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Resumen

Resumen

El malato es un compuesto C4 que participa en procesos metabdlicos claves
para las plantas tales como fotosintesis, respiracion, regulacién del pH celular,
apertura estomatica, nutricidén y respuestas de defensa. Su importancia en la fisiologia
de plantas C3 hace necesario el estudio de las proteinas involucradas en su
metabolismo. Entre ellas se encuentra la enzima malica (EM), que cataliza la
descarboxilacién oxidativa de malato a piruvato y CO,, con la concomitante reduccién
de NAD(P). En este trabajo se planted como objetivo general estudiar el metabolismo
del malato en plantas de A. thaliana utilizando lineas con potenciales cambios en la
abundancia de este acido C4 dadas por alteraciones en los niveles de enzima madlica, en
condiciones normales de crecimiento y ante diversas situaciones de estrés.

Plantas de Arabidopsis mutantes y sobreexpresantes en la isoforma EM-NADP2
mostraron alteraciones en los perfiles metabdlicos y redox, los cuales reflejan una gran
relevancia de esta enzima en la homeostasis vegetal. Estos cambios afectaron de
manera diferencial a procesos celulares diurnos y nocturnos. A su vez, el aumento de
la actividad de EM-NADP2 afectd el desarrollo de la planta y provocé una mayor
sensibilidad a condiciones de estrés osmético.

Ademas, una linea mutante en el gen que codifica para EM-NADP1 mostré una
incrementada tolerancia a la exposicidn a aluminio, indicando que dicha enzima podria
estar implicada en el mecanismo de respuesta a este tipo de estrés, regulando los
niveles citosélicos de malato en raices y/o afectando las vias de sefializacion
involucradas.

Finalmente, se estudié la posible participacion de las isoformas EM-NAD(P) de
A. thaliana en la sintesis de malato in vivo. Experimentos de complementacién
utilizando cepas de levadura mutantes permitieron determinar que las isoformas
EM-NADP1-3, todas ellas de localizacién citosdlica, son capaces de asumir un rol
anaplerético en un contexto celular. La carboxilacién de piruvato pudo ser medida en
extractos vegetales, siendo EM-NADP2 la isoforma que mas contribuye a esta actividad

en hojas.
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Capitulo 1. Introduccion

1 Introduccion

1.1 Acidos orgdnicos Csen la fisiologia vegetal

Los acidos organicos tienen numerosas y diversas funciones indispensables para
el desarrollo y supervivencia de las plantas. Sus niveles de acumulacién y naturaleza
guimica varian entre especies, estadios de desarrollo y tipos de dérganos o tejidos
(Sweetman y col., 2009). Dentro de la gran variedad de acidos organicos que presentan
los vegetales, los de cuatro carbonos (C4) como el acido L-malico, han recibido gran
atencion debido a los multiples roles que se le han asignado (Fernie y Martinoia, 2009;
Maurino y Enggvist, 2015).

El acido L-malico esta presente en todas las células vegetales, acumuldandose en
altos niveles en las vacuolas (Gout y col., 1993). Presenta elevadas velocidades de
intercambio entre los distintos compartimentos subcelulares y se han encontrado
numerosas proteinas transportadoras de membrana capaces de traslocar este
compuesto (Meyer y col., 2010; Maurino y Enggvist, 2015).

Cuando el pH del entorno es superior a 5, la especie predominante de este

acido Cs es su base conjugada L-malato (de aqui en mds, malato).

1.2 Roles del malato en plantas

La mayoria de las funciones descriptas para el malato pueden ser reconocidas a
partir de su estructura quimica (Figura 1.1). La presencia de un grupo hidroxilo en el

carbono 2 hace de esta molécula un transportador de equivalentes de reduccidn entre
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los distintos compartimentos subcelulares. La oxidacién enzimatica del malato genera
NAD(P)H utilizado en reacciones biosintéticas en el citosol o plastidios, o en la sintesis
de ATP a través de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias. Ademas, el malato
puede sufrir descarboxilacion en el carbono 4 generando CO;, el cual puede ser
re-fijado en otras rutas metabdlicas.

El metabolismo de malato tiene un rol central en la fisiologia vegetal. Siendo
uno de los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), estd intimamente
asociado al metabolismo energético mitocondrial, asi como al aporte de esqueletos
carbonados para biosintesis. Participa también en el ciclo del glioxilato, importante
para la conversiéon de acidos grasos en intermediarios gluconeogénicos durante la
germinacion.

El malato ademas cumple un rol especializado almacenando transitoriamente el
carbono en la fijacién de CO; en organismos con metabolismo fotosintético Cs y
metabolismo acido de las Crasuldceas (CAM). Estos, a diferencia de las plantas Cs que
presentan un unico tipo de célula fotosintética y fijan el CO, atmosférico directamente
a través del ciclo reductivo de las pentosas fosfato (CRPP), concentran el CO; en el sitio
de carboxilacion de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO),
disminuyendo su actividad oxigenasa y el proceso de fotorrespiracion asociado, que
consume energia y libera parte del CO; fijado. Esto es logrado por la accién de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) generando oxaloacetato (OAA) que luego es
reducido a malato por la malato deshidrogenasa (MDH) en el citosol (Drincovich vy col.,
2011).

Las plantas Cs4 particionan las reacciones fotosintéticas entre dos tipos de
células. El carbono es fijado de forma preliminar en las células mesofilicas, y luego el
malato (o el aspartato, aminodcido derivado por transaminacion) es transportado a las
células de la vaina vascular, en donde es descarboxilado y el CO; resultante es
incorporado al CRPP. En las plantas CAM existe una separacién temporal entre la
fijacidn inicial y definitiva del carbono. EI CO, atmosférico es asimilado en forma de
malato por la PEPC y la MDH durante la noche, y es almacenado en las vacuolas.
Durante el dia, cuando el nivel de evaporacion es alto, los estomas se cierran y el
malato almacenado es descarboxilado para generar el CO; que finalmente es fijado

mediante el CRPP (Drincovich y col., 2011).
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La liberacién de CO; a partir de los acidos Cs puede ocurrir mediante la accidn
de tres descarboxilasas: la enzima malica NADP dependiente (EM-NADP) en los
cloroplastos, la enzima malica NAD dependiente (EM-NAD) en mitocondrias o la
PEP carboxiquinasa (PEPCK) en el citosol. Estas enzimas especializadas no
evolucionaron de novo, sino que fueron reclutadas de isoformas no fotosintéticas que
se encuentran en todos los tipos de plantas (Maier y col., 2011).

Los azucares solubles y el almidon son considerados los fotoasimilados
caracteristicos de las plantas Cs. Sin embargo, estudios orientados a examinar el rol de
acidos C4 en este tipo de plantas sefialaron que constituyen una fraccion significativa
del carbono fijado, e incluso en varias especies sus niveles pueden superar al de los
azucares y el almidéon. Tal es el caso de Ila especie dicotiledonea Cs
Arabidopsis thaliana, que acumula grandes cantidades de malato y fumarato en las
hojas durante el dia (Chia y col., 2000; Hurth y col., 2005; Fahnenstich y col., 2007). La
concentracion de estos acidos mostré cambios durante el ciclo dia-noche, alcanzando
un valor maximo hacia el final del periodo de luz y disminuyendo durante el periodo de
oscuridad (Fahnenstich y col.,, 2007; Zell y col.,, 2010). Estos compuestos podrian
funcionar como formas de transporte de carbono fijado entre diferentes partes de la
planta y proporcionar carbono organico rapidamente metabolizable para ser utilizado
como fuente de energia y esqueletos carbonados bajo ciertas condiciones (Chia y col.,
2000). M3s aun, la tasa respiratoria hacia el final de la noche en plantas de Arabidopsis
creciendo en condiciones de dia corto indic6 un cambio en el uso de sustratos
respiratorios, de carbohidratos a dcidos organicos (Zell y col., 2010).

El rol de estos compuestos como importantes moléculas de almacenamiento de
carbono queddé demostrado en un estudio de plantas de A. thaliana que presentaron
una disminucion significativa del contenido de malato y fumarato debida a la
sobreexpresién de la EM-NADP fotosintética de maiz bajo el control del promotor
constitutivo 355CaMV (Fahnenstich y col., 2007). Estas plantas sufrieron senescencia
acelerada cuando fueron mantenidas en oscuridad (Fahnenstich ycol., 2007) o
crecidas en fotoperiodos cortos (Zell y col., 2010). Esta senescencia pudo ser retrasada
cuando se les suministréo exdgenamente glucosa, sacarosa o malato, sugiriendo que la
falta de metabolitos carbonados era el factor por el que las lineas transgénicas

presentaban dicho fenotipo.
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La respiracion del malato otorga a las plantas una gran flexibilidad metabdlica
dado que desacopla el funcionamiento del ciclo TCA de la glicdlisis. Dentro de la
mitocondria el malato puede ser oxidado a OAA por accién de la MDH, o a piruvato,

CO; y poder reductor a través de la EM-NAD, reabasteciendo esqueletos carbonados al

ciclo TCA.
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Roles propuestos para el malato en la bioquimica de las plantas.

La importancia del malato como sustrato respirable también se pone de
manifiesto durante la maduracién de frutos carnosos (Famiani y col., 2000; Sweetman
y col., 2009). En este proceso se acumulan elevadas cantidades de malato y citrato en
las vacuolas de las células del mesocarpio. La concentracion de estos componentes
determina en gran medida la acidez de los frutos, por lo que ademas juegan un rol
significativo en las propiedades organolépticas de los mismos (Etienne y col., 2013).

En los érganos fotosintéticos, el proceso de apertura y cierre de los estomas es
fundamental para la toma de CO; y el control de la pérdida de agua ante condiciones
ambientales variables. El malato, junto con otros factores como acido abcsisico (ABA),
sefiales redox, flujos de K* y ClI', esta involucrado en la regulacion de la presion de
turgor de las células de la guarda, mediando el movimiento estomatico (Vavasseur y
Raghavendra, 2005). Su participacion en este proceso no se limita sélo a actuar como

osmolito sino que ademas se ha demostrado que regula directamente la apertura de
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un canal de Cl- en la membrana de la vacuola, indispensable para la correcta apertura
estomatica (De Angeliy col., 2013).

Se ha sugerido que cambios en la abundancia de los acidos carboxilicos son
percibidos como sefiales que aportan informaciéon acerca del estado energético y
nutricional de la planta. En este sentido, perturbaciones en las concentraciones
celulares de malato y citrato tienen un significativo impacto en la abundancia de
numerosos y diferentes transcriptos nucleares, relacionados con el metabolismo
primario, la fotosintesis, el metabolismo de pared celular, la sintesis de proteinas y la
respuesta a estrés bidtico y abidtico. Esto indicaria que estos acidos tendrian roles
Unicos como reguladores de la expresién génica en la integracién de sefiales
metabdlicas (Finkemeier y col., 2013).

El malato es ademds un componente importante en los exudados radiculares
teniendo una influencia significativa en la comunicacidon con microorganismos y en la
nutricion y proteccidon vegetal. Provee una fuente de carbono para comunidades
microbianas del suelo, siendo el principal suministro de energia para los bacteroides
durante la fijaciéon simbiodtica del nitrégeno (Meyer y col.,, 2010), y participa en la
movilizacion de fosfato del suelo en especies que no forman micorriza (Ryan vy col.,
2001). Por otro lado, la inoculacién de hojas de Arabidopsis con el patdgeno
Pseudomonas syringae induce la exudacién de malato por las raices, atrayendo
microorganismos beneficiosos hacia su superficie y reduciendo la susceptibilidad de la
planta al ataque por este patdégeno (Rudrappa vy col., 2008).

La importante participacion del malato en la tolerancia a la toxicidad generada
por aluminio en suelos acidos ha sido objeto de numerosos estudios, como se resume

en la siguiente seccion.

1.2.1 Rol del malato en la tolerancia a aluminio

El aluminio (Al) es el metal mas abundante y el tercer elemento mas comun
presente en la corteza terrestre. Cuando el pH del suelo es inferior a 5, es solubilizado
a AI**y a otras especies que resultan toxicas para las plantas, aun a concentraciones en
el orden de micromolar (Kochian y col., 2005). Esto constituye un serio problema

agricola a nivel global ya que afecta el desarrollo y crecimiento vegetal reduciendo el
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rendimiento de cultivos. El principal sintoma de la toxicidad por Al es la inhibicién del
crecimiento de las raices, lo que trae aparejado efectos negativos en la adquisicién de
agua y nutrientes y posteriormente un aumento de la susceptibilidad a otros tipos de
estrés.

El Al presenta una fuerte afinidad hacia compuestos dadores de oxigeno, por lo
que es factible su unién a multiples sitios blanco. El Al interacciona con la pared
celular, la membrana plasmatica, el citoesqueleto y el ADN, afectando a estos
componentes celulares (Matsumoto, 2000). Las causas primarias de la inhibicion de la
elongacion de la raiz generadas por Al aun no han sido completamente dilucidadas,
incluso todavia estd en discusidon si el sitio primario de lesién es apoplastico o
simplastico.

Se ha propuesto que el primer factor de toxicidad podria ser la disrupcién del
correcto funcionamiento de la pared celular (Horst y col., 2010; Yang y col., 2011)
especialmente cuando el periodo de exposicidon es corto y la concentracion de Al es
baja. Recientemente, se ha demostrado que la fuerte unidén de Al a las paredes
celulares de la rizodermis y el cortex externo impide el desmantelamiento de la pared
requerido para la expansion celular en la zona de elongacion (Kopittke y col., 2015). Un
efecto posterior, es la alteracién de la biosintesis y distribucidon de etileno y auxina.
Aparentemente, el Al promueve la produccién de etileno, que a su vez induce cambios
en la sintesis y distribucion de auxina (Sun y col.,, 2010; Yang y col., 2014; Kopittke
y col., 2015). También se ha sugerido que la pérdida de la fluidez de la membrana
plasmatica y la inhibicién del proceso de endocitosis estan involucrados en la rapida
inhibicion del crecimiento de la raiz dentro de los dos primeros minutos de exposicién
a Al (Krtkova y col., 2012).

Otro importante efecto fisioldgico que provoca el Al es la induccion de estrés
oxidativo, evidenciado por un aumento en la produccidn de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y peroxidacién lipidica (Ezaki y col., 2000; Yamamoto y col., 2002). Sin
embargo, se cree que el dafio oxidativo no seria una causa primaria de la toxicidad, ya
gue la respuesta oxidativa se desencadena posteriormente a la inhibicion del
crecimiento de la raiz (Navascués y col., 2012).

Se conoce poco acerca de la via de transduccién de la sefal que inicia la

respuesta de la planta al estrés por Al. En un estudio de los sucesos que ocurren
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dentro de los primeros minutos de exposicion a Al llevado a cabo en plantas de
A. thaliana, se vio un aumento en la concentracién de Ca?* citosélico,
despolimerizacién de los microtubulos y despolarizacion de la membrana plasmatica
en células del dpice de la raiz. Estos fendmenos, al igual que la inhibicion del
crecimiento de la raiz, fueron también elicitados por glutamato, implicindose a este
aminodcido en la sefalizacién (Sivaguru y col., 2003; Rincén-Zachary y col., 2010).

Las estrategias que presentan las plantas para tolerar la presencia de Al en el
medio se pueden clasificar en dos grupos: los mecanismos externos o apoplasticos,
que facilitan la exclusion del Al del dpice de la raiz, y los que confieren la capacidad de
tolerar el Al en el simplasto de la planta, conocidos como internos o simplasticos
(Figura 1.2). Los acidos organicos, fundamentalmente citrato, malato y oxalato,
cumplen un rol fundamental en ambos tipos de mecanismos, ya que forman complejos
estables con Al ya sea en la rizdsfera o en el citosol (Ma y col., 2001).

Las plantas son capaces de tolerar el Al internamente mediante la unién de
estos ligandos a los cationes toxicos en el citosol, y el transporte y almacenamiento de
los complejos en vacuolas (Figura 1.2a). Algunas especies acumulan grandes
cantidades de este metal en sus partes aéreas sin mostrar sintomas de toxicidad,
gracias a la formacion de complejos Al-citrato como en el caso de Hydrangea, o
Al-oxalato, en Fagopyrum esculentum (Ma vy col., 2001). El destino del Al en el interior
de las raices es de dificil estudio, por lo que estos mecanismos internos aun no han
sido del todo dilucidados.

El mecanismo de tolerancia mas estudiado y comprendido hasta el momento es
el de la exclusion de Al por exudacion de malato y citrato. Los genes candidatos de
resistencia identificados hasta el momento codifican para transportadores idnicos
involucrados en la liberacién de estos compuestos hacia la rizésfera. Diferentes
especies segregan distintos acidos organicos para desintoxicar Al. Por ejemplo, trigo
(Triticum aestivum), A. thaliana y colza (Brassica napus) exudan principalmente malato
después de la exposicion a Al (Delhaize y col., 1991; Hoekenga y col., 2003; Ligaba
y col., 2006), mientras que poroto (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays) y soja (Glycine
max) liberan citrato en respuesta a estrés por Al. Por su parte, F. esculentum, ademas
de detoxificar el Al internamente, utiliza la exudacién de oxalato como mecanismo de

detoxificacion externa (Zheng y col., 1998).
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Figura 1.2

Participacidon del malato en mecanismos internos y externos de tolerancia a Al. a- Tolerancia
interna: unién de Al a malato en el citosol para formar complejos no tdxicos, almacenamiento
de los complejos en vacuolas, reparacion de dafio en paredes y membranas celulares,
eliminacion de especies reactivas del oxigeno (ROS). MP, membrana plasmatica. b- Modelos
para la exudacion de malato activada por Al. Patron de tipo I: Al activa un canal idnico en la
membrana plasmatica por interaccidn directa, por interaccion con un receptor (R) que inicia
una cascada de sefializacién, o bien ingresa al citosol y activa el canal directamente o via
segundos mensajeros. Patrén de tipo Il, Al interacciona con la célula posiblemente a través de
una proteina receptora en la membrana plasmatica, para activar la transcripcién de genes
involucrados en el metabolismo y transporte de los acidos organicos.
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El dpice de la raiz es la zona particularmente sensible a Al, por lo que sélo los
cationes que se encuentran rodeando estas células necesitan ser detoxificados. Es por
esto que la liberacién de acidos orgdnicos es restringida a esa region ya que asi se
reduce el costo metabdlico de este mecanismo de tolerancia a Al. La exudacidn debe
ser continua, acompaiando el crecimiento de la raiz a través del suelo.

Se pueden distinguir dos patrones de exudacidon de dacidos orgdnicos en
respuesta a Al (Figura 1.2b). El patron de tipo |, caracterizado por una exudacién
inmediata ante la exposicién a Al; y el patrén de tipo I, en donde la exudacién ocurre
luego de un periodo de tiempo (horas o incluso dias). En el primer caso, se sugiere que
un mecanismo preexistente es responsable de la rapida liberacién, como la activacién
transportadores anidnicos constitutivamente expresados; mientras que en el segundo
caso se requieren cambios a nivel de expresién de genes involucrados en el
metabolismo y transporte de los dcidos organicos (Ma vy col., 2001).

Numerosos genes que codifican transportadores responsables de la exudacién
de malato y citrato activada por Al han sido identificados. El primer gen de resistencia
a Al identificado en plantas fue ALMT1 (Al-activated malate transporter) de trigo, que
codifica para un transportador de malato activado por Al, expresado constitutiva y
especificamente en el apice de la raiz de variedades tolerantes a Al (Sasaki y col.,
2004). Genes homodlogos a ALMT1 han sido caracterizados en Arabidopsis (Hoekenga
y col., 2006) y colza (Ligaba y col., 2006), aunque en cebada (Hordeum vulgare) y maiz
demostraron no estar asociados a la tolerancia a Al (Pifieros y col., 2008; Gruber y col.,
2011; Ligabay col., 2012).

Por otra parte, la secrecién de citrato activada por Al es llevada a cabo por
transportadores del tipo MATE (multidrug and toxic compound extrusion),
identificados en cebada y sorgo (Sorghum bicolor) (Furukawa y col., 2007; Magalhaes
y col., 2007) y posteriormente en Arabidopsis, maiz, centeno (Secale cereale), arroz y
Brassica oleracea (Liu y col., 2009; Maron vy col., 2010; Yokosho vy col., 2010, 2011; Wu
y col., 2014).

La mayoria de los trabajos publicados en la literatura han estado abocados al
estudio de los transportadores de acidos organicos, por lo que por el momento la
influencia de su metabolismo y acumulacion en las raices sobre la tolerancia a Al no se

conocen de forma suficiente.
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1.3 Enzimas involucradas en el metabolismo del malato en plantas C;

La relevancia de los acidos organicos Cs en la fisiologia de plantas C3 hace
necesario el estudio de las proteinas involucradas en su metabolismo. Dentro de las
enzimas que metabolizan malato podemos destacar: malato sintasa, fumarasa, MDH y
enzima malica (EM).

La malato sintasa, enzima clave del ciclo del glioxilato, cataliza la conversién
irreversible de acetil-CoA y glioxilato a malato en peroxisomas. Es activa en cotiledones
durante el crecimiento heterotréfico post-germinativo y luego se reprime cuando el
metabolismo se vuelve autétrofo, aunque se ha visto inducida en tejidos en
senescencia (Goto-Yamada y col., 2015).

La enzima fumarasa es una liasa que participa en el ciclo TCA catalizando Ila
hidratacion reversible de fumarato a malato en la mitocondria. En algunas especies se
ha encontrado también una fumarasa de localizacién citosélica, que seria responsable
de la gran acumulacion de fumarato en este compartimento durante la asimilacion de
nitrato (Pracharoenwattana y col., 2010).

La enzima MDH-NAD(P) cataliza la conversion reversible de malato en
oxaloacetato, acoplada a la reduccion de NAD o NADP. En los tejidos vegetales existen
multiples isoformas, con diversas funciones fisiolégicas y variada localizacién
subcelular. Las isoformas NAD dependientes se encuentran en citosol, mitocondria,
cloroplastos y peroxisomas. En cambio, MDH-NADP se localiza exclusivamente en
cloroplastos. La actividad de estas enzimas depende no sélo de la relacién
sustratos/productos sino también del estado redox del reservorio de NAD(P), y puede
variar incluso en un mismo tejido segun las condiciones fisioldgicas existentes. La
funcién general que se le atribuye a estas enzimas es la de transportar equivalentes de
reduccidn entre distintos compartimentos celulares (Scheibe, 2004).

La enzima malica (EM) cataliza la descarboxilacion oxidativa de malato a
piruvato en presencia de NADP (EM-NADP) o NAD (EM-NAD). Ademas de la
participacién de estas enzimas en la fotosintesis C2 y CAM, se han identificado
numerosas isoformas no fotosintéticas en el citosol, plastidios y mitocondrias de todas
las plantas. Junto con la MDH, la EM genera poder reductor, utilizado en rutas

biosintéticas o en la generacion de ATP. Ademas, proporciona piruvato que puede ser



Capitulo 1. Introduccion

metabolizado a acetil-CoA (precursor de multiples vias biosintéticas y sustrato del TCA)
y CO2 que puede ser re-fijado en otras rutas. Por lo tanto, la EM se encuentra en un
nodo metabdlico clave, que interconecta vias en la que participan compuestos Ca
(malato), Cs-C, (piruvato y acetil-CoA, respectivamente) y C;1 (CO). Es por esto que,
dentro de las enzimas implicadas en el metabolismo del malato, la EM es la familia de
isoformas sobre la cual se ha realizado una importante caracterizacién en plantas C3 y

Ca.

1.4 Enzima madlica

1.4.1 Generalidades

La EM-NAD(P) esta ampliamente distribuida en la naturaleza, encontrandose en
bacterias, hongos, animales y plantas. Generalmente cada organismo presenta mas de
una isoforma con caracteristicas cinéticas, regulatorias y estructurales particulares.
Dado que los productos de la reaccién estan involucrados en diferentes procesos
bioldgicos, la enzima estd presente en un gran numero de rutas metabdlicas
dependiendo del organismo, el tejido, y la localizacion subcelular en que se encuentre.

Como se menciond previamente, la reaccién llevada a cabo por esta enzima es
la descarboxilacién oxidativa de malato generando piruvato, CO; y la forma reducida
del cofactor NAD o NADP (Figura 1.3). La catdlisis de la reaccién requiere de un metal
divalente. En condiciones fisioldgicas este requerimiento es suplido por Mg?* y/o Mn?*.
Sin embargo, Co?*, Cd?* y Ca?* también pueden ser utilizados aunque con cambios en la
actividad enzimatica (Drincovich y col., 1991). Los sustratos de la reaccién son las
formas libres (no complejadas con iones métalicos) del L-malato y el NAD(P), y la forma
libre del metal divalente es el cofactor esencial (Iglesias y Andreo, 1990). La variacién
de energia libre estandar define a la reaccién como reversible, y normalmente se
asume que las concentraciones celulares de los sustratos y productos favorecerian la
descarboxilacién del malato.

La  Unién Internacional de Bioquimica y Biologia  Molecular
(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/) clasifica a las enzimas malicas en tres grupos.

Esta division se basa en la preferencia por el dinucledtido, NAD o NADP, exhibida por
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las isoformas y en la capacidad de catalizar una reaccién secundaria: la
descarboxilacién del OAA. Dentro de las EM capaces de descarboxilar OAA (EM
OAA-descarboxilantes), se encuentran las enzimas NADP-dependientes (EM-NADP,
EC 1.1.1.40) y las NAD-dependientes (EM-NAD, EC 1.1.1.38) agrupando a las isoformas
bacterianas y a la enzima mitocondrial de animales. Por otro lado, las EM incapaces de
catalizar la descarboxilacién del OAA son NAD-dependientes (EC 1.1.1.39, EM OAA-no
descarboxilantes), grupo constituido Unicamente por las isoformas localizadas en la

matriz mitocondrial de plantas superiores.

0 (0]
O Me2+ o_
) o- + NAD(P) —— + CO, + NAD(PH
O OH 0
Malato Piruvato

Figura 1.3
Reaccidn catalizada por EM-NAD(P). Me?*, metal divalente.

En las plantas, las EM-NADP se localizan en citosol y plastidios, formando
homooligdmeros, generalmente tetrdmeros. Pueden ser clasificadas en cuatro grupos
filogenéticos relacionados. Los grupos | y Il comprenden a enzimas citosdlicas y
plastidicas de especies dicotileddneas, respectivamente. El grupo Il incluye isoformas
de plantas monocotileddneas, y el grupo IV estd formado por EM-NADP citosélicas
tanto de monocotiledéneas como dicotiledéneas. Las EM-NAD se encuentran en
mitocondrias y se estructuran como heterodimeros formados por dos tipos de
subunidades: a y B. Forman dos grupos filogenéticos, cada uno conteniendo las

secuencias de las subunidades a y B, respectivamente (Drincovich y col., 2011).

1.4.2 Funciones propuestas para las enzimas mdlicas vegetales:

respuesta a estrés

Se asume que las EM-NAD cumplen un rol central en el manejo del flujo de

carbono a través del TCA, y en la respiracion de malato (Drincovich y col., 2011).
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Numerosas EM-NADP han sido identificadas en plantas Cs. Al igual que para las
isoformas no fotosintéticas de especies C4 y CAM, su rol biolégico no ha sido del todo
esclarecido.

Se ha sugerido que las isoformas plastidicas C3 estarian involucradas en la
biosintesis de 4d&cidos grasos y aminoacidos en un amplio rango de tejidos,
proporcionando esqueletos carbonados y poder reductor en la forma de piruvato y
NADPH (Laiy col., 2002a; Shearer y col., 2004).

