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INTRODUCCION

La trehalosa 6-fosfato (Tre6P) es un metabolito sefial que vincula el desarrollo de las
plantas con su estado metabdlico. El modelo del nexo Tre6P-sacarosa establece que la
Tre6P actia como sefial y regulador negativo de los niveles de sacarosa. Este
mecanismo permite mantener los niveles intracelulares de sacarosa dentro de un rango
Optimo y, salvando las distancias, es analogo al sistema insulina-glucagdn que opera en
los mamiferos para regular los niveles sanguineos de glucosa (Figueroa y Lunn, 2016).
El modelo del nexo Tre6P-sacarosa fue establecido principalmente utilizando plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan de forma constitutiva la Tre6P
sintasa (TPS) y la Tre6P fosfatasa (TPP) de Escherichia coli (otsA y otsB,
respectivamente), las que presentan niveles alterados de Tre6P y sacarosa (Yadav y
col., 2014).

Para avanzar en el conocimiento del nexo Tre6P-sacarosa, se utiliz6 una linea
transgénica de A. thaliana que permite la expresion controlada (inducible por etanol) de
la otsA. Cuando las plantas fueron inducidas al comienzo del fotoperiodo se observo
una disminucién en los niveles de sacarosa y un aumento del contenido de acidos
organicos y aminoacidos, como consecuencia de la activacion post-traduccional de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa y la nitrato reductasa (Figueroa y col., 2016). También se
observo una caida en los niveles de sacarosa cuando las plantas se indujeron al
comienzo de la noche, en este caso como resultado de la inhibicion de la degradacion
del almidén transitorio y la consecuente disminucion en el contenido de maltosa (el
principal producto de la degradacion del polisacarido en hojas) (Martins y col., 2013).
Estos resultados permitieron validar el modelo del nexo Tre6P-sacarosa (el aumento
artificial en los niveles de Tre6P lleva a una disminucion del contenido de sacarosa); sin
embargo, aun desconocemos los mecanismos moleculares implicados en dicho proceso
de regulacion.

OBJETIVOS

Estudios recientes sugieren que la Tre6P podria ejercer un rol fundamental en el
proceso de carga de sacarosa en el floema y que la sintesis de Tre6P podria ocurrir en
el tejido vascular (resultados no publicados). El proyecto consiste en el establecimiento
y anadlisis de lineas transgénicas de A. thaliana con niveles alterados de Tre6P en el
tejido vascular para estudiar el efecto de esta ultima sobre la particion del carbono entre
almidén y sacarosa, el metabolismo de acidos organicos y aminoacidos y la sintesis
proteica, tanto en tejidos fuente (hojas) como en tejidos heterotréficos (hojas
inmaduras).

Proyecto PICT 2015 0642. Analisis de la particion del carbono en plantas que producen glucitol.
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METODOLOGIA

Plantas transgénicas

Se utilizaron plantas de A. thaliana salvaje (Col-0) y lineas transgénicas homocigotas
que expresan en forma constitutiva la otsA y la otsB bajo el control del promotor
constitutivo 35S. También se usaron plantas heterocigotas (F1) que expresan la otsA,
la otsB y la TPP de Caenorhabditis elegans (CelTPP) bajo el control del promotor
especifico de tejido vascular CoYMV.

Seleccidn de plantas transgénicas

Las plantas F2 fueron seleccionadas mediante riego con fosfinotricina (BASTA).
Aquellas plantas que resultaron resistentes al tratamiento con el herbicida se
trasplantaron y luego se tom6 una hoja por planta para su posterior analisis. Se
cosecharon las semillas y se repiti6é el procedimiento para las plantas F3 hasta obtener
lineas homocigotas (donde el 100% de las semillas germinadas resultaron resistentes
al tratamiento con herbicida).

