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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 comprensión sobre los 

mecanismos moleculares que regulan dichas rutas metabólicas. 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 cromatografía de metal 

inmovilizado.  

 La manosa-6P reductasa de apio se caracterizó cinéticamente en la dirección de reducción 

de manosa-6P y se determinó que su conformación cuaternaria se corresponde con un dímero, 

cuyas subunidades presentan una masa molecular de 35 kDa. Además, se logró cristalizar y 

resolver la estructura de esta enzima en presencia de ácido manónico y NADP
+
, constituyendo la 

primera estructura resuelta de una proteína de plantas perteneciente a la familia 2 de las aldo-ceto 

reductasas. De esta forma, determinamos que la Lys
48

 se encontraría involucrada en la unión del 

fosfato de la manosa-6P. Entonces, se construyó la mutante K48A, cuya eficiencia catalítica con 

manosa resultó mayor que para la enzima salvaje, mientras que dicho parámetro fue menor con 

manosa-6P que para la enzima salvaje. Estos resultados sustentan la importancia de la Lys
48

 en la 

unión del sustrato manosa-6P y, más específicamente, para la estabilización de su carga negativa.  

La manitol deshidrogenasa de apio fue caracterizada cinéticamente en presencia de los 

sustratos fisiológicos (manitol y NAD
+
), obteniéndose resultados similares a los reportados para 

la enzima purificada de fuente. También se determinó que, a diferencia de la conformación 

monomérica reportada previamente, la estructura de esta enzima es un homodímero de 80 kDa. 

Por otro lado, se obtuvo un modelo por homología de la enzima utilizando como molde la 

estructura resuelta de la sinapil alcohol deshidrogenasa de Populus tremuloides. Un análisis 

detallado del modelo nos permitió seleccionar los aminoácidos 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 catalítica. 

 La UDP-azúcar pirofosforilasa de B. distachyon se caracterizó cinéticamente en el 

sentido de síntesis del UDP-azúcar y se determinó que su estructura cuaternaria es monomérica 

(86 kDa). Se observó que la enzima utiliza galactosa-1P y glucosa-1P con la misma eficiencia 
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catalítica, pero dicho parámetro resultó ser un orden de magnitud menor para ácido glucurónico-

1P. Además, la enzima fue capaz de utilizar otros azúcares-1P, pero con menor eficiencia que 

para los mencionados anteriormente.  

La galactinol sintasa de B. distachyon se estudió en el sentido de síntesis de galactinol. La 

enzima presentó una eficiencia catalítica tres órdenes de magnitud mayor con el sustrato 

fisiológico (UDP-galactosa) que con UDP-glucosa. Se construyó un modelo de la enzima por 

reconocimiento estructural, el cual permitió determinar los residuos implicados en la unión del 

metal y de los sustratos. La exposición de la enzima a los agentes oxidantes diamida y H2O2 

redujo notablemente su actividad, la cual pudo recuperarse mediante la incubación con 

ditiotreitol o tiorredoxina de E. coli, sugiriendo que esta enzima podría ser regulada por 

mecanismos redox.  

Se estableció que la rafinosa sintasa de B. distachyon presenta una conformación 

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 síntesis de rafinosa, pero sí en el sentido de hidrólisis. La 

enzima fue capaz de utilizar como sustratos galactinol, rafinosa y melibiosa (un producto de 

degradación 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 partición 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 almidón mostraron un claro patrón de acumulación durante las horas de luz y de depleción 

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 síntesis y degradación de sacarosa y almidón se encuentran finamente regulados por el 

reloj biológico para adaptarse al ciclo de luz/oscuridad establecido. También se llevó a cabo un 

ensayo donde las plantas de apio se sometieron a estrés por frío. Los resultados obtenidos sólo 

mostraron diferencias significativas en los niveles de almidón y de fotosíntesis entre las plantas 

control (crecidas a 23 °C) y aquellas sometidas a estrés por frío (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 obtendrá un panorama 

más completo sobre la regulación de las diferentes rutas metabólicas involucradas en la partición 

del carbono en hojas de apio. 
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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
48

 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
48

 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 
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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 H2O2 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 INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Las plantas y la fotosíntesis  

 

La fotosíntesis es un proceso de suma importancia para la biosfera porque convierte la 

energía de la radiación solar en energía química que puede ser utilizada por todas las formas de 

vida. Las plantas realizan la fotosíntesis oxigénica en tejidos verdes (principalmente en hojas) y, 

más específicamente, en células que tienen cloroplastos. Esta organela está rodeada por una 

doble membrana (la envoltura) y contiene (i) un complejo sistema de membranas internas, las 

membranas tilacoides, y (ii) una fracción 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 conversión de la 

energía electromagnética de la luz en poder reductor (NADPH) y energía química (ATP), con la 

consecuente fotólisis del agua, de acuerdo con la siguiente ecuación general: 

 

2 H2O + 3 ADP + 3 Pi + 2 NADP
+
 + luz  O2 + 3 ATP + 2 NADPH + 2 H

+
 

 

La fase sintética, ocurre en el estroma y permite fijar el dióxido de carbono (CO2) 

atmosférico para sintetizar hidratos de carbono, con la ecuación general para la síntesis de una 

molécula de hexosa-P:  

 

6 CO2 + 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 reducción no es posible asimilar el CO2 para sintetizar azúcares [1]. 

 

1.1.1 La fase luminosa de la fotosíntesis 

 

La función general de las reacciones dependientes de la luz es convertir la energía solar 

en energía química en forma de NADPH y ATP. Dichas moléculas alimentan las reacciones de 

la fase sintética, permitiendo la generación de hidratos de carbono. Los complejos de proteínas y 
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las moléculas de pigmento actúan en conjunto para producir NADPH y ATP. La conversión de 

energía luminosa en energía química 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 función de las 

moléculas que oxidan (es decir, la fuente de electrones de baja energía) y reducen (el destino de 

los electrones energizados). Si la célula requiere tanto ATP como NADPH para la biosíntesis, 

entonces llevará a cabo la fotofosforilación no cíclica. Al pasar el electrón del centro de reacción 

del PSII al sistema de transporte de electrones que conecta al PSII con el PSI, el electrón perdido 

del centro de reacción del PSII se reemplaza por uno proveniente de la lisis de una molécula de 

agua. El electrón del centro de reacción del PSI excitado se usa para reducir NADP
+
 a NADPH y 

es reemplazado por el electrón que proviene del sistema de transporte de electrones. Si la 

necesidad de ATP es significativamente mayor que la de NADPH, se puede evitar la producción 

de potencial reductor a través de la fotofosforilación cíclica. En dicho caso, sólo se utiliza el PSI: 

el electrón de alta energía del centro de reacción del PSI pasa a un portador del sistema de 

transporte de electrones y, finalmente, regresa al pigmento del centro de reacción del PSI 

oxidado, reduciéndolo. 
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Figura 1: Fase luminosa de la fotosíntesis. En el centro de reacción del PSII, la energía 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 fotólisis del agua suma protones al lumen y la 

reducción 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 electroquímico 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 fotosíntesis  

 

Después de que la energía del sol se convierte en energía química y se almacena 

temporalmente en moléculas de ATP y NADPH, los organismos fotoautótrofos tienen el 

combustible necesario para producir moléculas de carbohidratos, las que permiten un 

almacenamiento de energía a largo plazo. El carbono proviene del CO2 atmosférico o del 

generado como subproducto de la respiración celular. El ciclo de Benson-Calvin-Bassham 

(CBCB), la vía bioquímica utilizada para la fijación de CO2, 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 fijación de tres moléculas de CO2 en un azúcar-P de tres 
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carbonos, o triosa-P, con la incorporación de una molécula de ortofosfato inorgánico (Pi). El 

producto principal de la asimilación fotosintética del carbono en el cloroplasto son las triosas-P: 

dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) y gliceraldehído-3-fosfato (Ga3P). Las triosas-P pueden ser 

exportadas hacia el citosol para producir azúcares solubles, o bien ser retenidas dentro del 

cloroplasto para sintetizar almidón o para regenerar ribulosa-1,5-bisfosfato (Rul1,5bisP), el 

aceptor inicial de CO2 en el CBCB. Las reacciones del CBCB se pueden organizar en tres etapas 

básicas: carboxilación, reducción y regeneración (Figura 2). 

Carboxilación: la Rul1,5bisP carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39) cataliza la 

adición de CO2 a la Rul1,5bisP, dando como resultado la producción de 2 moléculas de 3-

fosfoglicerato (3PGA). 

Reducción: 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 de NADP
+
 (Ga3PDHasa (A/B), 

EC 1.2.1.13), respectivamente.  

Regeneración: el aceptor primario de CO2, la Rul1,5bisP, 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 Rul1,5bisP. Entonces, cada 

molécula de CO2 fijada en el CBCB requiere de tres moléculas de ATP y dos de NADPH. 
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Figura 2: El CBCB tiene tres etapas. En la etapa 1 (carboxilación), la RuBisCO incorpora CO2 en una molécula 

orgánica, generando 3PGA. En la etapa 2 (reducción), el 3PGA se reduce utilizando electrones suministrados por el 

NADPH. En la etapa 3 (regeneración), la molécula que inicia el ciclo (Rul1,5bisP) se regenera para que el ciclo 

pueda continuar.  

 

El análisis global del ciclo indica que por cada tres moléculas de CO2 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 

autocatalítico y puede generar más aceptores de CO2 del que consume. En consecuencia, hay una 

ganancia neta de carbono [2].  

 

1.2 Metabolismo de carbohidratos: la partición de fotoasimilados en plantas 

 

Los carbohidratos son los compuestos orgánicos más abundantes en la biosfera. Sin 

embargo, su importancia no sólo se debe a su abundancia, sino también a las múltiples funciones 

que cumplen en todas las células y organismos. En las plantas, los carbohidratos (i) son 

intermediarios claves en muchas rutas metabólicas; (ii) forman parte de numerosas estructuras; y 

(iii) actúan como transporte de carbono y energía entre tejidos [3]. En cuanto a la participación 

en el metabolismo energético, los carbohidratos son los principales intermediarios entre la 

glucólisis y la vía oxidativa de las pentosas-P (VOPP). Además, estas rutas cumplen una tarea 

importante al proporcionar esqueletos carbonados para la síntesis de una gran cantidad de 

componentes celulares, incluidos lípidos, ácidos nucleicos, ácidos orgánicos y proteínas. Los 
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carbohidratos son los componentes principales de moléculas estructurales como la celulosa, la 

biomolécula más abundante en la Tierra. También, los azúcares pueden encontrarse en 

combinación con otros compuestos, como en glicolípidos y glicoproteínas, las que determinan 

decisivamente la estructura y función de las células. Por otra parte, los carbohidratos son 

importantes para el transporte y almacenamiento de energía. En plantas, el almidón constituye 

uno de los productos de almacenamiento más importantes, mientras que la sacarosa (Suc) y los 

polioles son los principales metabolitos involucrados en la movilización de carbono entre tejidos 

fotosintéticos y heterotróficos [3]. 

La partición de fotoasimilados en plantas ocurre a dos niveles: intra e intercelular. El 

primero se da entre los plástidos 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 almidón, o bien es exportado al citosol para alimentar la síntesis de 

Suc. El almidón sintetizado durante las horas de luz es movilizado en horas de oscuridad para 

mantener un adecuado flujo de carbono. En los tejidos heterotróficos, la Suc es degradada y el 

carbono es utilizado para suplir las necesidades biosintéticas de la célula, o bien es transportado 

hacia los plástidos, donde puede ser convertido en almidón [3, 4]. 

 

1.2.1 Partición del carbono en células autotróficas 

 

Durante las horas de luz, aproximadamente 30% del excedente de fotoasimilados es 

derivado desde el CBCB para producir almidón dentro del cloroplasto. El polisacárido así 

sintetizado es almacenado transitoriamente y sirve principalmente para suministrar metabolitos 

carbonados durante la noche [3]. El almidón está compuesto por dos tipos diferentes de 

polímeros de glucosa (Glc) unidas por enlaces α-1,4: amilosa y amilopectina. La amilosa es 

considerada una molécula lineal, aunque está ligeramente ramificada por enlaces α-1,6; mientras 

que la amilopectina se encuentra altamente ramificada con enlaces α-1,6 localizados 25-30 

moléculas de Glc [5]. La amilosa suele constituir un 20-35 % del almidón y la amilopectina del 

65-80 % restante, aunque la proporción de ambos polisacáridos varía según la especie que los 

produce [6]. La síntesis de almidón se inicia desde la fructosa-6P (Fru6P), un intermediario del 

CBCB, la cual se convierte en glucosa-6-fosfato (Glc6P) y luego en glucosa-1-fosfato (Glc1P 

por la acción consecutiva de dos enzimas, la Glc6P isomerasa (EC 5.3.1.9) y la 

fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2). Luego sigue el paso catalizado por la ADP-Glc pirofosforilasa 
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(ADPGlcPPasa, EC 2.7.7.27), que produce ADP-Glc y pirofosfato inorgánico (PPi) a partir de 

Glc1P y ATP, en presencia de Mg
2+

. La ADP-Glc es el sustrato utilizado por la almidón sintasa 

(EC 2.4.1.21) para elongar una cadena de α-1,4-poliglucano; luego, la enzima ramificante (EC 

2.4.1.18) cataliza la formación de los puntos de ramificación α-1,6 de la fracción amilopectina 

del almidón [7, 8]. 

La síntesis de almidón en cloroplasto se modula principalmente en el paso de síntesis de 

ADP-Glc. En plantas, esta enzima es un heterotetrámero conformado por dos subunidades 

grandes y dos pequeñas, 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 

relación 3PGA:Pi es elevada, favoreciéndose la acumulación del polisacárido) e inhibida durante 

la noche (cuando la relación 3PGA:Pi es baja) [8]. Además de la regulación por metabolitos, la 

actividad de la ADPGlcPPasa de plantas es modulada por mecanismos postraduccionales de 

óxido-reducción y fosforilación  [9, 10]. La regulación asociada al estado redox involucra la 

participación 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 así 

que durante la noche, los residuos Cys adyacentes de las subunidades pequeñas de la 

ADPGlcPPasa son oxidados, lo que lleva a la formación de un puente disulfuro y, 

consecuentemente, a la disminución de la actividad catalítica de la enzima. El proceso de 

reducción se da durante el día por Trxs reducidas, las cuales aumentan la actividad de la enzima. 

Este tipo de regulación se da solo en algunas especies de plantas, ya que las Cys de la 

subunidades pequeñas no están conservadas en ADPGlcPPasas de monocotiledóneas [9]. Por 

otro lado, en un estudio reciente en nuestro laboratorio [11] se encontró la ADPGlcPPasa en 

estado fosforilado en extractos de semillas de trigo. Se determinó que los niveles de proteína 

fosforilada aumentaron a la par del desarrollo de la semilla, observándose también una 

correlación con el aumento de la actividad enzimática y el contenido de almidón. Un análisis 

más detallado mostró que la fosforilación se daba preferencialmente en la subunidad L y los 

resultados sugieren que la ADPGlcPPasa es blanco de fosforilación en semillas de gramíneas, 

pero no de plantas oleaginosas [11]. Por otra parte, hay que tener en cuenta que existen 

diferentes isoformas de la almidón sintasa, una soluble, que elonga cadenas de amilopectina [12] 

y otra unida al gránulo, que alarga cadenas de amilosa [13]. Las distintas especificidades de estas 

isoformas de almidón sintasa constituyen mecanismos adicionales que regulan la producción de 

almidón. 
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Las triosas-P pueden dirigirse hacia el citosol a través del TTP (transportador de triosa-P 

de la membrana cloroplastídica), una proteína transportadora que las intercambia por Pi (Figura 

3). El TTP se encuentra fundamentalmente en los tejidos fotosintéticos, es específico para 

triosas-P y 3PGA, y no puede transportar fosfoenolpiruvato (PEP), pentosas-P o hexosas-P [14, 

15]. El TTP posee un rol crucial en la regulación de la partición del carbono en hojas: el 

transporte de Pi hacia el cloroplasto representa una señal sobre cuán rápido se utilizan las triosas-

P en la síntesis de Suc. Si la velocidad de síntesis de Suc disminuye, la velocidad a la cual el Pi 

ingresa al cloroplasto se reducirá y su concentración en el mismo disminuirá [16]. En 

consecuencia, la exportación del carbono hacia el citosol también se reducirá y la baja 

disponibilidad de Pi limitará la producción de ATP, con la consecuente disminución en la 

velocidad de acumulación de CO2. Esto lleva a la disminución en la conversión de 3PGA a 

triosas-P y, consecuentemente, la proporción 3PGA:Pi aumenta en el cloroplasto. Este escenario 

estimula la síntesis de almidón por activación alostérica de la ADPGlcPPasa (aumento del 

activador 3PGA y reducción del inhibidor Pi) [17]. 

Una vez en el citosol de la célula fotosintética, las triosas-P pueden ser utilizadas para la 

síntesis del disacárido Suc, fuente de carbono y energía transportada desde las hojas hacia los 

tejidos heterotróficos de la planta (Figura 3). La síntesis de Suc ocurre exclusivamente en el 

citosol de las células vegetales, a través de una ruta metabólica que utiliza triosas-P importada 

desde el plástido. Esta vía comienza con la producción de fructosa-1,6-bisfosfato (Fru1,6bisP) a 

partir de Ga3P y DHAP, en un paso catalizado por la aldolasa (EC 4.1.2.13), seguido de la 

hidrólisis del producto a Fru6P por la Fru1,6bisP 1-fosfatasa citosólica (cFBPasa, EC 3.1.3.11). 

Este es el primer punto de control en la síntesis 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 actúa como una señal de la 

cantidad de carbono disponible para la síntesis de Suc [20]. La Fru6P producida por la cFBPasa 

se transforma en Glc6P y Glc1P en dos reacciones sucesivas catalizadas por la Glc6P isomerasa 

y la fosfoglucomutasa, respectivamente. La Glc1P y el UTP luego son utilizados por la UDP-Glc 

pirofosforilasa (UDPGlcPPasa, 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 síntesis 

de Suc también puede regularse a nivel de la Suc6PSasa. La Glc6P es un activador alostérico de 

la enzima, mientras que el Pi es un inhibidor de la misma. Cuando la fotosíntesis aumenta la 

relación Glc6P: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]. Además, la actividad de la 

Suc6PSasa puede ser regulada por fosforilación en residuos de Ser que promueven tanto la 

activación como la inactivación de la enzima [21–23].  

Finalmente, la Suc6P es hidrolizada por una fosfatasa específica (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 energía a tejidos heterotróficos. Sin 

embargo, los bloques de construcción necesarios para su síntesis varían 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 almidón durante el 

día y lo descomponen durante la noche siguiente. Los productos resultantes (principalmente 

maltosa) se exportan al citosol, donde se utilizan para la respiración o la síntesis de Suc [4, 25]. 
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Figura 3: Partición del carbono en células fotosintéticas. Esquema simplificado de las reacciones más importantes 

de partición del carbono. Las reacciones enzimáticas se enumeran con círculos: (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) ADPGlcPPasa, (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: vía oxidativa de las pentosas-P; CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

 

1.2.2 Partición del carbono desde tejidos fuente hacia tejidos sumidero 

 

El rendimiento de un cultivo está directamente correlacionado con la capacidad de la 

planta para transportar carbono desde las hojas hacia el tejido sumidero económicamente 

relevante. Además, el crecimiento y las necesidades de energía 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 fotosíntesis generan suficiente presión hidrostática (o turgencia) en las células 

del mesófilo para impulsar el transporte desde la fuente hasta los tejidos heterotróficos, a través 

de la vía simplástica. De acuerdo a este mecanismo, la carga de Suc en el floema en el tejido 

fuente aumenta la presión hidrostática e impulsa el flujo subsiguiente [26]. Sin embargo, a la luz 

de estudios recientes, esta visión 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: apoplástica, por atrapamiento de 

polímero o por difusión. Los dos primeros son también llamadas estrategias activas, ya que 

involucran el consumo de alguna forma de energía, mientras que el último tipo de carga de 

floema es pasivo. 

En el mecanismo de carga apoplástica, la Suc sintetizada en la célula del mesófilo se 

mueve citoplasmáticamente de célula en célula a través de los plasmodesmos hasta que alcanza 

las células parenquimáticas. Allí 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 dinámica del flujo de la Suc en plantas. Los transportadores SWEET 

pueden ser secuestrados por patógenos 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 acompañantes-elemento de la vaina. Este es un 

co-transportador de H
+
 y está acoplado a la función de una H

+
-ATPasa, que provee la energía 

necesaria para impulsar la Suc contra el gradiente de concentración. La fosforilación del 

transportador de Suc inhibe el transporte de la misma, añadiendo un nivel de complejidad aún 

mayor a la regulación de la partición de la Suc [29]. La acumulación de Suc en las células de la 

vaina produce un gradiente por presión hidrostática que resulta en el flujo del azúcar 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 acompañante especializada, la célula intermedia, y 

posteriormente es convertida en rafinosa (Raf) o un oligosacárido de la familia de la Raf (RFO). 

En este caso, no se requiere energía para el transporte sino para la biosíntesis del oligosacárido. 

En el mecanismo de transporte pasivo, la Suc se mueve de manera simplástica hasta la célula del 
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mesófilo que se encuentra a continuación y llega a los tubos cribosos a través de plasmodesmos. 

Según este modelo, la concentración de Suc en el citosol de las células del mesófilo es lo 

suficientemente alta como para impulsar el transporte a largas distancias por flujo de presión. La 

descarga de Suc en el tejido sumidero y su subsecuente transformación o almacenamiento en la 

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

 

1.2.3 Partición del carbono en células heterotróficas 

 

En las células heterotróficas 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 propósitos: 

i) almacenar energía, como Suc en la vacuola, o bien ser convertida en almidón o fructanos; y ii) 

ser degradada mediante la glucólisis para proveer energía a través de la respiración celular, o 

para suplir de esqueletos carbonados a distintas reacciones biosintéticas. El grado de partición de 

la Suc hacia cada una de estas vías depende del tipo de tejido heterotrófico implicado y de su 

estadio de desarrollo [3]. El primer paso involucrado en la degradación de Suc es su ruptura 

química generando, en una serie de reacciones, Glc6P y Fru6P, que ingresan a la ruta de la 

glucólisis. 

La ruptura de la Suc puede ser llevada a cabo por dos enzimas distintas: las invertasas (β-

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 hidrólisis 

directa e irreversible de la Suc en Glc y Fru, con la consecuente pérdida de la energía requerida 

para producir un enlace glucosídico. Por otro lado, la escisión mediada por la SucSasa rinde 

UDP-Glc y Fru. Si bien esta reacción es reversible, en general se considera que la reacción se 

encuentra desplazada hacia la descomposición de la Suc. Mientras que los productos de las 

invertasas pueden convertirse en Fru1,6bisP por la vía glucolítica clásica, la degradación 

mediada por SucSasa, en cambio, sigue una vía basada en UDP y PPi. La actividad de una u otra 

enzima puede predominar según el tejido o el estadio de desarrollo del mismo [31]. La UDP-Glc 

junto con el PPi son utilizados por la UDPGlcPPasa para generar UTP y Glc1P; este último es el 

metabolito que ingresa en el grupo de las hexosas-P. Cabe destacar que el PPi es regenerado 

mediante la acción de la fosfofructoquinasa dependiente de PPi (EC 2.7.1.90). Se ha propuesto 

que los nucleótidos de uridina juegan un rol importante en el control de la degradación de Suc y 
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la síntesis de almidón [3], por lo que su reciclado es de suma importancia; por otra parte, los 

niveles de adenilatos son más importantes en el control de la respiración y en la actividad de la 

ADPGlcPPasa [32]. 