Las EM-NADP citosélicas han sido implicadas en la maduraciéon de frutos
climatéricos, proveyendo piruvato y NADPH durante la explosién respiratoria (Famiani
y col., 2000). También se las ha vinculado en el balance del pH citosélico, controlando
la sintesis y degradacién de malato (Lai y col., 2002b; Hurth y col., 2005). Otro rol
sugerido para las EM-NADP es en la bioquimica del movimiento de los estomas,
contribuyendo al cierre de los mismos mediante la degradaciéon diurna del malato
acumulado en las células de la guarda (Laporte y col., 2002).

Por otro lado, se ha detectado en tabaco (Nicotiana tabacum), apio (Apium
graveolens) y A. thaliana, una alta actividad EM-NAD(P) en células que rodean al
xilema y al floema en tallos y peciolos. En base a estos resultados y a experimentos de
marcaje isotépico, se ha propuesto que el sistema vascular aportaria malato como
fuente de CO; (via EM) para la fotosintesis en estas células, generando un ciclo tipo-Cs
en las especies Cs del cual pudo haberse originado el ciclo operante en plantas Ca
(Hibberd y Quick, 2002; Brown y col., 2010).

Varios trabajos han aportado evidencias que involucran a la enzima en las
respuestas de defensa de las plantas.

Se ha propuesto que las EM-NADP contribuirian al balance de las ROS que se
generan durante diferentes condiciones de estrés, colaborando con la via oxidativa de
las pentosas fosfato en el aporte de NADPH requerido para la reduccién del glutation,
para la sintesis de pigmentos antioxidantes y otros sistemas de proteccion y reparacion
(Casati y col., 1999).

En trigo, una isoforma plastidica se vio inducida en hojas incubadas con
macerozima, celulasa y glutatidn, efectores que causan lignificacion (Casati y col.,
1997; Maurino y col., 1997). La expresion de las isoformas de tabaco, también fue

incrementada por el tratamiento con elicitores fungicos, polietilenglicol (PEG),
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infiltracién y tratamiento con UV-B (Miiller y col., 2008). Ademas, infecciones virales
produjeron un aumento en la actividad EM-NADP, que se correlaciond con un
incremento en la expresion de los transcriptos de las isoformas citosdlicas de esta
especie (Doubnerova y Ryslava, 2011).

En A. thaliana se ha implicado a EM-NADP en la produccién de ROS durante la
respuesta de defensa basal temprana ante la infeccion de patégenos flungicos
hemibiotrdéficos (Voll y col., 2012). También se ha visto induccidon de esta enzima en
respuesta a estrés oxidativo de origenes intra- y extracelular (Liy col., 2013).

Otros estudios mostraron una reprogramacion del metabolismo vegetal de
varias especies Cs durante el ataque de determinados hongos patégenos,
observandose un aumento localizado de la actividad EM-NADP en las células
adyacentes a los sitios de infeccién, junto con una fuerte produccién de ROS (Parker
y col., 2009).

Adicionalmente, se ha planteado que estas enzimas participarian de la
respuesta ante condiciones de estrés por déficit de agua. La actividad EM-NADP sufrié
un incremento en plantas de tabaco sometidas a sequia, que fue relacionado a un
aumento en los niveles de ARNm y proteina de una isoforma cloroplastica. Los niveles
de transcripto de la isoforma citosdlica, por el contrario, se vieron disminuidos en las
plantas estresadas (Doubnerova vy col., 2014).

En arroz (Oryza sativa) se ha visto que la expresion de los cuatro genes de la
familia EM-NADP (tres isoformas citosdlicas y una plastidica) fue inducida cuando las
plantas fueron sometidas a tratamientos con manitol, NaCl, PEG y ABA (Chi et al.,
2004). La sobreexpresion de uno de los genes EM-NADP de arroz en A. thaliana, le
otorgd una incrementada tolerancia al estrés salino y osmdtico. Las plantas
transgénicas fueron capaces de crecer en NaCl o manitol, mientras que el crecimiento
de la linea salvaje se vio severamente inhibido (Liu ycol.,, 2007), aunque el rol
especifico que cumpliria la enzima en estas condiciones no ha sido elucidado.

Otro ejemplo de lineas vegetales con sobreexpresion de EM-NADP que
presentaron fenotipos tolerantes a condiciones de estrés es el caso de plantas de
tabaco expresando la EM-NADP fotosintética de maiz. La incrementada actividad de
esta enzima se correlaciond con una disminucion en la apertura de los estomas,

causada por una reduccion en la concentracion de malato intracelular en las células de
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la guarda. Tampoco se descarta la hipdtesis de que un aumento en la concentracién de
CO2 en la hoja, como resultado de la actividad EM-NADP en las células mesofilicas,
contribuiria a una menor apertura estomatica. Estas plantas transgénicas mostraron

una mayor supervivencia que la salvaje en condiciones de sequia (Laporte y col., 2002).

1.4.3 Familia de isoformas EM-NAD(P) de Arabidopsis thaliana

La familia EM-NAD(P) de la especie modelo A. thaliana estd compuesta por 6
miembros, cuatro dependientes de NADP: EM-NADP1 (At2g19900), EM-NADP2
(At5g11675), EM-NADP3 (At5g25880) y EM-NADP4 (At1g79750); y dos dependientes
de NAD: EM-NAD1 (At2g13560) y EM-NAD2 (At4g00570). Las isoformas EM-NADP1, 2 y
3 son citosdlicas (Gerrard Wheeler y col., 2009), mientras que EM-NADP4 se localiza en
plastidios (Gerrard Wheeler y col., 2005), y EM-NAD1 y 2 son mitocondriales (Tronconi
y col., 2008)(Figura 1.4a).

Las isoformas EM-NADP comparten identidades de secuencia aminoacidica de
entre 78 % y 91 %, mientras que las EM-NAD presentan un 63 % de identidad entre
ellas (Gerrard Wheeler y col., 2005; Tronconi y col., 2008).

Estudios de fusiéon de los promotores de estas proteinas al gen reportero
B-glucuronidasa (GUS) indicaron que EM-NAD1, EM-NAD2, EM-NADP2 y EM-NADP4 se
expresan en todos los tejidos vegetativos y reproductivos a lo largo de todo el ciclo de
vida de la planta (Figura 1.4b). En cambio, la expresion de EM-NADP1 (en raices
secundarias de la planta adulta) y EM-NADP3 (en tricomas y polen) esta restringida a
sefiales célula-especificas o del desarrollo vegetal (Gerrard Wheeler y col., 2005;
Tronconiy col., 2008).

En condiciones dptimas de crecimiento, plantas mutantes insercionales en cada
uno de los genes EM-NAD(P) no mostraron cambios fenotipicos detectables
visualmente en relacién a la planta salvaje. Estos estudios ademas indicaron que
EM-NADP2 es la isoforma que mas contribuye a la actividad EM-NADP total en todos
los érganos de la planta (Gerrard Wheeler y col., 2005) y que EM-NAD1 y EM-NAD2

pueden funcionar como hetero u homodimeros in vivo (Tronconi y col., 2008).
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Figura 1.4

Familia EM-NAD(P) de A. thaliana. a- Localizacién subcelular de las isoformas. b- Patrén de
expresion indicado por la actividad GUS conducida por los promotores de cada una de las
isoformas, durante la embriogénesis (estadios globular y maduro), 4 dias después de la
germinacion, y en hoja, tallo, raiz y flor de la planta madura (Maurino y col., 2009).

Aunque las isoformas EM-NAD(P) comparten un alto porcentaje de identidad
de secuencia, la caracterizacion de las isoformas recombinantes purificadas mostrd
que presentan diferentes propiedades cinéticas, estructurales y regulatorias (Tabla
1.1).

Todas las isoformas EM-NADP fueron capaces de catalizar tanto la reaccidn
directa (descarboxilacidn oxidativa de malato) como la reversa (carboxilacion reductiva
de piruvato). Las isoformas EM-NAD, por el contrario, sélo fueron activas en el sentido
directo de la reaccion (Gerrard Wheeler y col., 2008; Tronconi y col., 2010a).

EM-NAD1 y 2 recombinantes mostraron valores de ket y afinidades hacia los
sustratos muy similares (Tabla 1.1; Tronconi y col., 2008). Sin embargo, presentaron un

comportamiento diferencial cuando la actividad se ensayd en presencia de diversos
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efectores metabdlicos, indicando que podrian tener una diferente contribucién al
metabolismo mitocondrial in vivo (Tronconi y col., 2010b).

En el sentido de la descarboxilacion, EM-NADP2 exhibié la mayor actividad
especifica y EM-NADP4 presentd el menor valor de Km para el sustrato malato. Por
otro lado, EM-NADP1 exhibié la menor eficiencia catalitica (kcat/Km malato) (Gerrard

Wheeler y col., 2005).

Tabla 1.1 Resumen de los parametros cinéticos, estructurales y regulatorios de los miembros
de la familia EM-NAD(P) de A. thaliana.

EM-NADP1 EM-NADP2 EM-NADP3 EM-NADP4 EM-NAD1 EM-NAD2
Descarboxilacidon oxidativa de malato

Keat (s7%) 38,7+3,5 324,1+29,2 281,1+24,1 151,3+12,1 31,1+1,7 44,1+1,2
So,5 malato (MM) 3,0+£0,3 33+04 0,083+0,09 0,23+0,02 3,0%0,7 3,0+0,2
Carboxilacion reductiva de piruvato

Keat (s7%) 16,5+0,8 75,0+£3,2 237,0+11,1 284,1+12,3 - -

So,5 piruvato (MM) 16,9+0,8 0,54+0,02 4,9%0,2 10,8 +2,3 - -
Relacion reaccidn directa/reversa

Kcat decarbox / Kcat carbox 2,3 4,3 1,1 0,5 - -

Propiedades estructurales
Masa molecular

65 65 65 65 63 58
(kDa)
. [ , Tetra - , ,
Estructura nativa Tetramero Tetramero Tetramero ed?;n;fc:o Dimero Dimero
Regulacion metabdlica principal
Succinato PEP, CoA
Activadores de la ! Fumarato !
S . Fumarato, i Acetil-CoA
decarboxilacion de Succinato - - Succinato
malato Aspartato, OAA Fructosa
CoA 1,6-BP
Inhibidores de la Fumarato, Fumarato, = Fumarato,
decarboxilacién de  0AA, ATP, OAMATP o0 n ATP,  0nA, ATP, - Fumarato
Glucosa 6-P Succinato

malato Acetil-CoA Glucosa 6-P  Glucosa 6-P

Activadores de la . .
. Succinato, Succinato,
carboxilacion de > - - R
. Fumarato Fumarato
piruvato

Inhibidores de la Malato, Malato,
s Malato, Malato, . .
carboxilacion de Succinato,  Succinato, - -
. Aspartato Aspartato
piruvato Fumarato Fumarato

(Gerrard Wheeler y col., 2005, 2008, 2009; Tronconi y col., 2008, 2010a, 2010b, 2012, 2015;
Maurino y col., 2009; Arias y col., 2013).

La regulacidn por metabolitos también mostrd resultados diferenciales para
cada una de las proteinas EM-NADP de Arabidopsis. Tanto OAA como ATP actulan
como fuertes inhibidores de la descarboxilacion oxidativa en todas las isoformas. Los
efectores acetil-CoA y CoA no modifican significativamente la actividad enzimatica,

excepto para EM-NADP1 que es inhibida por acetil-CoA y EM-NADP2 que es activada
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por CoA. La actividad de EM-NADP2, la isoforma mds regulada, fue ademas
fuertemente estimulada por succinato, fumarato y aspartato. EM-NADP1 resulté
también activada por altas concentraciones de succinato (Tabla 1.1).

Las cuatro isoformas EM-NADP recombinantes presentaron en el sentido
reverso de la reaccion altas velocidades y afinidades por el sustrato piruvato. Fue
determinado también que malato, fumarato, succinato y aspartato regulan
diferencialmente la actividad reversa de estas enzimas. Asi, estos resultados sugirieron
que podria ser factible que, no sélo la descarboxilacién oxidativa de malato, sino
también la carboxilacidn reductiva de piruvato ocurra in vivo en A. thaliana.

En este sentido se ha visto que para EM-NADP2 ambas actividades son
reguladas de manera reciproca por fumarato a diferentes pH (Arias y col., 2013). Estos
resultados reflejaron una fuerte preferencia de la reaccidn reversa sobre la directa a
pH 7, mientras que la situacién opuesta ocurre a pH 7,5. Asi, esta regulaciéon puede ser
relevante in vivo y un cambio de pH, producto de fluctuaciones en las condiciones
celulares, podria ser suficiente para alterar la direccidn del flujo metabdlico, llevando a
la sintesis o degradacién de compuestos Ca.

La caracterizacion de varias versiones mutantes de estas isoformas permitio la
identificacion de residuos de aminoacidos y segmentos de la estructura primaria
involucrados en la catdlisis y la regulacién por metabolitos. El residuo Argll5 de
EM-NADP2 estd implicado en la activacion por fumarato, mientras que la regién N-
terminal es critica para la catdlisis de la reaccién reversa (Gerrard Wheeler y col.,
2008). Pequefios cambios en la estructura primaria de estas enzimas son responsables
de las diferencias en sus propiedades, y probablemente llevaron a la generacion de un
set de enzimas con mecanismos Unicos y mas adecuados para cumplir funciones
metabdlicas especificas (Maurino ycol.,, 2009). Esto, sumado a las diferencias
observadas en cuanto a la localizacion subcelular y patrén de expresién, sugiere roles
Unicos, no redundantes para cada EM-NAD(P) en el metabolismo vegetal.

El creciente reconocimiento de la importancia de los acidos orgdnicos en el
metabolismo de especies C3 como A. thaliana hace necesario completar la
caracterizacién de los roles de estas isoformas, mas aun teniendo en cuenta las
propiedades de reversibilidad encontradas en algunas de las proteinas recombinantes

y que la reaccién de carboxilacion de piruvato de la EM nunca fue probada in vivo.
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1.5 Objetivos

Los objetivos planteados para el presente Trabajo de Tesis se describen a

continuacion.
1.5.1 Objetivo general

El objetivo general de este proyecto es el andlisis del metabolismo de
compuestos Cs4 en especies Cs. Para ello, se estudiaran diversos sistemas biolégicos con

niveles modificados de enzimas involucradas en el metabolismo del malato.
1.5.2 Objetivos especificos

1. Analisis fenotipico y fisiolégico de lineas de A. thaliana con niveles
modificados de EM-NADP2, enzima responsable de la mayor actividad EM-NADP en
todos los érganos de la planta.

2. Estudio del rol del malato y de enzimas implicadas en su metabolismo en Ia
respuesta al estrés por aluminio, mediante el andlisis de lineas de A. thaliana mutantes
en los genes em-nadp.

3. Andlisis de la actividad carboxilasa de las isoformas EM-NAD(P) de A. thaliana
dentro de un contexto celular utilizando un sistema sencillo tal como Saccharomyces

cerevisiage.
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2 Materiales y métodos

2.1 Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y los pldsmidos utilizados en este trabajo se describen en

las siguientes tablas:

Tabla 2.1 Cepas bacterianas

Cepa bacteriana

Fenotipo relevante

E. coli K-12 DH50°
E. coli K-12 BL21(DE3)®

recA endA thi hsdR supE relA deoR lac [®80, lacZAM15]
ompT hsdSMR gal dcm [ADE3]

2Gibco, ® Novagen.

Tabla 2.2 Plasmidos

Plasmido

Caracteristicas relevantes

pPET-32a, by c(+)?

pET-32¢/EM-NADP1®
pET-32a/EM-NADP2"
pET-32a/EM-NADP3®
pET-32b/EM-NADP4®
pET-32a/EM-NADP2Del2°
pET-32a/EM-NADP2R115A¢
pET-32a/EM-NAD1¢

bla*, 5.899-5.901 pb, ori f1, lacl, SMC, ori ColE1, expresidn de
proteinas recombinantes bajo el control del promotor y de
las sefiales de iniciacion de la traduccidn del bacteriéfago T7,
fusién a tiorredoxina y cola de histidinas para aumentar la
solubilidad de la proteina de interés y permitir su facil
purificacion

bla*, pET-32c(+)::EcoRV em-nadp1 Xhol

bla*, pET-32a(+)::BamHI em-nadp2 Xhol

bla*, pET-32a(+)::BamHl em-nadp3 Xhol

bla*, pET-32b(+)::Sall em-nadp4 Xhol

bla*, pET-32a(+)::BamHl em-nadp2del2 Xhol

bla*, pET-32a(+)::BamHI| em-nadp2ri15a Xhol

bla*, pET-32a(+)::BamHl em-nad1 Sall
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Plasmido Caracteristicas relevantes

pET-32a/EM-NAD2¢ bla*, pET-32a(+)::BamHl em-nad2 Sall
pBluescriptSK(-)® bla*, 3.000 pb, ori f1, lacZ (SMC), ori ColE1
pBSK/EM-NADP4' bla*, pBluescriptSK(-)::EcoRV ATG em-nadp4 Xhol
pBSK/EM-NADP2Del2f bla*, pBluescriptSK(-)::BamH| ATG em-nadp2del2 Xhol
pBSK/EM-NAD1f bla*, pBluescriptSK(-)::BamHI ATG em-nad1 Sall
pBSK/EM-NAD2f bla*, pBluescriptSK(-)::BamHI ATG em-nad2 Sall
p416GPD? Vector centromérico de levadura, URA3, pGPD, tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NADP1f URA3, pA16GPD::pGPD-em-nadp1-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NADP2f URA3, pA416GPD::pGPD-em-nadp2-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NADP3' URA3, p416GPD::pGPD-em-nadp3-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NADP4' URA3, p416GPD::pGPD-em-nadp4-tCYC1, bla*

p416GPD/EM-NADP2Del2f URA3, p416GPD::pGPD-em-nadp2del2-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NADP2R115Af URA3, p416GPD::pGPD-em-nadp2r115a-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NAD1f URA3, p416GPD::pGPD-em-nad1-tCYC1, bla*
p416GPD/EM-NAD2f URAS3, p416GPD::pGPD-em-nad2-tCYC1, bla*

2 Novagen, ° Gerrard Wheeler y col., 2005, ¢ Gerrard Wheeler y col., 2008, ¢ Tronconi y col.,
2008, © Stratagene, " este trabajo, 8 Mumberg y col., 1995. SMC: sitio de multiple clonado. bla*,
resistencia a ampicilina; URA3, orotidina 5' P decarboxilasa; pGPD, promotor del gen de la
gliceraldehido-3P deshidrogenasa (GPD); tCYC1, terminador del gen citocromo 1 (CYC1).

2.2 Cepas de levadura

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo derivan de las
cepas IMK157 e IMK299, ambas originadas de la familia CEN.PK (van Dijken y col.,
2000). La cepa IMK157 presenta una disrupcion en el gen URA3, asi como deleciones
en los genes que codifican para las dos isoformas de la piruvato carboxilasa, Pycl y
Pyc2 (Zelle y col., 2010). Una delecién adicional en el gen PDC2, que codifica para un
regulador positivo de la expresién de PDC1 y PDC5 (dos de las tres isoformas de la
piruvato decarboxilasa), dio lugar a la cepa IMK299 (Zelle y col., 2011).

El listado de cepas se detalla en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3 Cepas de S. cerevisiae

Cepa Fenotipo relevante
CEN.PK 113-7D? MATa, Cepa de referencia
IMK157° MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr ura3-52
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Fenotipo relevante

IMK299°

IMK157 + p416GPD?

IMK157 + p416GPD/EM-NADP2*
IMK157 + p416GPD/EM-NADP2Del2¢
IMK299 + p416GPD*

IMK299 + p416GPD/EM-NADP1¢
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2Del2
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2R115A¢
IMK299 + p416GPD/EM-NADP3*
IMK299 + p416GPD/EM-NADP4¢
IMK299 + p416GPD/EM-NAD1¢

IMK299 + p416GPD/EM-NAD2¢

MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52

MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr ura3-52
(p416GPD), vector vacio

MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr ura3-52
(p416GPD/EM-NADP2)

MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr ura3-52
(p416GPD/EM-NADP2Del2)

MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD), vector vacio
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP1)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP2)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP2Del2)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP2R115A)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP3)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NADP4)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NAD1)
MATa pycl::kanMX pyc2::ILV2smr pdc2::loxP-
hph-loxP ura3-52 (p416GPD/EM-NAD2)

2 van Dijken y col., 2000, ® Zelle y col., 2010, ¢ Zelle y col., 2011, ¢ este trabajo.

2.3 Lineas vegetales

Se utilizaron diferentes lineas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0

(Col-0): la linea wt o salvaje; lineas mutantes simples con inserciones de ADN-T en los

genes que codifican para EM-NADP1, 2, 3 y 4 de esta especie, obtenidas del NASC

(Nottingham Arabidopsis Stock Center, http://www.arabidopsis.info/) denominadas

em-nadpl (SALK 036898), em-nadp2 (SALK 073818), em-nadp3 (SALK 139336) y

em-nadp4 (SALK_064163), respectivamente; lineas doble mutantes em-nadpilx2,

em-nadp4x1, em-nadp4x2 vy triple mutantes em-nadplx2x4 y em-nadp2x3x4,

obtenidas por cruzamiento de las respectivas lineas (Gerrard Wheeler y col., 2005); y 3

lineas que sobreexpresan constitutivamente la isoforma EM-NADP2, llamadas lineas

EM4.20, EM7.11y EM6.20 (Voll y col., 2012).
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La posicidon del ADN-T en las lineas mutantes fue previamente verificada por
amplificacién y secuenciacién de las regiones flanqueantes al sitio de cada insercion
(Figura 2.1a). Las plantas homocigotas fueron identificadas de la poblacién de semillas
T3 provista, utilizando ADN gendmico extraido de las mismas como molde para
amplificar los alelos salvajes y mutados. Estas lineas no mostraron expresion
detectable de los correspondientes genes em-nadp mutados cuando fueron analizadas

por transcripciéon reversa (Gerrard Wheeler y col., 2005).

a_
Linea em-nadpl Linea em-nadp2
SALK_036898 SALK_073818
BI BI
— o - -
em-nadp1 E em-nadp2 E
Linea em-nadp3 B Bl Linea em-nadp4
SALK_139336 —) (_ — SALK 064163
em-nadp3 ; z em-nadp4 E
b-
BD 1I'ocs 3SS(IZaMV BI
| em-nadp2 | L bar
35S::em-nadp2
Figura 2.1

Lineas de A. thaliana utilizadas en este trabajo. a- Genes em-nadpl, em-nadp2, em-nadp3, y
em-nadp4 de Arabidopsis y localizacion de la insercion de ADN-T en la lineas em-nadpl,
em-nadp2, em-nadp3 y em-nadp4. Las lineas SALK fueron generadas por infiltracion al vacio de
plantas Col-0 con Agrobacterium tumefaciens transformada con el vector pROK2, el cual
confiere resistencia a kanamicina (Alonso y col., 2003). Se muestran en recuadros los exones y
como lineas finas los intrones. El tridngulo indica la posicidon de la insercién de ADN-T. La
orientacién de las inserciones sugiere que todas, excepto la de em-nadp2, presentan una
repeticidon doble invertida. b- Construccién utilizada para generar las lineas EM4.20, EM7.11 y
EMG6.20. El ADNc de em-nadp2 se inserté en un vector binario pGreenll modificado (Hellens
y col., 2000). Se utilizé el promotor del ARN 35S del virus del mosaico del coliflor (35SCaMV) y
la regién 3’ del gen de la octopina sintetasa como sefial terminadora (Tocs). Bl: borde izquierdo
del ADN-T. BD: borde derecho del ADN-T. bar: resistencia a glufosinato de amonio.
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Las lineas transgénicas con sobreexpresiéon de EM-NADP2 fueron obtenidas por
eventos independientes de transformacion de plantas de A. thaliana con una
construccidon conteniendo el ADNc de em-nadp2 bajo el control del promotor
constitutivo 355CaMV (Figura 2.1b). Las lineas corresponden a plantas transgénicas
homocigotas T3, seleccionadas por su resistencia a glufosinato de amonio. La

presencia del transgen fue previamente verificada por PCR.

2.4 Condiciones de crecimiento vegetal y toma de muestras

Las semillas de A. thaliana salvaje y demas lineas fueron sembradas en potes
con tierra autoclavada y mantenidas por 3 dias en oscuridad a 4 °C para sincronizar la
germinacién. Luego, fueron colocadas en una sala de cultivo bajo un régimen de 16:8
horas de luz:oscuridad a 24 °C con un flujo de luz de 100 pE/m?s. Alternativamente, las
semillas fueron esterilizadas con una solucién 0,5 % (V/V) Triton X-100 y 50 % (V/V)
etanol durante 3 minutos, lavadas con 95 % (V/V) etanol, secadas sobre papel de filtro
y sembradas en placas de Petri conteniendo medio 1X MS pH 5,6 (Murashige y Skoog,
1962) con 0,6 % (P/V) Fitagel (Sigma-Aldrich). Las placas fueron almacenadas 3 dias en
oscuridad a 4 °Cy luego colocadas en idénticas condiciones a las de las plantas crecidas
en tierra.

Se recolectaron hojas de la roseta de plantas crecidas en tierra de 32 dias a
mitad del dia o 30 minutos antes del fin del dia (D) y 30 minutos antes del fin de la
noche (N). Las muestras se congelaron en N; liquido y fueron mantenidas a -80 °C
hasta el momento de su utilizacion.

Para los ensayos de estrés osmatico, plantas de 32 dias fueron sometidas a
riego con 100 mM NaCl, o 15 % (P/V) polietilenglicol (PEG) 6000, o agua destilada
(plantas control), o mantenidas sin riego (sequia), durante 2 semanas.
Alternativamente, fueron sembradas en placas con medio MS control, o
suplementadas con 30, 50 y 100 mM NaCl, o 100 y 250 mM manitol para los ensayos
de germinacion.

Para los ensayos de estrés por aluminio, el crecimiento se llevé a cabo en placas
con medio MS durante 7 dias. Posteriormente, las plantulas fueron traspasadas en

esterilidad a placas MS control o suplementado con 200 uM AICl3 pH 4,5; o bien, a
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medio liquido %X MS con o sin 100 uM AICl3 pH 4,5. Se tomaron muestras de hojas y
raices luego de 3, 24, 72 horas y de 12 dias de tratamiento en placa, se congelaron en
N liquido y se mantuvieron a -80 °C hasta el momento de su utilizacion. Los exudados
radiculares se recolectaron luego de 3 horas de tratamiento en medio liquido, se
secaron al vacio y se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Para evaluar la respuesta a la presencia de glutamato, las lineas fueron
sembradas en placas con medio MS. Luego de 7 dias, las plantulas fueron traspasadas

en esterilidad a placas con MS control o suplementado con 5 mM glutamato.

2.5 Determinacion de parametros fenotipicos

Los siguientes parametros fenotipicos fueron evaluados en un set de n plantas
(dénde n es el numero de individuos que se indica en cada experimento), crecidas en
simultdneo con una disposicidn al azar y rotadas frecuentemente.

Se midid el peso fresco de rosetas recién escindidas de plantas de 32 dias
crecidas en tierra. El tiempo de aparicién del primordio floral se determiné por
observacion diaria de cada planta desde el momento de la germinacidén. Luego de 18
dias de la aparicion del primordio floral, se conté el nimero de silicuas presentes en
cada planta. Se extrajeron dos silicuas (las mds cercanas a la roseta) de dos ramas
distintas, las cuales se abrieron con la ayuda de un bisturi para contabilizar el nimero
de semillas presentes por silicua.

El porcentaje de germinacién se determind por conteo del nimero de semillas
germinadas a las 48 horas posteriores a la colocacion de las placas en condiciones
Optimas de crecimiento. La longitud de las raices primarias de plantulas creciendo en
placas dispuestas verticalmente se midié a lo largo de un periodo de entre 7-12 dias,

con ayuda del software Image) (http://imagej.nih.gov/ij/index.html).

