajo de Tesis

1.1 Secuencia nucleotidica de la manosa-6-fosfato reductasa de Apium graveolens

ATGGCAATAACTCTTAACAGCGGCTTTAAAATGCCCGTTTTGGGTCTCGGCGTCTGGCGTA
TGGACCGTAATGAAATCAAGAATCTCCTCCTTTCCGCGATTAACCTTGGTTATCGTCACTT
TGACTGTGCTGCTGACTACAAGAATGAGTTAGAAGTAGGGGAGGCATTTAAAGAGGCTTT
TGATACTGATCTTGTCAAGAGGGAGGATCTGTTTATTACTACCAAGCTCTGGAACTCAGA
CCATGGACATGTAATTGAGGCATGCAAAAACAGTCTCAAGAAGCTTCAGCTAGAATATCT
TGATCTTTACCTCATTCACTTCCCAATGGCTTCTAAACATTCCGGAATTGGTACTACTCGA
AGTATCTTGGATGATGAAGGTGTTTTGGAGGTTGATACAACCATTTCACTGGAAGCTACA
TGGCATGAGATGGAGAAGCTGGTTGAAATGGGCTTAGTCCGTAGCATAGGAATCAGCAA
CTATGATGTTTACTTGACCAGAGATATCTTGTCATATTCCAAGATCAAGCCTGCTGTAAAT
CAGATCGAGACGCACCCTTACTTCCAAAGAGATTCTCTGATCAAATTCTGTCACAAGTAT
GGCATTGCTATCACAGCACACACACCACTAGGCGGCGCATTGGCTAATACTGAGCGATTT
GGATCAGTTTCGTGCTTAGATGATCCAGTTCTTAAGAAATTATCTGACAAACACAACAAG
TCACCAGCTCAGATTGTTCTCCGTTGGGGTGTGCAGCGCAACACAATTGTAATTCCCAAGT
CATCGAAAACTAAAAGACTCGAGGAAAACCTCAACATTTTTGACTTTGAGTTGAGCAAGG
AAGATATGGAGCTCATCAAAACAATGGAGCGCAACCAAAGGAGTAACACACCTGCTAAA
GCTTGGGGAATAGATGTTTATGCTTGAGGATCC

1.2 Secuencia proteica de la manosa-6-fosfato reductasa de Apium graveolens

MAITLNSGFKMPVLGLGVWRMDRNEIKNLLLSAINLGYRHFDCAADYKNELEVGEAFKEAF
DTDLVKREDLFITTKLWNSDHGHVIEACKNSLKKLQLEYLDLYLIHFPMASKHSGIGTTRSILD
DEGVLEVDTTISLEATWHEMEKLVEMGLVRSIGISNYDVYLTRDILSYSKIKPAVNQIETHPYF
QRDSLIKFCHKYGIAITAHTPLGGALANTERFGSVSCLDDPVLKKLSDKHNKSPAQIVLRWGV
QRNTIVIPKSSKTKRLEENLNIFDFELSKEDMELIKTMERNQRSNTPAKAWGIDVYA
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2.1 Secuencia nucleotidica de la manitol deshidrogenasa de Apium graveolens

ATGGCTAAAAGCTCTGAAATCGAACACCCGGTTAAAGCGTTCGGTTGGGCGGCACGTGAT
ACCACCGGTCTGCTGAGCCCGTTCAAATTCAGCCGCCGTGCTACCGGTGAAAAAGATGTT
CGTCTGAAAGTTCTGTTCTGCGGTGTTTGCCACTCTGATCACCACATGATCCACAACAACT
GGGGTTTCACCACCTACCCGATCGTTCCGGGTCACGAAATCGTTGGCGTAGTGACGGAGG
TTGGATCTAAAGTCGAAAAGGTTAAAGTGGGTGACAATGTAGGTATAGGCTGCCTGGTGG
GTTCATGCCGTAGCTGTGAAAGCTGCTGTGACAACCGTGAATCTCATTGTGAGAATACCA
TCGATACTTACGGCTCTATTTATTTTGATGGTACTATGACCCACGGTGGCTATTCCGACAC
CATGGTTGCAGATGAACACTTCATTCTGCGTTGGCCGAAAAACCTGCCGCTGGATTCTGGT
GCTCCGCTGCTGTGCGCTGGTATTACCACCTATTCCCCGCTGAAATACTACGGTCTGGATA
AACCGGGTACCAAAATTGGCGTTGTTGGTCTGGGCGGTCTGGGTCACGTTGCGGTTAAAA
TGGCGAAAGCGTTCGGCGCACAGGTTACCGTTATTGATATCTCTGAATCTAAACGTAAAG
AAGCTCTGGAAAAACTGGGTGCTGATTCTTTCCTGCTGAACTCTGATCAGGAACAGATGA
AAGGTGCACGTTCTAGCCTGGATGGTATCATCGATACCGTTCCGGTTAACCACCCGCTGG
CGCCGCTGTTCGATCTGCTGAAACCGAACGGTAAACTGGTTATGGTTGGTGCGCCGGAAA
AACCGTTCGAACTGCCGGTTTTCAGCCTGCTGAAAGGTCGTAAACTGCTGGGCGGCACCA
TCAACGGTGGTATCAAAGAAACCCAGGAAATGCTGGATTTCGCGGCGAAACACAACATC
ACCGCGGATGTTGAAGTTATCCCGATGGATTACGTTAACACCGCGATGGAACGTCTGGTT
AAATCTGATGTTCGTTACCGTTTCGTGATCGATATCGCGAACACCATGCGTACCGAAGAA
TCTCTGGGTGCGGAGCTC

