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ACL: ATP-citrato liasa

Asn: Asparagina

Asp: Aspartato

CAT: Ciclo de los acidos tricarboxilicos

CS: Citrato sintasa

EM-NAD: Enzima malica NAD-dependiente
EM-NADP: Enzima malica NADP-dependiente
GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GIn: Glutamina

Glu: Glutamato

Gly: Glicina

keat: Constante catalitica

MDH: Malato deshidrogenasa

nH: indice de Hill

OAA: Oxaloacetato

PDH: Piruvato deshidrogenasa

PEP: Fosfoenolpiruvato

PEPC: Fosfoenolpiruvato carboxilasa

PK: Piruvato quinasa

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

So,s: Concentracion de sustrato para la cual se obtiene la mitad de Vmax

Vmax: Velocidad maxima de la reaccion



Previos estudios de nuestro grupo indicaron que las enzimas malicas NAD- y
NADP-dependientes (EM-NAD(P)) participan en la provisién de poder reductor y citrato
o acetil-CoA, respectivamente para las vias de biosintesis de reservas durante la
maduracién del embrién de soja. En el presente trabajo de tesina, se analizaron las
propiedades cinéticas y regulatorias de enzimas pertenecientes a esta familia. Para
ello, diferentes isoformas EM-NAD(P) fueron obtenidas a través del clonado, expresion
heterdloga en Escherichia coli y posterior purificacion por afinidad. Los resultados
indicaron una alta actividad catalitica, afinidad por sus sustratos y una regulacion
positiva por glutamina de la Unica isoforma EM-NADP plastidica detectada en semillas.
Mientras que para las EM-NAD mitocondriales, se observd una fuerte regulacién
positiva por intermediarios glucoliticos y de las vias de lipogénesis que fue ain mas
evidente en la isoforma EM-NAD2.4, cuyo transcripto es el mas inducido durante el
llenado. Asi, especificamente estas isoformas podrian ser utilizadas como herramienta
biotecnoldgica en programas de mejoramiento con vista a aumentar la composicion

lipidica de la semilla de soja.



Las semillas son esenciales para la reproduccién de las plantas con flores ya
que protegen, nutren y contienen al embrién en desarrollo, el cual representa a la
siguiente generacion esporofitica. Adicionalmente, las semillas contienen recursos
energéticos que sustentan a la plantula durante la germinacién antes de que se
efectivice la fotosintesis. Proveen el 70% de la ingesta caldrica humana a nivel mundial
(Sreenivasulu, 2017), mientras que los aceites obtenidos a partir de ellas son utilizados
cada vez mas como fuentes renovables de materias primas industriales y de

combustibles (Dyer y col., 2008).

La soja [Glycine max (L.) Merr.] es uno de los cultivos agrondmicos mas
importantes y versatiles a nivel mundial, siendo fuente de aceite de alta calidad con
aplicacion en las industrias alimenticia, textil, de plasticos y biocombustibles (Dyer y
col., 2008). Argentina, el mayor exportador de su aceite, tuvo una produccién de mas
de 8 millones de toneladas en la temporada 2016/17
(Https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/oilseeds.pdf). La produccion mundial
de aceite de soja se ha incrementado en forma estable en los Ultimos afos, aunque es
todavia insuficiente para satisfacer la demanda, siendo el bajo contenido lipidico de las

semillas el principal factor que restringe el rendimiento (Chen y col., 2012).

Tipicamente la semilla de soja contiene aproximadamente de 18-21% de lipidos,
40% de proteinas y el resto de la biomasa formada por carbohidratos y polisacaridos
de la pared celular, entre otros componentes (Rubel y col., 1972). Este contenido
lipidico es un tanto menor que el que presentan otras especies oleaginosas, tales como
ricino (60%), girasol (50%) y Arabidopsis thaliana (40%) (Baud y Lepiniec, 2010).

Sin embargo, la composicion de la semilla es una caracteristica variable. Por
ejemplo, se ha visto que el contenido de lipidos puede aumentar dependiendo de los
antecedentes genéticos de la planta y de las condiciones de crecimiento (Weselake y
col., 2009). Esto nos sugiere que el metabolismo central del carbono que lleva a la
acumulacién de los compuestos de reserva en la semilla es bastante flexible y que

deberia poder ser susceptible de modificacion, efectivamente la composicién de acidos



grasos del aceite de soja ya ha sido alterada mediante ingenieria metabdlica (Haun y
col., 2014). No obstante, en esta leguminosa los intentos de modificar la proporcion
de reservas no han sido completamente exitosos, posiblemente por la complejidad del
metabolismo en semilla (Allen y col., 2009). Por ello un mejor entendimiento de las
vias que conducen a la biosintesis lipidica y sus puntos de regulacién sera fundamental

para lograr mejoras biotecnoldgicas a futuro.

La escala desarrollada por Fehr y colaboradores (1971), es la mas utilizada para
la descripcién de los estados fenoldgicos externos del cultivo de soja, donde a su vez
se emplean dos escalas, una para los estados vegetativos y la otra para los
reproductivos. La clasificacion en estados reproductivos R1 y R2 esta basada en la
floracidon, R3 y R4 en el desarrollo de las vainas, R5 y R6 en el grado de desarrollo de

las semillas y R7 y R8 en su maduracién (Fehr y col., 1971).

El desarrollo y la maduracion de las semillas estan caracterizados por tres

grandes fases: embriogénesis, llenado de la semilla y desecacion.

Durante la embriogénesis, el cigoto fertilizado sufre mudltiples divisiones
celulares y diferenciacion de tejidos hasta que el embridn se desarrolla por completo.
En la etapa de llenado de la semilla, en lo que se conoce como etapas R5 a R7,
predomina la elongacidon celular y las semillas crecen rapidamente, acumulando
nutrientes como carbono, y nitrégeno en forma de lipidos de reserva y proteinas (figura
I.1). Durante R6, las partes vegetativas de la planta parental comienzan a volverse
amarillas y comienza la senescencia de las hojas. La acumulacidn de reservas en las
semillas comienza a desacelerarse y para R7, practicamente se ha completado la
acumulacién de peso seco de la semilla. Para la etapa R8, casi todas las vainas y
semillas se han secado volviéndose marrones y los embriones estan quiescentes. Mas
adelante, cuando la semilla embebe agua y la germinacion comienza, la actividad
metabdlica puede reiniciarse inmediatamente utilizando enzimas, ribosomas, factores
de iniciacion y elongacién, y otros compuestos que fueron producidos durante el

desarrollo y almacenados en la semilla (Jones y Vodkin, 2013).
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Etapas de la semilla de soja hasta alcanzar su madurez. Tomada de Gerrard Wheeler
y col., 2016 y Pederson y col., 2004.

En soja las reservas son almacenadas predominantemente en los tejidos
embrionarios, por ejemplo, cotiledones que ocupan casi todo el espacio disponible

entre los integumentos de la semilla (Goettel y col., 2014).

Los lipidos son principalmente triacilgliceroles y su generacién depende del
suministro de nutrientes desde los tejidos autotrdéficos de la planta. La sintesis de novo
de los acidos grasos que los componen se da en los plastidios y requiere esqueletos
carbonados (acetil-CoA), energia (ATP) y equivalentes de reduccion (NAD(P)H). Las
vias que generan estos precursores presentan una alta variabilidad entre las diferentes
especies vegetales y estan siendo objeto de numerosos estudios. Se ha propuesto que
el piruvato y el malato importados desde el citosol serian importantes fuentes de

carbono (Hajduch y col., 2011).

Los precursores biosintéticos serian generados en embriones de soja de acuerdo
al modelo planteado en la figura 1.2. La conversidon glucolitica de sacarosa en
fosfoenolpiruvato (PEP) seguida por la accion de la PEP carboxilasa (PEPC) y la malato

deshidrogenasa (MDH) o la piruvato quinasa (PK) resulta en la sintesis de malato o



piruvato citosdlicos, respectivamente. Segun experimentos de flujo metabdlico, ambos
metabolitos serian importados al plastidio y una vez alli, transformados en acetil-CoA
por accion del complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDH), previa conversion del
malato en piruvato por una enzima malica NADP-dependiente (EM-NADP) (figura I1.2;
Allen y col., 2009). Asi, el malato aportaria dos equivalentes de reduccién necesarios
para el proceso anabdlico dentro del plastidio, mientras que el piruvato sélo uno. En
paralelo, los azlUcares pueden ser metabolizados mediante la glucdlisis plastidica
(figura 1.2). La utilizacién del carbono derivado de la glucdlisis seria similar a la
postulada para ricino (Smith y col., 1992; Shearer y col., 2004; Gerrard Wheeler y col.,
2016). Ademas de los azlcares, en soja se ha observado una alta contribucion del
importe de aminoacidos a la semilla para sustentar la sintesis de reservas durante el
llenado (Allen y col., 2009; Allen y Young, 2013), relacionada a la capacidad de esta
especie de formar nédulos fijadores de nitrégeno. Estos son degradados
principalmente en las mitocondrias aportando cantidades significativas de
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). Segun experimentos
llevados a cabo en embriones de soja (Allen y Young, 2013) el citrato sintetizado en la
mitocondria seria incorporado por los plastidios proveyendo asi esqueletos carbonados
para la sintesis de acidos grasos. En este contexto, se vuelve importante la contribucion
de la enzima malica NAD-dependiente (EM-NAD), la cual permitiria la relocalizacion de
carbono mitocondrial al plastidio mediante el transporte de citrato (figura I.2; Gerrard
Wheeler y col., 2016). EM-NAD cataliza la conversién de malato a piruvato y PDH
produce acetil-CoA, el cual es utilizado para producir el citrato que migra al plastidio
para proporcionar acetil-CoA para la sintesis de acidos grasos (figura 1.2; Allen y
Young, 2013).