2.6 Cuantificacion de pigmentos

Hojas de las distintas lineas de A. thaliana fueron homogeneizadas en morteros
y resuspendidas en 150 plL de 96 % (V/V) etanol por cada 50 mg de tejido. Después de

una incubacion de 1 hora en oscuridad, se centrifugd 5 minutos a 10000 x g y se realiz
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una dilucién 1:20 en 96 % (V/V) etanol de los extractos, para luego medir absorbancia
(A) a 665, 649 y 480 nm en un espectrofotometro Helios § (Unicam).
Las concentraciones de clorofila a (Ca), clorofila b (Cs), y carotenoides (Ci) se

obtuvieron segun las siguientes ecuaciones (Wintermans y de Mots, 1965):

C, (ug/mL) = 12,19 x A_-3,45xA__
Cp (ug/mL)=21,99 xA_-5,32xA__

1000 x A - 2,14 x C, - 70,16 x C,

C; (pg/mL) = 370

2.7 Medidas de fluorescencia de la clorofila

Las medidas de fluorescencia de la clorofila fueron realizadas con un
fluorometro acoplado a un sistema de excitacién mediante pulsos de amplitud
modulada (Qubit Systems Inc.). Previamente, las plantas fueron adaptadas a la
oscuridad durante por lo menos 30 minutos. La fluorescencia minima (Fo) se midié bajo
la luz LED, la cual es insuficiente para impulsar la fotosintesis y no altera el estado de
adaptacion a la oscuridad, mientras que la fluorescencia maxima (Fm) se midié tras la
aplicacion de un pulso breve (0,8 s) de luz actinica saturante (5000 umol E/m?s). El

parametro F,/Fm se calculd a partir de la siguiente ecuacion:

Fv Fm‘FO
Fm  Fm

2.8 Medidas de intercambio gaseoso

La asimilacién de CO; de plantas de A. thaliana se calculé como la diferencia
entre la concentracién de CO; en el gas entrante en la celda de medicidn y la saliente,
en un Analizador de Gases Infrarrojo (IRGA, Qubit Systems Inc.). En la celda se
colocaron hojas recién escindidas de la planta. El gas utilizado para generar el flujo de
CO; contenia entre 16-20 uM de CO2 y 21 % (V/V) O, y las medidas se realizaron bajo

un flujo de luz blanca de 100 pE/m?s.
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2.9 Determinacion del contenido de nucledtidos de piridina

La técnica utilizada para la determinacion del contenido de nucleétidos de
piridina se basa en la reduccién de 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) mediada por
fenacina metosulfato (PMS) en presencia de etanol y alcohol deshidrogenasa (ADH)
para la determinacion de NAD y NADH, o glucosa 6-P y glucosa 6-P deshidrogenasa
(G6PDH) para la determinacion de NADP y NADPH. El DCPIP es de color azul en su
forma oxidada e incoloro cuando esta reducido. Las formas reducidas y oxidadas de los
nucledtidos de piridina se distinguen por su destruccion en medio acido o basico,
respectivamente (Queval y Noctor, 2007).

Hojas de A. thaliana salvaje fueron homogeneizadas en morteros con N3 liquido
y resuspendidas en una solucién 0,2 N HCl para la extraccién de NAD y NADP, 0 0,2 M
NaOH para la extraccién de NADH y NADPH. El homogenado se centrifugd a 16000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. Se tomd una alicuota de 400 plL del sobrenadante, que fue
hervida por 1 minuto y enfriada rapidamente. Los extractos acidos se neutralizaron
con 40 pL de 0,2 M NaH2PO4 pH 5,6 y 200 pL de 0,2 M NaOH (pH final entre 5-6). Por
otra parte, a los extractos bdsicos se le adicionaron 400 pL de 0,2 N HCI (pH final entre
7-8).

Las determinaciones se realizaron a 30 °C en un espectofotometro Helios B
(Unicam), siguiendo la disminucién de la absorbancia a 600 nm causada por la
reduccion de DCPIP. El medio de ensayo (0,5 mL) para la determinacidon de NAD vy
NADH contenia 200 mM Tricina pH 7,5, 2 mM EDTA, 10 mM MgCl;, 0,12 mM DCPIP,
1 mM PMS, 3 U de ADH (Sigma) y 50 pL de extracto. La reaccidn se inicid con el
agregado de 15 pL de etanol absoluto. El medio de ensayo (0,5 mL) para la
determinacion de NADP y NADPH contenia 200 mM Tricina pH 7,5, 2 mM EDTA,
10 mM MgCly, 0,12 mM DCPIP, 1 mM PMS, 2 mM glucosa 6-P y 50 uL extracto. La
reaccion se inicid con el agregado de 2 U de G6PDH (Sigma). Los valores de
absorbancia fueron corregidos usando los correspondientes ensayos blanco sin

extracto y se construyeron curvas de calibracion a partir de soluciones de NAD y NADP.
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2.10 Deteccion de peroxido de hidrogeno con diaminobencidina

Las plantulas fueron sumergidas en wuna solucion 1 mg/mL de
3,3-diaminobencidina (DAB) durante 8 horas. Posteriormente, fueron destefiidas en
100 % (V/V) etanol por 3 horas y examinadas a la lupa. La presencia de H,0; causa la
polimerizacién del DAB generando una coloracién marrén (Thordal-Christensen y col.,

1997).

2.11 Tincion con hematoxilina

Para determinar la presencia de aluminio en raices, las plantulas fueron
sumergidas en una solucidon 0,2 % (P/V) hematoxilina y 0,02 % (P/V) KIOs por 30
minutos, lavadas con H;O destilada y observadas en la lupa. Este indicador une

aluminio presente en los tejidos formando un complejo violeta (Polle y col., 1978).

2.12 Preparacion de extractos proteicos de Arabidopsis

Las hojas de la roseta de las lineas en estudio fueron homogeneizadas en
morteros con N; liquido y resuspendidas en buffer de extraccién (100 mM Tris-HCI
pH 7,5, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 10 mM 2-mercaptoetanol, 10 % (V/V) glicerol, 0,5 %
(V/V) Tritén X-100 y 1 % (V/V) céctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich)). Se utilizo
una relacion buffer/peso fresco de 0,2 mL/100 mg. El homogenado se centrifugd a
12000 x g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se utilizd6 para medidas de
actividad enzimatica, concentracién de proteinas o fue preparado para electroforesis

(Secciones 2.13, 2.14 y 2.15, respectivamente).

2.13 Ensayos de actividad enzimatica

Se define una unidad (U) como la cantidad de enzima que cataliza la formacién
o consumo de 1 umol de NAD(P)H por minuto en las condiciones especificadas (£340nm =

6,22 mM*tcm?).
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2.13.1 Actividad EM-NADP

La actividad EM-NADP en el sentido de la descarboxilacion oxidativa de malato
(actividad directa) se determiné en un espectrofotémetro Helios f (Unicam) a 30 °C,
siguiendo la produccién de NADPH a 340 nm (Iglesias y Andreo, 1989). El medio de
ensayo estandar contenia 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl;, 10 mM malato,
0,5 mM NADP y 10 uL de extracto conteniendo la enzima, en un volumen final de 0,5
mL. La reaccidn se inicié con el agregado de malato.

La actividad EM-NADP en el sentido de la carboxilaciéon reductiva (actividad
reversa) se determind espectrofotométricamente a 30 °C, siguiendo el consumo de
NADPH a 340 nm. El medio de ensayo estandar contenia 50 mM MOPS-KOH pH 7, 10
mM MgCl,, 30 mM piruvato, 30 mM NaHCOs, 0,2 mM NADPH y 0,5-10 plL de enzima
purificada o 20 ylL de extracto conteniendo la enzima en un volumen final de 0,5 mL. La
reaccion se inicié con el agregado de piruvato.

Para el estudio de posibles activadores de la actividad EM-NADP en sentido
reverso se ensayo el efecto de 7,5 mM fumarato o 7,5 mM succinato, utilizandose una

concentraciéon subsaturante de piruvato (0,5 mM).

2.13.2 Actividad EM-NAD

La actividad EM-NAD se determind espectrofotométricamente a 30 °C,
siguiendo la producciéon de NADH a 340 nm. El medio de ensayo estandar contenia
50 mM MES-NaOH pH 6,6, 10 mM MnClz, 10 mM malato, 2 mM NAD y 1 U MDH.

Una vez que la reaccidon catalizada por la MDH alcanzé el equilibrio, se
agregaron 20 plL de extracto en un volumen final de 0,5 mL. La adicién de MDH
asegura que el posterior aumento de la absorbancia se deba uUnicamente a la

descarboxilacion de malato por parte de EM-NAD (Tronconi y col., 2008).

2.13.3 Actividad MDH-NAD

La actividad MDH-NAD se determiné espectrofotométricamente a 30 °C,

siguiendo el consumo de NADH a 340 nm. El medio de ensayo estandar contenia
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50 mM Tris-HCI pH 7,2, 0,02 % (V/V) Tritén X-100, 2 mM OAA, 0,2 mM NADH y 0,5 uL

de extracto conteniendo la enzima en un volumen final de 0,5 mL.

2.13.4 Actividad MDH-NADP

La actividad MDH-NADP inicial se determind espectrofotométricamente a
30 °C, siguiendo el consumo de NADPH a 340 nm. El medio de ensayo estandar
contenia 25 mM Tricina-KOH pH 8,3, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 5 mM ditiotreitol (DTT),
0,2 mM NADPH, 2 mM OAA 'y 10 uL de extracto conteniendo la enzima en un volumen
final de 0,5 mL. Ademas se midio la actividad total, luego de incubar 10 uL del extracto

proteico con 0,5 uL de 2 M DTT.

2.14 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina se determind con el reactivo Protein Assay

(Bio-Rad), utilizando proteina total de suero como testigo.

2.15 Electroforesis de proteinas

2.15.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se llevaron a cabo utilizando la celda Mini-PROTEAN Il de Bio-Rad vy el
sistema discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970).

Las concentraciones finales de acrilamida fueron 10 % (P/V) para el gel de
separacion y 5 % (P/V) para el de concentracién. 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 tincién con azul de Coomassie.
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2.15.2 Electroforesis en condiciones nativas

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones nativas se llevd a cabo
utilizando la celda Mini-PROTEAN III de Bio-Rad. Las concentraciones de acrilamida de
los geles de separacion y de concentracién utilizadas fueron 6 % (P/V) y 3 % (P/V),
respectivamente. Las muestras fueron diluidas 1:5 en buffer de siembra (312,5 mM
Tris-HCl pH 6,8, 50 % (V/V) glicerol y 0,05 % (P/V) azul de bromofenol). Los geles fueron
revelados por tincién con azul de Coomassie, o por actividad EM-NADP, para lo cual
fueron incubados con una solucion conteniendo 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl,,
30 mM malato, 0,5 mM NADP, 35 pug/mL azul de nitrotetrazolio (NBT) y 0,85 pg/mL

PMS a 30 °C hasta el desarrollo de bandas de color purpura.

2.16 Localizacion de actividad EM-NADP in situ

Para los ensayos de tincidn por actividad EM-NADP in situ, las plantas fueron
fijadas con 2 % (P/V) paraformaldehido y 1 mM DTT en buffer PBS (0,1 % (P/V)
Na;HPO4, 0,03 % (P/V) NaH2POs y 0,9 % (P/V) NaCl, pH 7) durante 1 hora a 4°Cy
lavadas con agua durante toda la noche a 4 °C (Sergeeva y col., 2004). El ensayo de
actividad EM-NADP se realizé a 30 °C sumergiendo las plantas en la solucién utilizada
para el revelado de los geles nativos (Seccién 2.15.2) durante 90 minutos.
Posteriormente, fueron decoloradas por incubacién en 96 % (V/V) etanol a 50 °C

durante 1 hora.

2.17 Cuantificacion de transcriptos

2.17.1 Extraccion de ARN total

Para la preparacion de ARN total de hojas o de raices de A. thaliana se
homogeneizaron 50-100 mg de muestra en 1 mL de reactivo TRIzol (Invitrogen)
seguido de una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 0,2 mL
de cloroformo, se agitd vigorosamente y se repitié la incubacién. Posteriormente se
centrifugd a 12000 x g por 10 minutos a 4 °C para permitir la separacion de fases. La

fase acuosa se transfirid a un tubo con 0,5 mL de isopropanol y se precipité el ARN
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presente durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifugé a 12000
x g por 10 minutos a 4 °C. El pellet se lavé con 1 mL de 75 % (V/V) etanol, se seco al
aire y se resuspendid en agua tratada con 0,1 % (V/V) dietilpirocarbonato (DEPC). La
calidad del ARN purificado se evalud por electroforesis en geles de 1 % (P/V) agarosa,
sembrando en paralelo ADN A 0,5 pg/ulL cortado con EcoRI/Hindlll (Promega) como
marcador de tamafio molecular. Las muestras fueron tratadas con ADNasa RQ1, de
acuerdo a las instrucciones del proveedor (Promega) y se realizaron controles de PCR
para asegurar que los ARN se encontraban libres de contaminacién con ADN. La
concentracion y pureza de la preparacion se evalué mediante medidas de absorbancia

a 260y 280 nm.

2.17.2 Transcripcion reversa

Para la sintesis de ADNc, 2 ug de ARN total fueron incubados con 2 ug de
oligo (dT)1s (Biodynamics) durante 5 minutos a 65 °C, y posteriormente 5 minutos en
hielo. A continuacién, se adiciond buffer 1X (suministrado por el proveedor de la
retrotranscriptasa), 10 mM DTT y 0,5 mM mezcla de desoxirribonucledsidos trifosfato
(dNTPs). Luego de una incubacién de 2 minutos a 38 °C, se adicionaron 200 U de
Transcriptasa Reversa SuperScript Il (Invitrogen) (volumen final 20 pL). La reaccién se
llevé a cabo durante 50 minutos a 42 °C. Finalmente, se inactivd la enzima con un

tratamiento de 5 minutos a 72 °C.

2.17.3 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

(qRT-PCR)

La expresion relativa de genes fue determinada mediante qRT-PCR en un
termociclador Mx3000P (Stratagene), usando el colorante SYBR Green | (Invitrogen)
como reportero fluorescente. Cada tubo de reaccién contenia en un volumen final de
20 pL: 3 mM MgCl;, 0,2 mM dNTPs, 0,5 uM de cada cebador, 0,75 % (V/V) SYBR
Greenl| y 0,02 U/uL Taq Platinum (Invitrogen). Los parametros de programacion
utilizados fueron: 94 °C por 2 minutos para la desnaturalizacion inicial, 46 ciclos a 95 °C

por 10 s, 56 °C por 15 sy 72 °C por 20 s para la amplificacion de los productos, y 10
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minutos a 72 °C para la elongacidon final. Las curvas de desnaturalizacidon para cada
producto se determinaron midiendo fluorescencia al aumentar la temperatura desde
65 °C a 98 °C. La secuencia de los cebadores utilizados se detalla en la Tabla 2.4.

Distintas diluciones de los ADNc obtenidos (Seccion 2.17.2) se utilizaron como
molde para la reaccion. La especificidad de la amplificacién se confirmé analizando las
curvas de desnaturalizaciéon y mediante analisis de los productos en geles 2 % (P/V)
agarosa (algunos de los cebadores fueron disefiados de manera que den productos de
tamafios diferentes si la amplificacién ocurrié a partir de ADN gendmico) utilizando
100 pb (EmbioTec) como marcador de peso molecular.

El gen de referencia utilizado fue poliubiquitina10 (At4g05320), que exhibe un
patrén de expresion estable en las condiciones analizadas en este trabajo (Czechowski
y col., 2005). La expresion relativa fue calculada mediante una versién modificada del
método 22T, que tiene en cuenta las diferencias entre las eficiencias de amplificacion
del gen de interés y del gen de referencia (Pfaffl, 2001). El calculo de las eficiencias se
realizd segun Liu y Saint, 2002, y la propagacién de errores se llevd a cabo de acuerdo a

Hellemans y col., 2007.

Tabla 2.4 Secuencia de los oligonucledtidos cebadores utilizados para gRT-PCR.
Gen Cebador

Secuencia (5'- 3')

em-nadp1 EM-NADP1directo CAAGGCAATAAAACCGACTG
(At1g19900) EM-NADP1reverso GGCTTCCACTAGCAAAAATG
em-nadp2 EM-NADP2directo ACGATGGCAAAACCTACTTG
(At5g11670) EM-NADP2reverso ATTGGCGTAATGCTCTTCTG
em-nadp4 EM-NADP4directo CTTTCGAACCCAACTTCTCA
(At1g79750) EM-NADP4reverso CATTATTAGCCCGAGTCCAA
em-nad1 EM-NAD1directo GCACGAATGTTGGGAAATAC
(At2g13560) EM-NAD1reverso AAACCAAGAAGCACATCAGG
erninad? EM-NAD2directo GGCATCCTTTACCCTTCAAT
(At4g00570) EM-NAD2reverso ACCACATGTTGCGTGTAATG
mdh-nad1 cit MDH1directo AATTGCACAAACCCATTATC
(At1g04410) MDH1reverso TGATGAGTATTGTCCCTGGTC
mdh-nad1 mt MDH2directo CCTCCTTCATCGGGTTGTAT
(At1g53240) MDH2reverso GGAACCAACCCACACTTATG
mdh-nad1 px MDH3directo AACCACTTTGTTCTTAGATAC
(At2g22780) MDH3reverso AGGTATGAGGTATCCCGAAT
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Gen Cebador Secuencia (5'- 3')

mdh-nad2 mt MDH4directo CTCCATTTCTGCTCTTGAGG
(At3g15020) MDH4reverso GCCCAAATAATGCAACTCAC
mdh-nad pt MDH5directo TCAGACCTTCAGGGATTGAC
(At3g47520) MDH5reverso ACAACACGAAAATGTCTCGC
mdh-nad2 px MDH6directo TGGTCTGGAGAAAGCAAAAG
(At5g09660) MDH6reverso AGAAGCAGAGGAGACATAGGC
mdh-nad2 cit MDH7directo GACCATTGTTCAAGGTTT
(At5g43330) MDH7reverso CATGGGCACATTAGGAAAAC
mdh-nad3 MDH8directo TGGGTTTCTATGGGTGTTTG
cit(At5g56720) MDH8reverso CTTCTCTTCAGCTAGCTCTCGTGC
mdh-nadp pt MDH9directo AGTCGGAAGCGGAACTGTTG
(At5g58330) MDH9reverso TAACAACCCGGAAGAGAATG
almt1 ALMT1directo CTCATTGATGACGACTGTCTCC
(At1g08430) ALMT1reverso AATCTATTGGCATGGCACGA
mate MATEdirecto ACTTCCGTTTGTGGCAGG
(At1g51340) MATEreverso GAATCCAACGGCTGCTCTAA
als1 ALS1directo TCTCAGGAGGACAGAAGCAA
(At5g39040) ALS1reverso ACCGTTCTTCCCGCCATTA

als3 ALS3directo CATTGGCACTAGGAGCAACG
(At2g37330) ALS3reverso CCCCGCCCATTATCATACCA
stop1 STOP1directo ACACAGCCTGGAATGACTGA
(At1g34370) STOP1reverso CAACATTCCTGGGCGAGAAA
poliubiquitina 10 uBQdirecto AAGCAGCTTGAGGATGGAC
(At4g05320) UBQreverso AGATAACAGGAACGGAAACATAGT

cit, mt, px y pt indican la localizacién confirmada experimentalmente o predicha de las
isoformas: citosol, mitocondria, peroxisoma y plastidio, respectivamente.

2.18 Cuantificacion de carbohidratos y acidos organicos por métodos

enzimaticos

Para la extraccién de metabolitos, las muestras de raices u hojas se
homogeneizaron en un mortero con N; liquido y se resuspendieron en 1,4 mL de
metanol. Los extractos se incubaron a continuacién durante 15 minutos a 70 °C.
Después de la adicidon de 0,75 mL de cloroformo, se incubaron durante 5 minutos a

37 °C, se diluyeron con 1,5 mL de agua destilada y centrifugaron a 2200 x g durante 15
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minutos. La fase polar se dividid6 en alicuotas que fueron secadas al vacio y
resuspendidas en agua al momento de realizar las medidas.

El contenido de glucosa, fructosa, sacarosa, malato, fumarato y piruvato se
determiné mediante ensayos enzimaticos de punto final (Bergmeyer, 1976; Stitt y col.,
1989). Estos métodos se basan en la cuantificacion fotométrica de NADH generado,
por ejemplo, en el caso de la determinacion de los azucares, por la G6PDH. En pasos
sucesivos se agregan al medio de medida distintas enzimas que convierten los azlcares
en glucosa-6P: hexoquinasa, hexosa isomerasa e invertasa. De esta manera, luego de
cada agregado la cantidad de NADH formado es proporcional a la cantidad del azucar
convertido en glucosa-6P en ese paso. De manera similar, para la determinacién de
malato y fumarato se mide la producciéon de NADH luego de afiadir las enzimas MDH y
fumarasa a un medio conteniendo GOT y glutamato (para consumir el OAA generado),
mientras que en el caso de piruvato se sigue el consumo de NADH por parte de la
enzima lactato deshidrogenasa.

Para la determinacion de almidén, el material insoluble en metanol se
homogeneizd en 0,2 N KOH, se ajusté a pH 5,5 con dacido acético 1 N y se incubd
durante toda la noche con 3,5 U a-amilasa y 2,5 U amiloglucosidasa a 25 °C. La
digestion se incubd 5 minutos a 95 °C y se centrifugd a 16000 x g durante 10 minutos.
El contenido de glucosa del sobrenadante resultante se determind como se describe
anteriormente. Para la construccién de las curvas de calibracion se utilizaron

soluciones estandar de cada metabolito analizado.

2.19 Determinacion de metabolitos por cromatografia gaseosa seguida

de espectrometria de masas (GC-MS)

Los metabolitos polares fueron extraidos como se describe en la Seccidn 2.18,
con el agregado de 15 pg de ribitol. Las muestras fueron derivatizadas por
metoxiaminacién utilizando una solucién 20 mg/mL de hidrocloruro de metoxiamina
disuelto en piridina, y luego tratadas con N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida.
Una alicuota de cada muestra derivatizada y trimetilsililada fue inyectada a 230 °C, con
helio como gas portador a un flujo de 1 mL/min, en el sistema GC-MS Shimadzu QP

2010 plus equipado con una columna VF-5 ms de 30 m x 0,25 mm (Varian). El
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programa de temperaturas utilizado para la adquisicion de los cromatogramas fue el
siguiente: 5 minutos a 70 °C, seguidos de una rampa de 5 °C por minuto hasta 350 °C, y
manteniendo dicha temperatura por 5 minutos. El equipo ioniza la muestra mediante
impacto electrénico (70 eV). Los espectros se adquirieron en el rango de 50-600 m/z.
Los cromatogramas y espectros de masa fueron evaluados utilizando el
software AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System,
http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/). La identificacién de los compuestos se
realiz6 comparando los espectros de masa obtenidos con aquellos disponibles en la
base de datos Golm (Golm Metabolome Database, http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/).
Las sefales fueron normalizadas al estandar interno ribitol permitiendo realizar una
cuantificacién relativa de los metabolitos. Al menos tres replicas bioldgicas de cada

muestra fueron corridas por duplicado.

2.20 Transformacion de E. coli con ADN plasmidico

Para la transformacion de bacterias E. coli se siguié la técnica de
electroporacién. Para ello, se prepararon bacterias competentes inoculando 1 L de
medio LB (1 % (P/V) triptona, 0,5 % (P/V) extracto de levadurasy 0,5 % (P/V) NaCl) con
un cultivo fresco de la correspondiente cepa de E. coli. Las células se crecieron a 37 °C
con agitacion continua hasta que la absorbancia a 600 nm fue de 0,5-0,8 UA. El cultivo
se incubd en hielo durante 30 minutos y se centrifugd a 4000 x g por 15 minutos a 4 °C.
El pellet conteniendo las células se lavd 2 veces con 1 L de agua fria y luego con 20 mL
de 10 % (V/V) glicerol frio. El pellet obtenido en el Ultimo lavado se resuspendié en
3 mLde 10 % (V/V) glicerol frio. La concentracion de células fue de 1-3x10° células/mL.

Para la electroporacion se colocaron 40 plL de la suspension celular obtenida y
1 uL de pldsmido o 5 puL de mezcla de ligacién en un tubo Eppendorf. La mezcla se
incubd en hielo durante 1 minuto y se transfirié a una cubeta de electroporacion. Se
utilizé el electroporador Gene Pulser (Bio-Rad). Las condiciones para la electroporacién
fueron 25 pF, 2,5 kV y 200 Q. Luego de la descarga, se agregd a la cubeta 1 mL de
medio SOC (2 % (P/V) triptona, 0,5 % (P/V) extracto de levaduras, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCIl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOsy 20 mM glucosa). La suspensién se transfirié a un

tubo Eppendorf y se agitd a 37 °C durante 1 hora. Luego de este periodo, las células se
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sembraron en placas de Petri con medio LB agar (LB y 1,5 % (P/V) agar) conteniendo

los antibidticos y reactivos adecuados segun el caso.

2.21 Extraccion de ADN plasmidico

La preparacién de ADN plasmidico se llevd a cabo utilizando columnas QlAprep
(Qiagen). Se crecieron células de E. coli transformadas con el pldasmido a purificar en
3 mL de medio LB en presencia del agente de seleccidén durante toda la noche a 37 °Cy
con agitacidon. Este cultivo se centrifugd a 2000 x g por 3 minutos. El pellet se
resuspendid en 100 pL de una solucidn fria de 25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y
50 mM glucosa y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego, se
agregaron 200 pL de una solucidn recién preparada de 0,2 N NaOHy 1 % (P/V) SDS y se
mezcld por inversidn. Posteriormente, se agregaron 150 uL de 5 M acetato de potasio
pH 4,8, se agit6 vigorosamente, se incubd en hielo durante 5 minutos y se centrifugd a
12000 x g por 5 minutos. El sobrenadante se mezclé con 300 puL de 6 M Kl y 10 pL de
3 M acetato de potasio pH 5,5 y se colocd en la columna QlAprep, se centrifugd
durante 1 minuto a 12000 x g y se descarto el eluido. EI ADN adsorbido a la membrana
de silica se lavd con 750 pL de 80 % (V/V) etanol. Por ultimo, se adicionaron 100 pL de
H,O destilada, se dejé reposar 3 minutos y se centrifugd 1 minuto a 12000 x g para

recolectar el ADN plasmidico en un tubo Eppendorf.

2.22 Digestion de plasmidos y purificacion de fragmentos de ADN

Los plasmidos fueron digeridos siguiendo las instrucciones del proveedor de las
enzimas de restricciéon utilizadas (Promega, Fermentas). Luego, las mezclas de
digestién se diluyeron 1:6 con buffer de siembra (30 % (V/V) glicerol, 0,25 % (P/V)
xilencianol y 0,25 % (P/V) azul de bromofenol) y se corrieron en geles de 1 % (P/V)
agarosa de bajo punto de fusion preparados con buffer TBE (89 mM Tris-borato pH 8 y
2 mM EDTA) y 0,003 % (V/V) SYBR Safe (Invitrogen).

Los fragmentos se recuperaron del gel cortando la banda correspondiente, y se
purificaron utilizando el kit de purificacion de ADN llustra GFX (GE Healthcare),

siguiendo las instrucciones del proveedor.
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La calidad y concentracion de los fragmentos purificados se evalué por
electroforesis en geles de 1 % (P/V) agarosa, sembrando en paralelo 0,5 pg/uL ADN A

cortado con EcoRI/Hindlll (Promega) como marcador de tamafio molecular.