A pesar de las diferencias iniciales en la degradación de Suc, la conversión a Glc6P es el 

punto común en las dos vías de hidrólisis del disacárido, metabolito que puede ser particionado 

entre diferentes vías metabólicas. Una de las alternativas para la utilización de la Glc6P, en 

determinados periodos o etapas del desarrollo celular, involucra su transporte hacia el interior de 

los plástidos (específicamente amiloplastos en tejidos de reserva), donde es destinada a la 

síntesis de compuestos de reserva, principalmente almidón y ácidos grasos en algunos casos [3] 

(Figura 4). El transporte de Glc6P hacia el interior de los plástidos heterotróficos está mediado 

por una proteína transportadora de hexosas-P (THP), presente exclusivamente en plástidos de 

tejidos no-fotosintéticos. El 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 plástidos es la VOPP, que está involucrada en la interconversión de 

azúcares-P, con la generación neta de poder reductor en forma de NADPH. Esta vía puede 

dividirse en dos secuencias de reacciones. Una fase oxidativa que va de Glc6P a Rul5P con la 

producción asociada de NADPH, en la que participan, entre otras enzimas, la Glc6P 

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 vía glucolítica 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 sólo ocurriría la 

fase oxidativa de la VOPP y el primer paso de la fase no-oxidativa [34, 35]. De esta forma, se 

convertiría la Glc6P a Rul5P y esta última a ribosa-5-fosfato y xilulosa-5-fosfato, productos que 

serían transportados dentro de los plástidos por una proteína transportadora específica 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 vía glucolítica. La glucólisis, 

es uno de los metabolismos centrales de los hidratos de carbono, que permite obtener energía y 

los precursores metabólicos necesarios para la síntesis de aminoácidos y otros componentes 

celulares, como así también provee los compuestos necesarios para la respiración celular y la 

síntesis de proteínas [3].  
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De lo expuesto anteriormente, es claro que en las plantas la partición del carbono ocurre 

tanto en tejidos fuente como en tejidos sumidero, entre Suc y almidón, y que la síntesis y 

degradación de dichas moléculas están finamente reguladas. 

 

 

Figura 4: Metabolismo del carbono en células no fotosintéticas. Esquema simplificado de las reacciones más 

importantes de partición del carbono. Las reacciones enzimáticas se enumeran con círculos: (1) invertasas, (2) 

SucSasa, (3) hexoquinasa, (4) nucleósido disfosfato quinasa, (5) UDPGlcPPasa, (6) fosfoglucomutasa, (7) 

Glc6PDHasa, (8) Glc6P isomerasa, (9) fosfoglucomutasa, (10) ADPGlcPPasa, (11) almidón sintasa y enzima 

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

hexosa-P, VOPP: vía oxidativa de las pentosas-P; CAT: ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

 

1.3 Metabolismo de los azucares-alcoholes 

 

En determinadas especies vegetales el carbono fijado fotosintéticamente puede ser 

utilizado para la síntesis de azúcares-alcoholes [38]. Los azúcares-alcoholes son polioles 

acíclicos que desempeñan un papel clave en el metabolismo de algunas plantas. Tres de ellos 
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están ampliamente distribuidos en las angiospermas: glucitol, manitol (Mol) y galactitol. El tipo 

de azúcar-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 heterotróficos por plantas de las 

familias Apiaceae (plantas de apio, zanahoria y perejil, entre otras) y Oleaceae [40]. La partición 

del carbono en estas plantas es más compleja que en otras especies, ya que los fotosintatos 

primarios son tres: almidón, Suc y el azúcar-alcohol. La capacidad de un tejido de sintetizar y/o 

degradar azúcares-alcoholes puede variar en forma importante entre los diferentes tejidos de una 

planta o dentro de un mismo tejido vegetal durante el desarrollo. 

Los azúcares-alcoholes son sintetizados en el citosol, mediante la acción combinada de 

reductasas y fosfatasas y son degradados vía deshidrogenasas u oxidasas. Una característica de 

este tipo de azúcares es que la capacidad de síntesis y degradación está compartimentada en 

diferentes tejidos; hecho que tiene consecuencias directas sobre la capacidad de acumulación del 

azúcar-alcohol. En las especies que producen glucitol y Mol, la síntesis del azúcar-alcohol se da 

principalmente en el tejido fuente (es decir, hoja madura), y la degradación se produce 

principalmente en el tejido sumidero (es decir, frutos, ápices, raíces, 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 utilización está 

restringida a tejidos sumidero activos como las hojas jóvenes [41]. De esta forma, el Mol 

representa una forma de transporte de carbohidratos más rigurosamente controlada, destinada 

específicamente al suministro de carbono a tejidos heterotróficos [42]. En una escala de tiempo 

diaria, los azúcares-alcoholes son almacenados temporalmente en los tejidos del mesófilo. Se 

acumulan durante las horas de luz y se traslocan durante las horas de oscuridad. En cuanto a la 

variación del contenido de carbohidratos dependiente de la estación, varios trabajos han 

descripto que el azúcar-alcohol se puede almacenar temporalmente en las partes perennes de 

algunas especies de árboles [42–44]. Por el contrario, en frutos de especies donde el azúcar-

alcohol es el azúcar mayormente traslocado, las formas principales de almacenamiento de 

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

 

La Figura 5 detalla los caminos metabólicos del Mol en una planta de apio (Apium 

graveolens). El Mol se sintetiza en hojas maduras de apio mediante la acción 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 última es convertida en manitol-1P (Mol1P) por la Man6P 

reductasa (Man6PRasa, EC 1.1.1.224, ec. 2) en una reacción dependiente de NADPH. Se ha 

demostrado que el NADPH necesario para la reducción de la Man6P proviene de la reacción 

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 

comparación con plantas donde no lo es. El Mol1P es finalmente hidrolizado a Mol por una 

fosfatasa específica (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 específicos [47, 48]. 

Una vez incorporado en el citosol de las células heterotróficas, 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 última es convertida en 

Fru6P por la Man6P isomerasa (ec. 6). Esta enzima es la misma que cataliza la reacción inversa 

en tejidos fotosintéticos (conversión de Fru6P en Man6P, ec. 1). Si bien se ha demostrado la 

existencia de esta enzima en tejidos fotosintéticos, su presencia en células heterotróficas es aún 

especulativa y requiere de trabajos más detallados [38]. 

 

Fru6P  Man6P      (1) 

Man6P + NADPH + H
+
  Mol1P + NADP

+
  (2) 

Mol1P + H2O  Mol + Pi     (3) 

Mol + NAD
+
  Man + NADH + H

+
    (4) 

Man + ATP  Man6P + ADP    (5) 

Man6P  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 CO2 fijado fotosintéticamente 

es utilizado para la síntesis de Suc y Mol, mientras que una parte menor se destina a la síntesis de 

almidón [40]. Este patrón de acumulación es diferente al de otras especies vegetales, en 

particular Arabidopsis, la cual acumula grandes cantidades de almidón durante las horas de luz 

para luego degradarlo durante las horas de oscuridad. Las rutas de síntesis y degradación del Mol 

en plantas de apio se encuentran reguladas por el estadio de desarrollo del tejido. El Mol 

sintetizado en el mesófilo se acumula temporalmente en el parénquima del pecíolo de hojas 

maduras, siendo movilizado a los tejidos más jóvenes (sumideros) durante la senescencia [44, 

51]. El almacenamiento de Mol en las células del parénquima ocurre predominantemente en la 

vacuola (81%) y el resto en el citosol, aunque las concentraciones citosólicas pueden ser bastante 

altas [44]. Estudios realizados en plantas de apio mostraron que el Mol es producido y 

acumulado durante el día en células fotosintéticas, para ser luego exportado a los tejidos 

heterotróficos en horas de oscuridad [40, 51, 52]. Esto hace suponer la existencia de mecanismos 

de regulación en diferentes niveles, incluyendo la síntesis, acumulación, transporte y utilización 

del Mol en función 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 prácticamente 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 aldehídos 

y cetonas, monosacáridos, cetoesteroides y prostaglandinas. También catalizan la oxidación de 

hidroxiesteroides y trans-dihidrodioles de hidrocarburos aromáticos policíclicos. En humanos, se 

las ha implicado en complicaciones diabéticas y enfermedades congénitas, mientras que en las 

plantas juegan un papel clave en la eliminación de compuestos aldehídos reactivos, la 

producción de osmolitos y en la síntesis de metabolitos secundarios. La superfamilia AKR 

incluye más de 190 miembros que se clasifican en 16 familias, teniendo en cuenta la identidad de 

la secuencia de aminoácidos [57] y que se encuentran en todos los reinos y filos biológicos. 

Todas las proteínas que pertenecen a dicha familia poseen el motivo de barril-(α/β)8 

característico de la triosa fosfato isomerasa (TIM) y contienen aproximadamente 320 

aminoácidos por monómero [55]. La mayoría de las AKR conocidas son monoméricas, a 

excepción de las que pertenecen a las familias AKR2, AKR6 y AKR7, las cuales presentan 

conformaciones multiméricas. La subfamilia AKR2 incluye a la Man6PRasa de apio y a la 

aldosa-6-fosfato reductasa (Ald6PRasa) de manzano (Malus domestica), de durazno (Prunus 

persica) y de arroz (Oryza sativa) [40, 58–60], las cuales presentan una conformación 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 dirección de reducción de la Man6P 

en todos los casos. La enzima de apio mostró una alta especificidad con respecto a los 

requerimientos de sustrato y cofactor. Sólo se observó una actividad enzimática insignificante 

cuando el sustrato Man6P se reemplazó con Glc6P, Fru6P o Man1P, mientras que el NADH no 

sustituyó 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 específica y características 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 mesófilo foliar y el haz de la vaina [62], pero no en el parénquima 

vascular.  Estos resultados muestran que la localización de la Man6PRasa y, por lo tanto, la 

síntesis de Mol, están estrechamente asociados con la distribución del metabolismo del carbono 

fotosintético en las hojas de apio. Esto sugiere fuertemente que la Man6PRasa tiene un rol clave 

en la asimilación del carbono que se exporta del cloroplasto. En cuanto a su localización 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 metaloproteína que pertenece a la superfamilia de las 

deshidrogenasas/reductasas de cadena media (MDR) y, como tal, posee un átomo de Zn
2+

 

necesario para que ocurra la catálisis [63]. La masa molecular de la MolDHasa es cercana a los 

43 kDa y se ha informado que la forma activa es un monómero [50], a diferencia de la glucitol 

deshidrogenasa (EC 1.1.1.14, una enzima análoga a la MolDHasa) de plantas de la familia 

Rosaceae, cuya estructura cuaternaria es un tetrámero [64–66]. Si estas últimas enzimas catalizan 

reacciones similares (en ambos casos se oxida el poliol en una reacción 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 raíces 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 mínimo de quiralidad 

2R en el carbono adyacente al carbono primario que experimenta la oxidación. La enzima es 

específica para NAD
+
 y no usa NADP

+
 y es inhibida por el agente quelante 1,10-fenantrolina, lo 

cual sugiere que el Zn
2+

 es necesario para la actividad deshidrogenasa [67]. Los agentes 

reductores ditiotreitol (DTT), ditioeritritol y β-mercaptoetanol (β-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. Aún más, esta 

enzima es fuertemente inhibida por NADH, por lo que su actividad es sensible a la relación 
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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 NO3
-
, SO4

2-
, 

HPO4
2-

, Mg
2+

, Ca
2+

 o K
+
 [67]. 

La MolDHasa es una enzima de localización citosólica y se encuentra en varios tejidos 

sumidero, como por ejemplo el meristema apical de la raíz de apio, hojas jóvenes en expansión, 

el cambium vascular y el floema, incluyendo el tubo criboso, las células acompañantes, el 

parénquima y el exudado de savia de los peciolos [68]. La asociación entre MolDHasa y el 

floema se ha sugerido como un medio por el cual el Mol puede retornar al pool de carbohidratos 

activos y así proporcionar energía para apoyar la función del floema [68]. Esto es análogo 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 

limitación de su metabolismo se debe, al menos en parte, a la represión mediada por azúcares 

hexosa de la actividad catabólica de la MolDHasa [54]. También se observó 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 proteína y ARNm de esta enzima cuando se los privaba de Glc [71] o 

cuando el Mol era la fuente primaria de carbono [72]. Esta represión de la MolDHasa parece 

estar mediada por una hexoquinasa de forma comparable a la represión por diferentes azúcares 

de genes fotosintéticos [73, 74]. Estas observaciones se relacionan con los efectos múltiples y 

generales del estado de los niveles de carbohidratos en tejido sobre la regulación de la expresión 

génica [75, 76]. 

 

1.3.4 Roles del manitol y tolerancia a estrés 

 

Además del rol que cumplen como fotosintatos, los azúcares-alcoholes tienen una 

función relevante frente a diferentes condiciones de estrés abiótico. Se ha demostrado que 

numerosos organismos son capaces de acumular compuestos de bajo peso molecular, tales como 

azúcares no reductores, polioles (Mol, glucitol y glicerol), aminas cuaternarias o aminoácidos 

[77, 78]. Estos compuestos, conocidos generalmente como solutos compatibles, permitirían que 

dichos organismos toleren ciertos tipos de estrés abiótico (salinidad, sequía y frío). Es bien 

sabido que diferentes compuestos inorgánicos (K
+
, Na

+
, Cl

−
 y SO4

2−
) y moléculas orgánicas 
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(hexosas reductoras) son fundamentales para los ajustes osmóticos 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 enzimáticas 

in vitro y que a veces pueden proteger a las proteínas de los efectos nocivos de las sales o el 

calor [38]. Se ha descripto que la concentración de estas moléculas debe alcanzar valores tan 

altos como 500 mM para ejercer protección; curiosamente, estos niveles se pueden alcanzar en 

las células [79, 80]. 

Se han propuesto diferentes hipótesis para esclarecer el efecto protector de los solutos 

compatibles sobre las estructuras biológicas. Una hipótesis es que sustituyen a las moléculas de 

agua en la hidratación de proteínas y membranas, lo que permite que se produzca la actividad 

enzimática incluso a concentraciones de agua extremadamente bajas [81]. Otra alternativa 

sugiere que los solutos compatibles podrían estar fuera de la esfera de hidratación de las 

proteínas, produciendo así un reordenamiento particular de la esfera e induciendo a la estructura 

biológica a adoptar una hidratación preferencial [82]. Con respecto a las plantas, existen estudios 

que respaldan en gran medida la posibilidad de derivar carbohidratos citosólicos a diferentes 

destinos metabólicos que produzcan compuestos del tipo de solutos compatibles. La 

acumulación de estos metabolitos podría ayudar al vegetal a resistir condiciones extremas de 

bajas temperaturas, altos niveles de sal y déficit hídrico. El panorama general sostiene que las 

modificaciones en el equilibrio de la partición de fotosintatos pueden desempeñar un papel 

fundamental para la productividad y supervivencia de las plantas en condiciones fisiológicas o de 

estrés. 

Los carbohidratos como Suc, fructanos y azúcares-alcoholes pueden ser importantes en la 

tolerancia y resistencia al daño inducido por el frío [38, 83–86]. El daño por frío se produce por 

la desecación 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 acumulación 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 más del doble que en el verano [43]. También, informes sobre la aclimatación a baja 

temperatura en varias especies de cactus (Opuntia) mostraron que, dependiendo del tejido, los 

niveles de azúcares solubles aumentaron de 2 a 9 veces, mientras que el Mol aumento casi 3 

veces en la especie más resistente [87]. 
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Son escasos los estudios que se centran específicamente en la relación entre polioles 

acíclicos y el estrés por sequía, 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 crítico en el ajuste osmótico estacional 

que ocurre en respuesta a la sequía del verano [88]. La comparación entre árboles y plántulas 

control y sometidos a estrés por sequía, mostraron que estos últimos se aclimataron a los bajos 

potenciales hídricos foliares antes del amanecer, sin presentar marchitamiento aparente o cese de 

la fotosíntesis [89]. La sequía resultó 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 osmótico de la hoja 

[90]. 

La correlación entre el estrés salino y la acumulación de azúcares es bastante fuerte y los 

trabajos que tratan este tema representan los informes más numerosos que relacionan un tipo de 

estrés con la acumulación 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 distribución como de la utilización 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 encontró 

una disminución del 70% en la asimilación de carbono. El mantenimiento de la síntesis de Mol 

se hizo a expensas de la Suc, aumentando así 4 veces la relación entre Mol y Suc marcada. Este 

cambio se asoció a un aumento en la actividad de la Man6PRasa. Sin embargo, este aumento en 

la actividad no se relacionó con un aumento en el nivel de proteína de la enzima, lo que sugiere 

una posible modificación 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 

µmol g
-1

 de peso fresco. En ausencia de NaCl, todas las plantas fueron fenotípicamente 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 solución nutritiva con 300 mM NaCl. 

Estos resultados demuestran que la introducción del gen que codifica para la Man6PRasa juega 

un rol importante en la biosíntesis Mol y que, este último, es clave para el desarrollo de plantas 
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tolerantes a la sal. En otro trabajo del mismo laboratorio [94], se exploró el efecto del estrés por 

sal sobre el rendimiento del PSII y de los niveles de CO2 fijados en las plantas de Arabidopsis 

WT y transformadas. Después de un tratamiento de 12 días con 100 o 200 mM NaCl, el peso 

fresco total de los brotes, el número de hojas y el área 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 días, con un detrimento del 

50% del rendimiento después de 12 días, lo que indica una severa pérdida en la eficiencia de 

PSII; mientras que no se observó efecto alguno sobre las transformantes. Bajo niveles 

atmosféricos de CO2, el crecimiento con NaCl 200 mM provocó un aumento en los niveles 

subestomáticos de CO2 en plantas salvajes, pero no en plantas transgénicas. También causó una 

marcada disminución en la eficiencia de carboxilación bajo niveles limitantes de CO2 en plantas 

WT en comparación con las transformantes. Estos resultados sugieren que el Mol protege la 

fotosíntesis contra el daño de la sal a los cloroplastos. 

En casos de estrés por sequía o salinidad se puede dar una disminución de la apertura 

estomática de las hojas, lo que conlleva a la producción de radicales libres y al daño asociado 

con fotoinhibición. En este contexto, existe evidencia de que en hongos y otros organismos los 

azúcares-alcoholes (como glucitol y Mol) y los polioles cíclicos (como myo-inositol) pueden 

actuar como reclutadores de radicales libres [95, 96]. Por ejemplo, la transformación de plantas 

de tabaco con una Mol1P deshidrogenasa bacteriana (EC 1.1.1.17), dirigida a los cloroplastos 

mediante la introducción de un péptido de tránsito, produjo una línea capaz de acumular Mol en 

los cloroplastos en concentraciones de hasta 100 mM, sin alteración del fenotipo ni de la 

actividad fotosintética [97]. La presencia de Mol en los cloroplastos resultó en una mayor 

tolerancia al metilviológeno, un compuesto que produce estrés oxidativo. Es importante destacar 

que la presencia del poliol no redujo la abundancia de especies reactivas de oxígeno, pero 

confirió una protección adicional a las ya presentes en plantas no transformadas. 

En contraste con la importancia que los azúcares-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 relación a las enzimas del metabolismo del Mol son relativamente escasos. 
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1.4 Metabolismo de la rafinosa 

 

La Raf es una extensión α-1,6-galactosil de la Suc. El metabolismo de la Raf parece ser 

universal en las angiospermas, mientras que los oligosacáridos que derivan de la misma (como la 

estaquiosa, la verbascosa y la ajugosa) se encuentran sólo en determinadas especies vegetales 

[98]. La Raf se acumula fundamentalmente en las semillas, donde cumple un rol importante en la 

estabilización de membranas durante el proceso de desecación [99]. Además, en determinadas 

especies vegetales (por ejemplo en plantas de la familia Cucurbitaceae, a la cual pertenecen el 

pepino y el melón) la Raf es utilizada para el transporte de carbono hacia los tejidos 

heterotróficos [100]. También se ha descripto que se acumula frente a determinadas situaciones 

de estrés abiótico, tales como calor, frío, salinidad y sequía [98, 101–104]. 

El primer paso en la ruta de síntesis de la Raf consiste en la producción de UDP-galactosa 

(UDP-Gal), la cual no es específica de esta ruta, pero aporta uno de los sustratos esenciales para 

la misma (Figura 6). Las plantas tienen dos formas alternativas de producir este nucleótido 

azúcar [105]. Una posibilidad es a través de una enzima de la vía de Leloir [106], que implica la 

conversión 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 

(Gal1P) y UTP, en una reacción catalizada por la UDP-azúcar pirofosforilasa (USPPasa, EC 

2.7.7.64) [107]. Las plantas superiores parecen carecer o tener una actividad limitada de la 

enzima Gal1P uridililtransferasa, la que es crítica de la vía de Leloir [107, 108], lo que sugiere 

que la USPPasa puede actuar como un mecanismo alternativo para metabolizar la Gal1P, 

produciendo UDP-Gal para reacciones de glicosilación [105, 109, 110]. Como se detalla en la 

Figura 6, la vía de síntesis de Raf continúa 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 síntesis de Raf; por lo tanto, juega 

un papel crucial en la partición del carbono entre Suc y Raf [119–122]. 
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Figura 6: Vía de síntesis 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. 

 

1.4.1 Sobre la UDP-azúcar pirofosforilasa 

 

La síntesis primaria de UDP-azúcares es catalizada por pirofosforilasas específicas, que 

utilizan UTP y un azúcar-1P (que puede estar N-acetilado) como sustratos, para formar 
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pirofosfato inorgánico (PPi) y el UDP-azúcar correspondiente. Esta reacción es reversible [123, 

124], dependiente de Mg
2+

 [125–127] y sigue un mecanismo del tipo bi-bi ordenado [124]. En 

las enzimas de plantas y parásitos eucariotas, primero se une el UTP y luego lo hace el azúcar-

1P; a continuación, se libera el PPi y, finalmente, lo hace el UDP-azúcar [128–130]. En 

comparación con la UDPGlcPPasa, la USPPasa fue recientemente identificada en plantas de 

arveja y Arabidopsis [131–133]. Cabe aclarar que se habían descripto anteriormente ensayos con 

extractos crudos de plantas donde se detectaban actividades enzimáticas similares a las de la 

USPPasa, pero que habían sido atribuidas a otras enzimas [134]. Las USPPasas han sido 

identificadas en la mayoría de las especies de eucariotas fotosintéticos (excluyendo algunas 

algas), parásitos eucariotas y algunas especies bacterianas, pero no se han reportado en 

vertebrados [130, 135].  