Mientras que en etapas tempranas los intermediarios glucoliticos serian la
principal fuente de carbono para la sintesis de acidos grasos, en etapas mas tardias
de la maduracion éstos serian reemplazados por intermediarios del CAT (figura 1.2).
Esto se deberia en parte a que cerca de R6.5, los carbohidratos comienzan a sustentar
otros metabolismos, tal como la sintesis de compuestos protectores que asisten en el

proceso de desecacion (Gerrard Wheeler y col., 2016).
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Modelo propuesto de generacion de precursores para la biosintesis lipidica en
semillas de soja. GAPDH, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; PEP, Fosfoenolpiruvato; OAA,
Oxaloacetato; PEPC, PEP carboxilasa; MDH, Malato deshidrogenasa; PK, Piruvato quinasa; PDH,
Piruvato deshidrogenasa; EM-NADP, Enzima malica NADP-dependiente; EM-NAD, Enzima malica NAD-

dependiente; CS, Citrato sintasa; ACL, ATP-citrato liasa. Adaptado de Gerrard Wheeler y col.,

2016.

La enzima madlica (EM) cataliza la descarboxilacién oxidativa reversible del

malato generando CO: y dos precursores fundamentales para la sintesis de lipidos:

piruvato y un cofactor reducido, NADH o NADPH dependiendo de la enzima (figura

I.3). La presencia de un cation divalente (Mg2* o Mn2*) es esencial para su actividad

(Chang y Tong, 2003).



La EM es una proteina ampliamente distribuida en tejidos animales y vegetales,
presente también en microorganismos eucariotas y procariotas (Chang y Tong, 2003).
Juega un rol clave en la divisién del flujo de carbono regulando los niveles de CO»,
acidos organicos y cofactores reducidos. En plantas, se han encontrado varias
isoformas de cada tipo, NAD- y NADP-dependientes. Aparte de estar involucradas en
la fijacion fotosintética de CO; en plantas C4 y CAM (Drincovich y col., 2011), se han
propuesto diversos roles incluyendo respiracion del malato (Tronconi y col., 2008),
respuestas de defensa (Maurino y col., 2001; Miiller y col., 2008; Voll y col., 2012),
tolerancia a estrés osmatico (Liu y col., 2007), biosintesis de lipidos (Smith y col.,
1992; Gerrard Wheeler y col., 2016) y control del pH citosdlico (Martinoia y Rentsch,
1994).

oo EM eleley

<|:|-|—o|-| + NAD(P)’ <|:=o +CO, +NAD(P)H
<|:H2 Me?*  CHs

COO’

Malato Piruvato

Reaccion catalizada por la enzima malica (EM). Me?* corresponde a un catién
divalente, esencial para su actividad.

Las enzimas NAD-dependientes se han encontrado exclusivamente en la matriz
mitocondrial de células eucariotas (Drincovich y col., 2010), en donde participan en la
alimentacién del CAT. A diferencia de lo que ocurre en organismos no vegetales en
donde muestran ser homo-oligdmeros, en plantas estdn compuestas de dos
subunidades diferentes (o y B), las cuales agrupan separadamente en dos linajes
(figura 1.4). A. thaliana presenta dos genes EM-NAD, cuyos productos, denominados
EM-NAD1 y EM-NAD2, han sido caracterizados (Tronconi y col., 2008). Ambos forman
homo-dimeros activos, pero ademas tienen la capacidad de asociarse generando el
hetero-dimero. Ademas, los diferentes tipos de enzimas son reguladas en forma

diferencial por diversos efectores, sugiriendo una contribucion metabdlica particular



para cada una de ellas y una regulacién de la actividad total dependiente de la
asociacion entre subunidades (Tronconi y col., 2010a; 2010b; 2012; 2015).
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F Expresion de los genes EM-NAD en embriones de soja a lo largo de la maduracion.
Arbol filogenético EM-NAD construido utilizando las secuencias de las enzimas de soja (Glyma), poroto
(Phwvul), Medicago truncatula (Medtr), ricino (Rco) y Arabidopsis (AT; AT2G13560 y AT4G00570
corresponden a EM-NAD1 y EM-NAD2, respectivamente). Los nimeros indican la significancia estadistica
de cada rama. Las isoformas estudiadas en este trabajo de tesina se muestran en recuadros rojos
(izquierda). Niveles de transcriptos de las isoformas de soja en diferentes etapas de la maduracion. El
gen de actina Glyma04g39380 se usé como referencia. Para cada transcripto, los valores con la misma
letra no son significativamente diferentes (p <0.05) (derecha). Adaptado de Gerrard Wheeler y col.,
2016.

En embriones de soja, la actividad EM-NAD total sufre un significativo aumento
a medida que progresa la maduracion (Gerrard Wheeler y col., 20016). De los cinco
genes EM-NAD presente en el genoma de soja, este aumento en la actividad se
correlaciona fundamentalmente con la expresion de los genes EM-NAD1, EM-NAD2.3
y EM-NADZ2.4.

En plantas, se han encontrado isoformas NADP-dependientes tanto en el citosol
como en plastidios (Drincovich y col., 2001). La topologia de arbol EM-NADP muestra
tres linajes principales (figura 1.5). La linea 1 contiene proteinas localizadas en

plastidios y los linajes 2 y 3 contienen enzimas citosdlicas. En el mismo sentido, en el



genoma de la planta modelo Arabidopsis se encuentran cuatro genes EM-NADP, tres
de los cuales codifican productos citosdlicos (EM-NADP1, EM-NADP2 y EM-NADP3)
mientras que sblo uno (EM-NADP4) codifica una enzima localizada en el plastidio. Estas
isoformas han sido estudiadas en detalle (Gerrard Wheeler y col., 2005; 2008; 2009;
Maurino y col., 2009; Arias y col., 2013; Badia y col., 2015; 2017), observandose
diferencias en el estado nativo, parametros cinéticos y regulatorios y patron de
expresion, aun cuando comparten un alto grado de identidad (75-90%). Todas estas
propiedades distintivas podrian permitir a cada isoforma cumplir con funciones
metabdlicas especificas /7 vivo. Similarmente, se ha observado esta misma
multiplicidad de propiedades para la familia de EM-NADP de maiz (Saigo y col., 2004;
Alvarez y col., 2013).
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Expresion de los genes EM-NADP en embriones de soja a lo largo de la
maduracion. Arbol filogenético EM-NADP construido utilizando las secuencias de las enzimas de soja
(Glyma), poroto (Phvul), Medicago truncatula (Medtr), ricino (Rco) y Arabidopsis. Las isoformas
estudiadas en este trabajo de tesina se muestran en recuadros rojos (izquierda). Niveles de transcriptos
de las isoformas de soja en diferentes etapas de la maduracién. El gen de actina Glyma04g39380 se
utilizd6 como referencia.Para cada transcripto, los valores con la misma letra no son significativamente
diferentes (p <0.05) (derecha). Adaptado de Gerrard Wheeler y col., 2016.



Un Unico transcripto codificante para una EM-NADP plastidica fue detectado en
embriones de soja (figura 1.5), y su acumulacién coincide con el momento en que la

deposicion de lipidos es mas activa (Gerrard Wheeler y col., 2016).

Estudios previos de perfiles de actividad, transcriptos y acidos organicos
sugieren un rol central de la EM en la provisidn de precursores para la sintesis de
reservas en embriones de soja (Gerrard Wheeler y col., 2016). Sin embargo, las
distintas isoformas tendrian un aporte diferente de acuerdo a su localizacion subcelular
y probablemente a sus caracteristicas cinéticas. Asi, las isoformas mitocondriales EM-
NAD estarian involucradas en la sintesis de citrato, el cual seria incorporado en los
plastidios proveyendo asi esqueletos carbonados para la sintesis de acidos grasos,
mientras que la EM-NADP plastidica seria responsable de la generacién del acetil-CoA

directamente en el compartimento en el cual se produce la biosintesis.

Considerando la participaciéon de las EM-NAD(P) en el abastecimiento de
precursores para la biosintesis lipidica, éstas podrian representar una importante
herramienta biotecnoldgica. Sin embargo, dado que estan presentes como familia
multigénica en soja, la exhaustiva caracterizacion de los productos proteicos

codificados es necesaria a la hora de encarar estrategias de mejoramiento.
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El presente proyecto plantea la caracterizacion de distintas proteinas que
componen la familia EM-NAD(P) en soja a través de su clonado y expresién heterdloga,
en orden de determinar su potencial como blanco modificable para la obtencion de

plantas con mejores rindes en la produccion de aceite.

1. Clonar, expresar y purificar las isoformas EM-NAD(P) de semillas de soja.

2. Determinar las propiedades cinéticas y regulatorias de las isoformas EM-NAD(P)

de semilla de soja.
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Las isoformas para el clonado fueron seleccionadas de acuerdo a estudios previos
por su relevancia en el contexto de los procesos de maduracién y llenado (Gerrard
Wheeler y col., 2016): EM-NAD1 (Glyma03g24630), EM-NAD2.3 (Glyma03g01680),
EM-NAD2.4 (Glyma07g08110) y EM-NADP1.1 (Glymal3g43130). Ademds, se
selecciond una que mantuvo un nivel de expresion bajo y constante entre los distintos
estadios: EM-NAD2.1 (Glyma09g39870) (figuras 1.4 y 1.5).