2.23 Clonado de las isoformas EM-NAD(P) de A. thaliana en el vector
p416GDP

2.23.1 Obtencion de los ADNc

Los ADNc codificando las proteinas maduras EM-NAD(P) fueron obtenidos a
partir de construcciones disponibles en nuestro laboratorio (Tabla 2.2), siguiendo el
procedimiento que se detalla a continuacién.

Para generar los insertos EM-NADP2Del2, EM-NADP4, EM-NAD1 y EM-NAD2
fue necesario realizar un paso previo de amplificacion por PCR para incorporar el
coddn ATG. Para ello se utilizé la ADN Polimerasa de alta fidelidad Phusion (Thermo
Fisher Scientific). Las reacciones se desarrollaron en un volumen final de 50 pL
conteniendo 0,2 mM mezcla de dNTPs, 0,5 uM oligonucledtidos cebadores especificos
para el fragmento de interés, buffer de amplificacion 1X (que aporta 1,5 mM MgCly,
suministrado por el proveedor de la enzima), 10 ng de ADN molde y 0,5 U de Phusion
ADN Polimerasa.

Los plasmidos pET-32a/EM-NADP2Del2, pET-32b/EM-NADP4, pET-32a/EM-
NAD1 y pET-32a/EM-NAD2 fueron utilizados como molde para las amplificaciones, y

los oligonucledtidos cebadores utilizados fueron:

EM-NADP2Del2ATG/BamHI: 5 GGATCCATGGTCGCTAGTGGCTACACATT 3’
EM-NADP2/Xhol: 5 CTCGAGTTAACGGTAGTTTCTGTACAC 3’
EM-NADP4ATG/EcoRV: 5" GATATCATGAAATCCACCGTATCTGGTGG 3’
EM-NADP4/Xhol: 5 CTCGAGCTTATCCTCAGCGGTAG 3’
EM-NAD1ATG/BamHI: 5 GGATCCATGCCCACCATCGTTCATAAA 3’
EM-NAD1/Sall: 5 GTCGACTTAGTCATCCTTGTAGAC 3’
EM-NAD2ATG/BamHI: 5" GGATCCATGTGCATCGTCCACAAGCGT 3’
EM-NAD2/Sall: 5° GTCGACCTATTTCTCGTGAAC 3’
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Gene Amp PCR System
2400 (Applied Biosystems), comenzando con una etapa de desnaturalizacién inicial de
45 s a 98 °C seguida de 30 ciclos compuestos por tres etapas: 10 s a 98 °C, 30 s a 63 °C
y 30 s a 72 °C. Por ultimo, se realizé una etapa de 10 minutos a 72 °C para la
elongacién final. Los productos se analizaron por electroforesis en geles de 1 % (P/V)
agarosa, sembrando en paralelo ADN A 0,5 pg/ul cortado con EcoRI/Hindlll (Promega).

Los productos de amplificacion obtenidos fueron purificados utilizando el kit
llustra GFX (GE Healthcare) e introducidos en el vector pBluescriptSK(-) mediante un
protocolo de restriccion-ligacidon para el clonado de fragmentos con extremos romos.
Las mezclas de ligacidn se desarrollaron en un volumen final de 10 pL conteniendo
buffer de ligacién 1X (suministrado por el proveedor de la enzima), 1 U de T4 ADN
Ligasa (Promega), 3 U de EcoRV (Promega) y los fragmentos de ADN purificados en una
relacion molar vector:inserto de 1:6 (con 0,1 pg de vector). Las reacciones se
incubaron durante toda la noche a 16 °C. Luego, se transformaron bacterias E.coli
DH5a utilizando la técnica de electroporacidn (Seccién 2.20) y se sembraron en placas
de Petri con medio LB agar conteniendo 100 pg/mL ampicilina como agente de
seleccién, 100 uM IPTG y 20 pg/mL X-Gal. Las bacterias transformantes que poseian el
vector ligado con el inserto se evidenciaron como colonias blancas. Para confirmar que
las colonias transformantes poseian el vector ligado con el inserto, se extrajo ADN
plasmidico de las mismas (Seccién 2.21). Los plasmidos fueron digeridos usando
distintas enzimas de restriccion y se analizaron los tamafios moleculares de los
fragmentos generados por electroforesis en geles de 1 % (P/V) agarosa, sembrando en
paralelo ADN A 0,5 pg/uL cortado con EcoRI/HindIll (Promega).

Una variante utilizada para el andlisis de bacterias transformantes fue la de PCR
de colonias. En este caso, las reacciones se desarrollaron en un volumen final de 25 plL
conteniendo 1,5 mM MgCl;, 0,2 mM mezcla de dNTPs, 1 uM oligonucledtidos
cebadores especificos para el fragmento de interés, buffer de amplificacion 1X
(suministrado por el proveedor de la enzima) y 1,25 U de Tag ADN Polimerasa
(Promega). Se colocé directamente cada colonia bacteriana a analizar dentro del tubo
de reaccién y se llevé a cabo la amplificacion en el termociclador Gene Amp PCR
System 2400, comenzando con una etapa de 3 minutos a 94 °C seguida de 30 ciclos

compuestos por tres etapas: 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 2 minutos a 72 °C.
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Por ultimo, se realizd una etapa de 5 minutos a 72 °C. Los productos se analizaron por
electroforesis en geles de 1 % (P/V) agarosa, sembrando en paralelo ADN A 0,5 ug/plL
cortado con EcoRI/Hindlll (Promega).

Las construcciones fueron secuenciadas utilizando los cebadores T7 promoter
(5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’) y T3 (5’ ATTAACCCTCACTAAAG 3’) (Promega), por el
servicio Macrogen Korea mediante el método Big Dye TM terminator con el

secuenciador 3730XL DNA Analyser.

2.23.2 Subclonado en el vector p416GPD

Posteriormente, se digirieron los plasmidos obtenidos con los pares de enzimas
de restriccién que se indican a continuacién: pBSK/EM-NADP4 con EcoRV y Xhol,
pBSK/EM-NADP2Del2 con BamHI y Xhol, y pBSK/EM-NAD1 y pBSK/EM-NAD2 con
BamHl y Sall.

Por otro lado, para obtener el inserto EM-NADP1, se digirid el vector
PET-32¢/EM-NADP1 con las enzimas EcoRV y Xhol, mientras que para EM-NADP2,
EM-NADP2R115A, y EM-NADP3 se digirieron los vectores pET-32a/EM-NADP2,
pET-32a/EM-NADP2R115A y pET-32a/EM-NADP3, respectivamente, con BamHI y Xhol.

Las digestiones y la purificacidn de los fragmentos de interés se realizaron tal
cual se detalla en la Seccion 2.22.

El vector p416GDP fue digerido con los pares de enzimas de restriccién
correspondientes de acuerdo a los sitios que presentaba cada inserto y también
purificado. Las mezclas de ligacion se desarrollaron en un volumen final de 10 pL
conteniendo buffer de ligacion 1X (suministrado por el proveedor de la enzima), 3 U de
T4 ADN Ligasa (Promega) y los fragmentos de ADN purificados en una relacion molar
vector:inserto de 1:3 (con 0,1 pg de vector purificado). Las reacciones se incubaron
durante toda la noche a 16 °C. Posteriormente, se realizd la transformacion de
bacterias E.coli DH5a por electroporacion, la seleccién de las colonias transformantes,
en placas con medio LB agar conteniendo 100 pg/mL ampicilina y la identificacidon de
los clones que poseian el vector ligado con el inserto por PCR de colonia, o analisis de
patrones de restriccion de los ADN plasmidicos purificados, como se describid

previamente.



Capitulo 2. Materiales y Métodos

2.24 Transformacion de S. cerevisiae con ADN plasmidico

La transformacion de levaduras se realizé de acuerdo al método que utiliza
acetato de litio, ADN transportador simple hebra y PEG (Gietz y Woods, 2002). Un
cultivo de S. cerevisiae crecido durante toda la noche en medio YPD (1 % (P/V) extracto
de levadura, 2 % (P/V) peptona y 2 % (P/V) glucosa) con agitacion continua a 30 °C, se
utilizd para inocular 100 mL del mismo medio. Después de haber alcanzado una
densidad celular de 2x10’7 células/mL, las células fueron recolectadas por
centrifugacién a 3000 x g durante 5 minutos, lavadas con 25 mL de agua destilada
estéril y resuspendidas en 100 mM acetato de litio en un volumen final conteniendo
2x10° células/mL. El ADN transportador simple hebra fue preparado por ebullicion de
1 mL de ADN de esperma de salmén durante 5 minutos y enfriado rapidamente. Para
la transformacion, se peletearon 50 pL de la suspensién celular obtenida en un tubo
Eppendorf y se afiadié consecutivamente: 240 uL 50 % (P/V) PEG 3500, 36 uL 1 M
acetato de litio, 50 pug ADN transportador simple hebra, 0,1 ug pldsmido y H.O
destilada estéril para un volumen final de 350 pL. La mezcla se incubd durante 30
minutos a 30 °C, seguido de un choque térmico de 42 °C durante 30 minutos. Las
células se sembraron en placas con medio sintético sin uracilo (0,3 % (P/V) KH2POg,
0,05 % (P/V) MgS04-7H,0, 0,66 % (P/V) L-aspartato, 2 % (P/V) glucosa, elementos traza
y vitaminas (Verduyn ycol., 1992)) y se incubaron durante 2 dias a 30°C. Las

transformaciones se verificaron adicionalmente a través de PCR de colonia.

2.25 Preparacion de extractos proteicos de S. cerevisiae

Las muestras para la preparacion de los extractos proteicos fueron tomadas de
cultivos en crecimiento exponencial. Las células fueron recolectadas por centrifugacién
a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °C, lavadas con H,O destilada, resuspendidas en
10 mM K3POas, 2 mM EDTA pH 7,5 y almacenadas a -20 °C. Cada muestra, conteniendo
aproximadamente 60 mg de biomasa, fue lavada y resuspendida en 10 mM K3POg4
pH 7,5, 2 mM MgCl; y 1 mM DTT en un volumen final de 4 mL. Los extractos fueron
sometidos a pulsos de ultrasonido en sonicador MSE en presencia de perlas de vidrio

(0,4-0,6 mm de didmetro) durante 2 minutos. Posteriormente, se realizd una
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centrifugacién a 10000 x g durante 20 minutos a 4 °C para obtener los extractos libres
de células, que se utilizaron para determinacidon de concentracion de proteinas y

ensayos de actividad enzimatica.

2.26 Ensayos de complementacion de S. cerevisiae

2.26.1 Cultivo en placas

Las cepas fueron pre-cultivadas en erlenmeyers con medio sintético
conteniendo 0,3 % (P/V) KH2PQOa, 0,05 % (P/V) MgS04-7H,0, vitaminas, elementos
traza, 0,66 % (P/V) L-aspartato, y 2 % (P/V) glucosa (Verduyn y col., 1992). Las células
en crecimiento exponencial fueron lavadas con H,O destilada estéril y estriadas en
placas de Petri. EIl medio sdlido se prepard adicionando 2 % (P/V) agar al medio
sintético y 0,5 % (P/V) (NH4)2S04 en reemplazo de aspartato como fuente de nitrégeno.
Ademads se suplementd el medio con 0,042 % (P/V) Tween 80 (Merck) y 1% (P/V)
ergosterol (Sigma-Aldrich) disuelto en etanol para permitir el crecimiento bajo
condiciones anaerdbicas (Verduyn y col., 1990). Las placas se incubaron por 20 dias a
30 °C en condiciones aerdbicas, y anaerdbicas bajo distintas concentraciones de CO3:
0 % (V/V) CO; en frascos bajo atmdsfera de N2, 6 % (V/V) CO2 en cdmara 'y 10 % (V/V)

CO; en frascos con una sobrepresion de 0,2 bar.

2.26.2 Cultivo en medio liquido

Las cepas pre-cultivadas en medio sintético fueron utilizadas para inocular
erlenmeyers conteniendo el mismo medio con 0,5 % (P/V) (NH4)2S04 en reemplazo de
aspartato, 0,042 % (P/V) Tween 80 y 1% (P/V) ergosterol disuelto en etanol. Los
cultivos fueron mantenidos en un agitador orbital a 150 rpm en una cdmara
anaerdbica con una atmdsfera compuesta de 5 % (V/V) Hz, 6 % (V/V) CO2y 89 % (V/V)
N2 a 30°C. El crecimiento fue monitoreado por medidas de la densidad &ptica
(absorbancia a 660 nm) de muestras tomadas en condiciones de esterilidad a

intervalos regulares de tiempo.
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2.26.3 Cultivo en biorreactores

El estudio de crecimiento de cepas de S. cerevisiae en cultivos anaerébicos
discontinuos se llevé a cabo en biorreactores de laboratorio (Applikon, grupo de
trabajo del Dr. van Maris, laboratorio de Microbiologia Industrial de la Universidad de
Delft, Holanda) de 1 L de volumen. Las cepas fueron pre-cultivadas en erlenmeyers con
medio sintético, lavadas y utilizadas para la inoculacion de los cultivos en
biorreactores. Las fermentaciones se Ilevaron a cabo a 30°C durante
aproximadamente 200 horas en medio sintético con 0,5 % (P/V) (NH4);SO4 como
fuente de nitréogeno. Ademas se afiadieron al medio 0,075 % (P/V) Antifoam C (Sigma-
Aldrich) para evitar la excesiva formacion de espuma, 0,042 % (P/V) Tween 80 vy
1 % (P/V) ergosterol disuelto en etanol. El pH se ajusté a 5y se mantuvo constante por
agregado de 2 M KOH. Las condiciones anaerdbicas fueron mantenidas por burbujeo
con nitrégeno y 10 % (V/V) de CO; a un flujo de gas de 250 mL/min. La velocidad de
agitacion se mantuvo constante a 800 rpm.

Se tomaron muestras de los cultivos en condiciones de esterilidad a distintos
tiempos para calcular los parametros de crecimiento, a partir de medidas de la
densidad 6ptica a 660 nm, biomasa y concentracién de metabolitos extracelulares.

La biomasa se cuantifico filtrando 10 mL de cultivo en membranas (0,45 um) y
determinando el peso seco de los filtros.

Para el analisis de los metabolitos, los sobrenadantes se separaron de las
células por centrifugacién a 10000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Las concentraciones
extracelulares de acetato, etanol, glucosa, glicerol, lactato, piruvato y succinato se
determinaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), utilizando una
columna ZORBAX Eclipse Plus C18 (4,6 x 100 mm, 3.5 um) acoplada al detector de

longitud de onda variable 1260 Infinity (Agilent).

2.27 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en E. coli

2.27.1 Expresion y purificacion de las proteinas de fusion

Para la expresién y purificacién de las proteinas EM-NADP2 y EM-NADP2Del2,
cepas de E. coli BL21(DE3) transformadas con los vectores pET-32a/EM-NADP2 y



Capitulo 2. Materiales y Métodos

pET-32a/EM-NADP2Del2 (Tabla 2.2) fueron crecidas en 200 mL de medio LB
conteniendo 100 pg/mL ampicilina a 30 °C con agitacion hasta que la absorbancia a
600 nm fue de 0,5-1 UA. La expresion se indujo con el agregado de 0,5 % (P/V) lactosa
y se continud la incubaciéon durante toda la noche a 15 °C. Los cultivos inducidos
fueron centrifugados a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °C y las células fueron
resuspendidas en 20 mL de una solucién conteniendo 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,25 M
NaCl, 0,01 % (V/V) Tritén X-100 y 1 mM PMSF. Este buffer posee elevada fuerza idnica
(0,25 M NacCl), un inhibidor de proteasas (PMSF) y un detergente no iénico (Tritdn
X-100) para favorecer la estabilidad de las proteinas en solucién durante la
preparacion de los extractos celulares.

Luego de 3 pulsos de ultrasonido de 10 s en sonicador MSE, se centrifugd 10
minutos a 14000 x g a 4 °C y se separd el sobrenadante (fraccion soluble) del pellet
(fraccidn insoluble). La fraccion soluble obtenida se sembrd en una columna con 5 mL
de resina Niquel-NTA (Qiagen) disefiada para la purificacion de proteinas de fusién con
una secuencia de polihistidinas. La columna fue previamente lavada con 50 mL de H;0
destilada, cargada con 25 mL de 50 mM NiSOs y equilibrada con 15 mL 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 lavd con 50 mL de buffer de unién y 30 mL 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 15 mL de una solucidon conteniendo 20 mM Tris-HCl pH 7,9, 0,5 M NaCl y 200 mM
imidazol. Todo el procedimiento se llevd a cabo a 4 °C. El eluido se concentrd en
Centricom YM-30 (Amicon) con un corte de 30 kDa centrifugando a 4 °C a 2000 x g.
Luego, se realizaron dos cambios de buffer agregando 10 volumenes de buffer TMG
(50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM MgCl,, 10 % (V/V) glicerol) en cada cambio. Por ultimo,
las proteinas purificadas concentradas fueron almacenadas a -80 °C.

Se tomaron alicuotas de cada uno de los pasos de la purificacidn y se analizaron

por SDS-PAGE (Seccion 2.15.1)

2.27.2 Digestion del extremo amino terminal de las proteinas de fusion

Las proteinas de fusidon fueron tratadas con la proteasa enteroquinasa de

Invitrogen (EKMax, subunidad catalitica expresada de manera recombinante) para



Capitulo 2. Materiales y Métodos

remover el extremo amino terminal codificado por el vector. Se utilizaron 20 U de
proteasa para la digestion de 400 pg de proteina recombinante, en un medio
conteniendo 1 mM PMSF, 10 mM CaCl; y llevado a un volumen final de 3 mL con
buffer TMG. Esta solucién se incubd durante 4 horas a 15 °C. Las digestiones fueron

analizadas por SDS-PAGE (Seccién 2.15.1).

2.27.3 Purificacion de EM-NADP luego de la digestion con enteroquinasa

Luego de la digestion, las proteinas se sembraron en una columna con 2 mL de
resina AffiGel Blue (Bio-Rad), la cual une enzimas que utilizan nucledtidos. La columna
fue previamente lavada con 20 mL de agua y equilibrada con 10 mL de buffer TMG
conteniendo 50 mM NaCl. Luego de la siembra, la columna se lavd con 12 mL de buffer
TMG conteniendo 50 mM NaCl y la proteina unida a la resina se eluyé con 10 mL de
buffer TMG conteniendo 0,5 M NaCl. Todo el procedimiento se llevé a cabo a 4 °C. El
eluido se concentré en Centricom YM-30 (Amicon) con un corte de 30 kDa
centrifugando a 4 °C a 2000 x g. Luego, se realizaron dos cambios de buffer agregando
10 volumenes de buffer TMG en cada cambio. Por ultimo, las proteinas concentradas

fueron alicuotadas y almacenadas a -80 °C.

2.28 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante t-test o ANOVA de un

factor y el test de Bonferroni (a= 0,05) (programa SigmaPlot v.11).
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3 Caracterizacion de plantas de Arabidopsis thaliana
con niveles modificados de EM-NADP2

En este Capitulo se presenta una caracterizacidon de plantas de A. thaliana con
niveles modificados de EM-NADP2, la isoforma responsable de la mayor parte de la
actividad EM-NADP en tejidos maduros de esta planta (Gerrard Wheeler y col., 2005).
Se llevd a cabo un estudio fenotipico de estas lineas vegetales en condiciones
normales de crecimiento y se realizd un analisis comparativo que incluyé
determinaciéon de niveles de expresién de genes, perfiles de actividad enzimatica,
estado redox de los nucledtidos de piridina y contenido de metabolitos. Ademas se
realizé un estudio de la respuesta de estas plantas ante condiciones de estrés hidrico, y

una posterior caracterizacion metabdlica y redox de las plantas estresadas.

3.1 Estudio fisiologico y molecular de lineas de A. thaliana

sobreexpresantes de EM-NADP2

En esta parte del trabajo se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0
salvaje (wt) y tres lineas transgénicas obtenidas por eventos independientes de
transformacién de plantas Col-0 con una construccién conteniendo el ADNc de
em-nadp2 bajo el control del promotor constitutivo 355CaMV (Seccién 2.3, Figura
2.1b). Las lineas sobreexpresantes de EM-NADP2 analizadas, denominadas EM4.20,
EM7.11 y EM®6.20, corresponden a plantas transgénicas homocigotas T3 seleccionadas
por su resistencia a glufosinato de amonio. La presencia del transgen fue previamente

verificada por PCR.
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3.1.1 Andlisis de parametros fenotipicos

Las lineas vegetales fueron crecidas en condiciones estandar (16 horas de luz,
flujo de 100 pE/m?s, 25 °C), al igual que la planta salvaje, utilizada como control. En
estas condiciones, las plantas sobreexpresantes resultaron mas pequefias (Figura 3.1).

Se realizé una evaluacién de varios parametros fenotipicos, asi como un andlisis
cuantitativo del contenido de pigmentos en hojas de la roseta (Secciones 2.5y 2.6).

Las plantas EM4.20, EM7.11 y EM6.20 mostraron una disminucién significativa
en la longitud de la raiz y en el peso de la roseta, asi como un retraso en el tiempo de
aparicién del primordio floral con respecto a la planta salvaje (Figura 3.2a, b y d). Los
restantes pardmetros fenotipicos analizados, como la tasa de germinacion y el numero
de silicuas y semillas por planta, no revelaron diferencias significativas entre las lineas
sobreexpresantes y wt (Figura 3.2c, e y f). Adicionalmente, el contenido de clorofilas y
carotenoides determinado en la linea EM7.11, fue similar al obtenido para la planta
salvaje (Figura 3.2g-i).

A continuacidn, se analizo la eficiencia maxima del fotosistema Il (PSIl), F,/Fn, la
cual es una medida de la eficiencia maxima de la conversién de la energia absorbida
por las antenas del PSIl en energia quimica (reduccién de la quinona), y la tasa de
asimilacion de CO,. Estos pardmetros fotosintéticos resultaron significativamente
menores en las plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 (Figura 3.2j y k). El contenido
de almidon, por el contrario, fue mayor en estas plantas con respecto a la planta

salvaje (Figura 3.21).

il
Figura 3.1

Ejemplares tipicos de 21 dias de las distintas lineas de Arabidopsis en estudio, crecidas en
condiciones estandar.



Capitulo 3. Caracterizacion de plantas con niveles modificados de EM-NADP2 [SVERE

a- b- c-
T 80 - _ 70 110
o
E 70 - % % £ 60 - 100 -
N 60 - = 50 - S
© = * * * S 90
S 50 - ] g
i 3 40 - c
(3] 40 | — 30 i é 80 |
S 30 = 5
2 20 g 20 - & 79
® 10 - 2 10 - =60 A
S o0 a0 A 50 -
O N O O D O & 0N O
N b"\/ ,\'} Q;" S b:)/ /\'.\‘ Q;)’ <+ b:)’ /\'>' Q;)’
S &S S &S S &S
d- e- f-
7 50 - = 160 - g 8000 -
S 40 - 0k * & 140 - & 7000 -
5 £ 120 - 2 6000 -
S 30 - S 100 - = 5000 -
e S 80 - £ 4000 -
54 s
10 o | 1
é S 20 - S 1000 -
g 0 - E o E o
" N R S
N D:J/ ,\'\' o ® ®b‘q’ @/\'\' @‘O’\’ < b:)/ /\\' b’}
S & & S S QS S &S
g- h- i-
0,8 4 0,5 4 W 0,03 -
[T | T8
z;a 017 %TD 0’4 i %-D 0,025 B
0,6 -
E = S £ 00,
® 05 - 3 03 - g
£ 0,4 - o 2 0,015 -
&= | &= 0'2 A
S 02 - S S
;)D 01 - ;,D 01 - © 0,005 -
3 ’ =3 o
0 - 0 - % 0 -
X N N\ N & N
g @,\(\, & é\"\, & é\"\,
< < <
Figura 3.2

Parametros fenotipicos, contenido de pigmentos y parametros fotosintéticos determinados
para las distintas lineas. a- Longitud de la raiz primaria de plantas de 7 dias. b- Peso fresco de la
roseta de plantas de 32 dias. c-. Porcentaje de semillas germinadas. d- Tiempo de aparicion del
primordio floral. e- Numero de silicuas por planta luego de 18 dias de la aparicion del
primordio floral. f- Nimero de semillas por planta. g- Contenido de clorofila a. h- Contenido de
clorofila b. i- Contenido de carotenoides. (Continua en la pagina siguiente)
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j- FJ/F. en plantas de 32 dias. k- Asimilacion de CO, de plantas de 36 dias. |- Glucosa
hidrolizada a partir de almidén en muestras de plantas de 32 dias recolectadas 30 minutos
antes del final del dia. PF, peso fresco. Se muestra el valor promedio de cada parametro,
determinado para n individuos (a-, e- y f-: n=16; b- y d-: n=24; c-: n=3 placas para cada linea
conteniendo 100 semillas cada una; g-, h-, i, j-, k-: n=6; |-: n=3) y la desviacion estandar. (*)
indica diferencia significativa con respecto a la planta wt (p<0,05).

3.1.2 Niveles de actividad y expresion de enzima madlica

Se examinaron los niveles de actividad EM-NADP en extractos de hoja de
muestras tomadas en dos momentos del ciclo luz/oscuridad: 30 minutos antes del final
del dia y 30 minutos antes del final de la noche (Figura 3.3a).

Las lineas EM4.20, EM7.11, y EM6.20 mostraron una actividad incrementada
12, 9 y 7 veces, respectivamente, y en promedio, con respecto a la planta salvaje. El
aumento en la actividad de estas lineas fue dependiente del momento de la toma de
las muestras, siendo mayor hacia el fin del periodo nocturno.

Adicionalmente, extractos preparados a partir de muestras de plantas wt vy
EM7.11 tomadas como se describié anteriormente, fueron sembrados en un gel de
poliacrilamida en condiciones nativas revelado por actividad EM-NADP (Figura 3.4). Se
observé una banda de 440 kDa que corresponderia a EM-NADP2 (enddgena y
sobreexpresada), dado que EM-NADP4, la otra isoforma usualmente presente en
hojas, aparece como dos bandas de 260 y 130 kDa (Gerrard Wheeler y col., 2005). En
concordancia con lo observado en las medidas de actividad, se observé un aumento en
la intensidad de la banda correspondiente a las muestras de la linea transgénica

tomadas de noche.
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Niveles de actividad en extractos crudos de hojas de la roseta de plantas de 32 dias.
a- Actividad EM-NADP. b- Actividad EM-NAD. c- Actividad MDH-NAD. d- Actividad MDH-NADP.
Las muestras fueron tomadas 30 minutos antes del final del dia (D) y 30 minutos antes del final
de la noche (N). i= actividad inicial, t= actividad total luego de la incubacién con 100 mM DTT.
Se muestra el valor promedio de 3-6 preparaciones independientes y la desviacidén estandar.
(*) indica diferencia significativa con respecto a la planta wt en el mismo momento del dia
(p<0,05).

Asi, las plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 mostraron un incremento en la
actividad EM-NADP total y la proteina sintetizada a partir del transgen presentd una

conformacion nativa similar a la de la enzima enddégena.
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Figura 3.4

Gel nativo 6 % (P/V) acrilamida revelado por actividad EM-NADP. Calle 1: wt fin de la noche, 2:
wt fin del dia, 3: linea mutante em-nadp2 fin de la noche, 4: linea mutante em-nadp2 fin del
dia, 5: linea EM7.11 fin de la noche, 6: linea EM7.11 fin del dia. En todas las calles se sembré
una cantidad de extracto correspondiente a 50 pg de proteina total.