2.2 Secuencia proteica de la manitol deshidrogenasa de Apium graveolens

MAKSSEIEHPVKAFGWAARDTTGLLSPFKFSRRATGEKDVRLKVLFCGVCHSDHHMIHNNW
GFTTYPIVPGHEIVGVVTEVGSKVEKVKVGDNVGIGCLVGSCRSCESCCDNRESHCENTIDTY
GSIYFDGTMTHGGYSDTMVADEHFILRWPKNLPLDSGAPLLCAGITTYSPLKYYGLDKPGTKI
GVVGLGGLGHVAVKMAKAFGAQVTVIDISESKRKEALEKLGADSFLLNSDQEQMKGARSSL
DGIIDTVPVNHPLAPLFDLLKPNGKLVMVGAPEKPFELPVFSLLKGRKLLGGTINGGIKETQEM
LDFAAKHNITADVEVIPMDY VNTAMERLVKSDVRYRFVIDIANTMRTEESLGAEL
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3.1 Secuencia nucleotidica de la UDP-azucar pirofosforilasa de Brachypodium distachyon

ATGGCTAGCGGCGCTGATAGCGCGGCTGAAGGCGTAGCGGCACTGGGTATCTCTGATTGC
CCGGCGCCACTGCGTCGTAACCTGCAGCTGCTGTCTCACGATCAGGTGGAACTGGCAAAA
ATGCTGCTGAACGAAGGTCAAACCCATCTGTTTGAACATTGGCCTGAACCGGGTGTTGAT
GATGATAAAAAACGTAGCTTCTTTGATCAGGTTCATCGTTTACACTCTAGCTATCCGGGTG
GTTTAGCTAGCTACATTCGTAACGCTAAAAAACTGTTAGCTGATAGTCGCGCTGGTAAAA
ACCCGTATGATGGTTTCACTCCGTCTGTTCCGTCTGGTGAAGTGCTGACCTTTGGCGATGA
TAACTTCGTTAGCCTGGAAGCTACCGGTGTGAAAGAAGCTCGCAACGCGGTATTCGTGCT
GGTGGCAGGTGGCCTGGGTGAACGCCTGGGTTACAAAGGTATTAAAGTGGCGCTGCCGCG
TGAAATCACCTCTGGTAAATGTTTCCTGCAGCACTATATCGAATCAATCCTGGCTCTGCAG
GAAGCATCTTGTAAAATGGAAGGTGAATGTCATACCCAGATCCCGTTTGTTATCATGACC
TCTGACGATACCAACGCGCTGACCATCAAACTGCTGGAAAGCAACGCGTATTTCGGCATG
GAACCGAGCCAGGTTAAAATTCTGAAACAGGAAAAAGTCGCGTGCCTGGCGGATAACGA
CGCGCGCCTGGCGCTGGATCCGAACGATATGTATAAAATCCAGACCAAACCGCACGGTCA
CGGCGATGTTCATAGCCTGCTGTATTCTTCTGGCCTGCTGGAACACTGGAAATCTACCGGC
CGTAAATGGGTTCTGTTCTTCCAGGACACTAACGGTCTGCTGTTCAATGCGATCCCGAGCG
CTCTGGGCGTAAGCGCTTCCAAAGGTTACAACGTTAACTCCCTGGCAGTTCCGCGTAAAG
CAAAAGAAGCTATTGGCGGTATTACCAAACTGACCCATCTGGACGGTCGCACCATGGTTA
TTAACGTGGAATATAATCAGCTGGACCCGCTGCTGCGTGCGACCGGCCATCCGGACGGCG
ACGCGAACTGTGAAACCGGCTACAGCCCGTATCCGGGCAACATTAACCAGCTGATCCTGG
AACTGGGCCCATACATTGAAGAACTGAAAAAGACGCACGGCGCGATCTCTGAATTTGTGA
ACCCGAAATATACTGATTCTACCAAATCTGCGTTCAAAAGCAGCACCCGTCTGGAATGCA
TGATGCAGGATTACCCGAAAACCCTGCCGCCGACCGCAAAAGTAGGTTTCACTGTTATGG
ATACCTGGCTGGCTTATGCGCCAGTTAAAAACAACCCGGAAGACGCGGCGAAAGTTCCGA
AAGGTAACCCGTATCACTCTGCGACCAGCGGTGAAATGGCGATCTACCGTGCTAACTCCC
TGATTCTGCGTAAAGCAAGCGCGCAGATCGCTGATCCGGTAATTGATACTTTCAACGGTC
AGGAAGTTGAAGTTTGGGCTCGCATCACCTGGAGCCCGCGTTGGGGTCTGACCTTCAAAG
ATGTTCGTGGTAAAGTTCACGGCAACAGCAGCGTTAGCCAGCGTTCTGTTCTCGTGATCA
ACGGCCAGAACATCGTTCTGGATGGTCTGTCTCTGGACGGCGCCCTGATTGTGAACAGCG
TTGATGAAGCGGAAGTTAAAGTGACCGGCCACGTTGAAAACAAAGGTTGGGCAATTCAG
CACATCGATCATAAAGACACCTCTGAAAAAGAAGAAATTCGTATCCGTGGCTTCAAACTG
GAAAAAGTTGAACAGATGGAAGTTAACTACACCGAACCGGGTAAACACTGCATGAGCAG
CGAGCTC
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3.2 Secuencia proteica de la UDP-azucar pirofosforilasa de Brachypodium distachyon