El clonado de las isoformas EM-NAD(P) de semillas de soja se realiz6 a partir de
preparaciones de ADNc disponibles en el laboratorio (Gerrard Wheeler y col., 2016).
Para su obtencién, se utilizaron embriones recolectados de plantas Pioneer 94m80
cultivadas a campo (sur de Santa Fe) y de distinto estado reproductivo (figura I.1;
Fehry col., 1971).

Se disefaron cebadores especificos con sitios de restriccion para amplificar el
ADNc de las proteinas maduras utilizando las herramientas Primer-Blast
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast) y TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Para EM-NAD1 se disefiaron ademas otro
par de primers (*) que contenia una secuencia adicional en el extremo 5’ para permitir
el corte con enzimas de restricciéon directamente sobre el producto de amplificacion.

Los oligonucledtidos cebadores utilizados fueron los siguientes:

EM-NAD1/Nhe I. 5" GCTAGCCCCTCCATCGTCCACA 3’ (Tm: 60,43°C)

EM-NAD1/Xho I. 5" CTCGAGTCATTCTTTCTTGTAAACTAA 3’ (Tm: 53,66°C)
EM-NAD1/Nhe I (*). 5" GAAGGCGCTAGCCCCTCCATCGTCCACA 3’ (Tm: 67,24°C)
EM-NAD1/Xho I (*): 5' GCACACTCGAGTCATTCTTTCTTGTAAACTAA 3’ (Tm: 57,52°C)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
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EM-NAD2.1/Nde I. 5" CATATGTTATCGACGGCGATTC 3’ (Tm: 52,97°C)
EM-NAD2.1/Xho I 5" CTCGAGCTATTTTTCATGAACAAGAGG 3’ (Tm: 56,70°C)
EM-NAD2.3/Nhe 5" GCTAGCTGCATTGTTCACAAGCGCGGTGCCGACATACTCCACGAT 3’
(Tm: 72,74°C)

EM-NAD2.3/Xho I 5' CTCGAGTTATTTTTCATGAACGAGAGG 3’ (Tm: 56,70°C)
EM-NAD2.4/Nhe I.5" GCTAGCTGCATTGTTCACAAGCGCGGTGCCGACATACTCCATGAC 3’
(Tm: 72,74°C)

EM-NAD2.4/Xho I 5" CTCGAGTCATTTTTCATGAACGAGAGG 3’ (Tm: 58,22°C)
EM-NADP1.1/Nhe I 5 GCTAGCAGTATGACCCCAAGCA 3’ (Tm: 56,700°C)
EM-NADP1.1/Xho I: 5" CTCGAGTCATCGGTAGCTTCTGTAGGC 3’ (Tm: 62,77°C)

Las reacciones de amplificacion se desarrollaron en un volumen final de 50 pl
conteniendo 1,5 mM MgClz, 0,2 mM mezcla de desoxirribonucledsidos trifosfato, 0,5
uM de cada oligonucledtido cebador, 5 pl de molde de ADNc, buffer de amplificacion
1X (suministrado por el proveedor de la enzima) y 1 U de Phusion ADN Polimerasa

(Thermo Fischer Scientific), una polimerasa de alta fidelidad.

La amplificacién se realizd en un termociclador Thermo PX2 HBPX2220,
comenzando con una etapa de 30 s a 98°C seguida de 35 ciclos compuestos por tres
etapas: 10 s @ 98°C, 30 s a 56-61°C y 1 min a 72°C. Por ultimo, se realizd una etapa
de extensién de 10 min a 72°C. Los productos se analizaron por electroforesis en geles
de 1% (p/v) agarosa, sembrando en paralelo ADN A 0,5 ug/ul cortado con EcoR I
[Hind III (Promega) (Sambrook y col., 1989).

En algunos casos se realizé un protocolo de Touchdown PCR (Korbie y Mattick,
2008) para optimizar la amplificacion incrementando la especificidad, la sensibilidad y
el rendimiento. Se utilizaron las mismas mezclas de amplificacién, aunque
disminuyendo la cantidad de oligonucleétidos cebadores a 0,2 uM. En este caso, se
siguid un protocolo de dos fases, comenzando con un calentamiento inicial de 3 min a
9590C antes de agregar la polimerasa y luego 15 ciclos de tres etapas: 30 s a 95°C, 45

s a 70°C y 72 s a 72°C. En cada ciclo, se disminuyé en 1°C la temperatura de
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hibridacion. En la segunda fase se realizaron 20 nuevos ciclos utilizando como
temperatura de hibridacién la alcanzada en el ultimo ciclo de la primera fase (56°C) y

finalizando con un periodo de extensién de 5 min a 72°C.

Los fragmentos obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa
utilizando el kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) y
posteriormente ligados con el vector pBluescript II SK (+) mediante un protocolo que
combina en un Unico paso la restriccion con enzimas de corte romo y la ligacién. La
mezcla se desarrollé en un volumen final de 10 pl conteniendo buffer de ligacién 1X
(Promega), 3 U de T4 ADN Ligasa (Promega), 0,1 ug de vector, 3 U de Sma I
(Promega) y el producto de amplificacién purificado. La reaccion se incubd durante
toda la noche a 20°C. Las mezclas fueron utilizadas para la transformacion quimica de
bacterias competentes Escherichia coli DH5a. Cabe aclarar que el producto obtenido
con los cebadores designados con (*) fue clonado directamente en el vector de

expresion.

Para realizar la transformacion, se inocularon 1,5 ml de medio LB (1% (p/v)
triptona, 0,5% (p/v) extracto de levaduras y 0,5% (p/v) NaCl) con la cepa de E. coli
DH5a, se dejo crecer a 37°C con agitacién continua hasta alcanzar una densidad optica
de 0,3-0,5 UA. Luego se centrifugd a 5.000 x g durante 3 min y se agreg6 al pellet
conteniendo las células 500 pl de CaCl; 0,1 M estéril y frio. Se centrifugd nuevamente
y esta vez se le agregd 100 pl de la misma solucién de CaCl, y 5-10 ul de mezcla de
ligacién. Se incubd 1h en hielo seguido de 2 min a 42°C y 90 s nuevamente en hielo.
Posteriormente, se agregd 1 ml de medio LB y se colocd en bafio a 37°C por 1h. Para
finalizar, las células se sembraron en placas con medio LB agar (LB y 1,5% (p/v) agar)

conteniendo 100 pg/ml ampicilina, 20 pg/ml X-Gal y 0,1 mM IPTG. Las bacterias
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transformantes que poseian el vector ligado con el inserto se evidenciaron como

colonias blancas.

La preparacion de ADN plasmidico se llevd a cabo utilizando columnas QIAprep
(Qiagen). Se crecieron células de E£. coli transformadas con el plasmido a purificar en
3 ml de medio LB en presencia del agente de seleccidn durante toda la noche a 37°C
y con agitacion. Este cultivo se centrifugd a 5000 x g por 3 min. El pellet se resuspendid
en 100 pl de una solucién fria de 25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y 50 mM glucosa
y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Luego, se agregaron 200 pl de
una solucion recién preparada de 0,2 N NaOH y 1% (v/v) SDS y se mezcl6 por
inversion. Posteriormente, se agregaron 150 ul de 5 M acetato de potasio pH 4,8, se
agitd vigorosamente, se incubd en hielo durante 5 min y se centrifugd a maxima
velocidad por 5 min. El sobrenadante se mezcld con 500 pl de 6 M KI y 40 pl de 3 M
acetato de potasio pH 5,5 y se colocd en la columna QIAprep, se centrifugd durante 1
min a velocidad maxima y se descarté el eluido. EI ADN adsorbido a la membrana de
silica se lavé con 750 pl de 80% (v/v) etanol. Por ultimo, se adicionaron 100 pl de
buffer 10 mM Tris-HCI pH 8, se dejé reposar 3 min y se centrifugd a velocidad maxima

por 1 minuto para colectar el ADN plasmidico.

El chequeo de los plasmidos se llevd a cabo mediante cortes con enzimas de
restriccion, cuyos sitios de reconocimiento fueron introducidos en los oligonucledtidos
cebadores, asi como también otras que reconocian secuencias internas de los
fragmentos. La reaccion de corte se llevd a cabo en un volumen final de 10 pl
conteniendo 0,5 pg de ADN plasmidico, 5 U de cada enzima de restriccion (Promega o
Thermo Fischer Scientific) y 1X del buffer adecuado, incubandose 3 h a 37 °C. Los

tamafos moleculares de los fragmentos generados se evaluaron en geles de agarosa.
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Los clones que con el patrén de restriccion esperado fueron enviados al servicio de

secuenciacion Macrogen (Corea). Los cebadores utilizados fueron T3 y T7 promoter.

Una variante utilizada para el analisis de bacterias transformantes fue la de PCR
sobre colonias. En este caso, las reacciones se desarrollaron en un volumen final de
20 pl conteniendo 1,5 mM MgClz, 0,2 mM mezcla de desoxirribonucledtidos trifosfato,
1 UM oligonucledtidos cebadores especificos para el fragmento de interés, buffer de
amplificacion 1X (suministrado por el proveedor de la enzima) y 1 U de Taq ADN
Polimerasa (Promega). Se colocd directamente cada colonia bacteriana a analizar
dentro del tubo de reaccion y se llevd a cabo la amplificacion y el analisis de los

productos.