La USPPasa es una proteína de 67-70 kDa [125, 131, 132] y, a diferencia de la 

UDPGlcPPasa vegetal, es activa como monómero [136]. La USPPasa cataliza la conversión 

reversible de una amplia gama de azúcares-1P: principalmente Glc1P, Gal1P, ácido glucurónico-

1-fosfato (GlcA1P), ácido galacturónico-1-fosfato, L-arabinosa-1-fosfato y xilosa-1-fosfato. Por 

ejemplo, las USPPasas de Arabidopsis y cebada muestran actividad con Gal1P, Glc1P y GlcA1P, 

entre otros [137, 138]. En la planta modelo Arabidopsis, la USPPasa se expresa en diferentes 

tejidos y etapas de desarrollo, como raíces, cotiledones y tejidos vasculares; siendo su expresión 

más fuerte en las flores, más específicamente, en el polen en desarrollo [132, 133]. La mutación 

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 (GT8), que incluye varias 

enzimas involucradas en la biosíntesis de varios conjugados de azúcar [140–142]. Estas enzimas 

constituyen una gran familia involucrada específicamente en la biosíntesis de oligosacáridos, 

polisacáridos y glicoconjugados [143], que juegan un papel importante en el crecimiento y 

desarrollo de las plantas. La enzima GolSasa se encuentra sólo en las angiospermas, lo que hace 

que el mecanismo de síntesis de Gol y los RFO sea un evento metabólico altamente específico de 

plantas. La GolSasa se describe como una enzima extravacuolar (citosólica) [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 cucurbitáceas fueron las primeras en ser caracterizadas bioquímicamente 

[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 número de isoformas de GolSasas en las diferentes 

especies vegetales es variable, como así también lo son sus propiedades físicas y químicas. En 

los estudios iniciales con C. pepo, la GolSasa fue caracterizada como un polipéptido 

monomérico de 38 a 43 kDa, con actividad óptima en un rango de pH comprendido entre 5,6 y 

7,5 y con requisito de un metal divalente, particularmente Mn
2+

 [113, 121]. 

La creciente evidencia indica que la GolSasa es la enzima clave en la biosíntesis de los 

RFO, ya que su actividad es la que determina los niveles de acumulación de estos oligosacáridos 

[114, 121]. De esta forma, es importante para la resistencia al estrés de las plantas, en la 

translocación de fotosintatos y en la fisiología de la semilla [150]. La expresión del gen que 

codifica para la GolSasa es regulada mediante tres tipos de factores de transcripción: factores de 

shock térmico (HSF), factor 1A de unión a elementos de respuesta a la deshidratación/factor de 

unión a elementos de respuesta a frío (DREB1A/CBF3) y factor de transcripción WRKY. Se ha 

demostrado que los dos primeros están involucrados en el control de la expresión génica de dicha 

enzima en Arabidopsis en condiciones de estrés [103, 151–153], mientras que el tercer factor 

actúa en el regulación de la expresión 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 mayoría 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 dicotiledóneas 

[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 vía biosintética de RFO. Este tipo de enzimas pertenecen a la familia glicosil 

hidrolasas 36 (GH36) de la superfamilia hidrolasa GH-D. Los análisis de la cinética de estado 
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estacionario e inhibición por el producto myo-inositol determinaron que la síntesis 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 hidrolítica sobre el Gol. Cuanto más baja sea la concentración 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 

catalítica hidrolasa está en línea con la clasificación de esta enzima como miembro de la familia 

GH36. Es probable que una familia de enzimas comparta la topología estructural del sitio activo 

y un mecanismo catalítico común (aunque las homologías de secuencia general pueden ser 

débiles) [158]. De hecho, se ha demostrado que todas las α-galactosidasas estudiadas hasta 

ahora, como así 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 actúa como un nucleófilo catalítico para generar el intermediario covalente enzima-residuo 

glicosilo, mientras que el Asp en el motivo RxxxD actúa como ácido-base catalítico [114, 165]. 

 La RafaSasa fue purificada por primera vez de semillas de Vicia faba [111]. También se 

obtuvo y caracterizó la enzima de otras especies, tales como pepino [166], arroz [165] y 

Arabidopsis [167]. La RafSasa de A. reptans sólo se ha descripto utilizando un extracto crudo de 

hojas [101] y las características de las enzimas de semillas maduras de arveja y soja (G. max) 

han sido purificadas sólo 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 así 

demostrar el mecanismo de catálisis, tanto en reacciones de hidrólisis de Gol como así también 

de síntesis de Raf. La RafSasa comparte una alta homología de secuencia con la α-galactosidasa 

alcalina (EC 3.2.1.22) [170] y, aunque se ha informado sobre la existencia de varios genes que 

codifican para RafSasas sólo 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 

demostró que el gen de maíz ZmRAFS mejora la tolerancia a la sequía de las plantas de maíz y de 

Arabidopsis a través de la síntesis Raf o de la hidrólisis de Gol, dependiendo de la disponibilidad 
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de Suc en las células vegetales. Estos resultados proporcionan nuevas vías para el mejoramiento 

de la tolerancia al estrés por sequía de las plantas mediante la manipulación de la vía anabólica 

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 acumulación de RFO debido a estrés. 

Todas las plantas, en algún momento, sintetizan alguno de los RFO, pero muchas de ellas, como 

arroz o Arabidopsis, no transportan ni acumulan grandes cantidades de estos oligosacáridos en 

sus tejidos y órganos [175]. Se ha sugerido que la Raf es importante para la tolerancia de las 

plantas al estrés osmótico. En el trabajo de Sun y sus colaboradores [176], se sobreexpresó el gen 

de la GolSasa de Thellungiella salsuginea en plantas de Aabidopsis, lo cual incrementó 

significativamente el contenido de Gol y Raf. Dichas plantas mostraron altas tasas de 

germinación y crecieron bien bajo estrés osmótico. Por otra parte, se identificaron tres enzimas 

clave en la síntesis de RFO en sésamo (Sesamum indicum): GolSasa, RafSasa y Sta sintasa [177]. 

Estudios realizados con plantas de sésamo crecidas bajo diferentes condiciones de estrés abiótico 

sugieren que los genes que codifican para la GolSasa y la RafSasa se encuentran regulados por 

estrés osmótico, sequía, sal y anegamiento, pero sólo ligeramente afectados por frío. Las plantas 

crecidas bajo condiciones de estrés osmótico mostraron niveles aumentados de Gol y Raf, 

mejorando su tolerancia a este tipo de estrés.  

Trabajos realizados en diferentes especies vegetales demostraron que la exposición al 

estrés por frío induce la acumulación 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 expresión de tres 

de los siete genes de GolSasa en Arabidopsis fue inducida por diferentes tipos de estrés abiótico 

y, curiosamente, sólo AtGolS3 fue inducido por frío, pero no por sequía o alta salinidad [102]. Se 

ha informado que la Raf está presente en los cloroplastos de Arabidopsis [116], donde juega un 

papel clave en la estabilización del PSII durante los ciclos de congelación-descongelación [178]. 

En cuanto a la RafSasa, en el trabajo de Egert y colaboradores [172] se caracterizaron mutantes 

de Arabidopsis que carecían del gen que codifica para la RafSasa 5, demostrando que esta 

enzima es la responsable de la acumulación de Raf en plantas crecidas bajo estrés por frío entre 
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otros tipos de estrés abiótico. Saito y Yoshida [179] encontraron que, en arroz, la expresión de 

dos genes que codifican para la GolSasa y de cuatro genes que codifican para la RafSasa se 

inducía en condiciones de estrés por frío. También demostraron que el enfriamiento durante un 

período prolongado aumentó considerablemente el contenido de Gol y Raf. En este estudio se 

encontró que, bajo condiciones de estrés por frío, los niveles de Raf fueron más altos en las 

láminas 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 frío [180]. 

Curiosamente, los niveles de Raf se correlacionaron bien con el grado de resistencia a la 

harinosidad (síntoma de daño por frío). Además, se han identificado dos genes que codifican la 

GolSasa en planta de trigo (Triticum aestivum), cuya expresión es inducida por frío, pero no por 

sequía, calor o tratamientos con ABA [181]. Las líneas transgénicas de arroz que sobreexpresan 

constitutivamente cada uno de estos dos genes acumularon niveles significativamente más altos 

de Gol y Raf que las plantas de tipo WT y exhibieron una mayor tolerancia al estrés por frío. 

La sequía es un factor de estrés ambiental abiótico 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 sequía a nivel bioquímico generalmente involucran ajuste 

osmótico, estabilización de estructuras celulares y regulación redox [182]. La sobreexpresión 

homóloga de la GolSasa 2 en Arabidopsis condujo a niveles más altos de Gol y Raf, con una 

reducción concomitante de la transpiración foliar, lo que resultó en una mayor tolerancia al estrés 

por sequía [102]. La expresión de esta enzima también mejoró la tolerancia a la sequía y un 

aumento del rendimiento de granos en dos genotipos diferentes de arroz en condiciones de 

campo seco. Las líneas transgénicas desarrolladas presentaron niveles más altos de Gol que el 

control no transgénico. El mayor rendimiento de granos de arroz transgénico en condiciones de 

sequía se relacionó con un mayor número de panículas, fertilidad del grano y biomasa. En este 

caso, la tolerancia modificada a la sequía se asoció con un mayor contenido relativo de agua en 

las hojas, mayor actividad de fotosíntesis, menor reducción del crecimiento de las plantas y una 

capacidad de recuperación más rápida [183].  

Por otra parte, se observó que hay al menos tres isoformas de GolSasa relacionadas con 

estrés abiótico 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 hídrico. 

CaGolS1 fue la única isoforma altamente regulada durante todo el período de déficit hídrico y 

también después de la rehidratación, mientras que CaGolS2 y CaGolS3 se expresaron 
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significativamente sólo bajo déficit hídrico severo. En este estudio, los niveles de estaquiosa 

(Sta) en hojas de café eran mucho más altos que los niveles de Raf después del tratamiento de 

déficit de agua. Este efecto se acentuó aún más en condiciones de estrés severo, lo cual podría 

indicar que la Sta probablemente desempeña una función importante como protector contra 

posibles daños causados por estrés por sequía en comparación con la Raf. En el trabajo de Qiu y 

colaboradores [185], se demostró 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 malondialdehído (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 sequía. Finalmente, el grupo de investigación de Li y 

colaboradores [157] determinó que las plantas de maíz mutantes en el gen de la RafSasa carecían 

por completo de Raf y acumulaban Gol, siendo más sensibles al estrés por sequía que las plantas 

control. Esto indicó que la enzima RafSasa y su producto Raf contribuyen a la tolerancia de las 

plantas al estrés por sequía respecto al control. Aún más, las plantas de Arabidopsis 

sobreexpresantes del gen de la RafSasa de maíz incrementaron de manera significativa su 

tolerancia a la sequía. 

El metabolismo de Raf también se ha relacionado con la alta salinidad. Se ha sugerido 

que los osmolitos como la Raf podrían facilitar la retención de agua en el citosol y permitir la 

captura de Na
+
 en la vacuola o el apoplasto, contribuyendo al proceso de compartimentación de 

la sal durante el estrés salino [184]. El perfil de expresión de ARNm de los tres genes que 

codifican para la GolSasa de C. arabica en plantas sometidas a estrés salino muestra que las 

isoformas se inducen diferencialmente dependiendo de las condiciones de estrés abiótico, como 

se informó para Arabidopsis [102]. Los altos niveles de transcriptos de los genes de GolSasa y la 

acumulación extremadamente elevada de Raf detectada en las hojas de café sometidas a 

salinidad indican que este RFO podría 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 osmótico, sino también al estrés por alta salinidad. En comparación con las plantas de 

tipo salvaje, las Arabidopsis transgénicas exhibieron una mayor tasa de germinación, capacidad 

de fotosíntesis y crecimiento de plántulas bajo estrés salino [176]. 

Las especies reactivas del oxígeno son esenciales para diversos procesos fisiológicos 

vegetales y son continuamente producidos durante la respiración mitocondrial y la fotosíntesis. 
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Sin embargo, la exposición a estrés ambiental, como sequía, frío, calor y alta irradiación de luz, 

da lugar a un aumento excesivo de las concentraciones de especies reactivas del oxígeno, que 

son entonces asociadas con el daño oxidativo a nivel celular [186]. Existe evidencia acumulada 

que sugiere que los RFO cumplen funciones importantes en la protección 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 líneas 

transgénicas se asoció con una menor acumulación de especies reactivas de oxígeno y 

peroxidación lipídica [189]. 

 

1.4.5 Sobre Brachypodium distachyon 

 

B. distachyon es una planta pequeña 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 vía fotosintética C3 [190, 191]. Además, tiene muchos atributos que se 

ajustan a las características de una planta modelo. Como Arabidopsis, B. distachyon tiene un 

genoma diploide pequeño (~310 Mb), es de baja estatura, tiene un ciclo de vida rápido, se 

autopoliniza y sus requisitos de crecimiento son simples [192]. Su área de distribución natural 

incluye la Cuenca del Mediterráneo, Oriente Medio, el suroeste de Asia y el noreste de África 

[193–195]. Como resultado del proceso de naturalización, 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 económicamente 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 biología 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 colección de ecotipos naturales, un mapa genético de alta 

densidad, bibliotecas genómicas y de ADNc, una colección de etiquetas de secuencia expresada 

(EST en inglés), microarrays, marcadores de repetición de secuencia simple (SSR en inglés), 

protocolos de regeneración in vitro y mutagénesis por T-ADN [195, 196, 200, 201]. Como 
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modelo de gramíneas, B. distachyon se ha utilizado en estudios biológicos relacionados con el 

crecimiento de las raíces [202], la tolerancia al estrés [203, 204], la acumulación de proteínas de 

almacenamiento en semillas [205–207], el turnover de ácidos grasos [208], interacciones planta-

patógeno [209, 210] y la composición de la pared celular [211]. Además, es una especie vegetal 

susceptible a la manipulación y transformación in vitro. Teniendo en cuenta todos estos aspectos, 

B. distachyon es un modelo generalmente útil para explorar la biología de las monocotiledóneas 

[212]. 

Además, varios trabajos de investigación abordan los efectos desencadenados por 

diferentes tipos de condiciones de estrés abiótico (como salinidad, sequía, frío y calor) en esta 

especie vegetal, aunque la mayoría de ellos se centran en las consecuencias a nivel de la 

transcripción de genes [113, 203, 213, 214]. Resulta interesante destacar que B. distachyon 

produce Gol y Raf cuando se expone al frío y a la sequía [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 metabólicas y de las 

enzimas involucradas en las mismas. La combinación de datos estructurales y bioquímicos nos 

permitió establecer relaciones estructura-función, en el contexto de los escenarios evolutivos y 

metabólicos donde estas enzimas participan. Además, se obtuvo información relevante para el 

diseño y producción de nuevas enzimas con actividades catalíticas que permiten expandir el 

espectro de moléculas con aplicaciones únicas y diferentes. Estas últimas serán de utilidad para 

resolver problemas específicos en distintos procesos de biorrefinería, relacionados con la 

valorización de desechos bio-industriales y con la generación de moléculas que permitan a futuro 

el procesamiento y la producción de polímeros de aplicaciones múltiples. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos generales  

 

 El presente trabajo de Tesis se centra en el estudio de las enzimas que intervienen en la 

síntesis y degradación del Mol y la Raf en plantas. De esta forma, se pretende mejorar nuestra 

compresión sobre los mecanismos moleculares que regulan dichas rutas metabólicas. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

2.2.1 Estudio del metabolismo del manitol en plantas de apio 

 

Se estudiará el metabolismo del Mol en plantas de apio, ya que esta especie presenta 

ciertas características apropiadas para su uso: es una planta pequeña, fácil 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 analizarán los efectos del fotoperiodo y de 

condiciones de estrés abiótico sobre la partición del carbono, con el objeto de generar cambios 

en los niveles de Mol. Se tomarán muestras a intervalos regulares de tiempo y se analizarán los 

niveles de transcriptos, proteínas, actividades enzimáticas y metabolitos. Además, se investigará 

la existencia de mecanismos de modificación postraduccional en las enzimas que intervienen en 

la síntesis y degradación del Mol. También se caracterizarán las enzimas involucradas en el 

metabolismo del Mol, para lo cual se clonarán los genes que codifican para la Man6PRasa y la 

MolDHasa de apio y se expresarán las proteínas recombinantes. Dichas enzimas serán 

purificadas y caracterizadas cinética y estructuralmente. Esto permitirá realizar un estudio 

comparativo con las enzimas que intervienen en la síntesis del glucitol y así evaluar su utilidad 

para valorizar compuestos de desecho mediante procesos de biorrefinerías. 

 

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

  

Para estudiar la ruta de síntesis de Raf en B. distachyon se obtendrán en forma 

recombinante las enzimas clave de esta vía: la USPPasa, la GolSasa y la RafSasa; a fin de 

caracterizarlas estructural y cinéticamente. Más específicamente, se propone la obtención de 
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enzimas con alta eficiencia catalítica para la aplicación específica al agregado de valor, 

recuperación y aprovechamiento de sub-productos mediante procesos de biorrefinerías 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Reactivos químicos y materiales 

 

Todos los reactivos utilizados fueron de la máxima calidad disponible, de grado 

“pro-análisis” o similar. Los materiales y reactivos químicos empleados en este trabajo se 

obtuvieron comercialmente de las siguientes compañías: 

Componentes de medios bacteriológicos: Britania, Cicarelli. 

Reactivos de biología molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Stratagene, 

Pierce, New England BioLabs. 

Materiales utilizados en la purificación de proteínas y otros reactivos relacionados a 

proteínas: GE Healthcare, Qiagen. 

Filtros y columnas de desalado: Sartorius, Millipore. 

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

Genes y oligonucleótidos sintéticos: Bio Basic Inc. 

 

3.2 Vectores 

 

pUC57 (GenScript). Vector de clonado para sistemas bacterianos de E. coli derivado del 

plásmido pUC19. Este plásmido confiere a la célula resistencia al antibiótico ampicilina. 

pET28 (c+) (Novagen). Vector de expresión para sistemas bacterianos de E. coli. La 

expresión de la proteína de interés es inducida mediante la síntesis de la T7 RNA polimerasa, 

cuyo gen está presente en la célula huésped bajo el control del promotor lac. El vector es 

inducible con isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, un análogo a la lactosa) y permite 

incorporar una etiqueta de poli-histidinas (His-tag) en el extremo N-terminal de la proteína para 

facilitar la posterior purificación de la misma. Este plásmido confiere a la célula resistencia al 

antibiótico 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 antibióticos 

 

Escherichia coli Top10 F’ (Invitrogen). F
–
 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 

ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK λ– rpsL(Str
R
) endA1 nupG. Cepa empleada 

durante las etapas de biología molecular para generar las construcciones de expresión. 

Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen). F
–
 ompT hsdSB (rB

–
, mB

–
) gal dcm (DE3). 

Cepa empleada para la expresión recombinante de todas las enzimas caracterizadas en este 

trabajo. 

Kanamicina. Concentración final 50 µg/ml. 

Ampicilina. Concentración final 100 µg/ml. 

 

3.4 Medios de cultivo 

 

Luria Bertani (LB). Extracto de levadura 5 g/l, tripteína 10 g/l y NaCl 5 g/l. 

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 cámaras de cultivo del Instituto de 

Agrobiotecnología del Litoral (CONICET-UNL, Santa Fe) con una intensidad lumínica de 100 

μmol m
-2

 s
-1

, temperatura de 23 °C y humedad relativa del 70%. Se cosecharon las hojas y se 

congelaron inmediatamente con N2 líquido y se conservaron a -80 ºC hasta su uso. 

 

3.6 Obtención 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 síntesis de novo (Bio Basic, Canadá). 

Los codones fueron optimizados para su expresión en E. coli, con la adición de los sitios de 

restricción NdeI y SacI en los extremos 5’ y 3’, respectivamente, y se insertaron en el vector 

pUC57. 
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3.7 Oligonucleótidos 

 

Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 1, donde se 

remarcan las secuencias que determinan los sitios de las enzimas de restricción indicadas (en 

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

 

Tabla 1: Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. Las secuencias en itálica corresponden a los sitios de 

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

blanco. 

Oligonucleótido Secuencia Mutación 

AgrMan6PRasa-Fw (NheI) CATATGGCAATAACTCTTAACAGCGG - 

AgrMan6PRasa-Rv (BamHI) GGATCCTCAAGCATAAACATCTATTCC - 

M6PRwt-K48A-Fw GCTGCTGACTACGCGAATGAGTTAGAAG K48A 

M6PRwt-K48A-Rv CTTCTAACTCATTCGCGTAGTCAGCAGC K48A 

MolDHasa-D214S-Fw CAGGTTACCGTTATTTCTATCTCTGAATCTAAACG D214S 

MolDHasa-D214S-Rv CGTTTAGATTCAGAGATAGAAATAACGGTAACCTG D214S 

MolDHasa-D214S-I215T-Fw GGTTACCGTTATTTCTACCTCTGAATCTAAACG I215T 

MolDHasa-D214S-I215T-Rv CGTTTAGATTCAGAGGTAGAAATAACGGTAACC I215T 

MolDHasa-S343N-Fw GGAACGTCTGGTTAAAAATGATGTTCGTTACCG S343N 

MolDHasa-S343N-Rv CGGTAACGAACATCATTTTTAACCAGACGTTCC S343N 

 

3.8 Extracción de ARN y RT-PCR para obtención del gen que codifica para la Man6PRasa 

 

 Se llevó a cabo la extracción de ARN total a partir de hojas de apio utilizando el reactivo 

Trizol (Invitrogen) y siguiendo el protocolo descripto por el fabricante. El ADN copia fue 

sintetizado a 42 °C por 1 h en un volumen de reacción de 15 µl conteniendo 1600 ng de ARN 

total, dNTPs 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 

oligonucleótidos específicos AgrMan6PRasa-Fw y AgrMan6PRasa-Rv (Tabla 1), basados en las 

secuencias descriptas por Everard [53] y Khalil [217]. Las reacciones se realizaron con 2 μl de la 

mezcla de reacción de RT, dNTPs 2 mM; oligonucleótidos 0,1 mM; 5 µl buffer Pfu 10 X y 2,5 U 

de Pfu ADN polimerasa (PBL), en un volumen final de 50 μl. El programa utilizado fue el 

siguiente:  

1 ciclo de desnaturalización a 95 ºC, 5 min  
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30 ciclos de: (i) desnaturalización a 95 ºC, 1 min 

  (ii) hibridación a 50 ºC, 1 min 

(iii) elongación a 68 ºC, 2 min 

1 ciclo de elongación a 68 ºC, 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; ácido acético 40 mM; EDTA 1 mM) con la 

adición 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 utilizó el sistema Mini-Sub Cell GT 

(Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha y la visualización del fragmento de ADN se realizó 

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 escindió del gel y se purificó 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 utilizó la técnica de QuikChange 

(Agilent). La misma consistió en la utilización de un par de oligonucleótidos que son 

complementarios entre sí y que, además, tienen en sus centros la región portadora de la 

mutación. Mediante la técnica de PCR se extendieron ambas cadenas del ADN molde 

(plásmido). Las reacciones se realizaron con 50 ng de ADN, dNTPs 2 mM; oligonucleótidos 125 
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ng; 5 µl buffer Pfu 10 X y 2,5 U de Pfu ADN polimerasa (PBL), en un volumen final de 50 μl. El 

programa básico utilizado fue el siguiente:  

1 ciclo de desnaturalización a 95 ºC, 5 min  

16 ciclos de: (i) desnaturalización a 95 ºC, 1 min 

  (ii) hibridación a 55 ºC, 1 min 

                       (iii) elongación a 68 ºC, 1 min/500 pb 

Las reacciones se realizaron en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Luego, 

el templado se removió por digestión con la enzima de restricción DpnI y el ADN sintetizado en 

la reacción de PCR se utilizó para transformar células de E. coli TOP10. La confirmación de la 

identidad de los clones que contenían la mutación se realizó mediante secuenciación automática. 