A su vez fueron analizados los niveles de transcripto de las isoformas
constitutivas de la familia EM-NAD(P) de Arabidopsis, en las plantas sobreexpresantes.
Se determinaron los valores de expresidén relativa de los genes em-nadp2,
em-nadp4, em-nadl y em-nad2 en la linea EM7.11 mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (qQRT-PCR), utilizando como molde ADNc de hojas de la roseta recolectadas
30 minutos antes del final del dia y 30 minutos antes del final de la noche, y el gen

poliubiquitinal10 como normalizador (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Expresion relativa de los genes em-nad(p) y mdh-nad(p) en la linea EM7.11

Gen Fin del dia Fin de la noche
em-nadp2 22+3 271
em-nadp4 1,1+0,5 0,2+0,1
em-nadl 2,2+0,1 0,06 *+ 0,01
em-nad2 1,0£0,4 0,3+0,1
mdh-nad1 cit 0,9+0,2 1,1+0,2
mdh-nad2 cit 0,8+0,1 0,52 + 0,05
mdh-nad3 cit 0,7+0,2 0,29 * 0,05
mdh-nadl mt 1,1+0,2 0,76 £ 0,04
mdh-nad2 mt 1,1+0,2 0,72 £0,04
mdh-nad1 px 1,3+0,2 0,32+ 0,02
mdh-nad2 px 0,88 £ 0,01 0,6+0,1
mdh-nad pt 1,30 £ 0,03 0,610,2
mdh-nadp pt 1,0+0,1 0,64 + 0,02

Se muestra para cada gen el valor promedio y desviacidon estandar de la expresion relativa
EM7.11/wt de al menos dos experimentos independientes. cit, mt, px y pt indican la
localizacién confirmada experimentalmente o predicha de las isoformas: citosol, mitocondria,
peroxisoma y plastidio, respectivamente. Los cambios significativos en la expresion (p<0,05)
con respecto a wt se indican en negrita.
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La linea EM7.11 presentd un aumento de 24 veces, en promedio, en la
expresion del transcripto em-nadp2 (Tabla 3.1). Cabe destacar que no hubo
variaciones significativas en los niveles de dicho transcripto en la linea salvaje, ni en la
linea sobreexpresante EM7.11 al comparar los niveles dia versus noche en cada linea.
Estos resultados sugieren que el incremento nocturno de la actividad EM-NADP (Figura
3.3a) podria deberse a un control traduccional o post-traduccional operante sobre la
enzima.

También ocurrieron variaciones a nivel transcripcional en los restantes genes
de la familia analizados, al aumentar los niveles del gen em-nadp2. Hacia el fin de la
noche, se observéd una disminucion significativa en los niveles de em-nadp4, em-nad1ly
em-nad2 en la linea sobreexpresante, con respecto a la planta salvaje. Al final del dia,
los transcriptos de em-nad2 y de em-nadp4 se mantuvieron invariables con respecto a
la planta wt, mientras que los niveles de em-nad1 resultaron aumentados (Tabla 3.1).

Los perfiles de actividad EM-NAD mostraron un incremento en la linea EM7.11
con respecto a la planta salvaje, tanto en extractos de plantas recolectadas al final del
dia como al fin de la noche (Figura 3.3b).

El mayor nivel de expresion del gen em-nad1 podria explicar, en parte, la mayor
actividad EM-NAD total medida en las plantas sobreexpresantes hacia el final del dia
(Figura 3.3b), ademds de que la actividad de EM-NAD podria estar siendo regulada de
manera traduccional o post-traduccional (Tronconi y col., 2008, 2010b). Sin embargo,
no se puede descartar que el aumento de actividad EM-NAD en las plantas
sobreexpresantes se deba en realidad a la actividad EM-NAD de la isoforma EM-
NADP2, dado que en ensayos realizados con la enzima recombinante purificada se
determind que puede también utilizar NAD como cofactor, aunque con menor afinidad

gue NADP (Gerrard Wheeler y col., 2008).

3.1.3 Niveles de actividad y expresion de la enzima MDH

Posteriormente se realizd un andlisis sobre otra enzima relacionada al
metabolismo del malato: la malato deshidrogenasa (MDH-NAD(P)). Esta cataliza la

conversidon de malato a OAA, acoplada a la reduccién de NAD o NADP.
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El genoma de A. thaliana posee 8 genes que codifican para isoformas
MDH-NAD y uno para MDH-NADP. Estas proteinas presentan variada localizacion
subcelular y funciones fisioldgicas. Dentro de las NAD-dependientes, MDH-NAD1px y
MDH-NAD2px, se localizan en peroxisomas (Pracharoenwattana y col., 2007; Eubel
y col., 2008). Tres isoformas no presentan péptido sefial por lo que se asume que son
citosdlicas (MDH-NAD1cit, MDH-NAD2cit y MDH-NAD3cit), mientras que
MDH-NAD1mt y MDH-NAD2mt, poseen secuencias sefial mitocondriales putativas y
fueron las Unicas identificadas en extractos de mitocondrias purificados (Tomaz y col.,
2010). Por ultimo, MDH-NADpt se encuentra en cloroplastos, al igual que MDH-NADP
(Berkemeyery col., 1998; Hebbelmann y col., 2012; Beeler y col., 2014).

Para analizar si cambios en los niveles de EM-NADP2 modificaban los niveles de
actividad malato deshidrogenasa, se determind la actividad MDH-NAD y MDH-NADP
en extractos crudos de hoja de muestras de las distintas lineas tomadas hacia el final
del dia y de la noche.

La actividad MDH-NAD total en los extractos de las plantas sobreexpresantes de
EM-NADP2 resulté significativamente menor que la correspondiente a la planta wt, en
ambos momentos del dia analizados (Figura 3.3c). La actividad MDH-NADP fue similar
entre ambos tipos de planta, antes y después de la incubacién de los extractos con
100 mM DTT (Figura 3.3d).

Con el fin de determinar si ocurrian cambios en la expresion de las isoformas a
nivel transcripcional, se disefiaron cebadores especificos para cada una de ellas y se
cuantificaron los transcriptos mediante gRT-PCR utilizando como molde ADNc de hoja
de la roseta. El andlisis de la expresion de dichos genes en la linea EM7.11, relativa a la
planta salvaje, revelé una reduccién en los niveles de los transcriptos de mdh-nad2 cit,
mdh-nad3 cit, mdh-nadl px, mdh-nad2 px, mdh-nad pt y mdh-nadp pt al final de la
noche (Tabla 3.1). La disminucidn de la actividad MDH-NAD total (Figura 3.3c) podria
ser consecuencia de esta menor expresion de algunos de los genes mdh-nad
observada. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de
estos transcriptos hacia el fin del dia. Nuevamente, es posible que estén operando
mecanismos de regulacion traduccional o post-traduccional que expliquen las

diferencias entre los resultados de qRT-PCR y los ensayos de actividad.
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Asi, los cambios en los niveles de EM-NADP2 llevaron a una alteracion en la
expresion y actividad de otras enzimas que metabolizan malato en el mismo

compartimento celular, el citosol, e incluso en otras organelas.

3.1.4 Andlisis del estado redox del reservorio de NAD(P)

Dado que la reaccion catalizada por EM-NADP2 involucra la interconversién
entre NADP y NADPH, se analizé el estado redox de los nucledtidos de piridina en las
lineas sobreexpresantes de EM-NADP2. La determinacion se llevd a cabo mediante un
método enzimatico que utiliza la enzima ADH y etanol para la medida de NAD y NADH,
y G6PDH y glucosa 6-P para medir NADP y NADPH. La reduccion de DCPIP mediada por
PMS es detectada por la disminucién de la absorbancia a 600 nm vy resulta
proporcional al contenido de nucleétidos de piridina presente en el extracto. Las
formas reducidas y oxidadas de las coenzimas se distinguen por su eliminacién
selectiva en medio acido y bdsico, respectivamente (Seccidon 2.9). Los resultados se
presentan como la relacion entre la forma oxidada y la reducida tanto para NADP
como para NAD (Figura 3.5).

La relacion NADP/NADPH resulté menor en las lineas sobreexpresantes con
respecto a la planta salvaje al final del dia, mientras que fue mayor al final de la noche
(Figura 3.5a). Estas diferencias se debieron a una disminucion del contenido de NADP
diurno, y a un aumento de NADP nocturno en las plantas sobreexpresantes.

Un patrén similar, dependiente del momento del dia, se obtuvo para la relacién
NAD/NADH (Figura 3.5b). Hacia el final del dia, las lineas sobreexpresantes
presentaron menores niveles de NAD y mayores de NADH con respecto a wt. Por el
contrario, exhibieron un incremento de NAD, y una disminucion de su forma reducida,
NADH, hacia el final de la noche.

Ademas del potencial de EM-NADP2 de generar cambios en el estado de oxido-
reduccion de los nucleétidos de piridina, es también posible que estén ocurriendo
perturbaciones en los procesos de sintesis y degradacién de los mismos debido a los

cambios en los niveles de esta enzima.
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Relacién entre las formas oxidadas y reducidas de los nucleétidos de piridina. a- Relacidn
NADP/NADPH. b- Relacién NAD/NADH. Las determinaciones se realizaron en hojas de la roseta
de plantas wt, EM4.20, EM7.11 y EM®6.20 recolectadas 30 minutos antes del final del dia (D), y
de la noche (N). Las flechas representan las variaciones que ocurrieron en las lineas
sobreexpresantes con respecto a wt. Se muestra el valor promedio de 6 preparaciones
independientes y la desviacion estandar. (*) indica diferencia significativa con respecto a la
planta salvaje en el mismo momento del dia (p<0,05). c- Tincion DAB en hojas de plantas wty
EM7.11 recolectadas a la mitad del dia. Aumento: 6x.
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Adicionalmente, hojas de las plantas sobreexpresantes mostraron una mayor
tincion DAB (Seccién 2.10), indicando niveles elevados de H,0, (Figura 3.5c), lo cual

podria estar asociado al desbalance redox observado.

3.1.5 Andlisis del perfil metabdlico

Para continuar con la caracterizacion de las lineas sobreexpresantes de
EM-NADP2, se propuso analizar los niveles de algunos metabolitos primarios
importantes del metabolismo celular en distintos momentos del ciclo dia-noche.

En primer lugar se midid el contenido de algunos acidos organicos y azucares en
las lineas EM7.11, EM6.20, EMA4.20 y wt. Se analizaron los niveles de malato, fumarato,
glucosa, fructosa y sacarosa en extractos de hojas recolectadas al final del dia y al final
de la noche. El método empleado para medir estos compuestos consistié en la
extraccién y separaciéon de los metabolitos polares de la muestra, seguido de la
determinacién de los mismos mediante ensayos enzimdticos de punto final con
cuantificacién fotométrica de NADH (Seccién 2.18).

Como se puede observar en la Figura 3.6, las lineas genéticamente modificadas
presentaron un mayor contenido de malato y fumarato, especialmente hacia el final
del dia, con respecto a la planta salvaje. Los niveles de los azucares glucosa y fructosa
también aumentaron, particularmente hacia el final de la noche, mientras que la
sacarosa se mantuvo invariable entre ambos genotipos. Por su parte, el nivel de
piruvato, el producto de la reaccién directa de EM-NADP2, disminuyd en las lineas
transgénicas con respecto a la planta salvaje, en los dos momentos del dia analizados.

Con el objetivo de obtener mayor informacion acerca del estado metabdlico de
estas plantas, se realizd un analisis de cromatografia gaseosa seguida de
espectrometria de masas (GC-MS) de muestras de las plantas wty EM7.11.

Se observaron cambios en los niveles relativos de varios metabolitos en esta
linea con respecto a la planta salvaje (Tabla 3.2). Algunos incrementaron sus niveles en
la linea transgénica independientemente del momento del dia analizado, como
oxalato, maleato, gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y maltosa. Otros como succinato y
citrato aumentaron sélo al final del dia, mientras que lactato, varios aminoacidos,

urea, galactinol y trehalosa lo hicieron exclusivamente al fin de la noche.
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Figura 3.6

Niveles de acidos organicos y azucares en hojas de la roseta recolectadas 30 minutos antes del
final del dia (D) y 30 minutos antes del final la noche (N). Se muestra el valor promedio de 6-10
preparaciones independientes y la desviacion estandar. (*) indica diferencia significativa con
respecto a wt en el mismo momento del dia (p<0,05).
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Tabla 3.2 Contenido relativo de metabolitos en la linea EM7.11 con respecto a wt

Metabolito Fin del dia Fin de la noche
Alanina 0,8+0,1 1,6x0,1
Citrato 3,0£0,8 0,7+0,3
Fosfato 0,8+0,3 0,2+0,1
G3P 54+%2,5 2,6+0,5
GABA 1,2+0,2 1,0+0,2
Galactinol 1,3+0,1 3,0£1,3
Galactitol 1,2+0,2 0,8+0,3
Galactosa 0,6+0,1 1,1+0,1
Glutamato 0,6+0,1 1,4+£0,2
Glicerato 0904 1,0+£0,1
Glicerol 0,9+0,3 0,6+0,3
Glicina 0,8+0,4 2,0+0,4
Lactato 1,1+0,5 2,8+0,4
Maleato 1,6+0,3 1,6+0,6
Maltosa 6,21+2,6 2,4%0,7
Myo-inositol 1,0+0,4 0,9+0,4
Oxalato 3,2%0,8 2,1+0,6
Serina 0,6+0,1 1,5+0,4
Succinato 1,9+0,7 0,5%+0,2
Treonina 0,6+0,1 1,7+0,7
Trehalosa 0,41+0,1 2,7%0,3
Urea 1,2+0,1 2,1+0,4
Valina 0,6%+0,3 25%1,0

Los metabolitos fueron determinados por GC-MS en muestras de hojas de la roseta
recolectadas 30 minutos antes del final del dia y 30 minutos antes del final la noche. Se
muestran los valores promedio de la relacién de cada metabolito en la linea EM7.11/wt y su
desviacion estandar. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los cambios
significativos (p<0,05) se indican en negrita.

Los resultados indicaron que la ganancia de actividad EM-NADP genera un
impacto en el metabolismo primario de Arabidopsis. Estos cambios no sélo incluyeron
modificaciones en los niveles de acidos organicos, sino también en azlcares y
compuestos nitrogenados. Mas aun, la repercusion de la sobreexpresién de EM-NADP2
fue dependiente del momento del dia analizado, afectando procesos celulares diurnos

y nocturnos de manera diferencial.
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3.1.6 Respuesta de las lineas ante condiciones de estrés osmatico

Como fue comentado en la Introduccidn, se ha visto que lineas de Arabidopsis
sobreexpresando una EM-NADP citosélica de arroz presentaron una incrementada
tolerancia a estrés salino y osmodtico. En base a estos antecedentes, las plantas de
Arabidopsis en estudio que sobreexpresan EM-NADP2 fueron sometidas a diferentes
tratamientos de estrés que modifican el potencial de agua a fin de evaluar su
respuesta a estas situaciones. Asi, ejemplares de 32 dias crecidos en condiciones

estandar fueron regados con 100 mM NaCl, 15 % (P/V) PEG 6000, o mantenidos sin

riego.
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a- Ejemplares tipicos de las plantas en estudio luego de 14 dias de riego con 15 % (P/V) PEG
6000. b- Porcentaje de plantas dafiadas luego de un tratamiento por 14 dias con 100 mM NaCl,
15% (P/V) PEG 6000, o sequia. La extension del dafio fue determinada de acuerdo a la
apariencia de la roseta mediante inspeccidn visual. Se consideré que una planta estaba dafiada
si presentaba clorosis en mas del 75 % de sus hojas. La linea sobre las barras representa la
desviacion estandar de 4 experimentos independientes, realizados con 16 plantas por linea
cada uno. c- Porcentaje de germinacidon. Se indica la desviacion estandar de 3 placas para cada
condicidn y para cada linea, con 100 semillas por linea cada una. Man, manitol.
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Luego de 14 dias de riego con PEG, las plantas con sobreexpresion del gen
em-nadp2 sufrieron un dafio mayor que las wt (Figura 3.7a). Este comportamiento
diferencial no fue observado para las condiciones de estrés salino (100 mM NacCl) y
sequia analizadas (Figura 3.7b). Adicionalmente, la exposicién a 250 mM manitol

redujo significativamente la tasa de germinacion de la linea EM7.11 (Figura 3.7c).

3.1.7 Perfil metabdlico de plantas sometidas a estrés osmotico

Dado que las plantas con sobreexpresién de EM-NADP2 mostraron una
incrementada susceptibilidad al tratamiento con PEG, se decidid analizar el perfil
metabdlico de estas plantas sometidas a estrés.

Se determind el contenido de 4cidos orgdnicos y azucares por métodos
enzimdticos en muestras control y tratadas, recolectadas a la mitad del dia. Los
cambios en los niveles de metabolitos que ocasiond el tratamiento con PEG resultaron
diferentes comparando las plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 versus las wt
(Figura 3.8). Se observé un aumento de malato, fumarato, piruvato, glucosa, fructosa y
sacarosa en la planta salvaje en respuesta al tratamiento. Este resultado concuerda
con varios trabajos que han reportado que la deficiencia de agua incrementa la
concentracion de carbono en las hojas (Muller ycol.,, 2011). Sin embargo este

incremento no fue observado en las plantas transgénicas en estudio (Figura 3.8).
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Figura 3.8

Contenido de metabolitos en hojas de la roseta de plantas tratadas con PEG 6000 15 % (P/V)
por 48 horas relativo a plantas regadas con agua (control). La linea horizontal representa el
punto en donde no hay diferencia entre tratamiento y control (PEG/control=1). Se muestra la
relacidn entre los valores promedio determinados en 6-10 preparaciones de muestras tratadas
y control y la desviacion estandar. (*) indica diferencia significativa con respecto a wt (p<0,05).
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El analisis de las muestras por GC-MS reveld diferencias adicionales entre el
metabolismo de la planta salvaje y la linea sobreexpresante en respuesta a PEG. En la
Tabla 3.3 se muestra el contenido de metabolitos luego del tratamiento con PEG
relativo a los niveles en plantas de la misma linea regadas con agua (control).

Se observé un aumento inducido por el tratamiento con PEG en el contenido de
acidos organicos, aminoacidos, varios azucares y azlcares-alcoholes en la planta
salvaje. Los cambios mas prominentes ocurrieron en alanina, valina, y-aminobutirato
(GABA), melibiosa y rafinosa (Tabla 3.3). Sin embargo, esta acumulacién no pudo ser
sostenida en la linea sobreexpresante, probablemente debido a un defecto en la
sintesis o una aumentada degradacién de estos componentes, lo cual puede estar
relacionado al estado metabdlico alterado observado en estas plantas adn en
condiciones normales (Tabla 3.2).

La funcidn de varios de los metabolitos mencionados es proteger y estabilizar a
macromoléculas y estructuras bioldgicas ante la desecacidn, y si se acumulan en altos
niveles, disminuir el potencial osmdtico de la célula permitiendo que continle la
absorcién de agua y se mantenga la turgencia de la planta (Lehmann y col., 2010). Por
ejemplo, la rafinosa y el galactinol pertenecen a una familia de oligosacaridos que
actian como osmoprotectores y ademas son capaces de eliminar las especies reactivas
del oxigeno generadas por el estrés (Nishizawa y col., 2008). Dichos compuestos se
encontraron en muy bajos niveles en la linea sobreexpresante tratada. El aminoacido
prolina, que se acumula en grandes cantidades en respuesta al déficit hidrico (Verslues
y Sharma, 2010), fue detectado sdélo en las plantas wt tratadas con PEG, no asi en la
linea EM7.11 (Tabla 3.3).

Cabe aclarar que a pesar de que esta linea presentara mayor contenido de
algunos de los metabolitos en condiciones control, los niveles obtenidos luego del
tratamiento fueron inferiores a los de la planta wt.

Asi, los menores niveles alcanzados de estos componentes probablemente sea
un factor clave en la incapacidad de las plantas sobreexpresantes de sobrellevar las

condiciones de estrés osmaotico.



Capitulo 3. Caracterizacion de plantas con niveles modificados de EM-NADP2

Tabla 3.3 Contenido relativo de metabolitos

Metabolito wt (PEG/control) EM7.11 (PEG/control)
Alanina 9,7%1,5 1,8+0,1
Aspartato 2,6+0,5 2,1+0,4
Citrato 2,604 83+24
Fosfato 3,210,8 2,8%+0,5
G3P 1,8%0,2 4,4+0,5
GABA 56+2,3 2,7+0,7
Galactinol 2,9%0,3 0,4+0,1
Galactitol 3,1+0,8 0,5%0,2
Galactosa 3,410,1 0,9+0,1
Glutamato 2,6+0,2 24+0,2
Glicerato 3,0£0,9 1,4+0,3
Glicerol 2,1%+0,8 3,4%0,2
Glicina 4,2+1,3 1,8+0,2
Glicolato 3,9%+1,6 0,7%+0,3
Homocisteina 2,1+0,6 1,6+0,3
Lactato 1,7+0,8 1,2+0,4
Maleato 2,0%£0,3 1,7+0,6
Malonato 2,7%+0,6 1,7+0,2
Maltosa 1,2+0,1 1,1+0,5
Melibiosa 10,0+ 3,0 0,1+0,1
Myo-inositol 2,9%0,2 0,6+0,3
Oxalato 0,9+0,4 2,7%+0,6
Pinitol 2,3+0,9 3,9+0,2
Prolina (0,44 £ 0,03) n. d.
Rafinosa 58+2,7 0,2+0,1
Serina 2,1%+0,2 0,5%0,2
Shikimato 1,2+0,1 1,7+0,2
Succinato 3,6t1,5 1,3+0,2
Treonina 2,4+0,8 0,6+0,2
Trehalosa 0,7+0,3 2,0+0,8
Urea 1,8+0,9 3,4+0,3
Valina 9,0+%2,2 0,8+1,0

Los metabolitos fueron determinados por GC-MS en muestras hojas de la roseta de plantas wt
y EM7.11 tratadas con PEG 6000 15 % (P/V) por 48 h y control, recolectadas a la mitad del dia.
Se muestran los valores promedio de cada metabolito en estrés relativo a la condicién control
(PEG/control) para cada linea, y la desviacién estandar. Para el aminoacido prolina, se indica el
valor relativo al estandar interno ribitol en la muestra tratada con PEG. Las determinaciones se
realizaron por triplicado. Los cambios significativos (p<0,05) con respecto al control se
muestran en negrita. n. d., no detectado.
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3.1.8 Andlisis del estado redox luego de la exposicion a estrés

Por otro lado, se analizé el estado redox de NADP y NAD en la linea EM7.11vy la
planta salvaje, en condiciones control y luego del tratamiento con PEG (Figura 3.9).

Se observo que el contenido de NADP, NADPH y NAD aumentd en la planta wt
luego del tratamiento, mientras que NADP, NAD y NADH incrementaron sus niveles en
las lineas transgénicas (Figura 3.9).

Generalmente, las plantas sometidas a estrés tienen una mayor demanda de
NADPH, el cual es requerido para procesos de detoxificacion y sefializaciéon (Foyer y
Noctor, 2009). El hecho de que los niveles de NADPH no se vieron aumentados en la
linea sobreexpresante de EM-NADP2 en respuesta al tratamiento con PEG sugiere que
estas plantas no son capaces de mantener y controlar la provisién de este compuesto

gue es critico para la supervivencia celular y la respuesta en estas condiciones.
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Figura 3.9

Contenido de nucleédtidos de piridina en las plantas tratadas con PEG 6000 15 % (P/V) por 48
horas relativo a las plantas regadas con agua (control). La linea horizontal representa el punto
en donde no hay diferencia entre tratamiento y control (PEG/control=1). Se muestra la
relacidn entre los valores promedio determinados en 6-10 preparaciones de muestras tratadas
y control y la desviacion estandar. (*) indica diferencia significativa con respecto a wt (p<0,05).
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3.2 Andlisis de plantas mutantes en el gen em-nadp2

Con el objetivo de analizar posibles disturbios provocados ahora por la ausencia
de EM-NADP2, y en orden de realizar un analisis que contraste con el llevado a cabo
con las lineas sobreexpresantes de EM-NADP2, se realizé la caracterizacidon de plantas
mutantes en esta isoforma.

Se utilizé una linea de A. thaliana Col-0 mutante homocigota por insercién de
ADN-T en el gen em-nadp2 (SALK_073818) obtenida del banco de mutantes NASC
(Nottingham Arabidopsis Stock Center, http://www.arabidopsis.info/), y denominada
linea em-nadp2 (Seccién 2.3).

La linea em-nadp2 no mostrd alteraciones visibles en el desarrollo bajo
condiciones normales de crecimiento (Figura 3.10a), ni diferencias significativas en los
parametros fenotipicos analizados, con respecto a la planta salvaje (Figura 3.10b-e). El
contenido de clorofilas y carotenoides asi como la acumulaciéon de almiddn, se

mantuvieron sin modificaciones significativas con respecto a wt (Figura 3.10f-i).
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(Continua en la pagina siguiente)
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Pardmetros fenotipicos, contenido de pigmentos y almidén determinados para la linea
em-nadp2 y wt crecidas en condiciones estdndar.a- Ejemplares tipicos de 21 dias de la linea
em-nadp2 y wt. b- Longitud de la raiz primaria de plantas de 7 dias. c- Peso fresco de la roseta
de plantas de 32 dias. d- Tiempo de aparicién del primordio floral. e- Porcentaje de semillas
germinadas. f- Contenido de clorofila a. g- Contenido de clorofila b. h- Contenido de
carotenoides. i- Glucosa hidrolizada a partir de almidén en muestras de plantas de 32 dias
recolectadas 30 minutos antes del final del dia. PF, peso fresco. Se muestra el valor promedio
de cada parametro, determinado para n individuos (b-: n=16; c- y d-: n=24; e-: n=3 placas para
cada linea conteniendo 100 semillas cada una; f-, g- y h-: n=6; i-: n=3) y la desviacién estandar.

La mutante em-nadp2 no mostrd expresiéon detectable del gen em-nadp2 por
gRT-PCR (Tabla 3.4). Esta linea mutante presenté una disminucién de 14 veces en la
actividad EM-NADP total en hojas, en promedio, con respecto a la planta salvaje
(Figura 3.11a). No se observaron bandas a 440 kDa en un gel nativo revelado por
actividad EM-NADP cuando se sembraron extractos proteicos de muestras
recolectadas al final del dia y al fin de la noche (Figura 3.4). EM-NADP4 podria ser
responsable de la baja actividad malica remanente, ya que es la otra isoforma EM-
NADP de Arabidopsis presente en hojas, aunque el nivel de su transcripto se vio
disminuido, sobre todo al final de la noche (Tabla 3.4).

Los niveles de actividad EM-NAD fueron significativamente menores en la linea
mutante con respecto a la planta salvaje, tanto al final del dia como de la noche (Figura
3.11b). Esta disminucién puede relacionarse a la expresion reprimida de los genes
em-nad, sobre todo al final de la noche (Tabla 3.4), aunque también puede deberse a
la ausencia de EM-NADP2, la cual presenta actividad con NAD como cofactor (Gerrard

Wheeler y col., 2008).
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a- Actividad EM-NADP. b- Actividad EM-NAD. c- Actividad MDH-NAD. Las medidas se realizaron
en extractos crudos de hojas de la roseta de plantas de 32 dias de muestras tomadas 30
minutos antes del final del dia (D) y 30 minutos antes del final de la noche (N). Se muestra el
valor promedio de 3-6 preparaciones independientes y la desviaciéon estandar. (*) indica
diferencia significativa con respecto a la planta wt en el mismo momento del dia (p<0,05).