MASGADSAAEGVAALGISDCPAPLRRNLQLLSHDQVELAKMLLNEGQTHLFEHWPEPGVDD
DKKRSFFDQVHRLHSSYPGGLASYIRNAKKLLADSRAGKNPYDGFTPSVPSGEVLTFGDDNF
VSLEATGVKEARNAVFVLVAGGLGERLGYKGIKVALPREITSGKCFLQHYIESILALQEASCK
MEGECHTQIPFVIMTSDDTNALTIKLLESNAYFGMEPSQVKILKQEKVACLADNDARLALDPN
DMYKIQTKPHGHGDVHSLLYSSGLLEHWKSTGRKWVLFFQDTNGLLFNAIPSALGVSASKGY
NVNSLAVPRKAKEAIGGITKLTHLDGRTMVINVEYNQLDPLLRATGHPDGDANCETGYSPYP
GNINQLILELGPYIEELKKTHGAISEFVNPKYTDSTKSAFKSSTRLECMMQDYPKTLPPTAKVG
FTVMDTWLAYAPVKNNPEDAAKVPKGNPYHSATSGEMAIYRANSLILRKASAQIADPVIDTF
NGQEVEVWARITWSPRWGLTFKDVRGKVHGNSSVSQRSVLVINGQNIVLDGLSLDGALIVNS
VDEAEVKVTGHVENKGWAIQHIDHKDTSEKEEIRIRGFKLEKVEQMEVNYTEPGKHCMSS

