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INTRODUCCION

La trehalosa 6-fosfato (Tre6P) es un metabolito sefial que regula el metabolismo del carbono en plantas.
En los ultimos anos, la Tre6P ha cobrado relevancia ya que se ha demostrado que participa en una
diversa cantidad de procesos, desde el desarrollo del embriéon hasta la floraciéon (Figueroa y Lunn,
2016). Los niveles de Tre6P se encuentran estrictamente regulados y guardan correlacién con los
niveles de sacarosa (Yadav et al., 2014). Mediante el estudio de la Tre6P sintasa 1 (TPS1) pretendemos
dilucidar los mecanismos moleculares que regulan la sintesis de Tre6P en plantas, un paso fundamental
para comprender de qué manera se regula el metabolismo del carbono en dichas especies. Hasta el
momento, la mayor parte de nuestros conocimientos sobre la regulacién del metabolismo del carbono
por Tre6P provienen de experimentos realizados con Arabidopsis thaliana, una planta dicotiledénea
que realiza fotosintesis del tipo Cs. Por lo tanto, trasladar estos conceptos a plantas monocotiledéneas
que realizan fotosintesis Cs resulta de gran utilidad para el mejoramiento de cultivos de interés
agrondémico. Por lo expuesto, nuestro grupo de trabajo se propuso obtener de forma recombinante y
caracterizar la trehalosa-6-fosfato sintasa 1 de Setaria viridis, una planta que ha sido ampliamente
adoptada como un modelo de estudio para las especies C4 monocotiledéneas mas importantes (tales
como maiz, sorgo y cafa de azlcar).

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la produccién y caracterizacion bioquimica de la TPS1 de Setaria
viridis obtenida a partir de células de Escherichia coli.

Objetivos especificos:
e Producir de forma recombinante y purificar la TPS1 de Setaria viridis (SvTPS1) a partir de
células de Escherichia coli. La enzima pura se utilizara para estudiar sus propiedades cinéticas,
estructurales y regulatorias.
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e Obtenery caracterizar una mutante trunca en el extremo N-terminal de la SvTPS1, para evaluar
si dicho dominio tiene algun efecto sobre la actividad de la enzima.

e Obtener y caracterizar una mutante trunca en un dominio intrinsecamente desordenado
ubicado en el extremo C-terminal de la SvTPS1, para evaluar si dicho dominio tiene algin
efecto sobre la actividad de la enzima.

METODOLOGIA

La secuencia de ADN que codifica para la SvTPS1 fue sintetizada de novo por la compafiia Bio Basic
(Canadad), teniendo en cuenta la secuencia proteica deducida a partir del genoma de Setaria viridis,
disponible en el servidor Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). La proteina
recombinante fue expresada en células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el vector pET28b
conteniendo la secuencia codificante entre los sitios de restriccion Ndel y Sacl. De esta forma, se le
adiciona una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal, lo que permite la posterior purificacién
mediante cromatografia de pseudo-afinidad por metal inmovilizado (IMAC). Alternativamente, la
secuencia codificante de la SYTPS1 se clon6 en el vector pET24b entre los sitios Ndel y Xhol, lo cual
permite obtener la enzima de interés con una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal. Se
realizaron ensayos de expresion de las diferentes formas de la SvTPS1 utilizando los vectores
anteriormente nombrados y las fracciones obtenidas fueron analizadas mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Las medidas de actividad enzimatica
se llevaron a cabo utilizando un método espectrofotométrico (Figueroa et al., 2013).

Para obtener la proteina trunca en el extremo N-terminal, se disefiaron oligonucleétidos que permitieron
amplificar por PCR el dominio catalitico de la SvTPS1 (ANterm). Para obtener la proteina trunca en el
dominio intrinsicamente desordenado de la SvTPS1, se amplificaron dos fragmentos de ADN utilizando
oligonucleodtidos disefiados de forma tal que los productos amplificados contuvieran extremos
superponibles. Los productos obtenidos se utilizaron como molde para amplificar la secuencia
completa, que carecia del dominio intrinsecamente desordenado (ACterm). En ambos casos, los
productos de PCR fueron clonados en el vector comercial pEASY-Blunt3 (TransGen Biotech) y las
secuencias fueron verificadas mediante secuenciaciéon automatica (Macrogen). Luego, las secuencias
de interés fueron subclonadas en los vectores de expresion pET28b y pET24b. Se realizaron ensayos
de expresion y se analizaron las fracciones obtenidas mediante SDS-PAGE.