 

3.12 Transformación de células de E. coli competentes 

 

Las bacterias se cultivaron hasta saturación en medio LB durante toda la noche a 37 ºC. 

Luego se realizó una dilución 1/100 en medio LB fresco y se incubó en las mismas condiciones 

hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,6. Se tomaron alícuotas de 1 ml y se separaron 

las células por centrifugación a 2.500 x g durante 5 min y a temperatura ambiente. Luego se 

resuspendieron en 500 µl de ST1 (MOPS-NaOH 10 mM; KCl 10 mM; pH 7,0). Se centrifugaron 

nuevamente en las mismas condiciones que el paso anterior y se resuspendieron en 500 µl de 

ST2 (MOPS-NaOH 100 mM; KCl 10 mM; CaCl2 50 mM; pH 6,5). Se incubaron 15 min en hielo 

y se separaron las células mediante una nueva centrifugación. Finalmente, se resuspendieron en 

100 µl de ST2. A estas células competentes se le adicionaron 2 µl de ADN plasmídico (o 5 µl de 

la reacción de ligación). La mezcla se incubó en hielo durante 1 h y luego se realizó el 

tratamiento térmico: 45 s a 42 ºC. Las células fueron enfriadas en hielo durante 2 min, diluidas 

en 1 ml de LB-Glc e incubadas 1 h a 37 ºC. Luego, las bacterias se centrifugaron 6 min a 2.500 x 

g y se resuspendieron en 100 µl de medio LB, para posteriormente sembrarlas en placas de Petri 

conteniendo medio LB-agar con el antibiótico correspondiente, según la construcción plasmídica 

con la que se haya transformado. Las placas se incubaron toda la noche a 37 ºC. 
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3.13 Minipreparación de ADN plasmídico 

 

Las células de E. coli transformadas se repicaron en medio LB líquido suplementado con 

el antibiótico correspondiente y se cultivaron a 37 ºC durante toda la noche. Las células se 

colectaron por centrifugación y se extrajo el ADN plasmídico utilizando las herramientas 

comerciales Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) y EasyPure Plasmid 

MiniPrep Kit (TransGen Biotech). La obtención del ADN plasmídico se corroboró por 

electroforesis en gel de agarosa.  

 

3.14 Secuenciación de ADN 

 

Los plásmidos seleccionados se enviaron a secuenciar para corroborar que la secuencia 

del gen sea la correcta. Para esto una alícuota de una miniprepración de ADN plasmídico, de una 

concentración aproximada de 100 ng/µl, se envió a la empresa Macrogen (Corea del Sur) para 

ser secuenciada de forma automatizada, utilizando oligonucleótidos específicos que hibridan en 

alguna región del plásmido cercana al sitio de inserción del gen, o sobre el propio gen. 

 

3.15 Digestión de ADN con enzimas de restricción 

 

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de 

clonado con las enzimas de restricción que permitieran su incorporación de manera adecuada en 

el vector de expresión seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de 

restricción. Además, el análisis de restricción es útil para confirmar la presencia del gen de 

interés en el vector en estudio. Las reacciones de digestión contenían 1-2 µg de ADN 

plasmídico, el buffer de reacción correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la 

enzima de restricción; 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 purificó a partir del gel. 
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3.16 Ligación 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 ligación del producto de PCR amplificado al vector 

de clonado pGEM-T Easy, se empleó una mezcla inserto:vector en una relación molar de 3:1 con 

el agregado de 2 U de ligasa en el buffer provisto por el fabricante. La mezcla de reacción se 

dejó toda la noche a 4 ºC y, posteriormente, se utilizó para transformar células competentes. 

Asimismo, para las reacciones que implicaron la ligación de los diferentes genes a los vectores 

de expresión seleccionados, se empleó una mezcla inserto:vector en una relación molar 5:1, la 

que fue previamente calentada 5 min a 65 ºC y, a posteriori, se agregaron 2 U de ligasa en el 

buffer provisto por el fabricante, en un volumen final de 20 µl. Las ligaciones se incubaron toda 

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

 

3.17 Expresión y purificación de las proteínas recombinantes 

 

Se crecieron células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con las construcciones 

mencionadas en la Tabla 1, en medio LB suplementado con 50 µg/ml de kanamicina hasta 

saturación. Luego se centrifugó 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 óptica a 600 nm de ~0,6, momento en el cual se indujo la expresión de la proteína 

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 centrifugó a 16.000 x g 

durante 20 min a 4 °C hasta obtener un sobrenadante limpio de partículas en suspensión. La 

fracción soluble se sembró en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare) previamente 

equilibrada con buffer A. La elución de la proteína retenida se realizó con un gradiente de 

imidazol de 10-300 mM en buffer A. Las fracciones que contenían actividad enzimática se 

reunieron y concentraron utilizando un dispositivo de ultrafiltración (Millipore, límite de corte 5-

30 kDa) a 4 °C. En el caso de la GolSasa, se llevó a cabo un paso adicional de purificación 

mediante cromatografía de exclusión molecular. El pool obtenido luego de la purificación 
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mediante cromatografía de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) se cargó 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 

contenían actividad enzimática se reunieron y concentraron.  

Las soluciones que contenían las proteínas purificadas se suplementaron con glicerol al 

5% (v/v), se dividieron en alícuotas y se almacenaron a -80 ºC 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 proteínas en geles discontinuos de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizó siguiendo la técnica descripta por Laemmli [218]. La 

concentración de acrilamida del gel de apilamiento fue de 4%, mientras que la concentración del 

gel de separación fue variada entre 10% y 12%, según la masa molecular de las proteínas 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), β-ME 100 mM, en Tris-HCl 50 

mM pH 6,8] y su posterior calentamiento a 100 °C durante 5 min. En caso de realizar SDS-

PAGE no reductor, se omitió la presencia de β-ME. Como marcadores de masa molecular se 

empleó BLUeye Prestained Protein Ladder (Sigma). Este es un set de marcadores preteñidos 

listos para utilizar, el cual consiste en 12 proteínas de masas moleculares 11, 17, 20, 25, 35, 48, 

63, 75, 100, 135, 180 y 245 kDa. La corrida electroforética se realizó a 30 mA constantes 

durante 1 h. Luego, se visualizaron las proteínas en el gel por tinción con Coomassie Brilliant 

Blue R-250 en una solución de metanol 30% (v/v) y ácido acético 10% (v/v). La posterior 

decoloración se llevó a cabo en una solución de metanol 5% (v/v) y ácido acético 7,5% (v/v).  

 

3.19 Cambio de medios y concentración de proteínas 

 

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

emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltración Amicon (Millipore) con un límite de corte 

apropiado para cada proteína (de 5 a 30 kDa) y se procedió según las indicaciones del fabricante. 
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3.20 Cuantificación del contenido proteico 

 

Para determinar la concentración de las proteínas totales presentes en las muestras se 

utilizó la técnica de Bradford [219], utilizando como patrón una solución de albúmina sérica 

bovina (BSA, Sigma). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un 

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

 

3.21 Cromatografía de filtración por geles: determinación de la masa molecular 

 

Para determinar la masa molecular al estado nativo de las proteínas bajo estudio, se 

utilizó una columna Superdex 200 10/300 (GE Healthcare) conectada a un equipo ÄKTA 

Explorer 100 (GE Healthcare). Las cromatografías 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 calibró 

utilizando las siguientes proteínas: ribonucleasa (13,7 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), 

ovoalbúmina (44 kDa), conalbúmina (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 V0 de la columna se determinó empleando una solución 

de Azul de Dextrano (Promega). La curva de calibrado se realizó graficando el Kav en función 

del log de la MM de los marcadores comerciales. El Kav se obtiene a partir de la siguiente 

ecuación: Kav
 
= (Ve-V0)/(Vc-V0); donde Ve es el volumen de elusión de la proteína de interés, V0 

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

 

3.22 Ensayos de actividad enzimática 

 

Una unidad de actividad enzimática (U) se define como la cantidad de enzima necesaria 

para producir/consumir 1 μmol de producto/sustrato en 1 min bajo las condiciones especificadas 

para cada ensayo. En todas las experiencias en donde se haya seguido la oxidación/reducción de 

NAD(P)H/NAD(P)
+
 a 340 nm, se empleó el coeficiente de extinción molar de 6,22 mM

-1
 cm

-1
 

para determinar la variación 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 μl 

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 reducción de la Man6P se 

realizaron en Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NADPH 0,3 mM, DTT 1 mM, Man6P 30 mM y una 

dilución adecuada de la enzima.  

Las medidas de actividad de la MolDHasa en el sentido de oxidación del Mol se 

realizaron en Tris-HCl 25 mM pH 9,0, Mol 200 mM, NAD
+
 5 mM y una dilución adecuada de la 

enzima.  

La actividad de la USPPasa se evaluó utilizando el método colorimétrico de alta 

sensibilidad desarrollado por nuestro grupo de trabajo [220], el cual se basa en la cuantificación 

del ortofosfato inorgánico (Pi) liberado de la hidrólisis específica de un de los productos de la 

actividad de la enzima. Específicamente, durante la síntesis de UDP-Gal a partir de UTP y el 

azúcar-1P (por ejemplo, Gal1P) se libera PPi, el cual es hidrolizado a Pi por una pirofosfatasa 

inorgánica. El Pi es luego cuantificado mediante la formación de un complejo de 

fosfomolibdato-Verde de Malaquita, el cual presenta color verde y es detectado a 630 nm. El 

medio de reacción estándar contenía MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0, MgCl2 10 mM, UTP 1 mM, 

Gal1P 2 mM, 0,2 mg ml
-1

 BSA, 0,025 U de pirofosfatasa inorgánica de levadura (EC 3.6.1.1) y 

una dilución adecuada de la enzima. Las reacciones se incubaron durante 10 min a 37 °C y se 

terminaron con la adición del reactivo de color, el cual se prepara en medio ácido. 

La actividad de la GolSasa se determinó en la dirección de la síntesis de Gol, utilizando 

un método cinético acoplado a piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa [221]. Este 

procedimiento sigue a la generación de UDP midiendo la desaparición de NADH. La mezcla de 

ensayo estándar contenía HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0, MgCl2 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
-1

 y enzima en una dilución adecuada. La 

reacción se incubó a 30 °C. 

Las medidas de actividad de la RafSasa en el sentido de síntesis 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 dilución 

adecuada. La reacción se incubo a 30 °C. La actividad de la RafSasa en el sentido de hidrólisis se 

evaluó empleando el método de Somogyi-Nelson [222, 223], para el cual se realizó una curva de 

calibrado con Gal. La mezcla re reacción contenía HEPES-NaOH 100 mM pH 7,0, 40 mM Gol y 

enzima en una dilución 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 utilizó el método específico de la Glc oxidasa, utilizando un kit comercial 

(Glicemia Enzimática, Wiener Lab).  

 

3.23 Determinación de los parámetros cinéticos 

 

Los datos de actividad enzimática se graficaron en función de la concentración de 

sustrato o efector utilizando el programa Origin 8.1 (OriginLab). Para calcular las constantes 

cinéticas, los datos experimentales se ajustaron a la ecuación de Hill modificada: v = Vmax [S]
nH

 / 

(S0,5
nH

 + [S]
nH

); donde S0,5 es la concentración de sustrato ([S]) que produce el 50% de la 

velocidad máxima (Vmax), y nH es el coeficiente de Hill [224]. En el caso de que una enzima 

presente un comportamiento hiperbólico (nH igual a 1), la ecuación de Hill modificada se 

convierte en la ecuación de velocidad descripta por Briggs-Haldane, conocida como de 

Michaelis-Menten, en la cual el S0,5 es equivalente a la Km. Los valores de kcat se calcularon 

utilizando la Vmax expresada en U mg
-1

 y considerando la masa molecular teórica de cada una de 

las enzimas. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos dos 

determinaciones, con una variación menor al 10%. Los valores de las mismas se expresan ± su 

error estándar, calculado por el programa informático a partir del ajuste de a los datos 

experimentales a la ecuación utilizada. 

 

3.24 Estudios de óxido-reducción 

 

Para analizar el efecto de la diamida, el H2O2, el ditiotreitol (DTT) y el glutatión oxidado 

y reducido (GSSG y GSH, respectivamente) sobre la actividad de la GolSasa recombinante, se 

incubó la enzima con concentraciones crecientes de los compuestos oxidantes o reductores 

durante 15 min a 30 ºC con HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0. Para eliminar el exceso de 

compuestos oxidantes, la GolSasa se desaló por ultrafiltración a 10.000 x g y a 4 °C, utilizando 

un dispositivo Vivaspin 500 (Sartorius). Para evaluar la reversibilidad del proceso, se incubó la 

enzima oxidada con DTT, GSH o Trx de E. coli (EcoTrx). La enzima EcoTrx se expresó y 

purificó como se describió anteriormente [65]. Las reacciones se incubaron durante 15 min a 30 

ºC con HEPES-NaOH 50 mM pH 7,0. Se tomaron alícuotas a intervalos de tiempo regulares y se 

ensayó su actividad en condiciones estándar (ver arriba). En paralelo, se procesó 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 realizó la medida del contenido proteico, para corregir 

cualquier variación que ocurra en el proceso de desalado. Con estos valores, se calcularon los 

respectivos de actividad específica antes y después de la ultrafiltración. La actividad de la 

enzima se relativizó respecto al valor inicial de actividad y al valor correspondiente al control y 

se graficó la actividad enzimática normalizada en función de la concentración de reductor. 

 

3.25 Ensayos de desplazamiento térmico 

 

Para analizar el efecto de la unión de los sustratos a la Man6PRasa se utilizó el método 

descrito por Huynh y Partch [225]. Los ensayos se realizaron con 0,15 mg ml
-1

 de proteína, 

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 μl en placas de PCR de 96 pocillos (Applied Biosystems). Se utilizaron dos 

controles diferentes, uno sin proteína ni ligando (compuesto de buffer, agua y colorante) y otro 

sin proteína (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 simultáneamente), ajustado para ROX como colorante de referencia. 

 

3.26 Modelado molecular 

 

Se construyó 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 proteína a modelar presentó 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 modeló empleando el 

servidor I-TASSER. Este servidor consiste en una plataforma integrada para la predicción 

automatizada de la estructura y función de las proteínas basada en el paradigma de secuencia a 

estructura a función (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). La función de la 

proteína se infiere luego haciendo coincidir estructuralmente los modelos 3D con otras proteínas 
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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 seleccionó un modelo para 

cada una en función 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 homología 

y para la GolSasa por fold recognition. Además, empleando el servidor web 3DLigandSite se 

logró predecir los posibles sitios de unión de ligandos para ambas enzimas 

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

 

3.27 Ensayos de cristalización  

 

Para llevar a cabo los ensayos de cristalización, se purificó la Man6PRasa primero por 

IMAC y luego por cromatografía de exclusión molecular. Los cristales de la Man6PRasa se 

obtuvieron por primera vez utilizando el método de difusión de vapor de gota sentada a 20 °C. El 

ensayo inicial se realizó utilizando los kits de screening de matriz dispersa Cryo 1+2, Crystal 

screening 1+2, PEG/Ion, Index, MCSG-1, MCSG-T2, Wizard 1+2 y Wizard 3+4 (Hampton 

Research), en placas de cristalización 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 contenía formiato de amonio 0,2 M (pH 6,6) y PEG 3500 al 20% (p/v), para las 

gotas que constaban de 0,5 µl de proteína 10 mg ml
-1

 y 0,5 µl de solución del reservorio. La 

condición de cristalización inicial fue optimizada empleando el método de difusión 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 solución crioprotectora que 

contenía glicerol 20% (v/v) durante unos minutos antes de congelarlos en nitrógeno líquido. Los 

datos de difracción de rayos X se recopilaron en la línea 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 construcción del modelo y su posterior refinamiento. 

 

3.28 Cromatografía en capa delgada 

 

Se empleó la técnica de cromatografía en capa delgada para el análisis de la composición 

de carbohidratos en el medio de reacción de la RafSasa [234, 235]. Como soporte se usaron 
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placas TLC Silica gel F254 (Merck) y para la fase móvil se utilizó butanol:ácido acético:agua en 

una relación 5:3:1. Para el revelado, la mejor detección se dio con Orcinol 0,25% en solución de 

ácido sulfúrico al 5% en etanol y secando con aire caliente hasta la aparición de color.  

 

3.29 Ensayos con plantas de apio 

 

 Se crecieron plantas de apio bajo 4 condiciones diferentes: fotoperiodo de día largo, 

fotoperiodo de día normal, fotoperiodo de día corto y estrés por frío. Las condiciones de de 

luz/oscuridad, intensidad lumínica, 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. 

Ensayo 
Luz/oscuridad 

(h) 

Intensidad lumínica 

(μmol m
-2

 s
-1

) 

Temperatura 

(°C) 

Humedad 

relativa (%) 

Fotoperiodo día largo 16/8 100 23 70 

Fotoperiodo día normal 12/12 100 23 70 

Fotoperiodo día corto 8/16 100 23 70 

Estrés por frío 16/8 100 10 70 

 

En los ensayos de diferentes fotoperiodos e intensidad lumínica, las plantas fueron 

crecidas durante las primeras 6 semanas en una cámara de cultivo del Instituto y los últimos 7 

días se pasaron a una cámara climática de menor tamaño y condiciones de cultivo estrictamente 

controladas (FitoClima 600, ARALAB, Portugal). Luego de 50 días desde la siembra, se cosechó 

la cuarta hoja de las plantas de apio, 3 a 5 réplicas biológicas, cada 2 h durante un ciclo completo 

de luz/oscuridad. Las muestras se congelaron de forma inmediata en nitrógeno líquido y se 

conservaron a -80 °C hasta su uso. 

El ensayo de estrés por frío se llevó a cabo de la siguiente manera: las plantas se 

crecieron las primeras 4 semanas en la cámara de cultivo del Instituto, luego se pasaron a dos 

cámaras climáticas bajo idénticas condiciones (16 h de luz y 8 h de oscuridad, 23 °C) durante 7 

días más para aclimatación de las mismas. La muestra a tiempo cero se tomó en igualdad de 

condiciones e inmediatamente se cambió la temperatura de una de las cámaras FitoClima 600 a 

10 °C, manteniendo la otra a 23 °C como control. A partir de este momento, se cosechó la cuarta 

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

nitrógeno líquido y se conservaron a -80 °C hasta su uso. 

 

3.30 Cuantificación de azúcares solubles y almidón 

 

 La extracción de azúcares solubles a partir de las muestras recolectadas de plantas de apio 

se realizó siguiendo el protocolo descripto por Stitt [236]. Este consiste en una extracción 

etanólica que permite separar en el sobrenadante los azúcares solubles a cuantificar y en el 

precipitado el almidón. En el primer caso, se dispensa el sobrenadante obtenido de cada muestra 

en una microplaca que contenga la mezcla de reacción (HEPES-KOH 100 mM pH 7,0; MgCl2 3 

mM y ATP 3 mM) y la enzima Glc6PDHasa, y se mide la absorbancia a 340 nm. Una vez que la 

absorbancia se estabilizó, 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 Glc, Fru y Suc, respectivamente. Para cuantificar el almidón en el precipitado 

obtenido de la extracción etanólica, primero hay que digerirlo. Esto se hace mediante una 

reacción catalizada por las enzimas amiloguclosidasa y α-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 reacción que se describió más arriba para la 

determinación de azúcares solubles. 

 

3.31 Determinación de clorofilas 

 

A partir de los extractos utilizados para el análisis de azúcares 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 (µg µl totales de extracto
-1

) = 5,48 x A665 – 2,16 x A645 

Clorofila b (µg µl totales de extracto
-1

) = 9,67 x A645 – 3,04 x A665  
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3.32 Medida de contenido proteico y niveles de aminoácidos 

 

El contenido proteico en cada muestra se determinó mediante el método de Bradford 

[219]. Por otro lado, se empleó el método de la fluorescamina [237] para la detección de los 

niveles de aminoácidos. Este se basa en la fluorescencia producida por la reacción de la 

fluorescamina con aminoácidos liberados por hidrólisis del enlace amida peptídico. La mezcla de 

reacción contiene fluorescamina 0,1 % en acetonitrilo, buffer borato de sodio 0,1 M pH 8,0 y 

extracto etanólico. Se debe hacer una curva de calibrado en las mismas condiciones de la mezcla 

de reacción, empleando como estándar glutamato en 70 % (v/v) etanol a diferentes 

concentraciones. Luego de incubar 5 min a temperatura ambiente, se midió la fluorescencia de 

las muestras (excitación a 405 nm, emisión 485 nm) en fluorímetro Fluoroskan Ascent FL 

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

 

3.33 Medidas de niveles de fotosíntesis y de eficiencia cuántica máxima del PSII 

 

Durante el ensayo de estrés por frío se llevaron a cabo las medidas de los niveles de 

fotosíntesis y de la relación Fv/Fm (Fluorescencia variable/Fluorescencia máxima). Esta relación 

es una estimación de la eficiencia cuántica máxima de la actividad fotoquímica del PSII cuando 

todos los centros de reacción del mismo están abiertos [238]. Una disminución en la relación 

Fv/Fm indica una reducción en la eficiencia fotoquímica del PSII, por lo que este parámetro 

puede ser empleado para detectar perturbaciones en el sistema fotosintético causadas por el 

estrés abiótico [239, 240]. Para poder llevar a cabo esta experiencia se utilizó el sistema portátil 

de fotosíntesis 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 determinación se realizó sobre la cuarta hoja de 

las plantas de apio (10 réplicas biológicas por cada condición: control y estrés por frío), a mitad 

del fotoperiodo (8 h desde el inicio del mismo), en igualdad de condiciones (día cero) e 

inmediatamente se cambió la temperatura de una de las cámaras 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, 4 y 6 días. 
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4 RESULTADOS 

 

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

 

4.1.1 Caracterización cinética y estructural de la Man6PRasa 

 

La Man6PRasa es la enzima clave en la vía de síntesis del Mol en hojas de apio. Esta 

enzima pertenece a la familia 2 de las AKR, su conformación estructural es un dímero y su 

actividad catalítica es dependiente de NADPH [40, 55, 56]. Para comenzar el estudio de la 

Man6PRasa, obtuvimos la secuencia codificante por síntesis de novo, la cual fue subclonada en 

el vector de expresión. La enzima recombinante purificada mostró una actividad (en el sentido de 

reducción de la Man6P a Mol1P) de 0,001 U mg
-1

, un valor considerablemente más bajo que el 

informado para otros miembros de la familia 2 de las AKR [58, 59]. El análisis de la enzima 

recombinante por SDS-PAGE y cromatografía de exclusión molecular (Superdex 200) mostró 

que la enzima se encuentra en su estado nativo como un monómero de ~40 kDa, mientras que la 

bibliografía informa que la estructura cuaternaria de la Man6PRasa de apio es un dímero [40, 

53].  