4.1 Secuencia nucleotidica de la galactinol sintasa de Brachypodium distachyon

ATGGCGCCGGAACTGTCTCGTAAAATGACCACCGCGAAAGCGGCGGCAGCGGCTGTTAA
ACCGGCAACCAAAGCGTTTGTTACCTTCCTGGCGGGCGATGGTGACTATTGGAAAGGTGT
TGTTGGTCTGGCAAAAGGTCTGCGTAAAGCAGGTAGCGCGTATCCGCTGGTTGTTGCAAT
GCTGCCGGATGTTCCGGAATCTCACCGTCGTATCCTGGCGTCTCAGGGTTGCATTCTGCGT
GAAATCGTTCCGGTTTACCCGCCGGAAAACCAGACCCAGTTCGCGATGGCGTATTACGTG
ATTAACTATAGCAAACTGCGTATCTGGGAATTCGTTGAATATGAACGTATGGTTTATCTGG
ATGCAGATATTCAGGTCTTTGATAACGTTGATGAACTGTTTGATCTCCCGAAAGGTCACTT
TTATGCTGTTATGGATTGCTTCTGCGAAAAAACGTGGTCTCACACCCCGCAGTACCAGATT
GGCTACTGCCAGCAGTGTCCTGACCGTGTGACTTGGCCGGCAGCTGAAATGGGTCCGCCG
CCGGCGCTGTACTTTAACGCGGGTATGTTCGTCCATGAACCGTCCATGGCCACCGCGAAA
GCGCTGCTGGATACCCTGCGTGTGTCACCGACTACCCCGTTCGCGGAACAGGATTTCCTG
AACGTTTTCTTCCGTGAACAGTACAAACCGATCCCGCTGGTTTATAACCTGGTTCTGGCTA
TGCTGTGGCGCCACCCAGAAAACGTTCAGCTGGCGAAAGTTAAAGCTGTGCACTACTGCG
CGGCGGGCAGCAAACCGTGGCGTTTCACAGGCAAGGAAGCCAACATGGACCGTGAAGAC
ATTAAGGTACTGGTTAAAAAATGGTGGGATATCTACAACGATGAATCTCTGGATTTCAAA
GGCCTGCCGGCGGATGCGGATGAACTGGAAGCGGCGGCGAAAAAACCGATCCGTGCGGC
TCTGGCGGAAGCCGGCACCGTTAAATACATCACCGCGCCGAGCGCGGCGGAGCTC
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4.2 Secuencia proteica de la galactinol sintasa de Brachypodium distachyon

MAPELSRKMTTAKAAAAAVKPATKAFVTFLAGDGDYWKGVVGLAKGLRKAGSAYPLVVA

MLPDVPESHRRILASQGCILREIVPVYPPENQTQFAMAYY VINYSKLRIWEFVEYERMVYLDA
DIQVFDNVDELFDLPKGHFYAVMDCFCEKTWSHTPQYQIGYCQQCPDRVTWPAAEMGPPPA
LYFNAGMFVHEPSMATAKALLDTLRVSPTTPFAEQDFLNVFFREQYKPIPLVYNLVLAMLWR
HPENVQLAKVKAVHYCAAGSKPWRFTGKEANMDREDIKVLVKKWWDIYNDESLDFKGLPA
DADELEAAAKKPIRAALAEAGTVKYITAPSAA

5.1 Secuencia nucleotidica de la rafinosa sintasa de Brachypodium distachyon

ATGGCGCCGAACCTGTCTAAAGCGACTGCGGCGGATGTGCTGGGTGGCGCTGTGGCGGCT
GATGGTCTGAAACCGTCTCCGTCCCGCTTCACCCTGAAAGGTGGCAAAGATCTGGCTGTT
GACGGCCACCCGGCGCTGCTGGACGTGCCGGCCAACATCCGTCTGACCCCGGCGTCCACC
CTGGTTCCGTCTAGCAGCGCAAACGCGGCTAACGGTGCCTTCCTGGGTTTTGACGCGCCG
GAACCTCTGAGTCGCCACGTTGTGCCGATCGGCCGTCTGGTTAGCACCAAATTCATGAGC
ATTTTTCGTTTCAAAGTTTGGTGGACCACCCACTGGACCGGCACTCGTGGTCGTGACCTGG
AAAATGAAACTCAGATGCTGCTGCTGGATCGCCCAGGGCCGGGCCGCCCGTATGTTCTGC
TGCTGCCGATCCTGGACGGTCCGTTCCGTGCATCCCTGGAACCGGAAAAAAGCGATCACG
TTGCGCTGTGTCTGGAATCCGGCTCTTCCGCTGTAAAAGGCGCGGCGTTTCGTAGCGCCGT
TTACCTGCATGCCGGTGACGACCCGTTTTCACTGGTTCGTGACGCCGCGCGTGTAGTTCGT
GCACACCTGGGCACCTTCCGCCTGCTGGAAGAAAAAACGCCGCCGCCGATCGTTGATAAA
TTCGGTTGGTGTACTTGGGATGCGTTTTACCTGAAAGTTCACCCGGCGGGCGTCTGGGAA
GGTGTTCGCGGCCTGGCTGATGGCGGCTGCCCGCCGGGCCTGGTGCTGATTGACGACGGT
TGGCAGTCCATCTGCCACGACGACGACGACCCGGCGTCTGGCGCAGAGGGTATGAACCGT
ACCGCGGCGGGCGAACAGATGCCGTGTCGCCTGATGAAATTCGAAGAAAATCACAAATT
CCGTGAATATGAAGGCGTTAAAGGTAAAGGCCTGGGTGGTTTCGTAAAAGAAATGAAGG
CCGCTTTCCCGACTGTTGAGCAGGTTTACGTTTGGCATGCTCTGTGCGGCTACTGGGGTGG
CCTGCGTCCTGGCGCTCCAGGCCTGCCGCCGGCGGAAGTTGTTAAACCACGCCTGTCTCC
GGGCCTGCAACGCACCATGGAAGACCTGGCGGTTGATAAAATCGTTAACAACGGTGTGG
GCCTGGTCGACCCGAAGCGTGTGCTGGAACTGTACGAAGGCCTGCATAGCCATCTGCAGG
CATCCGGTATTGACGGCGTGAAAGTAGATGTTATCCACCTGCTGGAAATGCTGTGTGAAG
AACACGGTGGTCGTGTTGAACTGGCGAAAGCTTATTTCCGCGCGCTGACCGAAAGCGTCC
GTCGTCATTTCAACGGTAACGGTGTGATTGCCAGCATGGAACACTGCAATGACTTCATGC