Los fragmentos de ADNc correspondientes a las isoformas EM-NAD(P) de
semillas de soja fueron subclonados en el vector pET-28a (+) de Novagen. Dicho
vector (5.369 pb) permite la expresion de proteinas recombinantes bajo el control del
promotor y de las sefales de iniciacidén de la traduccidn del bacteriéfago T7. Ademas,
posee una cola de histidinas en el extremo amino terminal para posibilitar una facil
purificacion. Las ligaciones se desarrollaron en un volumen final de 20 pl conteniendo
buffer de ligacién 1X (Promega), 3 U de T4 ADN Ligasa (Promega) y los fragmentos
de ADN purificados en una relacién molar vector:inserto de 1:3 (con 0,1-0,2 pg de
vector) y se incubaron durante toda la noche a 4°C. Tanto el vector pET28a (+) como
los plasmidos pBluescript II SK (+) con los insertos de interés (seccion II.1) fueron
digeridos con las enzimas Nhe Io Nde I(extremo 5°) y Xho I (extremo 3”). Luego, se
transformaron bacterias £. coliDH5a utilizando la técnica de CaCl; (ver seccion I1.1.5).
En este caso, las células se sembraron en placas con medio LB agar conteniendo 50
pug/ml  kanamicina como agente de seleccién. Para identificar las colonias

transformantes que poseian el vector ligado con el inserto, se extrajo ADN plasmidico



16

de las mismas (seccidon I1.1.6) y se efectuaron los chequeos mediante corte con

enzimas de restriccion (seccion I1.1.7).

Utilizando 10 ng de cada plasmido con inserto, se transformaron bacterias £.
coliBL21 (DE3) (ver seccién I1.1.5), las cuales contienen una copia del gen de la ARN

Polimerasa del bacteriéfago T7 bajo el control del promotor /acUV5.

Las colonias transformantes fueron crecidas en 200 ml de medio LB conteniendo
50 ug/ml kanamicina a 30°C con agitacién hasta que la absorbancia a 600 nm fue de
0,5-1 UA. Luego, se adiciond 0,5% (p/v) lactosa y se continud la incubacién durante
toda la noche a 15°C. Los cultivos inducidos fueron centrifugados a 10.000 x g durante
10 min a 4°C y las células fueron resuspendidas en 25 ml de una solucién conteniendo
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,25 M NaCl, 0,01% (v/v) Tritéon X-100 y 1 mM PMSF. Luego
de 3 pulsos de ultrasonido de 10 s en sonicador MSE, se centrifugd 10 min a 14.000 x

ga4°Cy se separ6 el sobrenadante (fraccion soluble) del pellet (fraccién insoluble).

La fraccidn soluble obtenida se sembré en una columna con 2-3 ml de resina
Niquel-NTA (Qiagen) disefiada para la purificacion de proteinas de fusion con una
secuencia de polihistidinas. La columna fue previamente lavada con 10 voliUmenes de
agua destilada, cargada con 5 volimenes de 50 mM NiSO4 y equilibrada con 3
volimenes de buffer de unién (20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,5 M NaCl y 5 mM imidazol).
Luego de la siembra, la columna se lavé con 10 volimenes de buffer de unién y 6
volimenes de buffer de lavado (20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,5 M NaCl y 49 mM imidazol).
La proteina unida a la resina se eluyd con 3 volimenes de una solucién conteniendo
20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,5 M NaCl y 200 mM imidazol. El eluido se concentrd en
Centricom YM-50 (Millipore) con un corte de 50 kDa centrifugando a 2.000 x g. Luego,
se realizaron dos cambios de buffer agregando 10 volimenes de buffer conteniendo
50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl> y 10% (v/v) glicerol en cada cambio. Todo el
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procedimiento se llevé a cabo a 4°C. Por Ultimo, se agregd un volumen de glicerol a

las proteinas purificadas concentradas y se las almacené a -20°C.

Las distintas fracciones se analizaron por SDS-PAGE (seccidon I1.2.4) y se
realizaron medidas de actividad EM-NAD (P) y concentracion de proteinas (ver

secciones I1.3 y I1.4).

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se llevaron a cabo utilizando la celda Mini-PROTEAN III de Bio-Rad y el
sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970). Las concentraciones finales de
acrilamida fueron 10% (p/v) para el gel de separacién y 5% (p/v) para el de
concentracion. Las muestras diluidas 1:5 en buffer de siembra (60 mM Tris-HCl pH
6,8, 25% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS, 5% (v/v) 2-mercaptoetanol y 0,1% (p/v) azul
de bromofenol) se calentaron a 100°C durante 2 minutos. Los geles fueron analizados

por tincion con azul de Coomassie (Smith, 1984).

Las actividades enzimaticas se determinaron en un espectrofotometro Jasco V-
630 a 30 C, siguiendo la producciéon o consumo de NAD(P)H a 340 nm en cubetas de
0,5 ml. Las reacciones se iniciaron con el agregado de la enzima. Se define una unidad
(U) como la cantidad de enzima que cataliza la formacion o consumo de 1 pmol de

NAD(P)H por minuto en las condiciones especificadas (€340nm= 6,22 mM-1 cm1).

El medio de ensayo estandar contenia 50 mM MES-NaOH pH 6,5, 10 mM MnCly,
10 mM L-malato pH 8 y 2 mM NAD (Tronconi y col., 2008).
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El medio de ensayo estandar contenia 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCly,
10 mM L-malato pH 8 y 0,5 mM NADP (Gerrard Wheeler y col., 2005).

La actividad EM-NAD(P) en sentido reverso fue determinada en medios
conteniendo 50 mM MOPS-KOH pH 7, 10 mM MgClz, 30 mM piruvato, 50 mM NaHCO3
y 0,2 mM NADPH.

Para la determinacion de los valores de pH éptimo de las enzimas purificadas
se utilizaron los siguientes buffers: 50 mM Tris-HCI pH 7,5-8,0-8,9, 50 mM MOPS-KOH
pH 7,0, 50 mM MES-NaOH pH 6,0-6,5 y 50 mM acetato de sodio-acido acético pH 5,5-
4,5.

Los parametros cinéticos de las enzimas purificadas se determinaron midiendo
la velocidad inicial de la reaccion al variar la concentracién de uno de los sustratos
mientras se mantenia la concentracion de los otros sustratos a niveles altos y

constantes. Los datos fueron ajustados a la siguiente ecuacion:

VvV = Vméx B3 SnH/ (SO,SnH + SnH)

donde v representa la velocidad inicial a la concentracién de sustrato variable (S), Vimax
es la velocidad maxima de la reaccién, nH es el indice de Hill y So5 es la concentracién
de sustrato para la cual se obtiene la mitad de Vmax. Cuando nH es igual a la unidad,
la ecuacion se convierte en la ecuaciéon de Michaelis y Menten y se dice que la enzima
posee una respuesta hiperbdlica. La constante catalitica (keat) corresponde a los pmoles
de sustrato convertidos en producto por s en condiciones dptimas (Vmax) por pmol de

sitio activo.
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Las soluciones utilizadas fueron preparadas con MnCl, o MgCl, de acuerdo a sus
constantes de disociacién (Mn-malato: 20,0 mM; Mn-NAD: 12,9; Mg-malato: 28,2 mM
y Mg-NADP: 19,1 mM; Grover y col., 1981) con el fin de evitar el secuestro del cofactor
metalico. Los valores de Sos fueron calculados en funcidon de las concentraciones de
los ligandos libres utilizando el programa Sigma Plot. Todas las determinaciones se

realizaron al menos por duplicado.

La busqueda de posibles activadores o inhibidores de la actividad EM-NAD(P)
se realizd ensayando los siguientes metabolitos: succinato, fumarato, aspartato,
oxaolacetato, ATP, ADP, AMP, glucosa-6-P, fructosa-1,6-bis-P, fosfoenolpiruvato,
glutamato, glicina, glutamina, a-cetoglutarato, CoA y acetil-CoA. Excepto CoA y acetil-
CoA, los cuales fueron evaluados a 20 uM, los demas compuestos se ensayaron a dos
concentraciones: 0,5 mM o 2 mM. Las determinaciones se realizaron a niveles
subsaturantes de sustratos (iguales a los valores de Sos determinados para cada

sustrato en cada isoforma estudiada).