Tabla 3.4 Expresion de los genes em-nad(p) y mdh-nad(p) en la linea em-nadp?2 relativa a wt

Gen Fin del dia Fin de la noche
em-nadp2 n. d. n. d.
em-nadp4 0,71 +£0,01 0,5+0,2
em-nad1 0,38 + 0,07 0,6 +0,2
em-nad2 1,0+0,4 0,53+0,09
mdh-nad1 cit 1,5+0,2 1,0+0,2
mdh-nad2 cit 0,8+0,1 0,78 £ 0,01
mdh-nad3 cit 1,0+£0,2 0,77 £0,03
mdh-nadl mt 1,1+0,5 0,9+0,1
mdh-nad2 mt 1,0+0,4 0,8+0,2
mdh-nad1 px 0,97 £ 0,05 0,8+0,2
mdh-nad2 px 0,76 £ 0,02 0,7+0,2
mdh-nad pt 1,2+0,4 0,9+0,2
mdh-nadp pt 0,87 +£0,02 0,8+0,1

cit, mt, px y pt indican la localizacidn confirmada experimentalmente o predicha de las
isoformas: citosol, mitocondria, peroxisoma y plastidio, respectivamente. Se muestra para
cada gen el valor promedio y desviacidn estandar de la expresién relativa em-nadp2/wt de al
menos dos experimentos independientes. Las diferencias significativas (p<0,05) se indican en
negrita. n. d, no detectado.
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La linea mutante presentd ademas menores niveles de actividad MDH-NAD con
respecto a la planta salvaje en ambos momentos del dia analizados (Figura 3.11c). En
este caso, la expresion de los genes mdh se mantuvo invariable en la linea em-nadp2
(Tabla 3.4), por lo que posibles regulaciones traduccionales y/o post-traduccionales
operando sobre alguna o varias de las isoformas podrian ser responsables de la
disminucion en dicha actividad.

El analisis del perfil de nucledtidos de piridina revelé6 modificaciones en el
estado de oxido-reduccion de los mismos en la linea em-nadp2. La relacién
NADP/NADPH fue menor en la planta mutante con respecto a la salvaje, dado por un
incremento en la forma reducida (Figura 3.12a). Los cambios en la relacion NAD/NADH
fueron dependientes del momento del dia, observandose una disminucidn hacia el fin

del periodo diurno, y un aumento al final del nocturno (Figura 3.12b).
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Figura 3.12

Relacién entre las formas oxidadas y reducidas de los nucleétidos de piridina. a- Relacidn
NADP/NADPH. b- Relacién NAD/NADH. Las determinaciones se realizaron en hojas de la roseta
de plantas wt y em-nadp2 recolectadas 30 minutos antes del final del dia (D), y de la noche (N).
Las flechas representan las variaciones que ocurrieron en la linea em-nadp2 con respecto a wt.
Se muestra el valor promedio de al menos 6 preparaciones independientes y la desviacion
estandar. (*) indica diferencia significativa con respecto a la planta salvaje en el mismo
momento del dia (p<0,05).

Continuando con el analisis metabdlico, se determind el contenido de malato,
fumarato, glucosa, fructosa y sacarosa en extractos de hojas recolectadas al final del

dia y al final de la noche, mediante ensayos enzimaticos (Figura 3.13).
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Niveles de acidos organicos y azucares en hojas de la roseta recolectadas 30 minutos antes del
final del dia (D) y 30 minutos antes del final la noche (N). Se muestra el valor promedio de 6-10
preparaciones independientes y la desviacion estandar. (*) indica diferencia significativa con
respecto a wt en el mismo momento del dia (p<0,05).
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La linea mutante presentd un mayor contenido de malato y fumarato, y niveles
disminuidos de piruvato, con respecto a la planta salvaje. Los azlcares glucosa y
fructosa también aumentaron, particularmente hacia el final de la noche (Figura 3.13).

Adicionalmente, se evalud la respuesta de la linea mutante ante condiciones de
estrés hidrico. Estas plantas presentaron un comportamiento similar a la planta salvaje
cuando fueron sometidas a riegos con NaCl y PEG o mantenidas sin irrigacidn (Figura
3.14a). Asimismo, el porcentaje de semillas germinadas en presencia de diferentes
concentraciones de NaCl y manitol no mostré diferencias significativas con respecto a
la linea wt (Figura 3.14b). Estos resultados contrastan con los obtenidos para las lineas
sobreexpresantes de EM-NADP2, que presentaron una incrementada sensibilidad a

estrés osmotico (Figura 3.7).
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Figura 3.14

a- Porcentaje de plantas dafiadas luego de un tratamiento con 100 mM NacCl, 15 % (P/V) PEG
6000, o sequia durante 14 dias. La extensién del dafio fue determinada de igual manera que
para las plantas sobrexpresantes de EM-NADP2. La linea sobre las barras representa la
desviacidn estandar de 4 experimentos independientes, realizados con 16 plantas por linea
cada uno. c- Porcentaje de germinacién. Se indica la desviacién estandar de 3 placas para cada
condicidn y para cada linea, con 100 semillas por linea cada una. Man, manitol.
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3.3 Discusion

La proteina EM-NADP2 de Arabidopsis ha sido involucrada en el metabolismo
de azucares en el tejido vascular (Brown y col., 2010) y en el estallido oxidativo inicial
gatillado por la infeccidon de un hongo patégeno hemibiotréfico (Voll y col., 2012). En
este trabajo, se continué la investigacion de su funcion fisiolégica mediante la
caracterizacidon de lineas vegetales que presentan niveles modificados de esta enzima.

Las plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 exhibieron diferencias fenotipicas
con respecto a la linea wt, como la disminucién del peso de la roseta y de la longitud
de la raiz, un retraso en el tiempo de floracién y una aumentada sensibilidad a PEG y
manitol (Figura 3.1, Figura 3.2, Figura 3.7). Por el contrario, la linea mutante en esta
enzima mostré un fenotipo similar a la planta salvaje tanto en condiciones normales
como en las situaciones de estrés hidrico analizadas (Figura 3.10, Figura 3.14).

En rasgos generales, tanto las plantas con ganancia como con pérdida de
funciéon en EM-NADP2 presentaron una disminucidn de la expresion de otras isoformas
EM y MDH (Tabla 3.1, Tabla 3.4). Los niveles de actividad EM-NAD sufrieron cambios
opuestos en ambas lineas (Figura 3.3b, Figura 3.11b), lo cual podria deberse a la
capacidad de EM-NADP2 de catalizar la reaccion utilizando NAD como cofactor. Las
modificaciones observadas en el estado redox de los nucleétidos de piridina resultaron
similares en ambas lineas, con caracteristicas opuestas dependiendo del momento del
dia analizado (Figura 3.5, Figura 3.12). Ademds, tanto las plantas sobreexpresantes
como las mutantes exhibieron un estado metabdlico alterado respecto a la planta
salvaje, aunque llamativamente estos cambios fueron similares entre ellas, sobre todo
en los niveles de malato y piruvato (Figura 3.6, Figura 3.13).

Asi, los cambios en los niveles de actividad EM-NADP producidos a nivel de toda
la planta tuvieron profundas consecuencias en el metabolismo primario de
Arabidopsis, lo cual refleja la relevancia de la enzima y sus productos en la homeostasis
vegetal.

No resulta sencillo realizar wuna correlacion entre las relaciones
NAD(P)/NAD(P)H, los niveles de acidos organicos y los valores de actividad o
transcripto de EM-NADP y MDH, debido a la reversibilidad de las reacciones que

catalizan estas enzimas, sumado a que no son las Unicas que generan o consumen
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estos compuestos. De todas maneras, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
este trabajo postulamos un modelo del estado metabdlico alterado observado en las
plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 durante el dia y la noche (Figura 3.15)

La isoforma EM-NADP2 esta involucrada en la interconversiéon de malato a
piruvato, con propiedades reversibles Unicas entre otras EM-NADP caracterizadas
(Gerrard Wheeler y col., 2008; Arias y col., 2013; Saigo y col., 2013). En este sentido,
las plantas transgénicas que sobreexpresan EM-NADP2 con un promotor constitutivo
mostraron una relacién malato/piruvato alterada. Estas lineas presentaron niveles
aumentados de malato y disminuidos de piruvato con respecto a la planta salvaje,
tanto al final del dia como de la noche (Figura 3.6). Esto sugiere que EM-NADP2 podria
estar catalizando preferencialmente la carboxilacién de piruvato por sobre la

decarboxilacion de malato in vivo en estas plantas (Figura 3.15).

-

§ Piruvato TemNADP2 T Malato § Piruvato TEMNADP2  f Malato
+ o + + . +
1 NADPH J NADP NADPH 1 NADP
Almidon
§ FUFn t
o 1 NAD/NADH
Cadena de transporte ¥ asimilacion de CO, 3§ voH

de e fotosintética

disminucién del peso de la roseta
menor longitud de la raiz
aparicion atrasada del primordio floral
sensibilidad incrementada a estrés osmético

[Alteraciones fenoti picasJ {Alteraciones fenoti picas]

Figura 3.15

Modelo propuesto mostrando las alteraciones en el metabolismo diurno y nocturno de las
plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 y el rol que podria tener la enzima en dichas
alteraciones. De acuerdo a los resultados metabdlicos obtenidos, EM-NADP2 estaria
catalizando la reaccién en el sentido de la sintesis de malato a partir de piruvato. Sin embargo,
durante el dia, el nivel de NADPH/NADP resulta aumentado debido al proceso fotosintético
operante, que provoca la reduccién de NADP, aumentando el contenido de NADPH, el cual no
puede ser disipado por los niveles aumentados de malato en el citosol generados por
EM-NADP?2. Las principales alteraciones fenotipicas de las lineas transgénicas se indican en la
parte inferior. Las flechas de color indican niveles aumentados (verde) o disminuidos (rojo) con
respecto a wt.
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Ademas de modificar los niveles de malato y piruvato, la reaccién catalizada por
EM-NADP interconvierte NADP con NADPH. En las plantas sobreexpresantes la relacion
NADP/NADPH se vio diferencialmente alterada dependiendo del momento del dia
(Figura 3.5). Durante la noche, la relacion NADP/NADPH se vio incrementada,
resultado que concuerda con la hipdtesis de un incremento de la actividad EM-NADP
en el sentido de la carboxilacion de piruvato. Este estado alterado durante la noche,
que ademas incluye un aumento en la relacion NAD/NADH, podria ser responsable de
la disminucidn de los niveles de transcripto y de actividad de las restantes enzimas
involucradas en el metabolismo de malato analizadas (Tabla 3.1, Figura 3.3).

El aumento de los niveles de glucosa, fructosa y almidén en las plantas
transgénicas (Figura 3.6d y e, Figura 3.2l) podria deberse a una degradacién alterada
de los mismos, lo cual puede estar relacionado a las caracteristicas fenotipicas
andmalas que presentaron estas lineas (Tiessen y col., 2002; Centeno y col., 2011).

A pesar de que durante el dia los niveles de malato/piruvato sugieren un
incremento de la actividad de carboxilacién de piruvato de EM-NADP2 en las plantas
sobreexpresantes, no ocurre lo mismo con la relacion NADP/NADPH (Figura 3.5).
Considerando que el NADPH es producido durante el dia por el proceso fotosintético,
es posible que procesos de disipacion de NADPH, como la vélvula de malato
(Hebbelmann y col.,, 2012), se vean afectados por el incremento en la actividad
EM-NADP2, llevando a mayores niveles de NADPH en estas lineas con respecto a la
planta salvaje. Asi, podria postularse que el aumento de malato en el citosol generado
por el aumento de la actividad EM-NADP2 en este compartimiento, podria impedir la
salida de poder reductor del cloroplasto bajo la forma de malato, lo cual es utilizado
como valvula disipatoria, aumentando el nivel de NADPH en cloroplastos y provocando
fotoinhibicion. Esto puede relacionarse ademas con los bajos valores de F,/F., y de
asimilacién de CO, obtenidos para las plantas transgénicas (Figura 3.2j-I).

Los resultados del andlisis comparativo del estado metabdlico de estas plantas
sometidas a un tratamiento con PEG, indicaron que las lineas sobreexpresantes de
EM-NADP2 presentan alteraciones en varios metabolitos y en el estado redox de
NAD(P) (Figura 3.8, Tabla 3.3, Figura 3.9). Este desbalance podria llevar a una menor
capacidad de las plantas transgénicas de sintetizar solutos compatibles y/o de cubrir la

alta demanda de poder reductor, ambos requeridos para procesos de detoxificacion y
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sefializacion en respuesta a estrés, constituyendo la causa de la mayor sensibilidad
observada. Cabe destacar que el fenotipo de susceptibilidad a PEG y manitol de las
plantas con sobreexpresion de EM-NADP2 no se repitid ante otros factores que
inducen estrés osmotico tales como NaCl y sequia (Figura 3.7). Este comportamiento
podria estar relacionado a las diferentes condiciones de severidad aplicadas y/o a
diferencias especificas en las respuestas.

Las lineas sobreexpresantes de EM-NADP2 mostraron un patrén metabdlico
diferente al obtenido en plantas expresando la isoforma EM-NADP fotosintética de
maiz en Arabidopsis. Estas presentaron niveles disminuidos de malato y fumarato, lo
cual provocd una senescencia acelerada en oscuridad y un fenotipo verde palido en
plantas creciendo en dias cortos (Fahnenstich ycol.,, 2007; Zell ycol.,, 2010).
Adicionalmente, las plantas sobreexpresantes de EM-NADP2 presentaron un
comportamiento opuesto al presentado por plantas de Arabidopsis sobreexpresando
una isoforma EM-NADP citosdlica de arroz frente a condiciones de estrés osmotico (Liu
y col.,, 2007). Estas observaciones contrastantes pueden ser atribuidas a la
reversibilidad de la reaccidn catalizada por EM-NADP2. A diferencia de las EM-NADP de
maiz y arroz mencionadas, que demostraron ser enzimas basicamente
descarboxilantes de malato (Saigo y col., 2013), la isoforma EM-NADP2 recombinante
de Arabidopsis exhibié una alta capacidad catalitica para la reaccién de carboxilacién
reductiva de piruvato (Gerrard Wheeler y col., 2008), siendo esta actividad regulada
por varios metabolitos y pH (Arias ycol., 2013). Asi, estos resultados soportan la
hipdtesis de que ambas direcciones de la reaccidn pueden tener lugar in vivo, siendo
afectadas por una regulacién fina, coordinada en respuesta al estado metabdlico de la
célula y a cambios ambientales. Este aspecto particular de las isoformas de enzima
malica sera desarrollado en mas detalle en el Capitulo 5 de esta Tesis.

Por otro lado, en cuanto a las lineas con pérdida de funcion en EM-NADP2, los
resultados obtenidos indican que estas plantas, a pesar de presentar algunas
alteraciones metabdlicas (Figura 3.11, Tabla 3.4, Figura 3.12, Figura 3.13), las mismas
no producen un fenotipo aparente segun las mediciones y condiciones que utilizamos
en esta Tesis (Figura 3.10, Figura 3.14). Este hecho, estd sin duda relacionado con la
plasticidad metabdlica que presentan las plantas, y con la posibilidad de realizar

compensaciones en los flujos metabdlicos, gracias a diversos procesos, como vias
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metabdlicas alternativas utilizando enzimas e incluso compartimientos subcelulares
diferentes.

Finalmente, los resultados presentados en este capitulo indican que los niveles
de metabolitos in planta, junto con sus correspondientes flujos metabdlicos, son
resultado de la integracion de diversas transformaciones bioquimicas y procesos de
regulacion que operan simultdneamente in vivo, y que no pueden predecirse de
manera sencilla a partir de la modificacion de una enzima en particular. Asi, mientras
que los cambios en los niveles de transcriptos, o en los niveles de algunas proteinas,
por lo general se relacionan a uno o varios genes responsables, los cambios en los
flujos metabdlicos y, en particular, los cambios en los niveles de metabolitos, no
necesariamente siguen una légica lineal y son a menudo el resultado de interacciones
complejas de varios circuitos metabdlicos operando simultdneamente y, ademas, de
manera compartimentalizada, lo que genera otro nivel de complejidad mayor aun.

Esta complejidad, puesta de manifiesto en este trabajo con respecto a los
cambios metabdlicos y fenotipicos generados al modificar los niveles de una isoforma
particular de la enzima malica (EM-NADP2) en Arabidopsis, proporciona nuevas claves
para la modificacién de enzimas en bioingenieria de plantas y una nueva vision de los
mecanismos moleculares que sustentan el metabolismo de los acidos organicos en las

células vegetales.
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Capitulo 4. Estudio de la respuesta de plantas mutantes en EM-NADP a estrés por Al

4 Estudio de la respuesta de lineas de A. thaliana
mutantes en EM-NADP a estrés por aluminio

La toxicidad por aluminio (Al) afecta al desarrollo vegetal causando inhibicién
en el crecimiento de las raices. Como se comentd en la introduccion, los acidos
orgdnicos juegan un rol fundamental en la tolerancia a este estrés, ya que son capaces
de formar complejos estables con Al. Participan en la detoxificacién interna de Al,
mediante el secuestro de estos complejos en vacuolas, asi como en un mecanismo de
exclusiéon que requiere su exudacion a la rizésfera para impedir el ingreso del Al a las
raices y su unién a los componentes celulares (Seccién 1.2.1).

A. thaliana es una especie poco tolerante a concentraciones tdxicas de Al, pero
es un buen modelo para el estudio de los mecanismos moleculares asociados a este
estrés. Uno de las estrategias de tolerancia a Al mds importantes en esta planta es la
liberacion a la rizésfera de malato y en menor medida de citrato (Hoekenga vy col.,
2006; Liu y col., 2009). Se ha demostrado que esta exudacién concuerda con un patrén
de tipo Il, es decir, no ocurre inmediatamente después de la exposicién a Al, sino luego
de un periodo de tiempo (Figura 1.2b), y es mediada de manera independiente por dos
transportadores de acidos dicarboxilicos: ALMT1 y MATE (Hoekenga y col., 2006; Liu
y col., 2009). La expresion de estos genes es inducida en presencia de Al, siendo
activada por STOP1 (sensitive to proton rhizotoxicity 1), un factor de transcripcion con
dedos de zinc critico para la tolerancia a pH acido (luchi y col., 2007; Liu y col., 2009).
STOP1 ademas regula positivamente la expresion de ALS3 (aluminum sensitive 3),
identificado a partir de una coleccion de mutantes de A. thaliana hipersensibles a

aluminio. Este gen codifica para un transportador de tipo ABC (ATP-binding cassette-
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like) de membrana plasmatica que se expresa principalmente en los hidatodos de las
hojas, el floema, y el cortex de la raiz luego de la exposicidon a Al. Se postula que su
funcién es redistribuir el Al acumulado, lejos de tejidos sensibles y asi proteger la raiz
en crecimiento de sus efectos téxicos (Larsen y col., 2005; Sawaki y col., 2009). Otro de
los genes identificados mediante esta estrategia fue ALS1 (aluminum sensitive 1), que
codifica un dominio de membrana de un transportador ABC de tonoplasto. Este se
expresa en vasculatura, hiddtodos y apice de la raiz y no es inducible por Al. Se ha
propuesto que estaria implicado en el secuestro de Al en la vacuola luego de formar
complejo con los acidos organicos en el citosol (Larsen y col., 2007).

A pesar de que existen numerosas publicaciones en la literatura acerca de la
importancia de los acidos orgdnicos en la tolerancia a este estrés, la mayoria de ellas
estan enfocadas al estudio de su transporte a la rizdsfera. Esto se fundamenta en la
idea de que es la presencia de proteinas transportadoras de acidos organicos en la
membrana plasmatica, mas que la sintesis de los mismos, el factor limitante en la
exudacion de estos compuestos. Por ejemplo, la expresidon heterdloga del gen ALMT de
trigo en cebada le confirié a estas plantas un nivel de resistencia a Al comparable al de
las variedades tolerantes de trigo, gracias a que le otorgd la capacidad de exudar
malato (Delhaize y col., 2004). Lineas transgénicas de A. thaliana expresando MATE de
sorgo (Magalhaes y col., 2007) y MATE1 de maiz (Maron y col., 2010) lograron una
incrementada liberacién de citrato y un aumento de la tolerancia a Al. Por su parte, la
sobreexpresiéon de ALMT1 enddgeno en Arabidopsis llevd a una incrementada
exudacion de malato, aunque en este caso el aumento de la tolerancia a Al en estas
lineas no fue significativo (Kobayashi y col., 2013).

Asi, no existe demasiada informacion acerca de los cambios metabdlicos
asociados a la respuesta a Al. El contenido de acidos organicos en las raices depende
de su sintesis y degradacion, asi como de la tasa de exudacién, y su consumo para
otras funciones metabdlicas. Una exudacién continua de estos compuestos, como la
gue ocurre ante la exposicidn a Al, manteniendo los niveles constantes en las raices,
requeriria un aumento en su sintesis y/o disminucién de su degradacion. Por ejemplo,
variedades resistentes de trigo exudan entre 5 y 10 veces mdas malato que las sensibles
aunque los genotipos no difieren en sus niveles internos, indicando que el reservorio

de malato debe estar siendo continuamente reabastecido (Delhaize y col., 1993).
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En algunos casos se ha demostrado la contribucién de las enzimas implicadas
en el metabolismo de los acidos orgdnicos en la acumulacion de los mismos en
respuesta a Al. Por ejemplo, la exudaciéon sostenida de citrato en una variedad
tolerante de poroto fue asociada a una mayor actividad PEPC y citrato sintasa (Rangel
y col., 2010). De forma similar, se observdé un aumento en la actividad MDH vy citrato
sintasa, y una disminucién de la actividad aconitasa en soja ante el tratamiento con Al
(Xuy col., 2010).

Otros estudios ademas han revelado una relacién entre la enzima malica y el
estrés por Al. Estudios de protedmica diferencial en la especie leguminosa Stylosanthes
guianensis revelaron cambios en una EM-NADP citosélica en respuesta al tratamiento
con Al. En la variedad resistente, se observé un aumento de esta proteina y niveles
incrementados de malato en raices, por lo que fue postulado que esta isoforma
funcionaria en la sintesis de dicho 4cido orgdnico y estaria asociada a un mecanismo de
tolerancia interno (Sun ycol.,, 2014). En raices de arroz, en cambio, se vio una
disminucion en los niveles de proteina de una enzima malica luego de 3 dias de
tratamiento con Al (Fukuda y col., 2007). Mediante estudios de mapeo por asociacién y
ligamiento en maiz, se detectaron varios genes asociados a la tolerancia a Al, entre
ellos una enzima malica de localizacién citosdlica, aunque su funcién en este proceso
no fue esclarecida (Krill y col., 2010).

En este Capitulo se presenta un estudio de la posible contribucion de las
EM-NADP en raices de A. thaliana en el metabolismo del malato, su acumulacién y

exudacion, y por consiguiente en el mecanismo de tolerancia a Al.

4.1 Anadlisis fenotipico de lineas mutantes en em-nadp ante condiciones

de estrés por aluminio

En esta parte del trabajo se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0
mutantes homocigotas por insercion de ADN-T en los genes em-nadpl, em-nadp2 y
em-nadp4, obtenidas del banco de mutantes NASC (Nottingham Arabidopsis Stock
Center, http://www.arabidopsis.info/), denominadas linea em-nadp1 (SALK_036898),
em-nadp2 (SALK_073818) y em-nadp4 (SALK_064163), respectivamente. Ademas, se

incluyeron las dobles mutantes em-nadp4xl y em-nadp4x2, y la triple mutante
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em-nadp2x3x4, generadas por cruza de las respectivas lineas mutantes simples. Estas
lineas no mostraron expresion detectable de los correspondientes transcriptos y no
presentaron cambios fenotipicos detectables a simple vista con respecto a la planta
salvaje, cuando se crecieron en condiciones dptimas (Gerrard Wheeler y col., 2005).

Las isoformas EM-NADP1, 2 y 4 se expresan en raices por lo que sus mutantes
pueden presentar potenciales alteraciones en el metabolismo del malato en este
drgano. En primer lugar, las lineas en estudio fueron analizadas para determinar si
presentaban diferente susceptibilidad al estrés por Al con respecto a la planta salvaje.

Para ello, se midié la longitud de las raices de plantulas wt, em-nadpl,
em-nadp2, em-nadp4 y dobles mutantes em-nadp4x1 y em-nadp4x2, en condiciones
control y en presencia de Al. Las lineas fueron germinadas y crecidas por 7 dias en
medio MS, y luego fueron traspasadas a placas MS control (sin Al) y suplementadas
con 200 uM AICl; (Seccién 2.4).

Los resultados se presentan en la Figura 4.1. En condiciones control, no se
observaron diferencias en el crecimiento de la raiz primaria entre los distintos
genotipos. Sin embargo, en presencia de Al, las mutantes em-nadpl y em-nadp4x1
presentaron un mayor crecimiento relativo de la raiz con respecto a la planta salvaje.
Cabe aclarar que el aumento en este parametro fue el mismo para ambas lineas, es
decir, no existié un efecto sinérgico en la doble mutante.

Los controles realizados en placas con MS ajustado a pH 4,5 no mostraron
diferencias significativas en el crecimiento de la raiz con respecto a los controles
mostrados en la Figura 4.1 para todas las lineas, indicando que el efecto fenotipico
observado se debe a la presencia de Al en el medio.

En la Figura 4.1c se muestra la longitud promedio de las raices de las lineas
em-nadpl y wt en funcién de los dias de exposicion al estrés. La mutante em-nadp1
alcanzd longitudes significativamente mayores que la planta wt a partir de las 72 horas
de tratamiento y en todos los puntos medidos posteriormente.

Estos resultados indicarian una mayor tolerancia a la presencia del metal

asociada especificamente a la ausencia de EM-NADP1.
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Figura 4.1

a- Crecimiento de las raices de plantas wt, em-nadpl, 2 y 4 en placas MS control (-Al) y
suplementadas con 200 uM AICl; (+Al) a los 10 dias post-trasplante. b- Tolerancia a Al
expresada como % de crecimiento relativo de la raiz (longitud en presencia de Al/longitud en
ausencia de Al * 100) a los 7 dias post-trasplante. Las barras de error representan la desviacion
estandar del promedio de este parametro, determinado en tres experimentos diferentes
donde se midieron las longitudes de las raices de entre 7-16 plantas en cada uno. c- Longitud
de la raiz de plantas wt y em-nadpl en presencia de 200 uM AICl;. El dia O corresponde al
momento del trasplante. Las barras de error representan desviacion estandar (n=14). Se
muestra un resultado tipico, de tres experimentos diferentes. (*) indica diferencia significativa
con respecto a wt (p<0,05).
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4.2 Niveles de expresion de genes em-nadp

Continuando con este estudio se decididé evaluar si ocurrian cambios en la
expresion de las isoformas EM-NADP presentes en raiz luego de un tratamiento con Al.
Plantas de A. thaliana wt fueron germinadas y crecidas por 7 dias en placas con medio
MS, y luego traspasadas a placas MS control (sin Al) o suplementadas con 200 uM
AICls. Luego de 12 dias post-trasplante se recolectaron muestras de raices control y
tratadas, se realizd la extraccion de ARN y posterior sintesis de los ADNc y se

cuantificaron los transcriptos em-nadpl, em-nadp2 y em-nadp4 mediante qRT-PCR

(Figura 4.2).
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Figura 4.2

Expresién de los genes em-nadpl, 2 y 4 en un pool de raices de plantas wt de 19 dias control y
tratadas con 200 uM AICl; durante 12 dias. También se muestra la acumulacidn del transcripto
em-nadpl en raices de plantas wt de 7-10 dias en condiciones control y luego de 3,24y 72 h
de tratamiento con 200 uM AICl;. En todos los casos se indican los valores de expresion
relativa respecto al gen normalizador (poliubiquitina 10). Las determinaciones se realizaron por
triplicado. (*) indica diferencia significativa (p<0,05) respecto al control.
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Los niveles de em-nadp2 y em-nadp4 no se vieron afectados por el tratamiento,
mientras que se observd una disminucion en la expresién de em-nadpl luego de la
exposicion a Al (Figura 4.2).