141



Material Suplementario
TGCTGGGCACTGAAGCCGTTGCGCTGGGCCGTGTTGGCGATGATTTCTGGTGCACTGATCC

GTCTGGCGATCCGAACGGCACCTTCTGGCTGCAGGGTTGTCACATGGTTCACTGTGCGTAC
AACTCTCTGTGGATGGGCAGCTTCATTCATCCGGACTGGGATATGTTTCAGTCCACCCACC
CGTGCGCTGCGTTTCACGCGGCTAGCCGTGCAGTTTCTGGTGGTCCGGTTTATGTATCCGA
TGCTGTAGGCTGTCACGACTTCGCACTGCTGCGTCGTCTCGCACTGCCGGATGGCACCGTT
CTGCGTTGCGCTCACCACGCGCTGCCGACCCGTGACTGCCTGTTCGTGGATCCGCTGCACG
ATGGCGAAACCGTTCTGAAAATCTGGAACCTGAACGTGTTCAGCGGCGTACTGGGTATGT
TCAACTGCCAGGGTGGTGGCTGGAGCCCGGAAGCACGTCGTAACAAATGTTTCTCTCACT
GCTCTGTTCCGCTGACCGTTCATGCGGGTCCTGCAGATGTTGAATGGGGCCAGAGCAAAG
GTGGTCTGGGTGTGGGCGCAGCGGAATTCGCGGTTTACTTCGTGGAAGCGGGTAGCGTGC
GTCTGCTGAAACCGGAAGAAACCGTTGAACTGACCCTGGAACCGTTTAACTATGAATTAC
TGGTGGTTGCGCCGGTTAGCCGCGTTGTGGAACGTGACGCGGGCTTCGCTCCGATCGGTC
TCGCTAACATGCTGAACGCTGGCGGCGCCGTTCAAGGTCTGGAATGCGGTGTTGGTGAAG
TGGAAGTTGCGGTGAAAGGCGCGGGTCAGATGGTTGCGTACTCTTCTGCTCGTCCAGTGA
TGTGCAAAGTTGATGGCGTTGAAGCTGAATTCGTGTATAGCGGTGAAGACGGTCTGGTGA
CCGTTGATGTTCCGTGGTCCGGTTCTAGCTCTAAACTGGTTCGTGTTCAGTACCTGTATGA
GCTC