A partir de estos resultados, se realizó una nueva búsqueda 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 síntesis 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 aminoácidos, 

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 expresó y 

purificó la enzima aldosa-6-fosfato reductasa (Ald6PRasa) de hojas de manzano (una proteína 

dimérica y que pertenece al grupo 2 de la familia de las AKR) con el His-tag en el C-terminal, lo 

cual resultó en una disminución importante de la actividad catalítica. Dichos autores demostraron 

que la unión 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-tag ubicado en dicha posición impide 

la adecuada interacción entre subunidades, la cual es determinante para la formación del dímero 

y de la actividad catalítica de la enzima. Por lo tanto, se planteó la hipótesis 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 síntesis de novo, no es correcta, lo que explicaría la conformación 

monomérica obtenida para la misma y la falta de actividad enzimática.  

A partir de esto, se amplificó 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 proteína putativa de 309 aminoácidos 

(Material Suplementario, Secuencia 1.2) con un pI teórico 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 subclonó en el vector de expresión, se produjo de forma recombinante y 

se purificó por IMAC. El análisis por SDS-PAGE de la proteína purificada mostró una banda 

mayoritaria de ~37 kDa, mientras que la proteína nativa eluyó de la columna de exclusión 

molecular como una proteína 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 

homodímero. 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 continuación, se determinaron 

los parámetros cinéticos de la Man6PRasa en el sentido de reducción de la Man6P (sentido 

fisiológico), siendo la Vmax de 3,5 U mg
-1

 y los S0,5 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: Análisis de la Man6PRasa mediante SDS-PAGE y cromatografía de filtración por gel. (A) SDS-PAGE 

reductor al 12%. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fracción soluble de células recombinantes que 

expresan Man6PRasa (extracto crudo); calle 3, Man6PRasa (~1 µg) purificada por IMAC. (B) Cromatografía de 

filtración en gel. Gráfico de Kav versus log (masa molecular). (□) Proteínas patrones de masa molecular: RN 

(ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbónica, 29 kDa), OA (ovoalbúmina, 44 kDa), CoA (conalbúmina, 75 

kDa), AL (aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); (●) Man6PRasa. 

 

4.1.2 Ensayos de cristalización y obtención de la estructura de la Man6PRasa 

 

Se llevaron a cabo ensayos de cristalización de la Man6PRasa de apio por el método de 

difusión por vapor de gota sentada. Se obtuvieron cristales en diferentes condiciones 

independientes, pero los cristales con mejor morfología y tamaño para su análisis se obtuvieron 

con una gota de 6 µl de Man6PRasa 10 mg ml
-1

; buffer Tris-HCl 20 mM pH 8,0; Man6P 30 mM 

y NADP
+
 0,3 mM; y 6 µl de solución 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 resolución de 1,73 Å y los 

datos recopilados fueron utilizados para realizar el phasing, la construcción 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 parámetros cristalográficos se presentan en la Tabla 3. La enzima cristalizó en 

el grupo espacial monoclínico C 1 2 1 y se encontraron cuatro cadenas polipeptídicas (2 

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

Parámetro Valor 

Resolución 1,73 Å 

R-libre 20,62% 

R-trabajo 17,93% 

Grupo espacial C 1 2 1 

Longitudes de la celda α: 152,202 Å 

 β: 61,779 Å 

 γ: 148,063 Å 

Ángulos 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 ácido manónico, observándose un sitio activo por cada subunidad. La 

Man6PRasa presenta el plegamiento general (β/α)8 de barril TIM (triosa-P isomerasa), 

interrumpido por dos bucles que conectan la hebra β y la hélice α en las repeticiones 4 y 7 

(Figura 9A). El motivo N-terminal de la proteína (hebras β 1 y 2) forma una horquilla β 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 (β/α)8 y es definido por una tétrada de 

residuos catalíticos: Asp
42

, Tyr
47

, Lys
76

 e His
107

 [56, 241] (Figura 9C), que se encuentran 

conservados tanto en secuencia como en estructura en la mayoría de las AKR [242]. Es relevante 

notar que la posición general del sitio activo se mantiene en todas las proteínas que presentan la 

conformación (β/α)8 de barril TIM, un tipo de plegamiento que se cree que se estableció como 

altamente conservado y bastante general para las enzimas [243]. Cada subunidad de la 

Man6PRasa muestra tres bucles flexibles (Figura 9D), los que están implicados en la 

determinación 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 ácido manónico.  
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Figura 9: (A) Monómero de la Man6PRasa con plegamiento (β/α)8 de barril TIM. Las repeticiones 4 y 7 y los 

bucles que las interrumpen se encuentran resaltados en colores más oscuros. (B) Hebras β 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 

aminoácidos 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 azúcar 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 Tyr
47

 es el candidato más probable para 

proporcionar asistencia catalítica ácida para la reducción del grupo carbonilo del sustrato. En 

cuanto a la Lys
76

, estudios realizados en la xilosa reductasa de Candida tenuis [56, 249] han 

demostrado su importancia al establecer que el -NH3
+ 

de su cadena lateral facilita la reducción 

del grupo carbonilo por el NAD(P)H unido. Esto lo hace mediante estabilización electrostática 

del estado de transición de la enzima. En líneas generales, este aminoácido 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 catalítico ácido en la enzima. 

Varios autores han utilizado la mutagénesis sitio-dirigida para analizar la implicancia de la His
107
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en el sitio activo [56, 246–248]. La retención de actividad, baja pero medible, en mutantes de 

esta His por Asn, Gln, Glu o Ala sugiere una función auxiliar para este residuo en el mecanismo 

catalítico de las AKR. Tratando de conciliar la evidencia obtenida por estos autores en un 

mecanismo unificado para la His
107

 (que sería coherente con el patrón de conservación de este 

residuo), se propuso que la His tiene un rol preponderante en el posicionamiento del grupo 

carbonilo del sustrato para la catálisis [56]. Finalmente, se ha determinado que el Trp
19

 está 

implicado en la unión selectiva de la aldosa. La relación estructura-función propuesta para el 

Trp
19

 puede ser de importancia general porque las enzimas de las familias 1 a 5 de las AKR que 

prefieren los aldehídos suelen tener un residuo de Trp en una posición homóloga a la del Trp
19

. 

Por el contrario, las AKR que prefieren las cetonas a menudo tienen residuos de Tyr o Phe, 

aunque también pueden ser otros aminoácidos, en la misma posición que el Trp
19

. 

 

4.1.3 Análisis de la estabilidad de los ligandos utilizados en los ensayos de cristalización de la 

Man6PRasa 

 

Teniendo en cuenta que la estructura cristalina de la Man6PRasa contiene ácido 

manónico en lugar de Man6P (el ligando incorporado en los ensayos de cristalización), se 

diseñaron diferentes experimentos para evaluar la estabilidad de los sustratos en las condiciones 

de cristalización. 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 azúcares y cofactores. Para 

examinar la estabilidad de los diferentes sustratos, se tomaron alícuotas de las reacciones a 

diferentes tiempos (al inicio del ensayo, 1 hora, 1 día 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 contenían Man6P, lo que muestra 

que el grupo fosfato se hidroliza del azúcar y se libera al medio durante el experimento. También 

se puede notar el aumento de Pi en las reacciones que contenían Man y NADP
+
/NADPH, lo cual 

sugiere la hidrólisis 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 reacción en 

presencia de Man6PRasa, tanto con Man6P como con Man, indicando que la enzima también 

puede utilizar el azúcar no fosforilado como sustrato. Una semana después, los niveles de 

NADPH son muy bajos, indicando oxidación completa de este compuesto. Finalmente, en la 
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reacción correspondiente a los sustratos Man y NADP
+
 en presencia de la enzima se observa al 

tiempo de 1 día un aumento del contenido de NADPH. En estas condiciones la Man se oxida a 

ácido manónico con la consecuente reducción 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 ácido manónico presente en la estructura cristalina de la Man6PRasa proviene de la 

Man6P, la cual pierde el grupo fosfato por hidrólisis espontánea y luego, la Man resultante 

experimenta un proceso de oxidación mediado por la Man6PRasa en el tiempo que toma el 

ensayo de cristalización.  

  

 

Figura 10: Análisis de la estabilidad de los ligandos utilizados en los ensayos de cristalización 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 decidió evaluar si los ligandos utilizados en los ensayos de cristalización 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 

desnaturalización (temperatura de melting) de proteínas bajo diferentes condiciones. El método 

más común para medir estos cambios térmicos es la fluorimetría de barrido diferencial 

(differential scanning flourometry), que utiliza fluoróforos específicos que brindan alta 

sensibilidad. De esta forma se puede investigar la estabilización de proteínas inducida por 

ligandos, lo cual ayuda a aumentar la probabilidad de cristalización de muestras biológicas [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 concentración 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 concentración de 0,03 mM (cercana al valor de S0,5, ver 

Tabla 4) la temperatura de melting aumenta 5 °C, mientras que a 0,3 mM aumenta aún más, 

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 

desnaturalización es más bajo que en el caso en el que se encuentra sólo el cofactor. 
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Figura 11: Ensayo de desplazamiento térmico. Se analizó la influencia de diferentes concentraciones de los 

sustratos fisiológicos (Man6P y NADPH) y del NADP
+
 sobre la temperatura de melting de la Man6PRasa.  

 

4.1.5 Obtención y caracterización cinética y estructural de la mutante K48A 

  

Con el objetivo de determinar qué residuos estarían implicados en la unión del grupo 

fosfato de la Man6P, se analizó detalladamente la estructura resuelta de la Man6PRasa. Para 

esto, se seleccionaron los aminoácidos que se encontraban a menos de 5 Å del C6 del ácido 

manónico, donde hipotéticamente se ubicaría el fosfato de la Man6P, los cuales resultaron ser: 

Trp
19

, Tyr
47

, Lys
48

, His
107

, Phe
108

 y Asn
297 

(Figura 12). Luego, se realizó un alineamiento de la 

secuencia proteica de la Man6PRasa con las secuencias de otras aldosas reductasas que utilizan 

como sustrato azúcares-P (Ald6PRasas de M. domestica y P. persica) y azúcares no fosforilados 

(xilosa reductasa de C. tenuis y aldosa reductasa de Homo sapiens; Figura 13). De esta forma se 

comprobó que los residuos Trp
19

, Tyr
47

, His
107

 y Phe
108

 se encuentran conservados en todas las 

enzimas, mientras que el residuo Asn
297

 sólo está presente en la Man6PRasa. Por el contrario, la 

Lys
48

 se encontró en las secuencias de reductasas que unen azúcares-P, pero no en las otras dos 

(xilosa reductasa y aldosa reductasa). Por esta razón, se seleccionó este residuo para llevar a cabo 

la mutación K48A y así estudiar su relevancia en la unión al azúcar-P.  
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Figura 12: Sitio de unión a ligandos en una de las subunidades. Se destacan los residuos que estarían involucrados 

en la unión al grupo fosfato de la Man6P. 

 

 

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 aminoácidos de la Man6PRasa que se encuentran a menos de 5 Å 

del C6 del ácido manónico en la estructura de la Man6PRasa. 

 

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

mutación K48A para estudiar la importancia de este residuo en la unión del fosfato de la Man6P. 
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Para ello se empleó la técnica de QuikChange, como se describe en el apartado 3.11 de 

Materiales y Métodos. Se confirmó la inserción de la mutación mediante secuenciación y se 

precedió a la obtención de la enzima mutante de forma recombinante. Concluida la purificación, 

se llevó a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida del extracto crudo y de las eluciones 

que se obtuvieron luego de la purificación, obteniendo una banda mayoritaria de ~35 kDa. Se 

determinó una masa molecular de 64 kDa por cromatografía de exclusión molecular, 

confirmando que mantiene la estructura cuaternaria homodimérica. 

Seguidamente se realizó la caracterización cinética de la Man6PRasa mutada. En la Tabla 

4 se presentan los parámetros obtenidos, en comparación con los de la enzima salvaje. En la 

Figura 14 se presentan gráficamente los resultados obtenidos en la Tabla 4. Ambas proteínas 

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 azúcares. La enzima 

cataliza las reacciones con Man y Glc6P con eficiencias similares entre sí, pero bastante menores 

(2 órdenes 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 Vmax es mayor con Man que con Man6P. Además, la eficiencia catalítica es 4 veces 

mayor Man y 2 órdenes de magnitud menor con Man6P que para la Man6PRasa (Figura 14D). 

La eficiencia catalítica del NADPH en presencia de Man es un orden de magnitud más grande 

para la mutante K48A que para la enzima salvaje, mientras que las eficiencias catalíticas del 

cofactor con los azúcares-P presentan un detrimento de un orden de magnitud al hacer esta 

misma comparación (Figura 14E). Cabe destacar que la Man6PRasa-K48A emplea con la misma 

eficiencia el cofactor NADPH en presencia de los azúcares Man6P y Man. 
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Tabla 4: Caracterización 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 catalítica, se utilizó la masa molecular teórica de la 

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

Enzima Sustrato S0,5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Ef. Cat. (M
-1

 s
-1

) 

Man6PRasa 

Man6P 4,4 ± 0,1 
3,5 ± 0,1 

1,0 x 10
3
 

NADPH(Man6P) 0,026 ± 0,002 1,7 x 10
5
 

Man 145 ± 68 
0,17 ± 0,03 

1,5 

NADPH(Man) 0,14 ± 0,01 1,6 x 10
3
 

Glc6P 12,3 ± 1,8 
0,073 ± 0,009 

7,6 

NADPH(Glc6P) 0,020 ± 0,001 4,7 x 10
3
 

Man6PRasa-K48A 

Man6P 16,3 ± 2,5 
0,68 ± 0,18 

53,3 

NADPH(Man6P) 0,029 ± 0,002 3,1 x 10
4
 

Man 147 ± 15 
0,76 ± 0,03 

6,7 

NADPH(Man) 0,042 ± 0,003 2,4 x 10
4
 

Glc6P 14,9 ± 2,5 
0,017 ± 0,001 

1,5 

NADPH(Glc6P) 0,058 ± 0,006 3,8 x 10
2
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Figura 14: Comparación gráfica de los parámetros cinéticos S0,5 de los sustratos, Vmax y eficiencia catalítica entre la 

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

 

4.1.6 Caracterización 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 regulación de la 

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

metaloproteína que tiene un átomo de Zn
2+

, presenta conformación monomérica y masa 
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molecular de aproximadamente 43 kDa [50, 67]. Su actividad catalítica 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 proteína putativa de 365 

aminoácidos (Material Suplementario, Secuencia 2.2) con un pI teórico de 6,25 y una masa 

estimada de 40,1 kDa, idéntica a la descripta por Williamson y colaboradores [252]. Se llevó a 

cabo un SDS-PAGE en condiciones reductoras del extracto crudo y de las eluciones que se 

obtuvieron luego de la purificación por IMAC, obteniendo una banda mayoritaria de ~40 kDa 

(Figura 15A). También se determinó su masa molecular por cromatografía de filtración por 

geles, la cual resultó ser de 80 kDa (Figura 15B), lo cual indica que la MolDHasa obtenida de 

forma recombinante presenta una conformación estructural homodimérica. Este resultado difiere 

de los datos informados en la bibliografía, donde se describe a esta enzima como monómero [50, 

253]. Luego, se determinaron los parámetros cinéticos de la enzima; así, se obtuvo una Vmax de 

1,8 U mg
-1

 en el sentido de degradación del Mol (sentido fisiológico), siendo el S0,5 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. 

 

 

Figura 15: Análisis de la MolDHasa mediante SDS-PAGE y cromatografía de filtración por geles. (A) SDS-PAGE 

al 12% reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fracción soluble de células recombinantes que 

expresan MolDHasa (extracto crudo); calle 3, MolDHasa (~1 µg) purificada por IMAC. (B) Cromatografía de 

filtración por geles. Gráfico de Kav versus log (masa molecular). (□) Proteínas patrones de masa molecular: RN 

(ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbónica, 29 kDa), OA (ovoalbúmina, 44 kDa), CoA (conalbúmina, 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 homología de la enzima, el cual resultó de utilidad para determinar cuáles 

aminoácidos se encontrarían involucrados en la unión del cofactor. Para ello, se llevó a cabo una 

búsqueda de secuencias homólogas a la MolDHasa y cuya estructura se encuentre resuelta. Esto 

se realizó colocando la secuencia proteica de la MolDHasa en el servidor BLAST del NCBI y 

utilizando la base de datos Protein Data Bank para la búsqueda, lo que arrojó 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 homodímero y su estructura está resuelta por difracción de rayos X. Se obtuvo un 

modelo final de la MolDHasa de apio (Figura 16A) por modelado por homología.  

Aunque originalmente se informó que la sinapil alcohol deshidrogenasa unía sólo un ion 

Zn
2+

 por monómero [254], la estructura cristalina de esta enzima, y por lo tanto el modelo de la 

MolDHasa, contiene dos iones Zn
2+

 por cada subunidad, uno con función catalítica y el otro con 

propiedades estructurales. La presencia de dichos iones es característica de las enzimas de la 

familia MDR dependiente de Zn
2+

. Los residuos de Cys 103, 106, 109 y 116 son los encargados 

de formar un complejo con el Zn
2+

 estructural (centro 4 Cys-Zn
2+

) (Figura 16B). En varias 

alcohol deshidrogenasas tetraméricas dependientes de Zn
2+

, los bucles de unión de Zn
2+

 

estructural están involucrados en la oligomerización; asociándose los dímeros a través de estos 

bucles que sobresalen, formando el tetrámero funcional [255]. Debido a que la MolDHasa es 

dimérica, estos bucles no están en contacto con otras moléculas de MolDHasa y el papel 

funcional del Zn
2+

 estructural sigue siendo desconocido. El Zn
2+

 catalítico se encuentra en la 

base de la hendidura del sitio activo y es coordinado por las cadenas laterales de la Cys
50

, His
70

 y 

Cys
166

. La coordinación tetraédrica del Zn
2+

 se completa con una molécula de agua, la cual 

forma un puente de hidrógeno con la Ser
52

 (Figura 16C) [227]. 
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Figura 16: (A) Modelo estructural de la MolDHasa de conformación dimérica. (B) Coordinación de las Cys 103, 

106, 109 y 117 con el Zn
2+

 estructural. C. El Zn
2+

 catalítico está coordinado tetraédricamente por Cys
50

, His
72

, 

Cys
166

 y una molécula de agua (no se muestra en la imagen). La línea de puntos roja representa la coordinación entre 

el Zn
2+

, la molécula de agua y el puente hidrógeno que forma esta última con la Ser
52

. 

 

Cada subunidad de la MolDHasa se compone de dos dominios: uno de unión a 

dinucleótido (residuos 170 a 302), que adopta el clásico plegamiento de Rossmann [256], y otro 

de unión a sustrato (residuos 1 a 169 y 303 a 362). La hendidura profunda entre los dominios de 

unión al Mol y al cofactor que contiene al Zn
2+

 catalítico, es esencial para el mecanismo 

catalítico de las enzimas de la superfamilia MDR [257]. Cada sitio activo de la MolDHasa está 

compuesto por aminoácidos que pertenecen a las dos subunidades de la molécula dimérica. La 

dimerización ocurre a través del dominio de unión al cofactor (residuos 282 a 302) de cada 

subunidad. La hebra más externa de la lámina β de seis hebras paralelas de la subunidad A forma 

enlaces de hidrógeno con la correspondiente cadena β de la subunidad B, exhibiendo una 
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disposición antiparalela (Figura 17A). El sitio activo de la MolDHasa está delineado por residuos 

alifáticos y aromáticos, 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
61

, 

Ser
115

, His
116

, Ala
279

, Ile
302

 y Asn
303

 de la subunidad A demarcan parte del bolsillo catalítico, el 

cual también es definido por los aminoácidos Phe
289

, Leu
292

 y Lys
293

 de la subunidad B. El resto 

de la delimitación del sitio activo está moldeado por los residuos polares (de la subunidad A) que 

coordinan el Zn
2+

 catalítico, y que incluyen la Cys
50

, la His
72

, la Cys
166

, la Ser
52

 (la cual establece 

un puente de hidrógeno con una molécula de agua) y la Cys
98

 (Figura 17B). 

 

 

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

color lila y la B es de color verde. Las hebras β de cada subunidad involucradas en la formación del dímero están 

resaltadas en colores más oscuros. El Zn
2+

 catalítico está representado como una esfera amarilla. (B) Conformación 

del sitio activo: Cys
50

, Ser
52

, Trp
61

, His
72

, Cys
98

, Ser
115

, His
116

, Cys
166

, Ala
279

, Ile
302

 y Asn
303

 de la subunidad A 

(residuos en lila); Phe
289

, Leu
292

 y Lys
293

 de la subunidad B (residuos en verde). 



Resultados 

70 

 

La sinapil alcohol deshidrogenasa es específica para el cofactor NADP
+
, mientras que la 

MolDHasa es específica para NAD
+
. A partir de la comparación entre la estructura resuelta de la 

enzima de P. tremuloides y el modelo obtenido para la proteína de apio se logró determinar el 

sitio de unión al cofactor. De esta forma, se identificaron los cinco aminoácidos que serían los 

responsables de la unión al grupo fosfato del cofactor NADP
+
 (Figura 18). Dos de estos grupos 

se encuentran conservados en ambas enzimas (Ser
216

 y Lys
219

). Los otros tres aminoácidos, que 

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: D214S, I215T y S343N (Figura 18C).  

 

 

Figura 18. Análisis comparativo de los sitios de unión 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 

homología obtenido para la MolDHasa (verde). Se resaltan los residuos conservados (Ser
216

 y Lys
219

) y aquellos 

elegidos para llevar a cabo el cambio de especificidad por el cofactor para la MolDHasa (Asp214Ser, Ile215Thr 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 aminoácidos 

candidatos a ser mutados para el cambio de especificidad por el cofactor y se diseñaron los 

oligonucleótidos necesarios para llevar cabo dicha tarea mediante la técnica de QuikChange, 

como se describe en la sección 3.11 de Materiales y Métodos. Las mutantes a estudiar fueron: 

D214S, D214S-I215T, D214S-I215T-S343N y D214S-S343N. Se confirmó la inserción de las 
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mutaciones mediante secuenciación automática y se procedió a la obtención de las enzimas 

modificadas de forma recombinante. En todos los casos, concluida la purificación, se llevó 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 determinó la masa 

molecular por cromatografía de exclusión 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 

parámetros cinéticos obtenidos se presentan en la Tabla 5, y una representación gráfica de los 

mismos en la Figura 19.  