Ademas, se decidid analizar la expresion de em-nadp1 luego de periodos cortos
de exposicidn al estrés. Nuevamente se observé una disminucién de la expresion de
este gen, luego de 3, 24 y 72 horas de tratamiento con 200 uM AICl; (Figura 4.2). Estos
resultados revelaron ademds que em-nadpl presenta mayores niveles de expresién en
estadios tempranos de crecimiento, tanto con como sin tratamiento.

Con el fin de identificar cambios en la actividad de EM-NADP1 en respuesta a
Al, se decidio analizar la actividad EM-NADP mediante tincidn in situ (Seccidén 2.16), de
plantas wt y triples mutantes em-nadp2x3x4. Se utilizé esta linea ya que, de todas las
isoformas EM-NADP de raiz, sélo expresa em-nadpl. Por lo tanto, la actividad
observada en este entorno mutante se debe exclusivamente a EM-NADP1.

Las plantas fueron crecidas en placas MS control durante 7 dias y luego
traspasadas a medio %X MS con y sin 100 uM AICls. Se utilizé una menor concentracion
de Al que en los ensayos anteriores, ya que la actividad efectiva del ion es mayor en
medio liquido en comparacién a la del medio agar utilizado para el crecimiento en
placas. Las plantulas fueron recolectadas luego de 6 horas, fijadas e incubadas en la
solucion de tincién conteniendo malato, Mg2+, NADP, NBT y PMS a 30 °C, durante 90
minutos y finalmente decoloradas en etanol.

La planta salvaje mostrd una intensa tincidén por actividad EM-NADP en hojas y
en raices, tanto en presencia como en ausencia de Al (Figura 4.3). La linea em-
nadp2x3x4 no presentod tincion por actividad EM-NADP en hojas. Si se observé tincidon
de actividad EM-NADP en raices, particularmente en el cilindro central y en el dpice de
las raices primarias y secundarias, tanto en la condicién control, como en las plantas
tratadas con Al. Mediante esta técnica, no pudo observarse a simple vista diferencias

de tincién entre plantas tratadas y no tratadas.
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Figura 4.3

Deteccidn de actividad EM-NADP in situ en plantas de 7 dias wt y em-nadp2x3x4 luego de 6
horas en %X MS control (-Al) y suplementado con 100 uM AICl; (+Al). Aumento 2X.
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4.3 Determinacion del contenido de malato en la linea em-nadp1

Dado que las plantas mutantes en EM-NADP1 presentaron un fenotipo de
tolerancia ante el tratamiento con Al, se decidié analizar si la ausencia de esta enzima
producia cambios en los niveles de malato en estas plantas. Para ello, se realizaron
medidas del contenido de este acido organico tanto en raices como en hojas de
plantulas de las lineas em-nadpl y wt, germinadas y crecidas en medio MS control por
7 dias y luego transferidas a nuevas placas MS control o suplementadas con 200 uM
AICl3. Se recolectaron muestras de hojas y raices luego de 3, 24 y 72 horas, asi como
después de 12 dias de tratamiento. Se extrajeron los metabolitos solubles y se
determind malato mediante ensayo enzimatico (Seccién 2.18).

Los resultados se muestran en la Figura 4.4. No se observaron diferencias
significativas en el contenido de malato entre la linea em-nadp1 y la wt en condiciones
control. Ninguno de los tiempos de tratamiento con Al analizados produjo
modificaciones en la cantidad de malato en hojas. Tampoco resultaron significativos
los cambios en los niveles medidos en raices luego de una exposicién corta a Al (3,24 y
72 horas de tratamiento). Sin embargo, se observé un aumento significativo de malato
en la planta mutante con respecto a la salvaje cuando estas fueron sometidas al
tratamiento con Al durante un periodo prolongado (12 dias).

Posteriormente se decidid analizar si estas plantas son capaces de exudar una
mayor cantidad de malato a la rizésfera. Las lineas wt y em-nadpl fueron germinadas y
crecidas en placas con medio MS control por 7 dias, y luego fueron traspasadas a
%X MS liquido con y sin 100 uM AICls. Se recogieron los exudados después de 3 horas 'y
se determind malato por el método enzimatico mencionado.

El tratamiento con Al aumentd el nivel de malato presente en los exudados,
tanto de las plantas em-nadpl como de las wt. Sin embargo, no hubo diferencia
significativa entre el malato exudado por ambas lineas en condiciones control ni en

presencia de Al (Figura 4.5).
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Contenido de malato interno en un pool de hojas o raices de plantas wt y em-nadpl. a- Malato
medido a tiempo 0, 3, 24 y 72 h de tratamiento en placas con 200 uM AICl;. b- Malato medido
en condiciones control (-Al) y en presencia de 200 uM AICl; (+Al) a los 12 dias post-trasplante.
Se muestra el valor promedio de 3 preparaciones independientes y la desviacion estandar. (*)
indica diferencia significativa (p<0,05) respecto al control.
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Contenido de malato en los exudados de plantas wt y em-nadpl de 7 dias luego de un
tratamiento de 3 horas en medio %X MS control (-Al) o suplementado con 100 uM AICl; (+Al).
Se muestra el valor promedio y la desviacion estdndar de 3 muestras independientes
conteniendo los exudados de 18 plantas para cada linea y por cada condicion.

4.4 Niveles de expresion de genes relacionados a la tolerancia a Al

Para evaluar el posible efecto de la pérdida de em-nadp1 sobre la expresién de
genes de resistencia a Al, se realizé un estudio de los niveles de transcriptos de varios
genes involucrados en la tolerancia a este estrés en muestras de raices wt y em-nadpl
a0,3,24y 72 horas de tratamiento con 200 uM AlCls.

Se evalud la expresién del transportador de malato activado por aluminio
ALMT1, y de citrato MATE, el factor de transcripcion STOP1, y los transportadores ALS3
y ALS1, por qRT-PCR (Figura 4.6).

Los niveles de transcripto de stopl y alsl se mantuvieron constantes
independientemente del tratamiento con Al tanto en wt como en la linea em-nadp1.
Los transcriptos de almtl, mate y als3 aumentaron sus niveles en las muestras
tratadas, tal cual ha sido reportado (Delhaize y col., 2012), pero no se encontraron

diferencias significativas en su expresidn entre las lineas wt y em-nadp1l.
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Figura 4.6

Expresidn de genes relacionados a la tolerancia al estrés por aluminio en un pool de raices de
plantas wt de 7 dias, luego de 0, 3, 24 y 72 hs de tratamiento con 200 uM AICl;. Valores de
expresion relativa al gen normalizador (poliubiquitina 10). Las determinaciones se realizaron
por triplicado.
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4.5 Deteccion in situ de Al y H,0, en plantulas em-nadp1

Un método ampliamente utilizado para evaluar tolerancia a Al es la tincién con
hematoxilina. Este indicador une Al presente en los tejidos formando un complejo
violeta (Polle y col., 1978). Para analizar la presencia de Al en raices, plantas de las
lineas em-nadpl y wt fueron germinadas y crecidas en placas con medio MS control
por 7 dias, y luego fueron traspasadas a %X MS liquido con y sin 100 uM AICls. Luego
de 3 horas, las plantulas fueron sumergidas en la solucidn de tincién con hematoxilina
por 30 minutos, lavadas con H,0 destilada y fotografiadas en la lupa (Seccién 2.11).

En la Figura 4.7 se puede observar que ambas lineas presentan una tincidn
semejante luego del tratamiento, indicando que la linea em-nadpl acumularia

similares niveles de Al que la planta wt.

em-nadpl

’ - -

em-nadpl

) - -

Tincidon con hematoxilina de plantas wt y em-nadpl luego de un tratamiento de 3 horas en
medio %X MS control (-Al) o con 100 uM AICl; (+Al). Aumento: 12x.

Figura 4.7

Por otro lado, se decidid investigar si la tolerancia presentada por la planta
mutante podia deberse a alteraciones en la generacién de ROS.

Para ello se determiné la produccion de H,0, en plantas wt y em-nadpl
tratadas y control mediante tincién DAB (Seccién 2.10). Se observd precipitado

marrén, indicativo de la acumulacién de H,0,, en hojas y raices de la planta salvaje en
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presencia de Al. La linea mutante, por el contrario, presenté menores niveles de

tincion después del tratamiento (Figura 4.8).

-Al +Al

Figura 4.8

Tincién DAB de plantas wt y em-nadpl germinadas y crecidas en medio MS control por 7 dias y
luego traspasadas a nuevas placas MS control (-Al) y suplementadas con 200 uM AICl; (+Al) por
12 dias. Aumento: 2x.

4.6 Respuesta de las plantas em-nadp1 ante la presencia de glutamato

Se ha reportado que el glutamato actlia como una importante molécula sefial
modulando el crecimiento de la raiz (Walch-liu y col., 2006; Forde y col., 2013), y se lo
ha propuesto como un posible intermediario en la via de transduccién de la sefial de Al
(Sivaguru y col., 2003). Por esto, se resolvio evaluar la respuesta de la linea em-nadp1l a
la presencia de este aminoacido en el medio.

Las lineas fueron germinadas y crecidas por 7 dias en medio MS, y fueron
traspasadas a placas MS control (-Glu) o suplementadas con 5 mM glutamato (+Glu)
(Seccién 2.4) para la determinacion de la longitud de la raiz primaria durante 4 dias.

Los resultados se muestran en la Figura 4.9. Tal como esta reportado, se

observd una inhibicion en el crecimiento de la raiz primaria en la planta salvaje en
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respuesta al glutamato. Sin embargo, la linea em-nadpl no se vio afectada, alcanzando

longitudes similares a las de la condicién control.
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a- Crecimiento de las raices de wt y em-nadp1l en placas control (-Glu) y con 5 mM glutamato
(+Glu) luego de 14 dias post-trasplante. b- Crecimiento de la raices en funcién de los dias de
tratamiento. El dia O corresponde al momento del trasplante. c- Longitud de la raiz alcanzada
luego de 4 dias de tratamiento. Se muestra un resultado tipico, de tres experimentos
diferentes. Las barras de error representan desviacion estandar (n=20). (*) indica diferencia
significativa con respecto a la condiciéon control (p<0,05).
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4.7 Discusion

En este trabajo se propuso estudiar la contribucién de las EM-NADP presentes
en raices de Arabidopsis thaliana en el mecanismo de tolerancia a Al.

Una linea mutante insercional en el gen que codifica para la enzima malica
NADP-dependiente 1 de Arabidopsis, EM-NADP1, mostré una incrementada tolerancia
al estrés por aluminio con respecto a la planta salvaje, evidenciada como un mayor
porcentaje de crecimiento de la raiz en presencia de concentraciones tdxicas de este
metal (Figura 4.1). El analisis de PCR cuantitativa en tiempo real realizado demostré
que, de los genes em-nadp expresados en raices de la planta salvaje, em-nadp1 fue el
qgue respondié de manera diferencial ante el tratamiento con Al ensayado. Los niveles
de transcripto disminuyeron significativamente luego de 3 horas de exposicion al
estrés, manteniéndose reprimida su expresiéon incluso después de un tratamiento
prolongado (Figura 4.2).

Cabe destacar que el fenotipo de tolerancia no fue observado en mutantes en
em-nadp2 y 4. EM-NADP1 presenta particularidades que la diferencian de las restantes
isoformas EM-NADP. Los genes em-nadp2 y 4 se expresan en todos los érganos de la
planta, mientras que em-nadp1 se encuentra en embriones y raices de plantas jovenes,
mostrando una fuerte expresién en la zona del apice, y en raices secundarias de
individuos adultos (Gerrard Wheeler y col., 2005). Pertenece a grupo filogenético
particular, conformado por EM-NADP citosdlicas tanto de monocotiledédneas como
dicotileddneas, y con metabolismo Cs, C4 y CAM (Seccidn 1.4.1; Alvarez y col., 2013). Es
probable que las isoformas pertenecientes a este grupo heterogéneo estén
conservadas funcionalmente entre especies. En este grupo también se encuentra
ZmMmEM-NADPCyt3, la isoforma de maiz asociada a estrés por Al en un trabajo previo
(Krill y col., 2010), que se mencioné al inicio de este Capitulo. La expresion de este gen
presenta un patrén similar a EM-NADP1, y es modulada por varias condiciones de
estrés (Detarsio y col., 2008). Otra caracteristica de EM-NADP1 es su baja actividad
especifica, determinada en ensayos llevados a cabo con la proteina recombinante
purificada (Gerrard Wheeler y col., 2008).

Esta reportado que Arabidopsis responde a la exposicion a Al aumentando la

exudacion de malato con respecto al control luego de 2-4 horas de tratamiento
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(Kobayashi y col., 2007), aunque los cambios en el contenido de malato en la raiz no se
han investigado.

En este trabajo, se determind que la linea em-nadp1l no es capaz de exudar mas
malato que la planta salvaje en respuesta a Al (Figura 4.4). El analisis del contenido de
malato en raices de la planta mutante tampoco reveld diferencias con respecto a la
planta salvaje a tiempos cortos de tratamiento. Sélo luego de una prolongada
exposicién a Al (12 dias), se pudo detectar un aumento significativo de malato en las
raices de em-nadp1l con respecto a wt (Figura 4.5). Considerando que estas medidas
fueron realizadas en extractos de la raiz completa, es posible que se esté perdiendo
informacién acerca de cambios localizados en el contenido de malato. Es altamente
probable que estos cambios estén restringidos al dpice de la raiz, sitio blanco del Al,
con el objetivo de minimizar la pérdida de carbono.

El andlisis de la expresidn de varios genes relacionados a la tolerancia a Al
llevado a cabo no revelé diferencias entre la linea mutante em-nadpl y la planta
salvaje a nivel de transcripto (Figura 4.4). Sin embargo, se ha visto que algunas de estas
proteinas estan reguladas a nivel post-traduccional. En el caso de ALMT1, estudios
llevados a cabo con inhibidores de quinasas y fosfatasas demostraron que eventos de
fosforilacion reversible son necesarios para la regulacion de su actividad (Kobayashi
y col., 2007). Por su parte, la expresiéon de STOP1 es estable ante tratamiento con Al,
por lo que se ha sugerido que en su activacién también estarian involucrados
mecanismos de regulacién post-traduccional (luchiy col., 2007).

El contenido de Al, como lo indicd la tincion de las raices con hematoxilina, fue
similar en ambas lineas luego del tratamiento aplicado (Figura 4.7), por lo que no se
podria atribuir la mayor tolerancia de em-nadp1 a la exclusién de Al. Esto concuerda
con el hecho de que no se observd una mayor exudacion de malato en la linea
mutante, al menos en las condiciones ensayadas.

Adicionalmente, se evalud la posibilidad de que la incrementada tolerancia a Al
exhibida por la linea em-nadpl se deba a perturbaciones en la via de sefializacién del
estrés.

La planta mutante presentd menor contenido de H,0, que la salvaje luego del
tratamiento (Figura 4.7). Esto podria deberse a alteraciones en la generacién de ROS

como respuesta a la exposicion a Al en esta linea, resultando en una menor induccién
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de estrés oxidativo. En este sentido, se ha demostrado que la sobreexpresion de genes
como glutation transferasa, peroxidasa, entre otros, incrementaron la resistencia a Al
(Ezaki y col., 2000), indicando que un aumento de la capacidad antioxidante de la
planta puede mejorar su tolerancia al estrés por Al.

Se ha visto que la aplicacién exdgena de glutamato al apice la raiz de plantulas
de A. thaliana es capaz de provocar los mismos efectos que el Al en los primeros
minutos de exposicién, aunque mas rdpidamente. En primer lugar ocurre un
incremento de Ca’* citosdlico, seguido de una despolimerizacion de los microtubulos y
despolarizacién de la membrana plasmatica, y finalmente la inhibicién en el
crecimiento de la raiz primaria (Sivaguru y col., 2003).

El estudio de algunos de los genes pertenecientes a la familia de receptores de
glutamato en Arabidopsis (GLR, por glutamate receptor-like), homélogos a los
receptores de glutamato ionotrdpicos de mamiferos, ha demostrado que varios son
capaces de actuar como canales de Ca®*, sugiriendo un importante rol del glutamato
como molécula sefial en plantas (Forde, 2014).

Se ha propuesto que la sefializacién de Al en el apice de la raiz seria iniciada por
un eflujo de glutamato (o un ligando similar) mediado por un canal iénico modulado
por Al, y por la posterior unién de este ligando a un receptor de glutamato, que
desencadena los eventos corriente abajo (Sivaguru y col., 2003).

En este trabajo, la aplicacién exdgena de glutamato no elicitd la respuesta de
inhibicidon del crecimiento de la raiz en la linea em-nadpl (Figura 4.9). Un estudio
exhaustivo del efecto del glutamato y de otras moléculas involucradas en la
transduccion de la sefial en la linea mutante en EM-NADP1 serd necesario para
dilucidar una posible relacién entre esta enzima y la via de sefializacion del estrés.

No se puede descartar que EM-NADP1 afecte sefales requeridas por la planta
para la inhibicion del crecimiento de la raiz, lo cual esté posiblemente vinculado a la
particular localizacién de esta isoforma en el apice de la raiz.

En la Figura 4.10 se muestra una representacién esquematica de la abundancia
y distribucion del transcripto em-nadpl en distintos tipos celulares de la raiz obtenida
utilizando la herramienta de visualizacion eFP (electronic Fluorescent Pictograph,

http://bar.utoronto.ca/, Winter y col., 2007).
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Figura 4.10

a- Comparacién de los niveles de transcripto em-nadpl (rojo) y em-nadp2 (azul) a partir de
datos de expresion de diferentes zonas de la raiz de plantulas de 5-7 dias (Brady y col., 2007).
b- Abundancia de ARNm de em-nadpl asociado a ribosomas en raiz completa y apice, de
plantulas de 7 dias. Los ribosomas fueron aislados por inmunoprecipitacion de una proteina
ribosomal marcada, cuya expresion fue dirigida por promotores especificos de diferentes
poblaciones de células de la raiz (Mustroph y col., 2009).
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Al realizar un andlisis comparativo de la abundancia del transcripto em-nadp1
con respecto a em-nadp2 (Figura 4.10a) se puede observar que existen regiones de la
raiz en donde se distingue un mayor nivel relativo de em-nadp1, particularmente en la
zona del 4pice. Esto podria explicar el hecho de que, a pesar de que la expresidn de
em-nadp2 es mayor que la de em-nadpl1, la linea mutante em-nadp2 no presentd una
respuesta diferente a la de la planta salvaje ante el estrés por Al, apoyando la nocidn
de que estos genes no serian funcionalmente redundantes. Adicionalmente, una
representaciéon de la cantidad de ARNm de em-nadpl asociado a ribosomas en
poblaciones celulares especificas (http://efp.ucr.edu/, Mustroph y col., 2009) indica
una mayor traduccién de dicho mensajero en la zona apical de la raiz (Figura 4.10b).

En resumen, considerando los estudios realizados en esta parte de la Tesis,
podemos postular al menos dos posibles escenarios en cuanto al rol de EM-NADP1 en
raices de Arabidopsis en respuesta al tratamiento con Al y la inhibicién del crecimiento
de la raiz. En uno de ellos, EM-NADP1 estaria involucrada en la via de sefalizacién que
lleva a la inhibicién del crecimiento de la raiz en respuesta a Al. Sin embargo,
EM-NADP1 tendria un rol negativo en esta via, dado que su nivel de expresion
disminuye drasticamente por el tratamiento (Figura 4.2). Asi, la disminucién de
em-nadpl seria un paso necesario en esta via de sefializacidn; o, alternativamente, la
actividad de EM-NADP1 en etapas iniciales del tratamiento por Al, estaria involucrada
en el inicio de la senalizacion. En contraste, la ausencia completa de EM-NADP1
(mutante en EM-NADP1) provoca que no se desencadene la via de sefalizacién que
lleva a la inhibicién del crecimiento mediada tanto por Al como por glutamato (Figura
4.1, Figura 4.9). En esta via de sefializacién, la generacién de ROS podria jugar un rol
clave. Existe la posibilidad de que EM-NADP1 participe en la generacién inicial de ROS
gue lleve a la disminucién del crecimiento, dado que la ausencia de EM-NADP1
disminuye la generacion de estas moléculas senales (Figura 4.8). Alternativamente,
tampoco podemos descartar que la ausencia de EM-NADP1 pueda generar aumentos
intracelulares de malato, indetectables en tiempos cortos de tratamiento por las
medidas realizadas (Figura 4.4a), pero si detectables luego de 12 dias de tratamiento
(Figura 4.4b). Asi, podria estar operando un mecanismo de detoxificacién interna, y
EM-NADP1 podria estar involucrada en la regulacién de los niveles citosolicos de este

acido orgénico en raices, en tipos celulares particulares.
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Cualquiera sea el mecanismo involucrado, lo que queda claro es que el rol de
EM-NADP1 en raiz puesto de manifiesto en esta parte de esta Tesis, depende de su
particular localizacién en determinados tipos celulares de la raiz de Arabidopsis.

Finalmente, la modificacion de los niveles de enzimas del metabolismo de
acidos orgdnicos, en este trabajo, la enzima malica, puede constituir una efectiva
estrategia para modular la tolerancia a la toxicidad por Al en plantas, conduciendo a
mejoras en la fisiologia celular en respuesta a este estrés y llevando a incrementos en

la productividad.
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5 Estudio del rol de la enzima malica en la sintesis de
malato in vivo

La EM-NAD(P), como ya se comentd en la introduccion de esta Tesis, es una
enzima ampliamente distribuida, con una funcién bien conocida en la fotosintesis de
plantas C4 y CAM. Sin embargo en estos organismos, al igual que en especies Cs, se
presenta como familias génicas compuestas por varias isoformas, cuyos roles
bioldgicos aun no han sido completamente esclarecidos. La primera caracterizacidon del
set completo de EM de una especie Cs, A. thaliana, fue llevada a cabo en nuestro
laboratorio (Gerrard Wheeler y col., 2005; Tronconi y col., 2008; Maurino y col., 2009),
demostrando propiedades diferenciales que indicarian funciones no redundantes para
cada una de ellas.

Un estudio exhaustivo de las propiedades cinéticas de las isoformas EM-NAD(P)
de esta planta modelo obtenidas de manera recombinante mostré comportamientos
diferentes en relacién a la reversibilidad de la reaccion. La reaccién llamada reversa, es
decir la carboxilacién reductiva de piruvato, fue catalizada por las isoformas EM-NADP
de Arabidopsis con altas velocidades maximas. En este sentido, EM-NADP2 fue la que
presentd la mayor eficiencia catalitica de la familia (Gerrard Wheeler y col., 2008). Por
su parte, las EM-NAD no exhibieron actividad in vitro para dicha reaccion, soportando
la hipdtesis de que actuan sdlo en la oxidacidon de malato en la mitocondria (Tronconi
y col., 2010a). Por otro lado, las EM-NADP fotosintéticas de plantas C4 como maiz y
sorgo, tampoco fueron capaces de catalizar la reaccion reversa in vitro.

Teniendo en cuenta la elevada cantidad de piruvato encontrada en las plantas

(Fahnenstich y col., 2007) y los valores relativamente altos de afinidad de las EM-NADP
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obtenidos para este sustrato, es factible que la reaccién reversa tenga lugar en las
células vegetales. Mas aun, los resultados obtenidos durante el estudio de lineas
sobreexpresantes de EM-NADP2, presentado en el Capitulo 3 de esta Tesis, acuerdan
con un modelo, basado en los niveles medidos de sustratos y productos de la reaccién,
en el cual esta enzima podria estar catalizando preferentemente la carboxilacién
reductiva de piruvato en dichas plantas (Figura 3.15).

En base a estos antecedentes nos planteamos encontrar nuevas evidencias que

permitan determinar si esta actividad reversa podria tener lugar in vivo.

5.1 Eleccion de un sistema in vivo para evaluar la actividad de

carboxilacion de piruvato de EM-NAD(P) de Arabidopsis

Para determinar si las isoformas EM-NAD(P) de A. thaliana podrian participar
en la sintesis de malato in vivo, se planteé realizar un estudio de complementacién en
un organismo sencillo como Saccharomyces cerevisiae.

S. cerevisiae es una levadura facultativa que posee un metabolismo flexible
afectado por los nutrientes disponibles y la accesibilidad al O,. Respira utilizando O;
como aceptor de electrones o lleva a cabo fermentacién alcohélica bajo condiciones
anaerdbicas, elaborando etanol, CO; y glicerol como principales productos (van Dijken
y Scheffers, 1986).

En la Figura 5.1 se esquematiza el metabolismo de S. cerevisiae creciendo en
anaerobiosis y utilizando glucosa como fuente de carbono. Por cada molécula de
glucosa convertida en etanol, dos moléculas de ATP son generadas, proveyendo
energia para el crecimiento. El NADH generado en la glicélisis es re-oxidado mediante
la formacidén de glicerol y etanol. El ciclo TCA cumple la funcidén de proveer compuestos
Cs y Cs tales como OAA y a-cetoglutarato (a-KG), precursores de reacciones
biosintéticas. El consumo constante de estos intermediarios para la formacién de
biomasa requiere de reacciones anapleréticas para su reposicion. En estas condiciones,
el ciclo del glioxilato se encuentra reprimido, por lo que esta funcién es llevada a cabo
por la enzima piruvato carboxilasa (Pyc). En este organismo existen dos isoformas,
Pycl y Pyc2, que convierten piruvato a OAA a expensas de una molécula de ATP y CO;

(Stucka y col., 1991). Otra posible via anaplerédtica podria ser la reaccion de PEP a OAA
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catalizada por la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), sin embargo en
S. cerevisiae ésta actla como enzima descarboxilante cumpliendo su funcién en la
gluconeogénesis. Ademas, su expresién y actividad se encuentran reprimidas en

presencia de glucosa (Zelle y col., 2010).
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Figura 5.1

Esquema del metabolismo central del carbono de S. cerevisiae, focalizado en el piruvato, el
ciclo TCA y posibles rutas anaplerdticas. Las modificaciones introducidas en las cepas utilizadas
se muestran recuadradas: en verde, expresion heteréloga de los genes em-nad(p) de
A. thaliana; en rojo, delecién de los genes PYC1 y PYC2, y disminucién de la actividad Pdc por
delecion del activador transcripcional PDC2.

Asi, cepas de S. cerevisiae que carecen de ambas isoformas Pyc (Pyc) son
incapaces de crecer en medios con glucosa como unica fuente de carbono, debido a la

imposibilidad de sintetizar compuestos de cuatro atomos de carbono (Stucka vy col.,
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1991; de Jong-Gubbels y col., 1998). Estas cepas mutantes constituyen un sistema que
nos permite ensayar en un contexto celular el posible rol anaplerético de las isoformas
EM-NAD(P) de A. thaliana mediante experimentos de complementacion.

Este sistema fue utilizado previamente por el grupo de investigacién del
Dr. van Maris de la Universidad de Delft, Holanda, con el objetivo de obtener cepas de
S. cerevisiae capaces de producir acidos dicarboxilicos C4 con altos rendimientos. En los
ultimos afios, la produccion biotecnoldgica de succinato, malato y fumarato ha ganado
interés por la utilizacion de estos compuestos en la industria alimenticia y como
sustitutos de derivados del petrdleo (Werpy y Petersen, 2004). Aunque S. cerevisiae no
es un productor natural de acidos orgdnicos, el hecho de que es un organismo inocuo,
su robustez, tolerancia a bajos pH, requerimientos nutricionales simples y la
posibilidad de aplicar estrategias de ingenieria metabdlica, lo convierte en un
excelente candidato para la produccién de estos compuestos (Abbott y col., 2009).