5.2 Secuencia proteica de la rafinosa sintasa de Brachypodium distachyon

MAPNLSKATAADVLGGAVAADGLKPSPSRFTLKGGKDLAVDGHPALLDVPANIRLTPASTLV
PSSSANAANGAFLGFDAPEPLSRHVVPIGRLVSTKFMSIFRFKVWWTTHWTGTRGRDLENETQ
MLLLDRPGPGRPY VLLLPILDGPFRASLEPEKSDHVALCLESGSSAVKGAAFRSAVYLHAGDD
PFSLVRDAARVVRAHLGTFRLLEEKTPPPIVDKFGWCTWDAFYLKVHPAGVWEGVRGLADG
GCPPGLVLIDDGWQSICHDDDDPASGAEGMNRTAAGEQMPCRLMKFEENHKFREYEGVKGK
GLGGFVKEMKAAFPTVEQVYVWHALCGYWGGLRPGAPGLPPAEVVKPRLSPGLQRTMEDL
AVDKIVNNGVGLVDPKRVLELYEGLHSHLQASGIDGVKVDVIHLLEMLCEEHGGRVELAKA
YFRALTESVRRHFNGNGVIASMEHCNDFMLLGTEAVALGRVGDDFWCTDPSGDPNGTFWLQ
GCHMVHCAYNSLWMGSFIHPDWDMFQSTHPCAAFHAASRAVSGGPVYVSDAVGCHDFALL
RRLALPDGTVLRCAHHALPTRDCLFVDPLHDGETVLKIWNLNVFSGVLGMFNCQGGGWSPE
ARRNKCFSHCSVPLTVHAGPADVEWGQSKGGLGVGAAEFAVYFVEAGSVRLLKPEETVELT
LEPFNYELLVVAPVSRVVERDAGFAPIGLANMLNAGGAVQGLECGVGEVEVAVKGAGQMYV
AYSSARPVMCKVDGVEAEFVYSGEDGLVTVDVPWSGSSSKLVRVQYLY
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2. Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 1: Analisis comparativo de los parametros cinéticos de diferentes reductasas de plantas. NR: no reportado; *: estas enzimas utilizan Glc6P en lugar de Man6P.

Enzima Organismo Fuente Estructura MM (kDa) Sys Man6P (mM) Sys NADPH (mM) V., (U mg'l) Referencia
M6PR Apium graveolens Hoja Dimero 58 15,8 NR 3,76 [40]
Hoja Dimero NR 13,6 0,0021 3,7-6,8
M6PR Apium graveolens [53]
Recombinante Dimero NR 10,1 0,0062 6-8,9
Striga hermonthica Hoja Mondémero 33 5,9 0,0102 0,44
M6PR [61]
Orobanche ramosa  Espiga floral =~ Monomero 27 8,6 0,0698 1,98
A6PRasa Malus domestica  Recombinante Dimero 68 9,6% 0,013 1,25 [58]
Ald6PRasa Prunus persica Recombinante Dimero 67 11%* 0,031 3,1 [59]
Man6PRasa  Apium graveolens = Recombinante Dimero 65 4.4 0,026 3,5 Este trabajo
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Tabla Suplementaria 2: Analisis comparativo de los parametros cinéticos de diferentes USPPasas de plantas. NR: no reportado; *: MM teorica

Material Suplementario

Enzima Organismo Fuente (ll\(/lDl\;l) SO'(SH?;II)IP Sos (llzl;ll;};)caup (UV;;:_]) SO'(SH?DI/IC)IP Sos (lljl;ll;/l;)cmp (Uv:lz'l) Referencia
UGGPasa Cucumis melo Recombinante 68 0,43 NR 714 0,27 ND 222 [107]
PsUSP Pisum sativum Recombinante 67 0,58 NR 161 0,34 0,048 106 [131]
AtUSP Arabidospis thaliana Recombinante 70 0,27 NR 86,9 0,23 NR 84,3 [133]
AtUSP Arabidospis thaliana Recombinante 70 NR NR 24,6 0,42 0,19 41,7 [132]
USP1 Glycine max Recombinante 71 NR NR 112,91 0,23 0,19 110,48 [125]
PdUSPasa Populus deltoides Recombinante  51,5%* NR NR NR 1,49 1,98 23,44 [329]

USPPasa  Brachypodium distachyon ~ Recombinante 68 0,25 0,109 1024,3 0,28 0,11 756,8 Este trabajo
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Tabla Suplementaria 3: Comparacion de parametros cinéticos de GolSasas de plantas. NR: no reportado; *: MM teérica; a: nM min™; b: U g FW™'; ¢: mM min™' mg™.

Enzima Organismo Fuente MM (kDa) Sys UDP-Gal (mM) S5 myo-inositol (mM) V., (U mg'l) Referencia
Recombinante 40 0,79 4,76 NR
BvGolS1 Beta vulgaris Raiz 40 NR NR 4,70 x 10°¢ [258]
Hoja 40 NR NR 0,38 x10°
CsGolS1 Recombinante 50 NR NR 0,19
CsGolS2 Camellia sinensis Recombinante 50 NR NR 0,08 [259]
CsGolS3 Recombinante 50 NR NR 0,3
PaXgGolS1 Recombinante NR 0,8 NR 657,5%
—— Hybrid poplar [330]
PaXgGolS2 Recombinante NR 0,65 NR 1245°
GS Phaseolous vulgaris Semilla 38 0,4 4.5 8,75
GS Curcubita pepo Hoja 36 NR NR 32,1 3]
GS Curcubita pepo Hoja 42 1,8 6,5 23,3 [121]
GolSase Cucumis sativus Hoja NR 0,16 4 0,81 [154]
GS Ajuga reptans Hoja NR 0,53 6,4 303° [101]
BnGolS Brassica napus Recombinante 39,4%* 0,401 4,96 73° [260]
GolSasa  Brachypodium distachyon ~Recombinante 45 0,06 2,5 28,6 Este trabajo
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Tabla Suplementaria 4: Parametros cinéticos de diferentes RafSasas de plantas en la direccion de hidrolisis. NR: no reportado; *: MM tedrica.