 

Tabla 5: Parámetros cinéticos obtenidos para la MolDHasa y las mutantes. Se midió la actividad enzimática en 

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

Enzima Sustrato S0,5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Ef. Cat. (M
-1

 s
-1

) 

MolDHasa 

MolNAD
+
 25 ± 2 

1,8 ± 0,4 
9,8 x 10

1
 

NAD
+
 0,9 ± 0,1 2,6 x 10

3
 

MolNADP
+
 76 ± 11 

0,047 ± 0,001 
8,7 x 10

-1
 

NADP
+
 2,0 ± 0,1 3,2 x 10

1
 

MolDHasa-D214S 

MolNAD
+
 28 ± 3 

0,114 ± 0,004 
5,6 

NAD
+
 0,51 ± 0,06 3,1 x 10

2
 

MolNADP
+
 5 ± 1 

0,0182 ± 0,001 
4,7 

NADP
+
 0,45 ± 0,04 5,6 x 10

1
 

MolDHasa-D214S-I215T 

MolNAD
+
 48 ± 6 

0,0097 ± 0,0006 
2,8 x 10

-1
 

NAD
+
 2,0 ± 0,2 6,7 

MolNADP
+
 3 ± 2 

0,0022 ± 0,0004 
1,2 

NADP
+
 0,43 ± 0,05 7,1 

MolDHasa-D214S-I215T-S343N 

MolNAD
+
 61 ± 12 

0,002 ± 0,001 
4,4 x 10

-2
 

NAD
+
 3,1 ± 0,2 8,4 x 10

-1
 

MolNADP
+
 0,9 ± 0,2 

0,0035 ± 0,0008 
5,2 

NADP
+
 0,041 ± 0,003 1,2 x 10

2
 

MolDHasa-D214S-S343N 

MolNAD
+
 99,3 ± 0,1 

0,7 ± 0,1 
9,4 

NAD
+
 1,9 ± 0,4 4,9 x 10

2
 

MolNADP
+
 5 ± 1 

0,12 ± 0,02 
2,9 x 10

1
 

NADP
+
 0,30 ± 0,03 5,3 x 10

2
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Figura 19: Comparación de los parámetros cinéticos obtenidos para la MolDHasa salvaje y las mutantes D214S, 

D214S-I215T, D214S-I215T-S343N y D214S-S343N. Ef. Cat.: eficiencia catalítica.  

 

Al analizar los resultados presentados en la Figura 19, encontramos que la introducción 

de la primera mutación (D214S) no afecta el S0,5 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 S0,5) por el cofactor 

NAD
+
 a casi el doble, y aún más (4,5 veces) por el NADP

+
 (Figura 19B). En cuanto a la 

variación de la Vmax, esta disminuye para ambos cofactores, aunque más marcadamente con 

NAD
+
 (15 veces menos) que con NADP

+
 (más de 2 veces) (Figura 19C). Además, se observa un 

aumento de más de 5 veces en la eficiencia catalítica de Mol con NADP
+
, mientras que dicho 

parámetro disminuye un orden de magnitud con NAD
+
 (Figura 19D). La eficiencia catalítica para 

los cofactores sigue la misma tendencia: aumentando 2 veces la eficiencia catalítica con NADP
+
 

y disminuyendo 8 veces con NAD
+
 (Figura 19E).  

Siguiendo con la mutante D214S-I215T de la MolDHasa, encontramos que la afinidad de 

la enzima para el Mol aumenta el doble con NADP
+
 y disminuye en la misma proporción con 

NAD
+
 (Figura 19A). El S0,5 del NAD

+
 se incrementa 4 veces y el del NADP

+
 se mantiene 

(Figura 19B); mientras que las actividades enzimáticas (Figura 19C) y eficiencias catalíticas 

(Figura 19D y E) para esta mutante presentan un detrimento marcado en todos los casos. Al 

insertar la tercera mutación, D214S-I215T-S343N, la eficiencia catalítica resultó 141 veces 

mayor para NADP
+
 que para NAD

+
, mientras que la eficiencia catalítica 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 catalíticas en presencia de NADP
+
, y en consecuencia haber logrado producir el 

cambio deseado de especificidad por el cofactor, las actividades enzimáticas se ven seriamente 

afectadas.  

Al estudiar en detalle las mutantes simple, doble y triple, advertimos que la inserción de 

la segunda mutación no sólo no es beneficiosa para el objetivo planteado, sino que parece ser 

perjudicial para la actividad enzimática 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 parámetro para Mol y NADP
+
 similares a los obtenidos para la 

mutante simple: 14 y 7 veces mayores respectivamente en comparación con la MolDHasa WT 

(Figura 19A y B). La actividad enzimática con NADP
+
 resultó en un aumento de dos veces con 

respecto a la enzima salvaje (Figura 19C), lo cual resulta de un aumento de la eficiencia 

catalítica con este cofactor de más de 30 veces (Figura 19E). Esto es una notable mejora en 

comparación con las demás mutantes. Si bien la eficiencia catalítica 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 señalar que 
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detenta mayor eficiencia catalítica del Mol en presencia de NADP
+
 (Figura 19D).  

 

4.2 Estudio de la vía de síntesis de rafinosa en B. distachyon 

 

4.2.1 Caracterización 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 subclonó en el vector de expresión y la enzima recombinante se produjo 

fusionada a una etiqueta de histidinas en la región N-terminal. Dicha secuencia comprende un 

marco abierto de lectura de 1863 pb (Material Suplementario, Secuencia 3.1), codificando para 

una proteína de 621 aminoácidos (Material Suplementario, Secuencia 3.2), con una masa 

molecular teórica de 68,2 kDa y un pI de 6,15. El análisis por SDS-PAGE en condiciones 

reductoras de la proteína purificada mostró una banda de aproximadamente 70 kDa (Figura 

20A), mientras que la cromatografía de filtración por geles indicó que la USPPasa es un 

monómero con una masa molecular de 68 kDa (Figura 20B). Estos datos están de acuerdo con 

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

 

 

Figura 20: Análisis de la USPPasa mediante SDS-PAGE y cromatografía de filtración por geles. A. SDS-PAGE 

reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fracción soluble de células recombinantes que expresan 

USPPasa (extracto crudo); calle 3, USPPasa purificada por IMAC. B. Cromatografía de filtración por geles. Gráfico 

de Kav versus log (masa molecular). (□) Proteínas patrones de masa molecular: RN (ribonucleasa, 13,7 kDa), CA 

(anhidrasa carbónica, 29 kDa), OA (ovoalbúmina, 44 kDa), CoA (conalbúmina, 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 azúcares 1-fosfato 
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[105]. Para probar qué metabolitos podrían ser utilizados por la USPPasa de B. distachyon, 

medimos la actividad con una concentración fija (2 mM) de Gal1P, Glc1P, GlcA1P, 

glucosamina-1-fosfato (GlcN1P), N-acetil-glucosamina-1-fosfato (GlcNAc1P) y manosa-1-

fosfato (Man1P). La actividad más alta se observó con Gal1P, seguida de cerca por Glc1P (26% 

menor), mientras que con otros azúcares-1P (GlcA1P, GlcN1P, GlcNAc1P y Man1P) fue de 5 a 

17 veces menor que con Gal1P (Figura 21). Luego, determinamos los parámetros cinéticos para 

la USPPasa en la dirección de la síntesis del UDP- azúcar. Pudimos calcular los valores de Vmax y 

S0,5 al usar Gal1P, Glc1P y GlcA1P como sustratos (Tabla 6), pero no para GlcNAc1P, GlcN1P y 

Man1P porque las curvas no alcanzaron la saturación (Figura 22). La Vmax de la USPPasa fue 

más alta con Gal1P, ligeramente más baja con Glc1P y 5 veces más baja con GlcA1P. Las 

afinidades aparentes (estimadas a partir de los valores S0,5) para Gal1P y Glc1P fueron similares, 

pero 5 veces menores para GlcA1P. La eficiencia catalítica de la USPPasa fue casi la misma para 

Gal1P y Glc1P, pero un orden de magnitud menor para GlcA1P (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 podría proporcionar uno de los sustratos (es decir, 

UDP-Gal) para la síntesis de Gol. 

 

 

Figura 21: Actividad de la USPPasa con diferentes azúcares-1P. La actividad enzimática se ensayó en la dirección 

de la síntesis de UDP-azúcar, con UTP 1 mM y azúcar-1P 2 mM.  
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Tabla 6: Parámetros cinéticos para los sustratos de la USPPasa. Las reacciones se realizaron en la dirección de la 

síntesis del UDP-azúcar.  

Sustrato S0.5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Ef. Cat. (M
-1

 s
-1

) 

Gal1P 0,25 ± 0,03 
1024 ± 95 

4,7 x 10
6
 

UTP Gal1P 0,109 ± 0,007 1,1 x 10
7
 

Glc1P 0,28 ± 0,02 

757 ± 27 

3,1 x 10
6
 

UTP Glc1P 0,11 ± 0,01 7,8 x 10
6
 

GlcA1P 1,4 ± 0,3 
183 ± 12 

1,5 x 10
5
 

UTP GlcA1P 0,14 ± 0,01 1,5 x 10
6
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Figura 22: Actividad de USPPasa con concentraciones crecientes de GlcNAc1P, GlcN1P y Man1P. La actividad 

enzimática se ensayó en la dirección de la síntesis de azúcar-UDP, con UTP 1 mM y concentraciones variables del 

azúcar-1P. 

 

4.2.2 Caracterización cinética y estructural de la GolSasa 

 

La GolSasa tiene una influencia significativa sobre la acumulación de RFO en plantas, 
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como la primera enzima que compromete el carbono hacia la biosíntesis de RFO y, por lo tanto, 

influye en la partición 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 síntesis 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 

proteína de 337 aminoácidos (Material Suplementario, Secuencia 4.2), con una masa molecular 

teórica de 37,9 kDa y un pI de 6,36. La GolSasa recombinante se obtuvo con alto grado de 

pureza mediante IMAC y cromatografía de filtración por geles, según lo observado mediante 

SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura 23A). La enzima eluyó de la cromatografía de 

filtración por geles como un monómero de 45 kDa (Figura 23B), lo que concuerda con los 

resultados obtenidos para GolSasas de otras especies de plantas [258–260]. 

 

 

Figura 23: Análisis de la GolSasa mediante SDS-PAGE y cromatografía de filtración por geles. (A) SDS-PAGE 

reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fracción soluble de células recombinantes que expresan 

GolSasa (extracto crudo); calle 3, GolSasa (~1 µg) purificada por IMAC y cromatografía de exclusión molecular. 

(B) Cromatografía de filtración por geles. Gráfico de Kav versus log (masa molecular). (□) Proteínas patrones de 

masa molecular: RN (ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbónica, 29 kDa), OA (ovoalbúmina, 44 kDa), CoA 

(conalbúmina, 75 kDa), AL (aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); (●) 

GolSasa. 

 

La caracterización cinética de la GolSasa comenzó con el análisis del efecto de cationes 

divalentes sobre la actividad de la enzima. La GolSasa exhibió una actividad de 14,9 U mg
-1

 en 

ausencia de cationes metálicos, aumentando a 28,6 U mg
-1

 con Mg
2+

 y 41,4 U mg
-1

 con Mn
2+

 (10 
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mM cada uno). La afinidad aparente por Mn
2+

 fue 10 veces mayor que por Mg
2+

 (A0,5 de 0,09 y 

1,4 mM, respectivamente; Figura 24A). La concentración de Mn
2+

 libre en el citosol de células 

vegetales se encuentra en el rango de 0,3 a 0,8 μM [261, 262]; por lo tanto, desde el punto de 

vista fisiológico, la activación de la GolSasa por Mn
2+

 no sería relevante in vivo. La 

concentración total de Mg
2+

 en células vegetales varía de 15 a 25 mM [263, 264], pero la 

concentración de Mg
2+

 libre en el citosol está cerca de 0,25 mM [265, 266]. A partir de estos 

datos, se continuó con la caracterización cinética de la GolSasa con Mg
2+

 10 mM. 

Posteriormente, se midió la actividad de GolSasa a diferentes valores de pH y temperatura. 

Como se muestra en la Figura 24B, la actividad fue óptima 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 energía de activación [267], la que resultó ser de 31,76 kJ mol
-1

 (Figura 24C, recuadro 

interno). 



Resultados 

80 

 

 

Figura 24: (A) Actividad de la GolSasa en función de la concentración de Mn
2+

 (cuadrados negros) o Mg
2+

 

(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-HCl (pH 7,5-9). (C) Actividad de la GolSasa a diferentes temperaturas. El 

recuadro interno muestra el gráfico de Arrhenius, realizado con los datos de actividad enzimática obtenidos entre 15 

y 35 °C. 

 

Una vez determinadas las condiciones óptimas para el ensayo de actividad enzimática, se 

determinaron los parámetros cinéticos para la GolSasa, tanto con UDP-Gal (el sustrato 

fisiológico) como con UDP-Glc (utilizada para probar la especificidad de la enzima 
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recombinante; Tabla 7). La Vmax de la enzima fue 26 veces mayor con UDP-Gal que con UDP-

Glc, mientras que el valor de S0,5 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 catalítica fue tres órdenes de magnitud mayor con UDP-Gal que con 

UDP-Glc (Tabla 7). No se detectó actividad cuando se usaron UDP-GlcA (uno de los productos 

putativos de la USPPasa) o ADP-Glc como sustratos alternativos (datos no mostrados). También 

se probó el efecto de varias hexosas-P (Glc6P, Man6P, Fru6P, Fru1,6bisP y GlcN-6P) sobre la 

actividad de la enzima, pero no se observaron diferencias significativas cuando se agregaron a la 

mezcla de reacción a una concentración de 5 mM (datos no mostrados). 

 

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

síntesis de Gol.  

Sustrato S0.5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Ef. Cat. (M
-1

 s
-1

) 

UDP-Gal 0,06 ± 0,01 
28,6 ± 0,9 

3,2 x 10
5
 

myo-inositol UDP-Gal 2,5 ± 0,3 7,6 x 10
3
 

UDP-Glc 2,6 ± 0,5 

1,1 ± 0,2 

2,8 x 10
2
 

myo-inositol UDP-Glc 20 ± 3 3,7 x 10
1
 

 

4.2.3 Árbol filogenético de la GolSasa 

 

Para comprender mejor la función y las propiedades de la GolSasa de B. distachyon, 

primero se construyó un árbol filogenético con secuencias de GolSasas y de proteínas del tipo 

glucogenina de diferentes especies de plantas. El árbol resultante se dividió en cuatro grupos 

principales, de A a D (Figura 25). Las secuencias de las GolSasas de monocotiledóneas (familia 

Poaceae) resultaron agrupadas en un único clado (A), como se observó en estudios anteriores 

[140, 184, 268]. Las secuencias de dicotiledóneas 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 proteínas 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 

contenía secuencias de monocotiledóneas (A), aunque en diferentes subgrupos. 
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Figura 25: Análisis filogenético de GolSasas y proteínas del tipo glucogenina de plantas. El árbol se reconstruyó 

utilizando el método de neighbor-joining con un bootstrap de 1.000 en el programa Seaview 5.0.1. Las secuencias 

se codificaron con números para mayor claridad (ver Tabla Suplementaria 5). La GolSasa 1 de B. distachyon está 

resaltada en amarillo (17_Bdi). Grupo A, GolSasas de monocotiledóneas; grupo B, GolSasas de dicotiledóneas; 

grupo C, proteínas de tipo glucogenina de dicotiledóneas; grupo D, GolSasas de dicotiledóneas. Los números de 

nodo representan los valores de bootstrap obtenidos durante la reconstrucción del árbol. 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 

búsqueda arrojó como resultado que las estructuras cristalinas de las glucogeninas humana 

(4UEG) y de conejo (1LL0) 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 homología [269]. Por lo tanto, se construyó el 

modelo 3D utilizando servidor I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement), un 

programa en línea de predicción por “reconocimiento de plegamiento”. El resultado generado 

por este servidor incluyó cinco modelos atómicos de longitud completa, clasificados según la 

densidad del clúster, de los cuales seleccionamos el modelo 1 para continuar con el análisis 

estructural. El modelo 3D de la GolSasa se obtuvo en complejo con UDP-Glc y Mn
2+

, utilizando 

las estructuras cristalinas resueltas antes mencionadas como moldes. Dicho modelo posee 10 

hélices α, 8 cadenas β y una gran cantidad de regiones desordenadas. La región N-terminal de la 

estructura presenta el plegamiento de Rossmann compuesto por cinco cadenas β, con la última 

cadena en dirección antiparalela (Figura 26A).  

Una inspección detallada de la secuencia de la proteína mostró una alta conservación 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 mayoría de estas 

regiones se encuentran en el interior de la estructura proteica, formando un bolsillo catalítico que 

no permite el acceso del agua (Figura 26B). El motivo DxD (Asp
121

-Ala
122

-Asp
123

) está ubicado 

entre las cadenas β4 y β5 del plegamiento de Rossman y forma parte del dominio catalítico; los 

dos residuos de Asp interactúan con el Mn
2+

 y la Ala
122

 participa en la unión de la ribosa del 

UDP-azúcar. Un análisis exhaustivo del modelo y el alineamiento de secuencias (no mostrado) 

nos permitió determinar qué residuos estarían involucrados en la unión del UDP-azúcar: Phe
29

, 

Leu
30

, Ala
31

, Gly
32

, Asn
187

, Ala
188

, Gly
189

, His
259

 y Cys
261

. El servidor I-TASSER no proporciona 

información sobre el sitio de unión del myo-inositol, ya que no hay estructuras cristalinas 

resueltas para las glicosiltransferasas que usan este sustrato. Sin embargo, el análisis del modelo 

obtenido en el servidor 3DLigandSite detecta posibles candidatos putativos implicados en la 

unión de myo-inositol: Asp
146

, Cys
147

, Pro
181

, Pro
182

, Asn
187

, Ala
188

, Gly
189

, Gln
218

 y Cys
261

 

(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 β resaltadas en rosa y 

las hélices α en verde más oscuras. (B) Se muestra la enzima en complejo con UDP-Glc (coloreado por tipo de 

átomo) y Mn
2+

 (esfera verde).  Los residuos del supuesto sitio catalítico se colorearon de la siguiente manera: 

amarillo, residuos que se unen al ion metálico; celeste, residuos que interactúan con el UDP-azúcar; rosa, residuos 

que se unen al myo-inositol; violeta, residuos que unen ambos sustratos. 

 

4.2.5 Ensayos de óxido-reducción con la GolSasa 

 

En el modelo obtenido para la GolSasa se observaron varios residuos de Cys (Figura 27), 

encontrándose la Cys
261

 en el sitio catalítico 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 incubó, en una primera etapa, con concentraciones crecientes de diferentes 

agentes oxidantes, como se describe en Materiales y Métodos (sección 3.24). La incubación de la 

enzima recombinante con diamida 1 mM o H2O2 0,5 mM produjo una inhibición del 40 %, 
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mientras que la actividad fue insignificante después de la incubación con 10 mM de ambos 

oxidantes (Figura 28). La incubación con GSSG 0,1 mM mostró una inhibición del 40% de la 

actividad de la GolSasa, mientras que concentraciones más altas produjeron el mismo efecto. La 

exposición a los agentes reductores DTT y GSH aumentó ligeramente (~ 25 %) la actividad de la 

enzima recombinante (Figura 28). 

 

 

Figura 27: Modelo estructural de la GolSasa donde los residuos de cisteína se muestran en diferentes colores y sus 

posiciones etiquetadas. Cys
147

, Cys
149

, Cys
164

 y Cys
167

 se encuentran en posiciones cercanas en la conformación 

estructural adquirida y la Cys
261

 se localiza en el bolsillo del sitio activo. La Cys
77

 se sitúa en el extremo opuesto de 

la estructura a las demás 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 estándar. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001 

(prueba t). 

 

A continuación, se estudió la posibilidad de recuperar la actividad de la GolSasa oxidada 

por incubación con agentes reductores químicos o biológicos. La enzima se trató primero con 

diamida y H2O2 1 mM y luego se incubó con DTT 1 mM. Alternativamente, la enzima oxidada 

se incubó con tiorredoxina de Escherichia coli (EcoTrx). Se observó que la actividad de la 

GolSasa oxidada con diamida fue recuperada por incubación con DTT y con EcoTrx. Sin 

embargo, la actividad de la enzima oxidada con H2O2 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 H2O2. La enzima tratada con GSSG no mostró 

variaciones significativas después de la incubación con GSH o EcoTrx (Figura 30). 
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Figura 29: Recuperación de la actividad de la GolSasa oxidada por reducción con DTT o EcoTrx. Los datos de 

actividad enzimática 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 estándar. *, p <0,05; **, p <0,01 (prueba t). 

 

 

Figura 30: Tratamiento de la GolSasa oxidada con GSSG con DTT o EcoTrx. Los datos de actividad enzimática 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 estándar. *, p<0,05 (prueba t). 

 

4.2.6 Caracterización cinética y estructural de la RafSasa 

 

La RafSasa  presenta actividad galactosiltransferasa y también galactosil hidrolasa, 

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

sobre su caracterización son escasas [258], refiriéndose la mayoría de los trabajos al estudio de la 
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expresión de los genes que codifican para las diferentes isoformas de esta enzima y su relación 

con la tolerancia de las plantas a diversas condiciones de estrés abiótico [172, 187, 272]. En este 

trabajo, se obtuvo por síntesis 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 proteína putativa de 782 

aminoácidos (Material Suplementario, Secuencia 5.2), con un pI teórico de 5,70 y una masa 

molecular estimada de 84,2 kDa. Luego de expresar la proteína recombinante, se realizó un SDS-

PAGE en condiciones reductoras del extracto crudo y de las fracciones que se obtuvieron luego 

de la purificación, donde se observó una banda mayoritaria de ~80 kDa (Figura 31A). A 

continuación, se determinó la masa molecular al estado nativo por cromatografía de exclusión 

molecular, la cual resultó ser de 110 kDa (Figura 31B); por lo tanto, podemos concluir que la 

estructura cuaternaria de la RafSasa es monomérica. La enzima purificada se utilizó para realizar 

la caracterización cinética en el sentido de síntesis de Raf (sentido fisiológico), empleando para 

ello el método acoplado con la myo-inositol deshidrogenasa de B. subtilis, como se describió en 

Materiales y Métodos (sección 3.22). Los resultados obtenidos utilizando esta técnica no fueron 

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

 

 

Figura 31: Análisis de la RafSasa mediante SDS-PAGE y cromatografía de filtración por geles. (A) SDS-PAGE al 

12% reductor. Calle 1, marcadores de masa molecular; calle 2, fracción soluble de células recombinantes que 

expresan RafSasa (extracto crudo); calle 3, RafSasa (~1 µg) purificada por IMAC. (B) Cromatografía de filtración 

por geles. Gráfico de Kav versus log (masa molecular). (□) Proteínas patrones de masa molecular: RN (ribonucleasa, 

13,7 kDa), CA (anhidrasa carbónica, 29 kDa), OA (ovoalbúmina, 44 kDa), CoA (conalbúmina, 75 kDa), AL 

(aldolasa, 158 kDa), FE (ferritina, 440 kDa) y TG (tiroglobulina, 669 kDa); (●) RafSasa. 
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Por lo expuesto anteriormente, se procedió a un análisis cualitativo de los productos de 

reacción mediante la técnica de cromatografía en capa delgada. Para ello, se puso a punto este 

método para los azúcares a ensayar y se evaluó el rango de detección para cada uno de ellos. El 

único compuesto que no se detectó 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 reacción 

(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, desapareció la mancha correspondiente al Gol y se 

mantuvo la mancha correspondiente a la Suc. También encontramos otra mancha de diferente 

color, ligeramente más arriba que la correspondiente a Suc, que no se correspondía con ninguno 

de los patrones utilizados (Figura 32A). Se planteó la hipótesis de que la banda incógnita podría 

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 reacción que tenía 

Raf como sustrato (Figura 32B).  