La concentracidn de proteina se determiné utilizando el reactivo de Protein Assay
de Bio-Rad en el espectrofotdmetro para microplacas Epoch 2 de BioTek. Se utilizo
albumina sérica bovina de Wiener lab para la realizacion de la curva de calibracion

correspondiente.
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Curva de calibracion para la determinacion de concentracion de proteinas. Se
utilizo como estandar albumina sérica bovina.
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El clonado de un gen de interés en un vector de expresidon permite la sintesis
de grandes cantidades de proteina para su posterior caracterizacion. El vector pET-
28a (+) usado en este trabajo hace uso de la ARN Polimerasa del bacteriéfago T7, una
enzima muy activa, procesiva y de alta selectividad. El ADNc de interés es inicialmente
clonado usando un huésped (£. coli DH5a) que no contiene el gen de la polimerasa,
eliminando asi la inestabilidad del plasmido provocada por la produccion de proteinas
potencialmente toxicas. Luego, es transferido a un huésped de expresion (£. coliBL21
DE3) que contiene una copia del gen de esta enzima bajo el control de un promotor
fuerte e inducible por lactosa. La cola de hexahistidina codificada en este vector
permite la purificacion de la proteina de fusidn por cromatografia de afinidad mediante
el uso de una matriz cargada con iones Ni?*. Asi, la proteina recombinante puede ser
recuperada casi a homogeneidad del extracto bacteriano en un Unico paso y en forma
separada de enzimas enddgenas que posean la misma actividad enzimatica. En esta
seccion se describe el clonado, la expresion y la purificacion de distintas isoformas EM-
NAD(P) de soja (figura III.1). Se detallan los experimentos realizados con las proteinas
purificadas para determinar sus parametros cinéticos y evaluar su actividad bajo

distintas condiciones de reaccion.
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Esquema representativo de los experimentos realizados en el presente trabajo
de tesina. En una primera etapa los ADNc de embriones de soja de las distintas isoformas de EM-
NAD(P) se amplificaron por PCR utilizando oligocebadores especificos, los insertos de EM-NAD(P) se
clonaron en vectores de la serie pET y se utilizaron para transformar E. coli. Posteriormente se indujo
la expresion, para proceder a la purificacion del extracto bacteriano con resina Ni-NTA y concentracion
de las proteinas recombinantes. Una vez, comprobada la correcta purificacion se realizd la
caracterizacion cinética y analisis de los resultados.

Las isoformas a caracterizar fueron seleccionadas de acuerdo a estudios previos
de su patrén de expresion y a su localizacion subcelular predicha (Tabla III.1): EM-
NAD1 (Glyma03g24630), EM-NAD2.3 (Glyma03g01680), EM-NAD2.4
(Glyma07g08110) y EM-NADP1.1 (Glymal3g43130) aumentaron sus niveles de
transcripto a medida que progresa la maduracion del embrion de soja (figuras 1.4 y
1.5), por lo que se postula que podrian participar en el aporte de precursores para la
biosintesis de reservas (figura I.2). Ademas, se selecciond una que mantuvo un nivel
de expresion bajo y constante entre los distintos estadios: EM-NAD2.1
(Glyma09g39870) (figura 1.4).
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Enzima GenelD Localizacion Longitud Longitud Masa
predicha del proteina Molecular
(TargetP) transcripto madura (kDa)
(pb) (AA)
EM-NAD1 Glyma03g24630 Mitocondrial 1869 585 67,2
EM-NAD2.1 Glyma09g39870 Mitocondrial 1806 586 66,9
EM-NAD2.3 Glyma03g01680 Mitocondrial 1815 578 66,3
EM-NAD2.4 Glyma07g08110 Mitocondrial 1815 578 66,2
EM-NADP1.1 Glymal3g43130 Plastidica 1944 611 69,9

Isoformas seleccionadas para su caracterizacion en este trabajo de tesina.

A partir de las secuencias EM-NAD(P) de soja (www.phytozome.net) se
disefiaron cebadores especificos para amplificar el ADNc de las isoformas maduras
seleccionadas, incorporando los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccién Nhe
I (extremo 5°) y Xho I (extremo 3") para EM-NAD1, EM-NAD2.3, EM-NAD2.4 y EM-
NADP1.1, o Nde I(extremo 5") y Xho I(extremo 3 ") para EM-NAD2.1 (seccién I1.1.2).
Para la amplificacion se utilizo la enzima Phusion ADN Polimerasa, la cual proporciona
alta fidelidad al proceso, y ADNc de embriones de soja en estado R6.5 para EM-NAD1
(figuras 1.1 y 1.4), en estado R7 (figuras 1.1 y 1.4) para EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y EM-
NAD2.4 y en estado R8 (figuras 1.1 y 1.5) para EM-NADP1.1.

En una primera etapa se lograron amplificar tres isoformas: EM-NAD2.1, EM-
NAD2.4 y EM-NADP1.1, los productos de amplificacién fueron ligados en el vector
pBluescript II SK (+) (figura III.2), analizados por restriccion o PCR y secuenciados
(seccion I1.1.7). Para la construccion EM-NAD2.1 se evaluaron 32 colonias blancas, de
las cuales 3 presentaron el patron de restriccion correcto (figura III.3). La
secuenciacion arrojd que una de estas colonias presentd una delecion de 72
nucledtidos, mientras que otra mostr6é varias mutaciones puntuales que producian
cambios de aminoacidos en la regidon que incluia el codén de terminacion del
polipéptido. Finalmente, la tercera colonia exhibid la secuencia correcta libre de

mutaciones. Para el clonado de EM-NAD2.4 y EM-NADP1.1 se analizaron 6 colonias
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blancas, de las cuales 4 y 2 mostraron el patrén de restriccion correcto para cada
construccion, respectivamente. Dos colonias de cada tipo fueron secuenciadas, de las
cuales una de cada tipo presentd la secuencia correcta correspondiente. Las restantes
presentaban deleciones de uno o varios nucledtidos. La isoforma EM-NAD2.3 pudo ser
amplificada utilizando un protocolo de Touchdown PCR (ver seccion II.1.3).
Posteriormente, se analizaron por restriccion 31 colonias blancas aisladas. Sélo una de
las mismas contenia ADN plasmidico con el patron de restriccion correcto, v,

afortunadamente, su inserto poseia la secuencia correcta.

Se obtuvieron asi los plasmidos pBS::EM-NAD2.1 (proveniente del clon 30);
pBS::EM-NAD2.3 (proveniente del clon 18), pBS::EM-NAD2.4 (proveniente del clon 3)
y pBS::EM-NADP1.1 (proveniente del clon 8) (figuras III.2 y III.3).

En el caso de EM-NAD1, la reaccién de amplificacion se efectué también
utilizando un protocolo de Touchdown PCR (seccién II.1.3). Se analizaron clones
provenientes de tres rondas independientes de PCR-ligacidn-transformacion.
Plasmidos con el patron de restriccidon correcto provenientes de un total de 12 colonias
fueron analizados. Sin embargo, ninguna de estas construcciones contenia la secuencia
correspondiente al ADNc de la enzima libre de mutaciones. Las mutaciones
encontradas fueron variadas en tipo y regién de la secuencia afectada. Debido a este
problema, se ensayod otra estrategia consistente en ligar directamente el producto de
amplificacion obtenido en el vector de expresion. Sin embargo, tampoco se obtuvo la
construccion correcta luego de analizar mediante secuenciacidon 4 clones. Los
experimentos tendientes a obtener el ADNc que codifica para esta isoforma siguen en

proceso en el laboratorio.



25

lacz
Xho I

\T3

bla
EM-NAD2.1

EM-NAD2.3
pBS::EM-NAD(P) EM-NAD2.4

EM-NADP1.1

»T7 promoter
1acZ  npe 1/Nde I

Esquema de los plasmidos pBluescript II SK (+) conteniendo los insertos
correspondientes a distintas isoformas EM-NAD(P) de soja obtenidos en este trabajo. b/a:
gen que confiere resistencia a ampicilina. /acZ: gen del péptido a de la enzima B-galactosidasa que
permite la seleccion de bacterias transformantes que poseen el vector ligado con el inserto. Se muestran
los sitios de corte de las enzimas de restriccion Nhe I/ Nde I'y Xho Iintroducidos por los cebadores
utilizados en la amplificacién y los sitios de hibridacién de los oligonucledtidos T3 y T7 promoter
utilizados en la secuenciacion. Cabe aclarar que el fragmento EM-NAD(P) puede insertarte en cualquiera
de las dos orientaciones posibles.

~3,0kpb s £ X
1,7-1,8 kpbee = "™

Analisis de los vectores obtenidos. Se muestran chequeos de cortes con enzimas de
restriccion de los clonados en pBluescript II SK (+). Se sembraron 10 pl de corte en cada caso. M:
marcador de tamafio molecular (ADN de fago A digerido con EcoR I + Hind III, Promega). Calle 1:
pBS::EM-NAD2.1 (clon 30) digerido con Nde I'y Xho I, Calle 2: pBS::EM-NAD2.4 (clon 3) con Nhe Iy
Xho 1.

Para la sintesis y purificacién de grandes cantidades de cada isoforma EM-

NAD(P) de soja seleccionada, se subclonaron los fragmentos de los plasmidos
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pBS::EM-NAD2.1, pBS::EM-NAD2.3, pBS::EM-NAD2.4 y pBS::EM-NADP1.1 en el
vector de expresion pET-28a (+), permitiendo asi obtener las proteinas recombinantes
fusionadas a una cola de hexahistidina. Los plasmidos y el vector pET-28a (+) fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Nhe I/ Nde I(segun el caso) y Xho I. Luego,
los productos de digestion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa
y se purificaron para realizar la ligacion que se utilizd para trasformar bacterias
competentes E. coli DH5a. Las células transformadas fueron seleccionadas en placa
de Petri con medio LB agar conteniendo kanamicina (seccion I1.2.1). EI ADN plasmidico
obtenido de las colonias (figura II1.4) fue analizado por digestion con las mismas
enzimas de restriccidn, generandose el fragmento correspondiente al vector de 5400pb

y el fragmento correspondiente a cada inserto de ~1700-1800pb (figura III.5).

De esta manera se obtuvieron los plasmidos pET::EM-NAD2.1 (proveniente de
la colonia 6), pET::EM-NAD2.3 (proveniente de la colonia 2), pET::EM-NAD2.4
(proveniente de la colonia 5) y pET::EM-NADP1.1 (proveniente de la colonia 3) (figuras
I11.4, I11.5 y IIL.6).