Enzima Organismo Fuente MM (kDa) Sustrato So.5 (mM) Vmax (U mg'l) Referencia
Gol 2,15 0,834
RS Oryza sativa Recombinante NR Raf 10,9 0,678 [156]
pNPaGal 12 0,6
ZmRS Zea mays Recombinante 85 Gol 1,58 ND [157]
RS Pisum sativum Recombinante 88,7* Gol 1 0,00164 [114]
AtRSS Arabidopsis thaliana Recombinante 90 Gol 2,7 0,125 [167]
Gol 1,8£0,1 0,72 £ 0,02
RafSasa Brachypodium distachyon Recombinante 110 Raf 12,3+£0,9 0,49 £ 0,01 Este trabajo
Mel 84,3+129 0,022 + 0,002
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Tabla Suplementaria 5: Codigos de las secuencias proteicas de plantas utilizadas para la construccion del arbol

filogenetico presentado en la Figura 25. Las secuencias fueron nombradas con un codigo numerico para mejorar la

claridad de la figura. Todas las secuencias se obtuvieron del servidor Phytozome v12.1.

Codigo Organismo Familia Nombre del transcripto
1 _Rco R. communis Euphorbiaceae 30076.m004605

2 Rco R. communis Euphorbiaceae 30128.m008945

3 Rco R. communis Euphorbiaceae 30128.m008946

4 Aco A. comosus Bromeliaceae Aco001744.1

5 Aco A. comosus Bromeliaceae Aco0002583.1

6 _Aco A. comosus Bromeliaceae Aco0005386.1

7 Aly A. lyrata Brassicaceae AL1G66490.t1

8 Aly A. lyrata Brassicaceae AL2G16220.t1

9 Aly A. lyrata Brassicaceae AL4G46730.t1
10_Aqco  A. coerulea Ranunculaceae Aqcoe2(G257100.1.p
11 _Aha A. halleri Brassicaceae Araha.32566s0001.1.p
12_Ath A. thaliana Brassicaceae AT1G56600.1
13_Ath A. thaliana Brassicaceae AT2G47180.1

14 Bst B. stricta Brassicaceae Bostr.25993s0046.1.p
15 Bst B. stricta Brassicaceae Bostr.8169s0004.1.p
16 Bdi  B. distachyon Poaceae Bradilg17200.1.p
17 Bdi  B. distachyon Poaceae Bradilg64120.1.p
18 Bra  B. rapa FPsc Brassicaceae Brara.D02832.1.p
19 Bra  B. rapa FPsc Brassicaceae Brara.I01595.1.p
20 Bst B. stacei Poaceae Brast02G160300.1.p
21 Cgr C. grandiflora Brassicaceae Cagra.11315s0002.1.p
22 Cgr C. grandiflora Brassicaceae Cagra.6400s0002.1.p
23 Cru C. rubella Brassicaceae Carubv10020539m
24 Cru C. rubella Brassicaceae Carubv10025703m
25 Ccl  C. clementina Rutaceae Ciclev10001308m
26 Ccl  C. clementina Rutaceae Ciclev10021027m
27 Ccl  C. clementina Rutaceae Ciclev10032043m
28 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.B01791.1.p
29 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.B01793.1.p
30 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.H00906.1.p

31 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.K03563.1.p
32 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.L00234.1.p
33 Egr E. grandis Myrtaceae Eucgr.L00245.1.p
34 Atr  A. trichopoda Amborellaceae evm 27.model. AmTr v1.0 scaffold00003.201
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35 Cpa
36 _Gma
37 Gma
38 Gra
39 Gra
40 Zma
41 Zma
42 Mac
43 Mac
44 Mac
45 Kfe
46 Kfe
47 Kla
48 Kla
49 Kla
50 Kla
51 Osa
52 Osa
53 Lus