 

 

Figura 32: Cromatografía 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 µl RafSasa 7 mg ml
-1

), 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 µl RafSasa 7 

mg ml
-1

), incubadas durante 1 h.  
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos de cromatografía en capa 

delgada y en las medidas de actividad con el método acoplado, y la bibliografía recientemente 

publicada [156, 157], llegamos a la conclusión de que la RafSasa hidroliza el sustrato Gol y, por 

esta razón, 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 determinación del 

myo-inositol liberado a partir de la reacción enzimática, lo cual ocurre durante la síntesis de Raf, 

pero también cuando se produce la hidrólisis del Gol. En las publicaciones donde se caracteriza 

la actividad sintasa de esta enzima se analizan los productos de reacción 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 hidrólisis de azúcares no reductores (Gol, Raf y 

Sta) y el método especifico de la Glc oxidasa para analizar la hidrólisis de azúcares reductores 

(Mel y Mal). La enzima fue capaz de hidrolizar el Gol, la Raf y la Mel (Tabla 8), pero no así la 

Sta y la Mal a las concentraciones máximas ensayadas.  

 

Tabla 8: Parámetros cinéticos de la RafSasa en dirección de hidrolisis. Ef. Cat.: eficiencia catalítica. 

Sustrato S0.5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Ef. Cat. (M
-1

 s
-1

) 

Gol 1,8 ± 0,2 0,72 ± 0,02 5,8 x 10
2 

Raf 12,3 ± 0,9 0,49 ± 0,01 5,7 x 10
1
 

Mel 84 ± 13 0,022 ± 0,002 3,8 x 10
-1 

 

 En el trabajo de Li y colaboradores [157], se muestra que las cantidades relativas de Gol 

y Suc determinan si se completa la reacción de transferencia (formando Raf) o se produce la 

hidrolisis del Gol. Por esta razón, se llevó a cabo un ensayo de inhibición de la actividad 

hidrolasa con respecto a la concentración 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 disminución de la actividad hidrolasa 

de la RafSasa, siendo casi indetectable cuando el disacárido se encuentra a una concentración de 

15 mM o más. Las reacciones realizadas con concentraciones de Suc de 0, 2, 5 y 10 mM se 

analizaron mediante cromatografía en capa delgada. Como se puede observar en la Figura 33B, a 

medida que disminuye la relación Gol:Suc (es decir, a medida que aumentan los niveles de Suc) 
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se produce en mayor grado la síntesis de Raf (calles 4 a 7). Estos resultados demuestran que la 

relación de los sustratos (Suc y Gol) es determinante para la actividad de galactosiltransferasa de 

la RafSasa de B. distachyon. 

 

 

Figura 33: Ensayo de inhibición de la actividad hidrolasa de la RafSasa por Suc. (A) Curva de actividad hidrolasa 

en función de la concentración de Suc en el medio de reacción, con una concentración constante de Gol (2 mM). (B) 

Ensayo de cromatografía en capa delgada en el cual se corrieron los patrones Gal, Gol y Raf 5 mM (10 nmol) y 

alícuotas 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 fluctúan según el ciclo de luz/oscuridad [273, 274]. Tanto las 

concentraciones de glucitol como las de almidón se incrementan durante el día hasta llegar a un 

valor máximo, para luego disminuir durante la noche hasta alcanzar su nivel más bajo. Con el 

objeto de analizar el efecto del fotoperiodo y el estrés por frio sobre la partición 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 patrón definido 

respecto a las horas de luz u oscuridad, aunque los niveles para estos azucares solubles fueron 
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similares entre sí 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 día largo (16 h de luz) el contenido de almidón 

tampoco varía a lo largo del día (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 acumulación 

del almidón en este caso es diferente a lo observado para la planta modelo Arabidopsis, la cual 

acumula grandes cantidades de este polisacárido 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 

acumulación neta tanto de Suc como de almidón durante el día y su posterior degradación 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 azúcares solubles 

y almidón 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 más elevados de 

azucares solubles y almidón; y a su vez, las plantas de fotoperiodo de 12 h de luz acumularon 

niveles intermedios de estos metabolitos. Las plantas que sólo contaban con 8 h de luz 

exhibieron las cantidades más bajas de azucares y almidón. Los niveles de Glc y Fru fueron dos 

órdenes de magnitud menores en plantas crecidas en condiciones de día corto en comparación 

con plantas crecidas en día largo, mientras que el contenido de Suc y almidón fueron 20 y 10 

veces más 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 CO2 adecuados para 

mantener el correcto funcionamiento del metabolismo. De hecho, el fenotipo de estas plantas 

presentó diferencias notorias con aquellas crecidas bajo condiciones de día largo, tales como 

hojas más pálidas y tallos más 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 día corto), las mismas utilizan almidón para sostener las demandas 

energéticas de los diferentes tejidos. Por el contrario, cuando el carbono fijado 

fotosintéticamente es abundante, las plantas podrían utilizar otros compuestos (por ejemplo, 

Mol) durante la noche para suplir carbono y energía a los diferentes tejidos. Esta hipótesis podría 

investigarse creciendo plantas de apio en fotoperiodo de día corto (8h de luz) pero a alta 

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

contenido de azucares solubles y almidón con los de las plantas crecidas en 16 h o 12 h de luz.  

 

 

Figura 34: Análisis del contenido de azúcares solubles y almidón en plantas de apio crecidas bajo condiciones de 

día largo (16 horas luz/8 horas oscuridad). (A) Glc; (B) Fru; (C) Suc; y (D) Almidón. En todos los casos se muestra 

el promedio ± la desviación estándar (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: Análisis del contenido de azúcares solubles y almidón en plantas de apio crecidas bajo condiciones de 

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

muestra el promedio ± la desviación estándar (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: Análisis del contenido de azúcares solubles y almidón en plantas de apio crecidas bajo condiciones de 

día corto (8 horas luz/16 horas oscuridad). (A) Glc; (B) Fru; (C) Suc; y (D) Almidón. En todos los casos se muestra 

el promedio ± la desviación estándar (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 frío sobre la partición 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 azúcares solubles Glc, Fru y Suc (A, B y C) y los 

aminoácidos 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 relación 

clorofila a/clorofila b (E) presentó un leve aumento y las proteínas totales (F) disminuyeron 

ligeramente en el periodo analizado (7 días), 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 almidón en plantas control incrementó a lo largo 
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del tratamiento (7 días), pero permaneció constante en las plantas tratadas a baja temperatura 

(Figura 37D). Este cambio podría deberse a una menor disponibilidad de carbono (menor 

fotosíntesis) o a una partición diferencial de este último (incremento en la síntesis de otros 

metabolitos en detrimento del almidón), o bien por una combinación de ambas.  

 Para evaluar estas alternativas, se repitió el experimento y se determinaron los niveles de 

fotosíntesis 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 CO2 a medida que transcurren los 

días, mientras que el grupo tratado a 10 °C mantiene constantes sus niveles de fotosíntesis 

durante el tiempo que dura el ensayo. En cuanto a la relación 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 estadísticamente 

significativas. Al margen de esto, ambos grupos presentaron valores de Fv/Fm en el rango 

esperado para plantas con estados fisiológicos normales (entre 0,6 y 0,8). Esto nos estaría 

indicando que la temperatura de 10 °C durante 7 días no tiene efecto estresante sobre las plantas 

de apio. 
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Figura 37: Análisis del contenido de azúcares solubles Glc (A), Fru (B) y Suc (C), almidón (D), clorofila a/clorofila 

b (E); contenido proteico (F) y aminoácidos totales (G) en plantas de apio crecidas bajo condiciones control (negro) 

y de estrés por frío (blanco). En todos los casos se muestra el promedio ± la desviación estándar (n=6). En las 

gráficas A, B, C y D los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas entre las muestras del ensayo 

de estrés por frío y los controles respectivos: *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001 (2-Sample t, Minitab Statistical 

Software).  

 

 

Figura 38: Medidas de los niveles de CO2 fijados (A) y de la eficiencia cuántica del PSII (B) de la cuarta hoja de las 

plantas de apio crecidas bajo condiciones control (negro) y de estrés por frío (blanco). Notar que en B la escala se 

muestra de 0,6 a 0,8. En todos los casos se muestra el promedio ± la desviación estándar (n=10). Los asteriscos 

indican diferencias estadísticamente significativas entre las muestras del ensayo de estrés por frío 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 DISCUSIÓN 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 proteínas incluye aldosa reductasas, aldehído reductasas, hidroxi esteroide 

deshidrogenasas y dihidrodiol deshidrogenasas [242]. Estas enzimas reducen sustratos tales 

como aldehídos de azúcar, ceto-esteroides, ceto-prostaglandinas, aldehídos de la vitamina A, 

quinonas y subproductos de la peroxidación lipídica [57]. Aunque la mayoría de las AKR son 

proteínas monoméricas de aproximadamente 320 aminoácidos de longitud, los miembros de las 

familias AKR2, AKR6 y AKR7 pueden formar multímeros [55]. En plantas, se han descripto 

recientemente 35 proteínas pertenecientes a la súper-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 

permitió su caracterización cinética. La enzima recombinante mostró propiedades cinéticas 

similares a las publicadas para la enzima purificada de fuente y a otras Ald6PRasas de rosáceas 

ya caracterizadas [53, 58, 59] (Tabla Suplementaria 1). Además, fue capaz de utilizar el azúcar 

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 azúcar 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 resultó ser un dímero, 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 logró 

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 información fue posible llevar a cabo un 

análisis más detallado de los residuos involucrados en el sitio activo, como así también los 

aminoácidos que forman parte de la unión a los sustratos. La estructura tridimensional de la 

Man6PRasa presenta un motivo de barril (α/β)8, el cual se encuentra conservado en todas las 

proteínas 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 azúcar-P, y tiene un dominio 

de unión 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 catalítica 

conservada, estando ésta constituida en la Man6PRasa por los residuos Asp
42

, Tyr
47

, Lys
76

 e 

His
107

.  

Si bien los ensayos de cristalización se habían llevado a cabo en presencia del cofactor 

NADP
+
 y del sustrato Man6P, en el cristal se puede observar la presencia de ácido manónico. 

Luego de hacer un ensayo de estabilidad de sustratos en condiciones similares a las utilizadas 

para la cristalización, llegamos a la conclusión de que la Man6P que se había adicionado al 

medio perdía el fosfato con el pasar de los días y luego se oxidaba, explicando así la aparición 

del ácido manónico 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 algún tipo de influencia 

en la estabilización de la estructura. Se advirtió que a concentraciones crecientes de Man6P la 

temperatura de desnaturalización 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 proteína, aumentando su 

temperatura de desnaturalización en 8 y 5 °C, respectivamente. Este resultado coincide con datos 

bibliográficos, los cuales mencionan que una pequeña porción 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 reacción [281–

283]. Por estudios estructurales comparativos entre las formas apo y holo de otras aldosas 

reductasas se ha establecido que el cofactor NADPH no sólo proporciona el hidruro para la 

reducción del sustrato, sino que también es un componente estructural clave en la organización 

tanto de los residuos del sitio activo como del bolsillo de unión del sustrato, produciendo una 

forma catalíticamente competente de la enzima [284, 285]. Estos datos están de acuerdo con el 

mecanismo de reacción 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 específicamente los residuos que estarían interaccionando 

con el grupo fosfato de la Man6P. Varios de estos aminoácidos forman parte del sitio activo y la 

mayoría se encuentran conservados en diferentes reductasas; sin embargo, la Lys
48

 sólo se halla 
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en las secuencias de reductasas cuyo sustrato es un azúcar-P. Para definir la importancia de la 

Lys
48

 en la interacción con el grupo fosfato de la Man6P, se obtuvo la mutante sitio-dirigida 

Man6PRasa-K48A. Haciendo un análisis comparativo de los parámetros cinéticos obtenidos para 

la enzima salvaje y la mutante observamos que el S0,5 para la Man se mantiene prácticamente 

inalterado, mientras que la Vmax obtenida con este sustrato resulta mayor en la enzima mutante, lo 

que resulta en una eficiencia catalítica aumentada con respecto a la de la enzima salvaje. La 

afinidad por el sustrato Man6P y la actividad enzimática se ven disminuidas en la mutante, por lo 

que la eficiencia catalítica con el azúcar-P también se ve disminuida en un orden de magnitud. 

Estos resultados sustentan la significancia de la Lys
48

 en la unión del sustrato Man6P y, más 

específicamente, en la estabilización 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 Mol1P a Fru6P [287]. En apio, la MolDHasa proporciona el paso inicial por el cual el 

Mol transportado hacia los tejidos heterotróficos es direccionado hacia el metabolismo central 

[71].  

En este trabajo de tesis se llevó 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 solución, lo cual difiere con la estructura monomérica determinada 

en el trabajo de Stoop y colaboradores [50]. Sin embargo, la búsqueda por alineamiento de 

secuencias en el servidor Protein Data Bank arrojó las estructuras cristalizadas de varias 

deshidrogenasas de plantas, con identidades de entre 55 y 72% con la proteína en estudio, cuyas 

estructuras tridimensionales son homodiméricas [288–291]. Cabe destacar que la publicación de 

Stoop [50] es la única existente donde se determina la estructura cuaternaria de la MolDHasa de 

apio. Este detalle es también advertido por la publicación 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 explicación a la discrepancia entre el resultado publicado y los obtenidos en este 

trabajo de Tesis puede ser el buffer utilizado para la determinación de la masa molecular por 
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filtración 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 caracterizó cinéticamente la enzima recombinante en presencia de los sustratos 

fisiológicos (Mol y NAD
+
), obteniéndose parámetros similares a los reportados para la enzima 

purificada de fuente [67]. También se obtuvo un modelo por homología 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 realizó un análisis más detallado del sitio 

activo, el cual se compone de aminoácidos de ambas subunidades. En dicho modelo se pudo 

observar que los residuos de Cys
103

, Cys
106

, Cys
109

 y Cys
116

 son los encargados de formar un 

complejo con el Zn
2+

 estructural, mientras que los residuos de Cys
50

 y Cys
166

 forman una tétrada 

junto con los aminoácidos His
70

 y Ser
52

 para formar un complejo con el Zn
2+

 catalítico (Ser
52

 a 

través de una molécula de agua). 

La sinapil alcohol deshidrogenasa empleada como molde es un homodímero con una 

identidad de 71% con la MolDHasa de apio y dependiente del cofactor NADP
+
. Se llevó a cabo 

un alineamiento de estructuras para precisar cuáles residuos estarían implicados en la unión a 

cofactor. De esta manera, se lograron seleccionar tres aminoácidos a mutar para cambiar la 

especificidad de la MolDHasa por el cofactor NAD
+
 a NADP

+
. A partir de este análisis se 

diseñaron cuatro mutantes: D214S, D214S-I215T, D214S-I215T-S343N y D214S-S343N. Al 

analizar los resultados obtenidos de la caracterización cinética se puede destacar que la afinidad 

por el Mol en presencia de NADP
+
 aumenta drásticamente desde la inserción de la primera 

mutación (D214S), mientras que la afinidad por el azúcar-alcohol aumenta aún más en las 

mutantes D214S-I215T y D214S-I215T-S343N. El S0,5 para el Mol en presencia de NAD
+
 

obtenido para la mutante D214S resultó 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-I215T<D214S-I215T-S343N; sucediendo 

exactamente lo contrario para la afinidad aparente por el NAD
+
.  

Estudios previos con deshidrogenasas de plantas dependientes de NADP
+ 

mostraron que 

el residuo de Ser
214

 arriba referido es el principal determinante de la especificidad por el cofactor 

[293]. La presencia de un residuo de Ser o Thr en la posición 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 aminoácido equivalente por Asp o Glu, cuyas cadenas laterales pueden formar un puente de 

hidrógeno con los grupos hidroxilo 2’ y 3’ de la ribosa de la adenina del NAD
+
 [289, 294]. Tanto 

las Vmax como las eficiencias catalíticas de las mutantes simple (D214S) y doble (D214S-I215T) 

disminuyen para ambos cofactores, pero este efecto se revierte en la mutante D214S-I215T-

S343N: ésta tiene una velocidad y eficiencia catalíticas 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 más detenido de estos estudios muestra 

que la inversión 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 catalítica. Aunque las características e interacciones de las proteínas 

que componen el bolsillo de unión a (fosfo-) adenosina se encuentran distantes de los sitios 

catalíticos de las enzimas, se ha demostrado que tienen una influencia enorme sobre la actividad 

enzimática. Cambios químico sutiles en el cofactor pueden tener un efecto dramático sobre la 

actividad [295], y mutaciones en la parte del bolsillo de unión a cofactor que interactúa con la 

adenosina pueden afectar la cinética de la reacción [296] e incluso la especificidad por el sustrato 

[297]. Combinada con la naturaleza dinámica de la unión del cofactor [298–301], esta 

sensibilidad a la perturbación estructural ha demostrado ser un obstáculo importante para los 

enfoques de diseño racional y computacional [302].  

Por otro lado, se observó que la mutación I215T parecía ser perjudicial para la actividad 

general de la enzima, por lo que se planteó la obtención de una cuarta mutante que no incluía 

este cambio. La mutante D214S-S343N tiene la misma afinidad aparente por el sustrato Mol en 

presencia de NAD
+
 que la versión salvaje, pero este parámetro se ve aumentado en la reacción 

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 Vmax aún es mayor con 

NAD
+
, la Vmax 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 catalítica 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 comparación y en ambos casos 

los valores obtenidos para este parámetro son mejores que los de las demás mutantes. 
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Específicamente, la mutante D214S-S343N es capaz de utilizar con la misma eficiencia NADP
+
 

y NAD
+
; pero la eficiencia catalítica con Mol es mejor con el primero.  

Resumiendo, en este trabajo de tesis no sólo se caracterizaron cinética y estructuralmente 

enzimas involucradas en la vía 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 aquí generadas podrían ser empleadas para el agregado de valor, 

recuperación y aprovechamiento de sub-productos industriales mediante procesos de 

biorrefinerías. 

 

5.2 Sobre las enzimas de la vía de síntesis de rafinosa en B. distachyon 

 

En contraposición con la importancia fisiológica de la Raf, sobre todo frente a diferentes 

condiciones de estrés abiótico, el número de estudios sobre las enzimas implicadas en el 

metabolismo de este oligosacárido es relativamente escaso [118, 186, 303]. Por ello, en este 

trabajo de tesis se informa la producción recombinante de tres enzimas de B. distachyon 

involucradas en la síntesis de Raf, USPPasa, GolSasa y RafSasa.  

Se ha determinado la existencia de USPPasas en la mayoría de las especies de plantas, 

parásitos eucariotas y algunas especies bacterianas, pero no se han reportado en vertebrados 

[130, 135]. La USPPasa cataliza la conversión reversible de una amplia gama de azúcares-1P y 

UTP al correspondiente UDP-azucar y PPi. Uno de los productos principales de la reacción 

catalizada por la USPPasa es la UDP-Gal, la cual se utiliza para la síntesis de galactolípidos, 

tales como monogalactosil diacilglicerol y digalactosil diacilglicerol, constituyentes de una gran 

parte de las membranas del cloroplasto [304, 305]. Además, 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 

síntesis de los polisacáridos Raf y Sta [309]. En plantas, la UDP-Gal también podría ser utilizada 

para formar conjugados de hormonas como auxina-galactósido [310] y metabolitos secundarios 

como el triterpenoide saponina-galactósido [311]. 

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

filtración por geles están de acuerdo con el valor teórico y con los datos reportados para 
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USPPasas de especies de dicotiledóneas [107, 125, 131, 132]. La USPPasa recombinante es 

activa como monómero y, a diferencia de las UDPGlcPPasas de parásitos y plantas, no hay 

evidencia de oligomerización [105, 136]. La reacción catalizada por la USPPasa es reversible 

[123, 134] y dependiente de Mg
2+

 [126, 127, 132], siguiendo un mecanismo bi-bi ordenado 

[134]. En este trabajo, se caracterizó cinéticamente la USPPasa en la dirección de la síntesis de 

UDP-azúcar. La mostró una afinidad aparente similar por Gal1P y Glc1P, pero 5 veces menor 

por GlcA1P. Estos parámetros son consistentes con los reportados previamente para USPPasas 

de otras plantas (Tabla Suplementaria 2). Curiosamente, el S0,5 para UTP se mantuvo 

relativamente constante, independientemente del azúcar-1P utilizado. Los parámetros cinéticos 

no se pudieron determinar para GlcN1P, GlcNAc y Man1P, porque las curvas no alcanzaron la 

saturación a la concentración más alta probada, lo que indica que la afinidad aparente por estos 

sustratos es considerablemente menor que para Gal1P y Glc1P. 

El genoma de B. distachyon tiene dos genes que codifican GolSasas putativas, que 

comparten una identidad de aminoácidos de ~74%. Reconstruimos un árbol filogenético 

utilizando 95 secuencias de GolSasas y de proteínas 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 contenía GolSasas de especies monocotiledóneas, aunque 

en diferentes subgrupos. La presencia de varios genes de GolSasa en la misma especie sugiere la 

duplicación de genes seguida de sub-funcionalización, un proceso que conduce a innovaciones 

moleculares en los organismos [312, 313]. La sub-funcionalización de las GolSasas [314], no 

sólo en B. distachyon sino también en otras especies de plantas, podría permitir que las plantas 

toleren diferentes condiciones de estrés abiótico [271]. Como se mencionó anteriormente, los 

genes que codifican para la GolSasa se expresan de forma diferencial en plantas de Arabidopsis 

expuestas a sequía, calor y alta salinidad (AtGolS1 y AtGolS2) o frío (AtGolS3) [102]. 