ADN plasmidico obtenido de colonias de E. co/i DH5a transformadas con las
mezclas de ligacion. Clonado de EM-NADP1.1 (izquierda) y EM-NAD2.3 (derecha). M: marcador de
tamafio molecular (ADN de fago A digerido con EcoR I + Hind III, Promega), en orden descendente se
pueden apreciar los fragmentos (pb): 21226, 5148, 4268, 2027,1904, 1584, 1375, 974, 831 y 564.
Para el posterior chequeo con enzimas de restriccion se eligieron los plasmidos que presentaban
mayor tamafio (indicados con flechas). Se indica el nimero designado a cada colonia.
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DI g 5,4 kob

bl em 1,7-1,8 kpb

Analisis de los vectores obtenidos. Se muestran chequeos de cortes con enzimas de
restriccion de los clonados en pET-28a (+). Se sembraron 5 ul de cada corte. M: marcador de tamafio
molecular (ADN de fago A digerido con £coR I+ Hind 111, Promega). Calle 1: pET::EM-NADP1.1 (colonia
3) digerido con Nhe I'y Xho I, Calle 2: pET::EM-NAD2.3 (colonia 2) digerido con Nhe I'y Xho I.

promotor T7 Xho I

AN

kan
EM-NAD2.1
EM-NAD2.3
pET::EM-NAD(P) EM-NAD2.4
EM-NADP1.1
Nhe I/ Nde I

His-tag

Esquema de los plasmidos pET-28a (+) conteniendo los insertos
correspondientes a distintas isoformas EM-NAD(P) de soja obtenidos en este trabajo. Se
muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion. kam: gen que confiere resistencia a
kanamicina, /acl: gen que codifica para el represor del operdn /ac; His-tag: cola de hexahistidinas amino
terminal que permite la purificacion de afinidad de las proteinas de fusion. Estos vectores permiten
expresar el gen de interés bajo el control de un promotor reconocido por la ARN Polimerasa del
bacteriéfago T7. Las construcciones fueron disefiadas de manera que sélo 21-23 residuos de
aminoacidos extra sean introducidos en el extremo amino terminal de las proteinas.
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Los vectores de expresion obtenidos fueron utilizados para transformar
bacterias competentes E. co/i BL21 (DE3). Las células transformadas fueron
seleccionadas en placas de Petri con medio LB agar conteniendo kanamicina. La
expresion se indujo por agregado de 0,5% (p/v) lactosa a un cultivo de estas bacterias,

segun se indica en la seccion I1.2.3.

El vector de expresion utilizado codifica una secuencia de 6 residuos
consecutivos de histidina que se une a cationes divalentes (ej. Ni*?) lo que permite la
purificacion de las proteinas de fusion obtenidas en una matriz de afinidad. Asi, todas
las proteinas de fusion fueron purificadas sembrando los extractos inducidos en una
columna de Ni-NTA (seccién I1.2.3.). En la figura III.7 se muestra un SDS-PAGE de las
distintas fracciones obtenidas durante la purificacion de la isoforma EM-NAD2.1. Se
puede observar una buena cantidad de proteina concentrada (calle 7), un grado de
pureza aceptable y una masa molecular esperada de acuerdo a la secuencia de ADNc.

Similares resultados se obtuvieron para las demas isoformas (figura IIL.8).

200 kDa

116 kDa
97 kDa

66 kDa

45 kDa

Purificacion de isoforma EM-NAD2.1 de soja. SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomassie de las distintas etapas de la purificacion de la proteina recombinante. M: marcador de masa
molecular (High-Range SDS-PAGE Standars de Bio-Rad). Calle 1: fraccidn insoluble (10 pl); Calle 2:
siembra columna Ni-NTA (15 pl); Calle 3: fraccion no retenida en la siembra (15 pl); Calle 4: lavado con
buffer de unién (15 pl); Calle 5: buffer de lavado (15 pl); Calle 6: eluido (15 pl); Calle 7: proteina
concentrada (5 pl).
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Proteinas recombinantes purificadas obtenidas en este trabajo. SDS-PAGE tefiido
con azul de Coomassie de las isoformas ya purificadas y concentradas. Calle 1: EM-NADP1.1; Calle 2:
EM-NAD2.1; Calle 3: EM-NAD2.3 y Calle 4: EM-NAD2.4. En cada calle se sembraron 4 ug de proteina
concentrada.

Las distintas isoformas EM-NAD(P) de soja purificadas fueron sometidas a

diversos ensayos con el fin de lograr una caracterizacion cinética de las mismas.

Los valores de pH dptimo de las enzimas fueron determinados midiendo la
velocidad inicial de la reaccion a distintos pH, en las condiciones estandar indicadas en
la seccién I1.3.1.

Las isoformas NAD-dependientes presentaron un pH éptimo comprendido entre
5,5y 6,5, mientras que para EM-NADP1.1 el pH éptimo se encontro entre 7 y 8 (figura
II1.9). Para continuar la caracterizacion cinética se utilizé un pH = 6,5 para EM-NAD2.1,
EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4 y un pH = 7,5 para EM-NADP1.1.
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Curvas de pH 6ptimo para las distintas isoformas EM-NAD(P) de soja. Los datos
son presentados como el porcentaje de la actividad maxima obtenida para cada enzima recombinante.
Para cada valor de pH, se muestran el promedio y la desviacion estandar entre dos determinaciones.

La actividad de las isoformas se midi6 en presencia de MnCl; o MgCl; en una
concentracion final de 10 mM. Las isoformas dependientes de NAD no presentaron
actividad detectable en presencia de MgCl> (tabla III.2). En cambio, EM-NADP1.1
presentd actividad con ambos iones metalicos, aunque la actividad en presencia de

MnCl; resulté 1,6 veces mayor (tabla III.2).

Actividad (U/ml) con MgCl: Actividad (U/ml) con MnCl2

EM-NAD2.1 ND 9,43
EM-NAD2.3 ND 9,99
EM-NAD2.4 ND 0,505
EM-NADP1.1 270 428

Actividad en presencia de los cofactores MgCl2y MnClz, Las medidas se realizaron
por duplicado. Los datos mostrados corresponden a los valores promedios. ND: actividad no detectada.
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Los valores de keat ¥ So,5 para malato y NAD o NADP de las enzimas purificadas
fueron estimados midiendo la velocidad inicial de la reaccién en funcion de la
concentracion libre de cada sustrato, manteniendo alto y constante el nivel de los otros
sustratos en el medio de reaccién. Los resultados obtenidos se muestran en las figuras

IT1.10 y 11 y se compilan en las tablas II1.3 y 4.

120 120
L] - .
100 - 100 4
.
* EM-NAD2.1 EM-NAD2.1
80 A 80 4
E) °
£ E
S 60 S 604
i 3
= 40 A L] 40 4
g
20 20 4
04 04
0 10 20 30 (‘J 1‘0 2I0 30
[malato] (mM) [NAD] (mM)
100 80
80 1 EM-NAD2.3
o 60
= 60 2 EM-NAD2.3
S S a0
9 40 k]
b=l =
S B
g 20 A 2 20
0 4
0 4
0 10 20 30 0 10 20 30

[malato] (mM) [NAD] (mM)



32

60 60
L ]
L
e EM-NAD2.4 = 401 EM-NAD2.4
£ S g
S 2
o
o m
2 20 2 21
S ;
£ g
8 <<
01 0]
('] 1'0 2'0 10 0 10 20 30

[malato] (mM) [NAD] (mM)

Actividad de las isoformas EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4 en funcion
de la concentracion de malato y NAD. Las medidas se realizaron a pH 6,5 por duplicado (se muestra
sblo una de las determinaciones). Las concentraciones usadas del sustrato que se mantuvo constante
en cada caso fueron de: 5 mM NAD y 19 mM malato para EM-NAD2.1, 30 mM NAD y 10 mM malato
para EM-NAD2.3 y 22 mM NAD y 28 mM malato para EM-NAD2.4.

keat (1) 122,4 + 6,0 102,8 + 6,9 65,5 + 7,3
So,5L-malato (MM) 3,3+0,3 32+0,2 51+1,2
NHill L-malato 1,4+0,2 1,7 +0,2 1,2+0,2
So,snap (MM) 1,3+0,3 13,8 £ 3,9 6,8+ 1,5
nHill nap 1,1+0,2 09+0,1 1,0+0,1

Parametros cinéticos de las isoformas EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4.
Los valores son el promedio de dos experimentos diferentes con su correspondiente desviacion
estandar. Para cada isoforma, los valores de ket obtenidos de las curvas de saturacion de malato y NAD
fueron practicamente idénticos y se determinaron teniendo en cuenta los valores de masa molecular de
cada isoforma indicados en la tabla III.1.

Cabe destacar que en principio las medidas para EM-NADP1.1 se llevaron a cabo
a pH 7,5 pero debido a que se observd inhibicion por el sustrato malato a altas
concentraciones del mismo (no mostrado), la determinacion de los parametros

cinéticos fue realizada a pH = 8 (figura III.11; tabla III.4).
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Actividad de EM-NADP1.1 en funcion de la concentracion de malato y NADP.
Las medidas se realizaron a pH 8 por duplicado (se muestra solo una de las determinaciones). Las
concentraciones de NADP y malato usadas fueron de 0,5 mM y 18,1 mM respectivamente.