54 Mes
55 Mes
56 _Mes
57 Mdo
58 Mdo
59 Mtr
60 Mgu
61_Mgu
62_Fve

63_Csi

64_Oth

65_Oth

66 Pha
67 Pha

68 Pvi

69 Pvi

70 Pvi

71 Pvi

72_Stu

C. papaya
G. max
G. max
G. raimondii
G. raimondii
Z. mays
Z. mays
M. acuminata
M. acuminata
M. acuminata
K. fedtschenkoi
K. fedtschenkoi
K. laxiflora
K. laxiflora
K. laxiflora
K. laxiflora
O. sativa

O. sativa

L. usitatissimum

M. esculenta
M. esculenta
M. esculenta
M. domestica
M. domestica
M. truncatula
M. guttatus
M. guttatus
F. vesca
C. sinensis
O. thomaeum
O. thomaeum
P. hallii
P. hallii
P. virgatum
P. virgatum
P. virgatum
P. virgatum

S. tuberosum

Caricaceae
Fabaceae
Fabaceae

Malvaceae

Malvaceae

Poaceae
Poaceae

Musaceae
Musaceae
Musaceae

Crassulaceae

Crassulaceae

Campanulaceae
Campanulaceae
Campanulaceae

Campanulaceae

Poaceae
Poaceae
Linaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Rosaceae
Rosaceae
Fabaceae
Phrymaceae
Phrymaceae
Rosaceae
Rutaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae

Solanaceae
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evm.model.supercontig 145.23
Glyma.03G222000.1.p
Glyma.19G219100.1.p

Gorai.001G145800.1
Gorai.007G120900.1
GRMZM2G165919 P01
GRMZM5G872256_P02
GSMUA_Achr11P16140 001
GSMUA_Achr6P27280 001
GSMUA_ Achr8P10810 001
Kaladp0057s0103.1.p
Kaladp0085s0102.1.p
Kalax.0267s0048.1.p
Kalax.0285s0036.1.p
Kalax.0397s0014.1.p
Kalax.0803s0006.1.p
LOC_0s03g20120.1
LOC_0s07g48830.1
Lus10031434
Manes.05G012000.1.p
Manes.09G179100.1.p
Manes.13G029000.1.p
MDP0000446914
MDP0000466683
Medtr7g109920.1
Migut.E00169.1.p
Migut.L01457.1.p
mrna24544.1-v1.0-hybrid
orangel.1g019647m

Oropetium_20150105_01144A

Oropetium_ 20150105 _10155A

Pahal.B05006.1
Pahal.D02454.1
Pavir.Ba00293.1.p
Pavir.Bb03717.1.p
Pavir.JO7018.1.p
Pavir.J40731.1.p
PGSC0003DMP400006276

148



73 Stu
74 Ptr
75 Ptr
76 Ptr
77_Ptr
78 Ptr
79 Ppe
80 Ppe
81 Spu
82 Spu
83 Spu
84 Sit
85 Sit
86_Svi
87 Svi
88_Sbi
89_Sbi
90_Sly
91 Sly
92 Tca
93 Esa
94 Esa
95 Tpr

S. tuberosum
P. trichocarpa
P. trichocarpa
P. trichocarpa
P. trichocarpa
P. trichocarpa

P. persica
P. persica

S. purpurea

S. purpurea

S. purpurea

S. italica

S. italica

S. viridis

S. viridis

S. bicolor

S. bicolor
S. lycopersicum
S. lycopersicum

T. cacao
E. salsugineum
E. salsugineum

T. pratense

Solanaceae
Salicaceae
Salicaceae
Salicaceae
Salicaceae
Salicaceae
Rosaceae
Rosaceae
Salicaceae
Salicaceae
Salicaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Poaceae
Solanaceae
Solanaceae
Malvaceae
Brassicaceae
Brassicaceae

Fabaceae
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PGSC0003DMP400009269
Potri.002G191600.1
Potri.005G006800.1
Potri.013G005800.1
Potri.013G005900.1
Potri.014G116800.1
Prupe.1G251600.1.p
Prupe.3G005100.1.p

SapurV1A.0088s0080.1.p
SapurV1A.0088s0090.1.p
SapurV1A.0294s50080.1.p
Seita.2G438500.1.p
Seita.9G424800.1.p
Sevir.2G450900.1.p
Sevir.9G429000.1.p
Sobic.001G391300.1.p
Sobic.002G423600.1.p
Solyc01g079170.2.1
Solyc02g084980.2.1
Thecc EG004881t1
Thhalv10001530m
Thhalv10024122m
Tp57577 TGAC v2 mRNA4274
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