El análisis por SDS-PAGE y cromatografía de filtración por geles mostró que la GolSasa 

de B. distachyon es un monómero, 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
2+

 que Mg
2+

, siendo la primera requerida 

para una catálisis óptima [113, 121, 154, 260, 315]. Los valores óptimos de pH y temperatura 

determinados para la GolSasa son similares a los reportados para otras GolSasas de plantas [101, 

113, 148, 149], y la energía de activación calculada es similar a la obtenida para la Ald6PRasa de 
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hojas de manzano [58]. La caracterización cinética de la GolSasa mostró valores de S0,5 y Vmax 

que se asemejan a los descriptos para GolSasas de especies de dicotiledóneas. 

La secuencia proteica de la GolSasa mostró motivos altamente conservados en otros 

miembros de  la familia GT8 [140]. Esta información, combinada con el modelo obtenido por 

reconocimiento estructural, permitió determinar los residuos supuestamente implicados en la 

unión de los sustratos y del metal. Se ha demostrado que los dos residuos de Asp del motivo 

DxD presentes en las glicosiltransferasas, así como los dos grupos fosfato del NDP-azúcar, están 

involucrados en la coordinación del ion metálico divalente [316–318]. Esto es consistente con 

nuestros resultados de modelado para la GolSasa, donde se observó que el Asp
121

 y el Asp
123

 se 

unen al ion Mn
2+

. 

Un mecanismo común que afecta la actividad enzimática in vivo es la oxidación de 

residuos de Cys, principalmente causada por especies reactivas de oxígeno, especies reactivas de 

nitrógeno y GSSG [319]. La GolSasa contiene seis residuos Cys; uno de ellos (la Cys
261

) es parte 

del sitio catalítico putativo y podría estar involucrado en la unión de ambos sustratos, UDP-Gal y 

myo-inositol. La enzima recombinante se inactivó mediante oxidación con diamida y la actividad 

se recuperó por reducción 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 H2O2 es un 

oxidante fuerte [320]. La incubación de la enzima recombinante con H2O2 provocó una 

inactivación irreversible, probablemente debido a la oxidación del tiol a ácidos sulfínico o 

sulfónico, estados de oxidación que no pueden revertirse con DTT o Trx [321, 322]. Si bien la 

modificación oxidativa de uno o unos pocos aminoácidos expuestos a la superficie generalmente 

tiene poco efecto sobre la estabilidad de la enzima, la oxidación se vuelve más crítica si el 

aminoácido modificado se encuentra dentro del sitio activo o participa activamente en el 

mecanismo catalítico, como sería el caso de la Cys
261

 de la GolSasa [320]. Hasta donde sabemos, 

esta es la primera caracterización cinética completa de una GolSasa de una especie de 

monocotiledónea.  

Uno de los pasos clave en la biosíntesis de Raf y RFO está 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 trisacárido Raf, liberándose myo-inositol como un subproducto [323]. Se obtuvo de forma 

recombinante la RafSasa de B. distachyon y su caracterización estructural determinó que es un 

monómero. La masa molecular determinada por SDS-PAGE y filtración por gel concuerda con 
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el valor teórico calculado a partir de la secuencia aminoacídica 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 estableció que la RafSasa es una transglicosidasa que opera por 

un mecanismo de reacción del tipo ping-pong bi-bi y que también puede actuar como una 

glicosil hidrolasa [114]. En un inicio se planteó llevar a cabo la caracterización cinética de la 

RafSasa en el sentido de síntesis empleando un sistema de enzima acoplada, siguiendo la 

aparición del producto Raf indirectamente a partir de la detección del myo-inositol liberado. Pero 

los resultados obtenidos demostraban que se estaba produciendo myo-inositol aun en ausencia 

del sustrato Suc. Por esta razón se decidió analizar la composición de las reacciones, mediante la 

técnica de cromatografía en capa delgada, advirtiéndose la aparición de un producto que no se 

había tenido en consideración. 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 había sido reportada para 

las enzimas de arroz, maíz, arveja y Arabidopsis [114, 156, 157, 167]. De esta forma, se procedió 

a caracterizar la actividad de la RafSasa en sentido de hidrólisis. La enzima fue capaz de utilizar 

como sustratos Gol, Raf y Mel y los parámetros 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 razón de esto 

que la primera es un disacárido con una unión α-1,4, a diferencia de los sustratos mencionados 

anteriormente que tienen una unión α-1,6, y que la segunda a pesar de contar con enlaces α-1,6 

es un tetrasacárido lo cual tal vez incide en su impedimento de unión al sitio activo. En un 

trabajo de investigación reciente [157] se estableció que la disponibilidad de Suc determina 

directamente si la RafSasa sintetiza Raf o hidroliza el Gol, condición que se cumple también 

para la enzima en estudio. Se realizó una curva de actividad hidrolítica a una concentración fija 

de Gol y crecientes de Suc, probándose que la disminución de la hidrolisis del Gol es 

proporcional a la relación Gol:Suc.  

La combinación de información estructural con datos bioquímicos permite establecer 

relaciones estructura-función, en el contexto de escenarios evolutivos y metabólicos en los que 

participan las enzimas estudiadas. En general, este trabajo de Tesis sienta las bases para 

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

 

Está bien establecido que aunque la asimilación fotosintética del carbono ocurre sólo 

durante las horas de luz, los procesos de crecimiento y mantenimiento que requieren carbono se 

dan durante todo el día [276]. El carbono está disponible de noche porque la tasa de asimilación 

en las horas de luz es suficiente para mantener no sólo la demanda inmediata para el crecimiento, 

sino también la acumulación 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 asimilación fotosintética de carbono en el día 

se reparten entre Suc (disponible de inmediato para el crecimiento) y almidón, que se acumula en 

la hoja durante las horas de luz. Por la noche, el almidón se degrada para producir Suc. En 

plantas que crecen con un adecuado nivel de nutrientes y temperatura favorable, los niveles de 

almidón son relativamente bajos al final de la noche. Este patrón de asimilación, almacenamiento 

y utilización 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 así 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 asimilación y almacenamiento que sirven para mantener este patrón. Por ejemplo, un 

cambio en la duración del fotoperiodo genera alteraciones en la partición de fotoasimilados entre 

almidón y Suc durante el día y en la tasa de degradación del almidón por la noche. La tasa de 

síntesis de almidón está inversamente relacionada con la duración del fotoperiodo, de modo que 

la proporción del polisacárido reservado para su uso por la noche es mayor cuanto más larga es 

la noche. Además, la tasa de degradación de almidón durante la noche es ajustada de forma que 

continúe para permitir la utilización casi completa del suministro de almidón precisamente al 

final de la noche [276]. 

La prevalencia de este patrón básico de asimilación, acumulación y utilización de 

carbono se ha demostrado en diferentes especies vegetales, pero no en apio. Con el objeto de 

analizar el efecto del fotoperiodo sobre la partición del carbono en plantas de apio, se cultivaron 

las plantas bajo diferentes condiciones: día largo (16/8 h), día normal (12/12 h) y día corto (8/16 

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



Discusión de resultados y conclusiones 

109 

 

niveles de Suc se elevan durante el día y disminuyen en las horas de oscuridad, mientras que la 

Glc, la Fru y el almidón no mostraron un patrón definido. La acumulación del almidón 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 patrón claro para los niveles de Glc y Fru; sin embargo, mostraron una 

acumulación neta de Suc y almidón en las horas de luz y su posterior degradación 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 síntesis de almidón aumenta y la tasa de degradación del almidón disminuye en 

fotoperiodos cortos [276, 325–327], marcando el ritmo de descomposición del almidón y 

evitando así una completa depleción de Suc por la noche. Se ha descripto que la capacidad 

enzimática para la fotosíntesis se mantiene cuando las plantas son crecidas en fotoperiodos 

cortos, mientras que la capacidad enzimática de las vías necesarias para el crecimiento se reduce 

[328]. Los niveles de azúcares solubles y almidón 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 

día corto), las mismas utilizan el almidón para sostener las demandas energéticas de los 

diferentes tejidos. Por el contrario, cuando el carbono fijado fotosintéticamente es abundante, las 

plantas podrían utilizar otros compuestos (por ejemplo, Mol) durante la noche para suplir 

carbono y energía a los diferentes tejidos. 

También se llevó a cabo un ensayo donde las plantas de apio se crecieron bajo estrés por 

frio (10 °C). En este caso los niveles de azúcares solubles se mantuvieron relativamente 

constantes tanto en plantas crecidas a 10 como a 23 °C (control). El contenido de almidón en 

plantas control incrementó a lo largo del tratamiento, pero permaneció constante en las plantas 

crecidas a baja temperatura. Este cambio podría deberse a una menor disponibilidad de carbono 

(menor fotosíntesis), a una partición diferencial del mismo (incremento en la síntesis de otros 

metabolitos en detrimento del almidón) o a una combinación de ambas. Para evaluar estas 

hipótesis, se determinaron los niveles de fotosíntesis y de la relación 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 CO2 que las crecidas en condiciones de baja temperatura. Mientras que la 
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eficiencia fotoquímica 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 podrían explicar en parte la diferencia en la 

acumulación de almidón entre los diferentes grupos, habría que plantear un balance global del 

carbono en la hoja de apio. Es decir, se debería calcular el carbono neto disponible a partir de la 

diferencia entre los niveles de CO2 fijados por fotosíntesis y el carbono utilizado para la 

respiración; y a este valor se le debería restar el carbono dirigido a la síntesis de Glc, Fru, Suc, 

aminoácidos y demás compuestos que requieren del mismo para su síntesis. Finalmente, 

determinar el contenido de Mol en estas muestras sería imprescindible para resolver si la 

diferencia de almidón fijado se corresponde totalmente con los niveles de fotosíntesis desiguales 

entre los grupos de plantas crecidas bajo condiciones control y de estrés por frío, o si se destina 

una mayor proporción 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 síntesis de Suc (Suc6PSasa), almidón (ADPGlcPPasa) y Mol 

(Man6PRasa y MolDHasa), lo cual aportará información importante sobre la regulación de las 

distintas rutas metabólicas que operan en plantas de apio y que podrían estar alteradas cuando las 

plantas son crecidas bajo diferentes condiciones ambientales.  
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 

 

1. Secuencias de enzimas utilizadas en el trabajo de Tesis 

 

1.1 Secuencia nucleotídica 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 nucleotídica 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

LDFAAKHNITADVEVIPMDYVNTAMERLVKSDVRYRFVIDIANTMRTEESLGAEL 
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3.1 Secuencia nucleotídica de la UDP-azúcar 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-azúcar pirofosforilasa de Brachypodium distachyon 

 

MASGADSAAEGVAALGISDCPAPLRRNLQLLSHDQVELAKMLLNEGQTHLFEHWPEPGVDD

DKKRSFFDQVHRLHSSYPGGLASYIRNAKKLLADSRAGKNPYDGFTPSVPSGEVLTFGDDNF

VSLEATGVKEARNAVFVLVAGGLGERLGYKGIKVALPREITSGKCFLQHYIESILALQEASCK

MEGECHTQIPFVIMTSDDTNALTIKLLESNAYFGMEPSQVKILKQEKVACLADNDARLALDPN

DMYKIQTKPHGHGDVHSLLYSSGLLEHWKSTGRKWVLFFQDTNGLLFNAIPSALGVSASKGY

NVNSLAVPRKAKEAIGGITKLTHLDGRTMVINVEYNQLDPLLRATGHPDGDANCETGYSPYP

GNINQLILELGPYIEELKKTHGAISEFVNPKYTDSTKSAFKSSTRLECMMQDYPKTLPPTAKVG

FTVMDTWLAYAPVKNNPEDAAKVPKGNPYHSATSGEMAIYRANSLILRKASAQIADPVIDTF

NGQEVEVWARITWSPRWGLTFKDVRGKVHGNSSVSQRSVLVINGQNIVLDGLSLDGALIVNS

VDEAEVKVTGHVENKGWAIQHIDHKDTSEKEEIRIRGFKLEKVEQMEVNYTEPGKHCMSS 

 

4.1 Secuencia nucleotídica 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

MLPDVPESHRRILASQGCILREIVPVYPPENQTQFAMAYYVINYSKLRIWEFVEYERMVYLDA

DIQVFDNVDELFDLPKGHFYAVMDCFCEKTWSHTPQYQIGYCQQCPDRVTWPAAEMGPPPA

LYFNAGMFVHEPSMATAKALLDTLRVSPTTPFAEQDFLNVFFREQYKPIPLVYNLVLAMLWR

HPENVQLAKVKAVHYCAAGSKPWRFTGKEANMDREDIKVLVKKWWDIYNDESLDFKGLPA

DADELEAAAKKPIRAALAEAGTVKYITAPSAA 

 

5.1 Secuencia nucleotídica 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
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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

MLLLDRPGPGRPYVLLLPILDGPFRASLEPEKSDHVALCLESGSSAVKGAAFRSAVYLHAGDD

PFSLVRDAARVVRAHLGTFRLLEEKTPPPIVDKFGWCTWDAFYLKVHPAGVWEGVRGLADG

GCPPGLVLIDDGWQSICHDDDDPASGAEGMNRTAAGEQMPCRLMKFEENHKFREYEGVKGK

GLGGFVKEMKAAFPTVEQVYVWHALCGYWGGLRPGAPGLPPAEVVKPRLSPGLQRTMEDL

AVDKIVNNGVGLVDPKRVLELYEGLHSHLQASGIDGVKVDVIHLLEMLCEEHGGRVELAKA

YFRALTESVRRHFNGNGVIASMEHCNDFMLLGTEAVALGRVGDDFWCTDPSGDPNGTFWLQ

GCHMVHCAYNSLWMGSFIHPDWDMFQSTHPCAAFHAASRAVSGGPVYVSDAVGCHDFALL

RRLALPDGTVLRCAHHALPTRDCLFVDPLHDGETVLKIWNLNVFSGVLGMFNCQGGGWSPE

ARRNKCFSHCSVPLTVHAGPADVEWGQSKGGLGVGAAEFAVYFVEAGSVRLLKPEETVELT

LEPFNYELLVVAPVSRVVERDAGFAPIGLANMLNAGGAVQGLECGVGEVEVAVKGAGQMV

AYSSARPVMCKVDGVEAEFVYSGEDGLVTVDVPWSGSSSKLVRVQYLY 
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2. Tablas Suplementarias 

 

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

Enzima Organismo Fuente Estructura MM (kDa) S0.5 Man6P (mM) S0.5 NADPH (mM) Vmax (U mg
-1

) Referencia 

M6PR Apium graveolens Hoja Dímero 58 15,8 NR 3,76 [40] 

M6PR Apium graveolens 
Hoja Dímero NR 13,6 0,0021 3,7-6,8 

[53] 
Recombinante Dímero NR 10,1 0,0062 6-8,9 

M6PR 
Striga hermonthica Hoja Monómero 33 5,9 0,0102 0,44 

[61] 
Orobanche ramosa Espiga floral Monómero 27 8,6 0,0698 1,98 

A6PRasa Malus domestica Recombinante Dímero 68 9,6* 0,013 1,25 [58] 

Ald6PRasa Prunus persica Recombinante Dímero 67 11* 0,031 3,1 [59] 

Man6PRasa Apium graveolens Recombinante Dímero 65 4,4 0,026 3,5 Este trabajo 
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Tabla Suplementaria 2: Análisis comparativo de los parámetros cinéticos de diferentes USPPasas de plantas. NR: no reportado; *: MM teórica 

Enzima Organismo Fuente 
MM 

(kDa) 

S0.5 Gal1P 

(mM) 

S0.5 UTPGal1P 

(mM) 

Vmax 

(U mg
-1

) 

S0.5 Glc1P 

(mM) 

S0.5 UTPGlc1P 

(mM) 

Vmax 

(U mg
-1

) 
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: Comparación de parámetros cinéticos de GolSasas de plantas. NR: no reportado; *: MM teórica; a: nM min
-1

; b: U g FW
-1

; c: mM min
-1

 mg
-1

. 

Enzima Organismo Fuente MM (kDa) S0,5 UDP-Gal (mM) S0,5 myo-inositol (mM) Vmax (U mg
-1

) Referencia 

BvGolS1 Beta vulgaris 

Recombinante 40 0,79 4,76 NR 

[258] Raiz 40 NR NR 4,70 x 10
-6

 

Hoja 40 NR NR 0,38 x 10
-6

 

CsGolS1 

Camellia sinensis 

Recombinante 50 NR NR 0,19 

[259] CsGolS2 Recombinante 50 NR NR 0,08 

CsGolS3 Recombinante 50 NR NR 0,3 

PaXgGolS1 
Hybrid poplar 

Recombinante NR 0,8 NR 657,5
a
 

[330] 
PaXgGolS2 Recombinante NR 0,65 NR 1245

a
 

GS Phaseolous vulgaris Semilla 38 0,4 4,5 8,75 
[113] 

GS Curcubita pepo Hoja 36 NR NR 32,1 

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
b
 [101] 

BnGolS Brassica napus Recombinante 39,4* 0,401 4,96 73
c
 [260] 

GolSasa Brachypodium distachyon Recombinante 45 0,06 2,5 28,6 Este trabajo 
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Tabla Suplementaria 4: Parámetros cinéticos de diferentes RafSasas de plantas en la dirección de hidrólisis. NR: no reportado; *: MM teórica. 

Enzima Organismo Fuente MM (kDa) Sustrato S0.5 (mM) Vmax (U mg
-1

) Referencia 

RS Oryza sativa Recombinante NR 

Gol 2,15 0,834 

[156] Raf 10,9 0,678 

pNPαGal 12 0,6 

ZmRS Zea mays Recombinante 85 Gol 1,58 ND [157] 

RS Pisum sativum Recombinante 88,7* Gol 1 0,00164 [114] 

AtRS5 Arabidopsis thaliana Recombinante 90 Gol 2,7 0,125 [167] 

RafSasa Brachypodium distachyon Recombinante 110 

Gol 1,8 ± 0,1 0,72 ± 0,02 

Este trabajo Raf 12,3 ± 0,9 0,49 ± 0,01 

Mel 84,3 ± 12,9 0,022 ± 0,002 
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Tabla Suplementaria 5: Códigos de las secuencias proteicas de plantas utilizadas para la construccion del árbol 

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 Aco002583.1 

6_Aco A. comosus Bromeliaceae Aco005386.1 

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 Aqcoe2G257100.1.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 Bradi1g17200.1.p 

17_Bdi B. distachyon Poaceae Bradi1g64120.1.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 C. papaya Caricaceae evm.model.supercontig_145.23 

36_Gma G. max  Fabaceae Glyma.03G222000.1.p 

37_Gma G. max  Fabaceae Glyma.19G219100.1.p 

38_Gra G. raimondii Malvaceae Gorai.001G145800.1 

39_Gra G. raimondii Malvaceae Gorai.007G120900.1 

40_Zma Z. mays Poaceae GRMZM2G165919_P01 

41_Zma Z. mays Poaceae GRMZM5G872256_P02 

42_Mac M. acuminata  Musaceae GSMUA_Achr11P16140_001 

43_Mac M. acuminata  Musaceae GSMUA_Achr6P27280_001 

44_Mac M. acuminata  Musaceae GSMUA_Achr8P10810_001 

45_Kfe K. fedtschenkoi Crassulaceae Kaladp0057s0103.1.p 

46_Kfe K. fedtschenkoi Crassulaceae Kaladp0085s0102.1.p 

47_Kla K. laxiflora Campanulaceae Kalax.0267s0048.1.p 

48_Kla K. laxiflora Campanulaceae Kalax.0285s0036.1.p 

49_Kla K. laxiflora Campanulaceae Kalax.0397s0014.1.p 

50_Kla K. laxiflora Campanulaceae Kalax.0803s0006.1.p 

51_Osa O. sativa Poaceae LOC_Os03g20120.1 

52_Osa O. sativa Poaceae LOC_Os07g48830.1 

53_Lus L. usitatissimum Linaceae Lus10031434 

54_Mes M. esculenta Euphorbiaceae Manes.05G012000.1.p 

55_Mes M. esculenta Euphorbiaceae Manes.09G179100.1.p 

56_Mes M. esculenta Euphorbiaceae Manes.13G029000.1.p 

57_Mdo M. domestica Rosaceae MDP0000446914 

58_Mdo M. domestica Rosaceae MDP0000466683 

59_Mtr M. truncatula Fabaceae Medtr7g109920.1 

60_Mgu M. guttatus Phrymaceae Migut.E00169.1.p 

61_Mgu M. guttatus Phrymaceae Migut.L01457.1.p 

62_Fve F. vesca Rosaceae mrna24544.1-v1.0-hybrid 

63_Csi C. sinensis  Rutaceae orange1.1g019647m 

64_Oth O. thomaeum Poaceae Oropetium_20150105_01144A 

65_Oth O. thomaeum Poaceae Oropetium_20150105_10155A 

66_Pha P. hallii Poaceae Pahal.B05006.1 

67_Pha P. hallii Poaceae Pahal.D02454.1 

68_Pvi P. virgatum Poaceae Pavir.Ba00293.1.p 

69_Pvi P. virgatum Poaceae Pavir.Bb03717.1.p 

70_Pvi P. virgatum Poaceae Pavir.J07018.1.p 

71_Pvi P. virgatum Poaceae Pavir.J40731.1.p 

72_Stu S. tuberosum  Solanaceae PGSC0003DMP400006276 
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73_Stu S. tuberosum  Solanaceae PGSC0003DMP400009269 

74_Ptr P. trichocarpa Salicaceae Potri.002G191600.1 

75_Ptr P. trichocarpa Salicaceae Potri.005G006800.1 

76_Ptr P. trichocarpa Salicaceae Potri.013G005800.1 

77_Ptr P. trichocarpa Salicaceae Potri.013G005900.1 

78_Ptr P. trichocarpa Salicaceae Potri.014G116800.1 

79_Ppe P. persica Rosaceae Prupe.1G251600.1.p 

80_Ppe P. persica Rosaceae Prupe.3G005100.1.p 

81_Spu S. purpurea Salicaceae SapurV1A.0088s0080.1.p 

82_Spu S. purpurea Salicaceae SapurV1A.0088s0090.1.p 

83_Spu S. purpurea Salicaceae SapurV1A.0294s0080.1.p 

84_Sit S. italica Poaceae Seita.2G438500.1.p 

85_Sit S. italica Poaceae Seita.9G424800.1.p 

86_Svi S. viridis Poaceae Sevir.2G450900.1.p 

87_Svi S. viridis Poaceae Sevir.9G429000.1.p 

88_Sbi S. bicolor Poaceae Sobic.001G391300.1.p 

89_Sbi S. bicolor Poaceae Sobic.002G423600.1.p 

90_Sly S. lycopersicum Solanaceae Solyc01g079170.2.1 

91_Sly S. lycopersicum Solanaceae Solyc02g084980.2.1 

92_Tca T. cacao Malvaceae Thecc1EG004881t1 

93_Esa E. salsugineum Brassicaceae Thhalv10001530m 

94_Esa E. salsugineum Brassicaceae Thhalv10024122m 

95_Tpr T. pratense Fabaceae Tp57577_TGAC_v2_mRNA4274 

 

 

 