Keat (s71) 211,4 £ 8,6
So,5L-malato (MM) 06 £0,1
nHill L-malato 08+0,1
So,5napp (HM) 56 0,7
nHill napp 1,3+£0,2
Kcat/ So,5L-malato 352,3

Parametros cinéticos de la isoforma EM-NADP1.1. Los valores son el promedio de
dos experimentos diferentes con su correspondiente desviacion estandar. Los valores de ket Y So,s
fueron determinados a pH 8 y teniendo en cuenta el valor de masa molecular de la isoforma indicado

en la tabla III.1.

Los resultados obtenidos indicaron que EM-NADP1.1 presenta mayor Kt que
las isoformas que utilizan NAD como cofactor (tablas III.3 y 4). A su vez, también
exhibe mayor afinidad por sus sustratos. Los valores de Sos para malato de EM-
NAD2.1, EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4 son en promedio 6 veces mayores que el de EM-
NADP1.1 (tablas III.3 y 4). Y aun mayores diferencias pudieron observarse para el
cofactor dinucledtido, siendo el valor de Sosnaop del orden de uM para EM-NADP1.1
(tabla III1.4) y los valores de So,snap del orden de mM para EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y

EM-NAD?2.4 (tabla III.3). Las curvas indicaron un comportamiento hiperbdlico para las
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enzimas de soja (nH cercano a la unidad; tablas II1.3 y 4), excepto en el caso de EM-
NAD2.1 y EM-NAD2.3, en las cuales se observd una respuesta sigmoidea para el

sustrato malato (nH = 1,4 y nH = 1,7 respectivamente; figura II1.10).

Se determind el efecto de distintos metabolitos sobre la actividad de las
isoformas EM-NAD(P) de soja. Los ensayos fueron realizados a pH 6,5 en el caso de
las isoformas NAD-dependientes y a pH 8 en el caso de EM-NADP1.1. Las
concentraciones de malato y NAD(P) se mantuvieron a los valores de So5 obtenidos
de cada isoforma (tablas III.3 y III.4) y los metabolitos se testearon a dos
concentraciones diferentes (0,5 mM o 2 mM), a excepcion del CoA y acetil-CoA, los

cuales fueron ensayados a 0,02 mM.

Los resultados indicaron que las distintas isoformas EM-NAD(P) de soja
exhibieron un comportamiento diferencial en respuesta a los distintos metabolitos, en
especial la respuesta general de las isoformas NAD-dependientes (figura II1.12) se
diferencié de la respuesta de EM-NADP1.1 (figura II1.13). EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y
EM-NAD2.4 evidenciaron una regulacién positiva por intermediarios producidos en
pasos irreversibles de la via glucolitica, tales como fructosa-1,6-bis-P y PEP (efecto
observado en las tres isoenzimas) y glucosa-6-P (en el caso de EM-NAD2.4) (figura
II1.12). Las isoformas que utilizan NAD también presentaron una fuerte activacion por
CoA y acetil-CoA. Todas vieron incrementada su actividad en presencia del acido

organico oxaloacetato a alta concentracion (figura I11.12).



T i CoA 0,02 mM
I Acetil-CoA 0,02mM
i Fructosa-1,6-bis-P 2 mM
T s Fructosa-1,6-bis-P 0,5 mM
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Figura IT1.12 Actividad de las isoformas EM-NAD2.1, EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4 en presencia
de distintos metabolitos. Los datos se presentan como una relacion (en porcentajes) de la actividad
en presencia del metabolito comparada con un control en ausencia del mismo. Los ensayos fueron
realizados al menos por triplicado y las barras de error indican la desviacion estandar entre las
mediciones. Se utilizaron niveles subsaturantes de malato y NAD, y las concentraciones de metabolitos
que se detallan en la figura. En rojo y verde se muestran los efectores que producen una significativa
reduccion o activacion, respectivamente, de la actividad enzimatica.
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Por el contrario, en el caso de la isoforma EM-NADP1.1, se observé inhicién por
oxaloacetato (figura III.13), como se ha reportado en todas las EM-NADP de
Arabidopsis thalianay otras especies vegetales (Gerrard Wheeler y col., 2008) Por otro
lado, se vio una activacidon especifica por glutamina a ambas concentraciones de

trabajo.

Asi, los resultados obtenidos indican que EM-NAD2.4 es la isoforma mas
regulada por los compuestos ensayados, tanto teniendo en cuenta el nimero de
metabolitos que producen un efecto sobre su actividad enzimatica como en cuanto los
porcentajes de activacion observados (figura II1.12). La actividad de este miembro de
la familia fue estimulada por fumarato, oxaloacetato, ATP, glucosa-6-P y ADP. PEP,
fructosa-1,6-bis-P, acetil-CoA y CoA fueron los mas potentes activadores de la enzima,
alcanzando en presencia de los mismos niveles de actividad entre 9 y 22 veces mas
altos (figura III.12).

T CoA0,02mM
I | Acctil-CoA 0,02 mM
e Fructosa-1,6-bis-P 2 mM
T Fructosa-1,6-bis-P 0,5 mM
T gIn 2. mM
Ty gln 0,5 mm
TS AMP 2 mM
T AMP 0,5 mM

- o-Cetoglutarato 2 mM EM-NADP1.1
- o-Cetoglutarato 0,5 mM
I | Gly 2 MM
Gy 0,5 mM
T —— Glu 2 MV
- Glu 0,5 mM

——— PEP 2 mM
I PEP 0,5 mM
- Glucosa-6-P 2 mM
T Glucosa-6-P 0,5 mm
T ATP 2 mM
I ATP 0,5 MM
I Oxaloacetato 2 mM
- Oxaloacetato 0,5 mM
T Asp 2 mM
I /P 0,5 mM
e Fumarato 2 m
s Furmarato 0,5 mM
I succinato 2 mM
I succinato 0,5 mM

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120% 140% 160% 180% 200% 220%
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Actividad de la isoforma EM-NADP1.1 en presencia de distintos metabolitos.
Los datos se presentan como una relacion (en porcentajes) de la actividad en presencia del metabolito
comparada con un control en ausencia del mismo. Los ensayos fueron realizados al menos por triplicado
y las barras de error indican la desviacion estandar entre las mediciones. Se utilizaron concentraciones
subsaturantes de malato y NADP, y las concentraciones de metabolitos que se muestran en la figura
expresadas en mM. En rojo y verde se muestran los efectores que producen una significativa reduccion
0 activacion, respectivamente, de la actividad enzimatica.



37

Las isoformas obtenidas fueron evaluadas en su capacidad para catalizar el
sentido reverso de la reaccion, es decir la carboxilacion reductiva de piruvato (figura
1.3). Inicialmente, se ensayd en un medio estandar a pH 7 conteniendo MgCl, y NADPH
(ver seccion I1.3.1). Luego, se ensayd en presencia de MnCl, y NADH y sus

combinaciones.

EM-NADP1.1 fue capaz de catalizar la reaccion reversa en presencia de NADPH,
tanto con MgClz (83,7 U/ml) como con MnCl; (107 U/ml). En cambio, no presentd
actividad con ninguno de los dos cationes cuando fue ensayada con NADH. Por otro
lado, las isoformas NAD-dependientes no catalizaron la reaccién reversa en ninguna

de las condiciones analizadas.

Teniendo en cuenta estos resultados, se procedio a determinar los parametros

cinéticos de la actividad reversa de la isoforma EM-NADP1.1.

Para la actividad carboxilasa reductiva de la se obtuvo un pH
optimo de 6,5 (figura II1.14). Este valor fue ligeramente mas acidico que el obtenido

para el sentido directo de la reaccion (figura II1.9).

EM-NADP1.1

100% Q

80%

40%

% de actividad

20% Q 3

Curva de pH o6ptimo para EM-NADP1.1 en el sentido reverso de la reaccion.
Los datos son presentados como el porcentaje de la actividad maxima obtenida para la enzima. Para
cada valor de pH, se muestran el promedio y la desviacion estandar entre dos determinaciones. El medio
contenia 10 mM MgClz, 30 mM piruvato, 50 mM NaHCOsz y 0,2 mM NADPH.
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Se determinaron los valores de kcat y So,5 para piruvato
de la reaccidn reversa. Los datos cinéticos fueron ajustados a la ecuacion de Hill (figura

I11.15) obteniéndose las contantes indicadas en la tabla III.5.

180
160 o
140 | EM-NADP1.1
S 120 1
£
S 100 1
T 80
pe,
= 601
)
Q
< 40 _
20
0 4
0 20 40 60

[piruvato] (mM)

Actividad reversa de EM-NADP1.1 en funcion de la concentracion de piruvato
a pH 6,5. Las medidas se realizaron por duplicado (se muestra sélo una de las determinaciones). Se
indica el ajuste de los datos a la ecuacion de Hill.

keat (s71) 202,4 £ 6,9
So,5piruvato (MM) 51+0,5
nH 1,1+0,1
Kcat/ So,5piruvato 39,7

Parametros cinéticos de la reaccién reversa de EM-NADP1.1. Los valores son el
promedio de dos experimentos diferentes con su correspondiente desviacion estandar.

Los resultados indicaron que las constantes cataliticas obtenidas para EM-
NADP1.1 en ambas direcciones de la reaccién resultaron muy similares (tablas II1.4 y
II1.5). Sin embargo, la afinidad de la enzima por el sustrato piruvato (reaccién reversa)
resultd ser menor que la del sustrato malato (reaccién directa), por lo que la eficiencia
catalitica de la reaccion reversa resultd 9 veces menor que la de la reaccion directa
(tablas II1.4 y IIL.5).
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Estudio de posibles efectores: Se llevo a cabo el ensayo de metabolitos
como posibles moduladores de la actividad carboxilasa reductiva de EM-NADP1.1. En
este caso, no se observé regulacién positiva destacable con ningln efector ensayado,
solamente se vio inhibicién por producto cuando el ensayo de realizd en presencia de
malato (figura III.16).