RESULTADOS

Al expresar la SvTPS1 de forma recombinante en células de E. coli BL21 (DE3) utilizando el vector
pET28b encontramos que la enzima de interés se obtenia s6lo como cuerpos de inclusion. Esto nos
llevé a pensar que la posicidén de la etiqueta de histidinas (en este caso, ubicada en el extremo N-
terminal) podria tener un efecto negativo sobre el plegamiento y/o la conformacién de la estructura
cuaternaria de la enzima. Por esta razon, la SYTPS1 fue expresada en células de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el vector pET24b, adicionando en este caso una etiqueta de histidinas en el extremo
C-terminal. De esta forma, logramos obtener la enzima de interés de forma soluble; sin embargo, la
misma no presenté actividad enzimatica. En base a estos resultados, y teniendo en cuenta reportes
previos, procedimos a la blsqueda de dominios que podrian dificultar la obtencién de la proteina
recombinante de forma soluble y activa en el sistema de expresién heterdloga utilizado en este trabajo.
Se ha descripto que el dominio N-terminal de las TPS1 de Selaginella lepidophyllay A. thaliana presenta
un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima (Van Dijck et al., 2002). Por esta razén, se disefiaron
oligonucleodtidos especificos para remover la secuencia que codifica para el extremo N-terminal de la
SvTPS1 (125 aminoacidos) mediante PCR. De esta forma, logramos obtener la secuencia que codifica
para la enzima trunca en el extremo N-terminal (ANterm). Los ensayos preliminares mostraron que es
posible recuperar dicha proteina a partir de la fraccion soluble de células de E. coli BL21 (DE3)
utilizando el vector pET28b, lo cual representa una diferencia importante respecto de los resultados
obtenidos con la secuencia completa de la proteina (donde la misma se obtenia s6lo como cuerpos de
inclusion); sin embargo, la proteina soluble no mostr6 actividad enzimatica. Por ello, se realizd un sub-
clonado de la secuencia codificante al vector pET24b y la SvTPS1-ANterm fue expresada en células
de E. coli BL21 (DE3) transformadas con este plasmido. De la misma manera, fue posible recuperar la
proteina a partir de la fraccién soluble, pero esta estrategia tampoco permitié obtener la proteina en su

forma activa.
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Continuando con la tarea de obtener la proteina de interés de forma soluble y activa, procedimos a la
obtencion de una mutante trunca en el dominio intrinsecamente desordenado presente en el extremo
C-terminal de la proteina (ACterm). Al realizar ensayos de expresion con la secuencia obtenida, se
encontro que no es posible recuperar la proteina SvTPS1- ACterm de la fraccién soluble de células de
E. coli BL21 (DES3) utilizando el vector pET28b. Actualmente nos encontramos trabajando en la
obtencion de la misma con el vector pET24b y en la produccién de una doble mutante (SvTPS1-ANterm-
ACterm).

CONCLUSIONES

Se logro la expresion recombinante de la SvTPS1 en su forma salvaje y de dos versiones mutantes,
SvTPS1-ANterm y SvTPS1-ACterm. Las proteinas obtenidas no mostraron actividad enzimatica. En un
futuro cercano se pretende continuar con el trabajo de investigacion realizando ensayos de expresion
de la mutante SvTPS1-ACterm utilizando el vector pET24b, como asi también de la doble mutante
SvTPS1-ANterm-ACterm. De no lograr el objetivo principal de este trabajo, es decir, la obtencién de las
enzimas en forma soluble y activa, procederemos a la utilizacion de otros sistemas de expresion
heterdloga, tales como levaduras y/o plantas. Por otra parte, las secuencias codificantes obtenidas en
este trabajo seran utilizadas para transformar protoplastos de S. viridis, para evaluar la importancia de
las regiones eliminadas para la localizacién subcelular de la proteina de interés.
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