Andlisis de la expresion

Las muestras de hojas recolectadas a partir de las plantas seleccionadas con BASTA
fueron pulverizadas en un mortero con N liquido. Se realizaron alicuotas de 20 mg
(peso fresco) y las mismas se resuspendieron con 200 yL de buffer de siembra. Las
muestras se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) seguida de inmunodeteccion (Western blot). Las
membranas fueron incubadas con anticuerpos policlonales (dilucién de uso 1:10.000)
dirigidos contra las proteinas bajo estudio (otsA, otsB y CelTPP) desarrollados en
conejos utilizando las proteinas recombinantes correspondientes. El revelado se realizé
con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa con HxO: y
diaminobencidina.

Condiciones de cultivo y recoleccidon de muestras

Las plantas homocigotas utilizadas para analizar los niveles de metabolitos y actividades
enzimaticas se crecieron en macetas de 8 cm de diametro (2 por maceta) en camaras
de cultivo utilizando un fotoperiodo de 16 h, con una intensidad luminica de 120 pmol m-
2 51y una temperatura constante de 23 °C. Las muestras se cosecharon al final del dia
y al final de la noche dentro de la camara (4 plantas por replicado bioldgico, 4 replicados
por tiempo y genotipo), se congelaron inmediatamente en N liquido y se guardaron a -
80 °C hasta su uso.

Medidas de metabolitos

Los azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) y el almidén se analizaran por
métodos enzimaticos, mientras que los niveles de Tre6P, hexosas-fosfato y acidos
organicos seran evaluados mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS) (Figueroa y col., 2016).

RESULTADOS

Obtencién de lineas homocigotas

Las plantas transgénicas (F2) fueron seleccionadas con el herbicida y aquellas lineas
con una segregacion consistente con la presencia de un unico locus transgénico (3:1
resistente:sensible) se analizaron en la siguiente generacion (F3). Asi fue posible
obtener las siguientes lineas homocigotas: CoYMV:OtsAl.5 y CoYMV:OtsA2.3;
CoYMV:OtsB1.4 y CoYMV:0OtsB4.10; y CoYMV:CelTPP1.1 y CoYMV:CelTPP10.5.



Andlisis de la expresion

Las hojas cosechadas a partir de las plantas transgénicas (F2 y F3) fueron utilizadas
para evaluar la expresion de las proteinas bajo estudio (otsA, otsB y CelTPP) mediante
la técnica de Western blot. Como se observa en la Figura 1, las lineas seleccionadas
expresan las proteinas heterélogas bajo el control del promotor CoYMV. Resulta
interesante destacar que los niveles de expresion de dichas proteinas bajo el control del
promotor vascular CoYMV resultaron mayores que para el promotor constitutivo 35S
(Figura 1).
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Figura 1. Inmunodeteccion de las proteinas otsA y otsB expresadas bajo el control del promotor
CoYMV en plantas de A. thaliana (F2). (A) Calle 1: marcadores de masa molecular; Calle 2: Col-
0 (control negativo); Calle 3: 35S:otsA (control positivo); Calles 4-8: diferentes lineas de
CoYMV:otsAl; Calles 9-13: diferentes lineas de CoYMV:otsA2. (B) Calles 1-5: diferentes lineas
de CoYMV:otsB4; Calle 6: marcadores de masa molecular; Calle 7: Col-0 (control negativo); Calle
8: 35S:0tsB (control positivo); Calles 9-13: diferentes lineas de CoYMV:otsB1. En ambos casos
se muestran las membranas tefiidas con Rojo Ponceau como control de carga.

Analisis de las lineas homocigotas

Una vez obtenidas las lineas homocigotas que expresan otsA, otsB y CelTPP bajo el
control del promotor CoYMV, las plantas fueron crecidas bajo condiciones ambientales
estrictamente controladas de luz y temperatura y se cosecharon muestras al final del dia
y al final de la noche. Estas muestras seran utilizadas para analizar los niveles de
metabolitos y actividades enzimaticas. Estas experiencias seran (tiles para dilucidar los
mecanismos moleculares involucrados en la regulacién del metabolismo del carbono
por Tre6P en plantas.
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