I CoA 0,02mM
I Acetil-CoA 0,02 mM
TR Fructosa-1,b-bis-P 2 mM
I Fructosa-1,6-bis-P 0,5 mM
I Gl 2 m
T —1 @I 0,5mM
T AMP 2mM
S AP 0,5 M\ EM-NADP1.1
s a-Cetoglutarato 2 mM
e a-Cetoglutarato 0,5mM
T Gly 2 mM
T Gly 0,5mMm
Gl 2 mM
I Glu0,5mM
R ADF 2 m\
I /\DP 0,5 M
I FE 2 M
I PP 0,5 mM
St Glucosa-6-P2mM
I  Gcos:-6-P 0,5 mM
T ATP 2 mM
I ATP0,5mM
e Oxaloacetato 2 mM
e —— Oxaloacetato 0,5mM
I 02 MM
T Asp0,5mM
T Fumarato 2 mM
I Fumarato 0,5 mM
I succinato 2 mM
I succinato 0,5 mM
I Malato 2 mM

I \ialato 0,5 MM

0% 20% 40% 50% 80% 100%  120%  140%  160%  180%
% de actividad

Figura III.16 Actividad reversa de la isoforma EM-NADP1.1 en presencia de distintos
metabolitos. Los datos se presentan como una relaciéon (en porcentajes) de la actividad en presencia
del metabolito comparada con un control en ausencia del mismo. Los ensayos fueron realizados al
menos por triplicado y las barras de error indican la desviacién estandar entre las mediciones. Las
medidas se realizaron utilizando 50 mM MES-NaOH pH 6,5 (pH 6ptimo) en presencia de 10 mM MgClz,
50 mM NaHCOs, 0,2 mM NADPH y una concentracion de piruvato equivalente al valor de Sos de la
enzima (tabla III.5) y las concentraciones de metabolitos que se detallan en la figura. En rojo se muestra
la inhibicion por malato a ambas concentraciones.
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En el presente trabajo de tesina se presenta una caracterizacion cinética de
isoformas EM-NAD(P) de semilla de soja inducidas durante el proceso de llenado. A
partir de una estrategia de expresion recombinante y purificacién puesta a punto en
el laboratorio para enzimas malicas de otras especies vegetales (Saigo y col., 2013b),
se obtuvieron de forma exitosa las isoformas EM-NAD2.1, EM-NAD2.3, EM-NAD2.4 y
EM-NADP 1.1 (tabla III.1; figura III.1).

El sistema de clonado en pET-28 sumado a la purificacién de afinidad en
columnas de Ni-NTA permitié obtener las cuatro isoformas en forma soluble y en
cantidad y pureza aceptables para los posteriores ensayos de actividad (figura III.7 y
I11.8) llevados a cabo. Todas las isoformas purificadas presentaron actividad
enzimatica, dato a considerar ya que si bien las isoformas EM-NAD de Arabidopsis son
activas como homo- o hetero-oligdmeros (seccién 1.4.1; Tronconi y col., 2010a y
2010b), en otros organismos tales como Crassula argentea y papa sblo se observo
actividad cuando los productos de cada gen individual eran mezclados in vitro
(Willeford y Wedding, 1987).

Los valores de pH éptimo (comprendido entre 5,5 y 6,5 para las isoformas EM-
NAD y en el rango de 7-8 para EM-NADP1.1; figura III.9) estuvieron en linea con lo
reportado para otras isoformas vegetales con la misma especificad de cofactor
(Drincovich y col., 2010). Ademas, se observé una alta preferencia de las isoformas
por MnCly, llevada al extremo en el caso de las proteinas EM-NAD, las cuales no

presentaron actividad en presencia de MgCl; (tabla III.2).

En cuanto a las constantes cinéticas, los resultados obtenidos indicaron que EM-
NADP1.1 presenta mayor ket que las isoformas que utilizan NAD, asi como también
mayor afinidad por sus sustratos (tablas III.3 y III.4 y figuras III.10 y III.11). Esta
diferencia fue mas notoria en el caso del cofactor dinucledtido: el valor de Sos para
NADP de EM-NADP1.1. fue de 5,6 UM mientras que el So.s para NAD de EM-NAD2.1,
EM-NAD2.3 y EM-NAD2.4 estuvo en el orden de magnitud de mM. Tal como se ha
reportado en otros organismos (Gerrard Wheeler y col., 2005), la isoforma EM-

NADP1.1 presento inhibicidon a altas concentraciones de malato a pH 7,5. Esta
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caracteristica se suponia exclusiva de isoformas EM-NADP que participan del
metabolismo fotosintético en plantas Cs4 (Detarsio y col., 2007; Saigo y col., 2013a) y
resta determinar cual seria el significado fisioldgico de la misma en especies Cs. La
respuesta sigmoidea para el sustrato malato encontrada en algunas isoformas EM-NAD
de soja (figura II1.10) sugiere que en estos casos el propio sustrato malato podria

también estar teniendo un rol como regulador de la actividad enzimatica.

Algunas enzimas fueron capaces de catalizar la carboxilacién reductiva de
piruvato, es decir la reaccidn en sentido reverso. Las isoformas dependientes de NAD
no presentaron actividad reversa en las diferentes condiciones ensayadas, lo que indica
a priori que no catalizarian esta reaccién /n vivo. Por el contrario, EM-NADP1.1 si
demostrd poseer dicha capacidad en presencia de NADPH y con ambos cofactores
metalicos (figuras I11.14 y III1.15). Aunque las constantes cataliticas obtenidas para las
reacciones directa y reversa fueron similares, los valores de So.s determinaron una
menor eficiencia catalitica con respecto a la reaccion directa (tablas I11.4 y IIL.5), lo
que apoyaria la idea de que /n vivo estaria predominando la actividad en dicho sentido.
Consistente con estos resultados, observamos la ausencia de la regulacién de la
actividad reversa por un gran nimero de metabolitos presentes en semilla que fueron

ensayados (figura III.16).

En cambio, en el sentido directo de la reaccidon varios compuestos clave
involucrados en distintos metabolismos se comportaron como activadores o inhibidores
de la actividad enzimatica (figuras I11.12 y II1.13). Los ensayos evidenciaron una fuerte
regulacion positiva sobre familia EM-NAD, principalmente por intermediarios
producidos en pasos irreversibles de la via glucolitica como fructosa-1,6-bis-P y PEP
(figura III.12). Este resultado sugiere que estos intermediarios estarian mediando la
activacion de las isoformas EM-NAD de soja de manera coordinada con una baja en la
glucolisis producida por el uso de las hexosas en la sintesis de compuestos
osmoprotectores a medida que la semilla madura (Plaxton y Podesta, 2006; Tronconi
y col., 2010a; Hajduch y col., 2011). Esta flexibilidad metabdlica garantiza el aporte
de piruvato para la sintesis de reservas a partir del catabolismo de aminoacidos y otros
acidos organicos a través de la accién de las proteinas EM-NAD, especialmente en las

ultimas etapas del llenado. Esta ruta seria ain mas relevante si se tiene en cuenta que
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el aporte de aminoacidos a la sintesis de acidos grasos es mayor en soja que para
otras leguminosas (Allen y col., 2009). También se observo en todas las isoformas EM-
NAD una fuerte activacion por acetil-CoA y CoA (figura II1.12), lo que sugiere la
participacion de estas proteinas en la biosintesis de lipidos. Probablemente, ambos
metabolitos se estarian uniendo a un mismo sitio alostérico dada su similitud

estructural.

La regulacion positiva de la actividad EM-NAD por estos metabolitos fue mayor
en la isoforma EM-NAD2.4 (figura II1.12), lo que resulta particularmente interesante
ya que su transcripto es el mas abundante durante el llenado de la semilla (figura 1.4).
Ademas, experimentos recientes realizados por nuestro grupo de trabajo (Pavlovic y
col., 2017) han indicado un aumento de la expresion de este gen en respuesta a
sefales como relacidon oscuridad/luz, presencia de la hormona acido abscicico y a una
mayor proporcion de aminoacidos respecto de azlcares disponibles como fuente de
carbono. Estas condiciones ambientales, hormonales y nutricionales se imponen al
avanzar la maduracién de la semilla de soja (Borisjuk y col., 2005; North y col., 2010;
Alle y Young, 2013). Asi, estas cualidades estarian indicando una importante
contribucién de EM-NAD2.4 a la generacidn de precursores para las vias biosintéticas

que se dan durante el llenado.

Por otra parte, EM-NADP1.1 presentd una particular activacién por glutamina
(figura II1.13), un aminodacido que se sabe es el principal compuesto nitrogenado que
se importa a la semilla de soja para sustentar la sintesis de reservas (Allen y col.,
2009).

Estos hallazgos proporcionan nuevos conocimientos sobre el metabolismo
intermediario en semillas oleaginosas y nominan a las isoformas EM-NAD(P),
particularmente a las variantes EM-NAD2.4 y EM-NADP1.1 en virtud de sus
propiedades cinéticas y el alto grado de regulacion positiva demostrado, como posibles
blancos biotecnoldgicos a la hora de buscar estrategias para mejoramiento vegetal o

para la produccidn de aceites en otros sistemas mas sencillos.
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