S. cerevisiae presenta una Unica EM-NAD(P), Mael, localizada en mitocondrias.
La incapacidad de la cepa Pyc de crecer en ausencia de acidos C4 da la pauta de que
esta enzima no es capaz de suplir el rol anaplerético de la Pyc. En uno de los estudios
llevados a cabo por el grupo de trabajo del Dr. van Maris se investigd la posibilidad de
gue la EM pudiera funcionar como enzima carboxilante. Para ello, se realizd una
sobreexpresion de una de las enzimas madlicas de E. coli (ScfA) en la cepa Pyc'. Esta
enzima no logré actuar en la carboxilacion de piruvato ya que las cepas transformadas
fueron incapaces de crecer en glucosa, aun en condiciones termodindmicamente
favorables para esta reaccién (Zelle y col., 2011).

En un trabajo en colaboracién con el grupo de investigacién del Dr. van Maris,
planteamos analizar si los distintos miembros de la familia EM-NAD(P) de A. thaliana
son capaces de rescatar la auxotrofia C4 de cepas Pyc, en condiciones normales y
termodinamicamente favorables para la carboxilacién de piruvato. En este sentido, se
decidio realizar los experimentos de complementacion con distintas presiones de CO; y
utilizando ademas una cepa que presenta altos niveles intracelulares de piruvato. Las
cepas elegidas fueron IMK157 (pyc1,2A) y IMK299 (pyc1,2A pdc2A). Ambas presentan
una disrupcion en el locus URA3 y deleciones en los genes que codifican para Pyc.
Ademads, IMK299 posee una delecién en PDC2, un activador transcripcional de la

piruvato descarboxilasa (Pdc) que cataliza la conversion de piruvato en acetaldehido.
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Esta delecidn ocasiona una disminucién de 3-4 veces en la actividad Pdc, lo cual genera
niveles aumentados de piruvato (Zelle y col., 2011).

Se resolvid estudiar la capacidad anaplerdtica de las isoformas EM-NADP1-4 y
EM-NAD1 y 2 de Arabidopsis. Adicionalmente, se decidié incluir en el andlisis a
EM-NADP2Del2, una versidn N-terminal truncada de EM-NADP2 con muy baja
capacidad de carboxilar piruvato in vitro y EM-NADP2R115A, una mutante puntual sin

regulacion por fumarato de esta reaccion (Gerrard Wheeler y col., 2008).

5.2 Clonado de los ADNc de las diferentes EM-NAD(P) de Arabidopsis en

el vector de expresion de levadura

Para la expresion heterdloga de las EM-NAD(P) de Arabidopsis en levadura se
utilizo el vector centromérico p416GDP (Mumberg y col., 1995). El mismo presenta un
origen de replicacién bacteriano y un marcador de seleccion de resistencia a
ampicilina, por lo que permite la replicacién y seleccion en células de E. coli. En
S. cerevisiae, se replica como un cromosoma independiente gracias a que posee una
region centromérica (CEN) y secuencias de replicacion auténoma (ARS), encontrandose
tipicamente como Unica copia. El marcador de selecciéon en levaduras es URA3, que
permite la sintesis de uracilo en cepas auxotrofas para pirimidinas. La expresién de las
proteinas es dirigida por el promotor fuerte y constitutivo de la gliceraldehido-3P
deshidrogenasa de levadura, pGPD.

Los ADNc codificando las proteinas maduras EM-NADP1-4, EM-NAD1 vy 2,
EM-NADP2Del2 y EM-NADPR115A fueron obtenidos a partir de construcciones
disponibles en nuestro laboratorio realizadas en vectores de la serie pET-32(+), donde
habian sido clonados sin la secuencia sefial (Tabla 2.2), y subclonados en p416GDP
como se describe a continuacion.

Para obtener los insertos EM-NADP2Del2, EM-NADP4, EM-NAD1 y EM-NAD2
fue necesario un paso previo de amplificacién por PCR con cebadores que incorporen
el codén ATG en el extremo 5’, corriente abajo de un sitio de restriccion (BamHl en el
caso de EM-NADP2Del2, EM-NAD1 y EM-NAD2, y EcoRV para EM-NADP4) (Seccién
2.23). Los cuatro productos, amplificados utilizando una polimerasa de alta fidelidad,

fueron purificados y ligados al vector pBluescriptSK(-) (pBSK) mediante un protocolo
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que combina una restriccion con una enzima que deja extremos romos y la unién al
vector en un Unico paso. Este vector posee el sitio de multiple clonado dentro de la
secuencia que codifica para el péptido a de la enzima [3-galactosidasa. Asi, luego de la
transformacién de bacterias competentes E. coli DH5a con la mezcla de ligacidn, éstas
se sembraron sobre un medio conteniendo IPTG, X-Gal y ampicilina. Las bacterias
transformantes que poseian el vector ligado con el inserto crecieron formando
colonias blancas. La correcta incorporacion de los insertos fue chequeada por PCR de
colonia y por extraccion de ADN plasmidico seguido de un analisis del tamafno
molecular de los fragmentos generados por corte con enzimas de restricciéon. Ademas,
las construcciones fueron secuenciadas para descartar la presencia de mutaciones que
pudieran haberse generado durante la amplificacién.

Los vectores conteniendo los ADNc de las isoformas EM-NAD(P) fueron
digeridos con los pares de enzimas de restriccion correspondientes. Para
PET-32c/EM-NADP1 y pBSK/EM-NADP4 se utilizaron EcoRV y Xhol. En el caso de
pET-32a/EM-NADP2, pBSK/EM-NADP2Del2, pET-32a/EM-NADP2R115A y
pET-32a/EM-NADP3, la digestién se realizd con BamH| y Xhol; mientras que para
pBSK/EM-NAD1 y pBSK/EM-NAD2 se usaron BamHI| y Sall. Los productos de digestion
se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y los insertos liberados fueron
purificados y ligados a p416GDP tratado con Smal y Xhol, BamHI| y Xhol o BamHI y Sall,
respectivamente. Las distintas mezclas de ligacién se utilizaron para transformar
bacterias competentes E. coli DH5a, que fueron seleccionadas en placas de Petri con
medio LB agar conteniendo ampicilina. Las colonias transformantes conteniendo los
insertos correspondientes se identificaron por PCR en colonia y extrayendo el ADN
plasmidico y analizando el mismo por el tamafno molecular de los fragmentos
generados por restriccidn. La utilizacién para el clonado de dos enzimas de restriccion
con sitios de corte no compatibles, asegura que la ligaciéon del fragmento sea en la
orientacién correcta para su expresion.

De esta manera fueron generados p416GPD/EM-NADP1, p416GPD/EM-NADP2,
p416GPD/EM-NADP2Del2, p416GPD/EM-NADP2R115A, p416GPD/EM-NADP3,
p416GPD/EM-NADP4, p416GPD/EM-NAD1 y p416GPD/EM-NAD?2 (Figura 5.2).
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URA3 CEN6-ARS4

tCYC1

p416GDP EM-NAD(P)

pBR322 ori

em-nad(p)

pGPD
Figura 5.2
Caracteristicas relevantes de los plasmidos p416GPD/EM-NAD(P) utilizados para los estudios
de complementacion. CEN6-ARS4, secuencias centroméricas y de replicacién auténoma; bla,
resistencia a ampicilina (marcador de seleccidn en bacteria); pBR322 ori, origen de replicacion
bacteriano; pGPD, promotor del gen GPD; tCYC1, terminador del gen CYC1 (citocromo 1);
URA3, orotidina 5' P descarboxilasa (marcador de seleccion en levadura).

5.3 Transformacion de S. cerevisiae y medidas de actividad

Los vectores p416GPD/EM-NAD(P) generados (Figura 5.2) fueron utilizados
para transformar las cepas IMK157 (pyc1,2A) e IMK299 (pycl,2A pdc2A) de S.
cerevisiae (Tabla 2.3). Se seleccionaron los clones que crecieron en placas sin uracilo y
se comprobd la presencia de los plasmidos conteniendo los ADNc de cada EM-
NAD(P) mediante PCR en colonia.

Posteriormente se realizaron medidas de actividad EM-NADP y EM-NAD en
extractos crudos de las cepas transformadas para confirmar la correcta expresién y
funcionalidad de las isoformas en S. cerevisiae.

En la Figura 5.3 se muestran los valores de actividad, medidos en el sentido de
la descarboxilacion de malato, de extractos de las cepas obtenidas por transformacién
de IMK299 con cada una de las construcciones expresando las distintas isoformas
EM-NAD(P) de Arabidopsis. Todas mostraron valores de actividad mayores que la cepa
transformada con el vector vacio, indicando que las proteinas vegetales se expresaron
correctamente en S. cerevisiae sin la necesidad de realizar una optimizacion de

codones, y que el plegamiento fue funcional.
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Figura 5.3

a- Actividad EM-NADP. b- Actividad EM-NAD. Las medidas se realizaron en extractos de la cepa
IMK299 de S. cerevisiae transformada con cada una de las construcciones en estudio,
incluyendo el vector vacio. Las cepas fueron crecidas en condiciones aerdbicas en medio
liguido sintético suplementado con glucosa y aspartato. Las muestras fueron tomadas en la
fase de crecimiento exponencial. Se muestra el promedio y la desviacidon estandar de 3
determinaciones independientes.

5.4 Ensayos de complementacion

5.4.1 Crecimiento en cultivos liquidos

Un primer estudio de la capacidad de las isoformas EM-NAD(P) de Arabidopsis
de complementar el fenotipo Pyc se realizd con la cepa IMK299 transformada con
cada una de las construcciones en estudio. El crecimiento se evalué en medio sintético
liquido suplementado con glucosa y sulfato de amonio, en condiciones anaerdébicas
bajo 6 % CO,. Como se muestra en la Figura 5.4, los cultivos correspondientes a las
cepas transformadas con las isoformas EM-NADP1, EM-NADP2, EM-NADP2Del2,
EM-NADP2R115A y EM-NADP3 mostraron crecimiento. Por el contrario, no se observé
complementacién en aquellas transformadas con EM-NADP4, EM-NAD1, EM-NAD2, o
con el vector vacio.

Los valores de velocidad de crecimiento maxima, pUmax, determinados a partir de

los cultivos en fase de crecimiento exponencial, se indican en la Tabla 5.1. El
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crecimiento se monitored ademads para la cepa de referencia CEN.PK113-7D durante

aproximadamente 75 horas, obteniéndose un valor de pmax de 0,344 + 0,003 ht.
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Figura 5.4

Crecimiento en cultivos liquidos en condiciones anaerdbicas bajo 6 % CO, monitoreado
durante 400 horas. Se muestra un resultado tipico del experimento, realizado por duplicado.

Tabla 5.1 Velocidades de crecimiento especificas maximas de las cepas en estudio.

Cepa Mmax (h*)
IMK299 + p416GPD =
IMK299 + p416GPD/EM-NADP1 0,022 + 0,001
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2 0,016 + 0,001
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2Del2 0,018 £+ 0,001
IMK299 + p416GPD/EM-NADP2R115A 0,010 + 0,004
IMK299 + p416GPD/EM-NADP3 0,011 + 0,002

IMK299 + p416GPD/EM-NADP4 =
IMK299 + p416GPD/EM-NAD1 -
IMK299 + p416GPD/EM-NAD2 =

Las cepas fueron crecidas en medio sintético liquido con glucosa y sulfato de amonio, bajo
condiciones anaerdbicasy 6 % CO,.

5.4.2 Crecimiento en placas

Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis de la capacidad de

complementacion de las isoformas EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 en placas con medio
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sélido sintético con glucosa y sulfato de amonio como fuentes de carbono y nitrégeno,
respectivamente. Se analizaron varias condiciones de crecimiento, como la presencia o
ausencia de Oy, diferentes concentraciones de CO, y la utilizacién de dos cepas con
diferentes niveles de piruvato (Figura 5.5).

Se utilizd la cepa de referencia CEN.PK113-7D como control positivo, y las cepas
IMK157 e IMK299 sin transformar como controles negativos (Figura 5.5a).
Exceptuando el control positivo, ninguna de las cepas crecié en las placas sometidas a
condiciones aerdbicas ni anaerdbicas en ausencia de CO,. Sin embargo, bajo 6 % vy
10% CO; se observd crecimiento de las cepas expresando EM-NADP2 vy
EM-NADP2Del2 (Figura 5.5b). No se observaron diferencias en la complementacién
entre isoformas, aunque si se detectaron variaciones en el crecimiento en relacién al

genotipo de cepa utilizado (IMK157 o IMK299) y a la concentracién de COa.

Condiciones aerdbicas Condiciones anaerdbicas

6 % CO, 10 % CO;

Figura 5.5

Cepas de S. cerevisiae crecidas en placas con medio sélido sintético suplementadas con
glucosa y sulfato de amonio como fuentes de carbono y nitrégeno. a- Cepas control: IMK157
(a1), IMK299 (a2) y CEN.PK113-7D (cepa de referencia) (a3). b- Cepas transformadas:
IMK157 + p416GPD/EM-NADP2 (bl), IMK299 + p416GPD/EM-NADP2 (b2), IMK157 +
p416GPD/EM-NADP2Del2 (b3) y IMK299 + p416GPD/EM-NADP2Del2 (b4). Las placas fueron
incubadas por 20 dias a 30 °C, bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas con 0, 6 y 10 % CO..
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Se puede observar que el crecimiento de las cepas complementadas con
EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 fue mayor cuanto mds elevada fue la concentracién de
CO; presente. Ademas, si comparamos entre las cepas IMK157 e IMK299, se observé
una mejor complementacidon de las isoformas EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 en el
entorno genético de la cepa IMK299, que posee niveles aumentados de piruvato. Esto
demuestra una dependencia del crecimiento con la disponibilidad de los sustratos

piruvato y CO; para la reaccion de carboxilacion.

5.4.3 Crecimiento en biorreactores

Con el objetivo de realizar una caracterizacién mas profunda de la fisiologia de
las cepas complementadas, se prosiguid a realizar fermentaciones en biorreactores.
Este experimento permite el monitoreo y estricto control de las condiciones de cultivo,
y la determinacion de los parametros de crecimiento de manera altamente
reproducible. En esta parte del trabajo se analizaron Unicamente las cepas IMK157 e
IMK299 transformadas con p416GPD/EM-NADP2. El crecimiento se llevd a cabo en
condiciones anaerdbicas y 10 % CO,.

Las fermentaciones se realizaron en batch, proveyendo un exceso de la fuente
de carbono, en este caso glucosa, y de los nutrientes requeridos al inicio del
experimento. Posteriormente, sdélo se realizé el suministro constante de un flujo de N;
y CO; y la adicién de base al medio para mantener constante el pH.

Las variaciones en la densidad éptica (DO), la formacion de biomasa, el pH vy las
concentraciones de glucosa, etanol, glicerol y acidos orgdnicos presentes en los
sobrenadantes fueron monitoreados durante el transcurso de la fermentacion,
tomando muestras a intervalos regulares de tiempo (Seccién 2.26.3).

La glucosa es convertida a biomasa, y a etanol y glicerol como principales
productos bajo condiciones anaerdbicas. Los rendimientos y las velocidades de
formacién especificas de los mismos fueron calculados para cada cepa (Tabla 5.2). Al
estar los cultivos bajo constante burbujeo de CO2, no fue posible determinar la tasa de
generacion de este producto de la fermentacion, dado que las diferencias en los flujos

de entrada y de salida fueron muy pequefas.
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En la Figura 5.6 se presentan los perfiles de crecimiento de las cepas IMK157 (a)
e IMK299 (b) expresando EM-NADP2. Luego de una fase de latencia de
aproximadamente 10 horas, las células entraron en la fase exponencial de crecimiento,
evidenciada por un consumo constante de glucosa. La velocidad de crecimiento
maxima fue mayor para la cepa IMK299 + p416GDP/EM-NADP2 que para IMK157
transformada con la misma construccién (Tabla 5.2). Lo mismo ocurrié para la tasa de
consumo de glucosa, y de produccién de etanol y glicerol. Esto indica una mejor

capacidad anaplerética de EM-NADP2 en la cepa con actividad Pdc reducida.

Tabla 5.2 Parametros de crecimiento en biorreactores

Cepa IMK157 Cepa IMK299
+ p416GPD/EM-NADP2 + p416GPD/EM-NADP2

Mmax (h) 0,015 £ 0,001 0,037 £ 0,002
ds (Glucosa) (Mmol g* h) 1,414 3,651
QP (etanol) (Mmol g1 h?) 1,431 2,423
Qe (Gliceron) (Mmol g h?) 0,373 1,120
Yyx/s (Biomasa) (g mmol?) 0,010 0,010
Yp/s (Etanol) (MMol mmol™?) 1,114 1,007
Ye/s (alicerol) (MMol mmol?) 0,244 0,372
Yb/s (piruvato) (MmMol mmol™?) 0,012 0,078
Yp/s (Acetato) (MMol mmol™?) 0,053 0,049

Las cepas fueron crecidas en medio sintético liquido con glucosa, sulfato de amonio y 10 %
CO:.. gs, velocidad especifica de consumo de sustrato; gy, velocidad especifica de formacion de
producto; Yxss, rendimiento de biomasa; Ypss, rendimiento de productos.

Succinato, piruvato y lactato se acumularon en mas cantidad en los
sobrenadantes de la cepa IMK299 + p416GDP/EM-NADP2, con respecto a IMK157
(Figura 5.6a y b). La diferencia mas pronunciada se dio en el contenido de piruvato,
indicando que la disminucidn de la actividad Pdc provoca un aumento en la excreciéon
de dicho compuesto.

El agotamiento de la glucosa marcé el comienzo de la fase estacionaria, y a
partir de este punto las concentraciones de glicerol y etanol se mantuvieron
constantes hasta el final de la fermentacidn en las dos cepas.

La cepa IMK299 sin transformar también fue inoculada a modo de control

negativo y monitoreada en iguales condiciones que las cepas en estudio (Figura 5.6c).



Capitulo 5. Estudio del rol de la enzima madlica en la sintesis de malato in vivo

—0O—DOgss0,—B— Glucosa—w— Glicerol #  Etanol
a- 120 4 75+ B
[ 40
—a. :
1001 [
6,0 . -
| .-
—_ .- " .
= 804 . . »
E E 45 N ‘
o o -
5 : ¥/ - 20
2 30 \
o 5 15
v O .
v P
) * / | L 10
20 1.5 . .1 v ’ .
T ¢ M ¥ _o0-0—0—0——0~ —0 \ L5
l.,mx-g—o' '
0- 0,0 T . : S
’ 50 100 160
1,54 94 - °,
4 m  Piruvato
8+ @ Succinato
1 - Lactato
74 —o- Acstato
% 1.0 4 % 6
g | 5
£ o 1
g | 2%
@ 05 0 5
) e
O
24 o
j oty
14 o //
j / i )
0.0~ odbs 2 22 2. o
0 50 100
b Tiempo (h)
120 7.5~ O— DOggo—M— Glucosa—w— Glicerol 4  Etanol s
] Y owvyv o
. -
%7 6o " e
| - 35
| -
S 804 -
E | g£45 \
2 : 25
@ ©o
[&] 1 0O ,\' o
= 3,0 ¥
© T \ / i
40 g .
] yeif
o 10
151 v
20 . ‘,‘
"y A \ [
v % Xo \
0- 0,0 i A o I .
! % 150
N N -25
m  Piruvato
8 —@— Succinato
] Lactat
7 & Lactato »
T O— Acetato
% 104 = 8-
B' é 15
-~ 5_
g £
5 ; n
o = o
S = |
D 0,5 34
R 05
1 ,
1 .
|} / /,
[ R ,/ /
0,0- 0 ~ o I | g
’ %0 100 150
Tiempo (h)

Figura 5.6

Glicerol (mM)

Lactato (mM)

Glicerol (mM)

Lactato (mM)

- 200

-0
8

-0
r8

~ 200

Etanol (mM)

Acetato (mM)

Acetato (mM)

(Continua en la pagina siguiente)



Capitulo 5. Estudio del rol de la enzima madlica en la sintesis de malato in vivo

c- DO ®— Glucosa ¥ Glicerol # Etanol

120 - 7.5 - 45 200
|
L [ " . [ s [40
100 60
' [3° L 150
< 80 1 30 o —
[S £ 454 £ Z
£ 1¢ 5 E | E
» 604 @& S 1005
3 8 -20 @ c
= 3,04 = -.[E
O a0 L1s O w
1,5 10 e
20 4 '
-5
S— x
0 0042 : . ; . ; 0 Lo
50 100 150
154 9 . Piruvato r25 ré
8- @®— Succinato
&— Lactato
2,0
. A 4
. 7 cetato Le
s = —_ —
£ 104 = & s s
= E 1.5 E | £
5 2 2 2
£ o T[4 ®
%] 3 4 - B -
S = F1.0 ® o
D os{ T 3 <
-2
21 ko5
14
0,0 R e T ~ - a1 0,0 Lo
0 50 100 150

Tiempo (h)

Figura 5.6 (Continuacion)

Perfiles de crecimiento en biorreactores de las cepas en estudio. a- IMK157 +
p416GPD/EM-NADP2. b- IMK299 + p416GPD/EM-NADP2. c- IMK299.

5.5 Medidas de actividad reversa de enzimas recombinantes

Esta reportado que la actividad de carboxilacién de piruvato medida in vitro de
las isoformas EM-NADP recombinantes purificadas es modulada alostéricamente por
varios metabolitos (Gerrard Wheeler ycol.,, 2008). Dado que la isoforma
EM-NADP2Del2, que presentaba muy baja actividad reversa in vitro, fue capaz de
complementar el fenotipo Pyc” en los ensayos realizados, decidimos investigar si
fumarato y succinato, dos activadores de EM-NADP2 en el sentido reverso de la
reaccidn, podian ademas activar a esta isoforma delecionada.

Para ello, se realizd la expresidn de manera recombinante y posterior
purificacion de EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 siguiendo el mismo protocolo puesto a
punto previamente en nuestro laboratorio (Gerrard Wheeler y col.,, 2005) que se

describe brevemente a continuacion. Se utilizaron cepas de E. coli BL21(DE3), las
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cuales contienen una copia del gen de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 bajo el
control del promotor lacUV5, transformadas con los vectores de expresidon
pET-32a/EM-NADP2 y pET-32a/EM-NADP2Del2. La induccion de la expresion se realizd
por agregado de 0,5 % (P/V) lactosa a un cultivo de estas bacterias, segun se indica en
la Seccidon 2.27. Los vectores de la serie pET-32(+) codifican una secuencia de 6
residuos consecutivos de histidina, que se une a cationes divalentes permitiendo la
purificacion de las proteinas de fusidn en una matriz de afinidad. Asi, las proteinas
EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 fueron purificadas sembrando el extracto en una
columna de Ni-NTA. El rendimiento fue de 1-3 mg de proteina pura por cada 100 mL de
cultivo bacteriano. Posteriormente, las proteinas de fusidon fueron digeridas con
Enteroquinasa con el objetivo de remover la porcién codificada por el vector, y
sembradas en una columna de afinidad para eliminar la proteasa y el péptido de fusidon
amino terminal. La integridad y pureza de las preparaciones fue verificada por
SDS-PAGE (Seccion 2.15).

Una vez obtenidas las proteinas recombinantes purificadas se realizaron
medidas de actividad EM-NADP en el sentido de la carboxilacion de piruvato (Seccién
2.13).

La actividad reversa medida para EM-NADP2Del2 fue menor al 10 % de la
observada para EM-NADP2 en ausencia de activadores (Figura 5.7). Tal como se
esperaba, se observd un aumento de la actividad de EM-NADP2 en presencia de
fumarato y succinato. Interesantemente, la isoforma EM-NADP2Del2 también sufrid
activacion por estos metabolitos, alcanzando valores de actividad cercanos a los de
EM-NADP2, especialmente en presencia de succinato. Estos resultados indican que la
isoforma delecionada conserva la capacidad de catalizar la reaccidon reversa en
presencia de activadores, lo cual podria explicar la complementacién observada in vivo

utilizando S. cerevisiae en esta Tesis (Figura 5.4, Figura 5.5).
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Actividad reversa de las isoformas recombinantes purificadas EM-NADP2 y EM-NADP2Del2. Se
determinaron las velocidades iniciales a concentraciones subsaturantes de piruvato en
ausencia y presencia de fumarato y succinato 7,5 mM. Los ensayos fueron realizados por
triplicado y las lineas sobre las barras representan la desviacidn estandar entre las mediciones.

5.6 Medidas de actividad reversa en extractos vegetales

Posteriormente se decidié analizar la actividad EM-NADP reversa en extractos
crudos de hojas de plantas de A. thaliana.

Fue posible determinar actividad reversa en los extractos correspondientes a
plantas wt y sobreexpresantes de EM-NADP2 (Figura 5.8a). Ademas, la actividad
medida se relaciond con los niveles de EM-NADP2 presente en cada linea, siendo
significativamente mayor para las plantas EM.7.11 y EM4.20.

A su vez, se determind la actividad reversa en extractos de hojas de plantas
mutantes homocigotas en cada uno de los genes que codifican para las diferentes
EM-NADP de A. thaliana, em-nadpl, em-nadp2, em-nadp3 y em-nadp4, y de las doble
y triple mutantes em-nadpl1x2, em-nadplx2x4 y em-nadp2x3x4 con el objetivo de
evaluar la contribucién de cada una de las isoformas a la actividad reversa total.

Los resultados sefialaron que sélo en aquellas lineas mutantes que carecen del
gen em-nadp2 se observd una disminucidn significativa de la actividad de carboxilacion
de piruvato con respecto a la planta salvaje (Figura 5.8b). Esto indica una correlacién
entre los niveles de actividad y de EM-NADP2, lo cual demuestra que dicha isoforma es
la que mas contribuye a la actividad EM-NADP reversa total medida en hojas de

Arabidopsis.
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Medidas de actividad EM-NADP reversa en extractos de hoja de la roseta de plantas a- wt y
sobreexpresantes de EM-NADP2 (EM7.11 y EM4.20) y b- wt y mutantes simples, dobles y
triples en los genes que codifican para EM-NADP. Las muestras fueron recolectadas en la mitad
del dia. (*) indica diferencia significativa con respecto a wt (p<0,05). Se muestra el promedio y
la desviacidn estandar de las medidas realizadas en 3 preparaciones independientes.
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5.7 Discusion

Este estudio demostré que la expresion heterdloga de algunas isoformas EM de
Arabidopsis en S. cerevisiae permitid el crecimiento de cepas Pyc en glucosa como
Unica fuente de carbono. Las isoformas EM-NADP1, EM-NADP2, EM-NADP2Del2,
EM-NADP2R115A y EM-NADP3 fueron capaces de complementar la auxotrofia C4 de
estas mutantes y asi, asumir un rol anaplerdtico en este sistema in vivo (Figura 5.4,
Tabla 5.1).

La capacidad de estas enzimas de rescatar de la auxotrofia Cs a las cepas Pyc
fue dependiente de la provisién de los sustratos de la reaccién. En este sentido, la
presencia de altas concentraciones de CO; fue necesaria para el crecimiento de las
cepas. Se observé un crecimiento moderado de colonias de las cepas transformadas
con EM-NADP2 y EM-NADP2Del2 en placas bajo 6 % CO;, que fue mayor al elevar el
nivel de CO2 a 10 % (Figura 5.5). A su vez, la complementacién de dichas enzimas fue
mejor en la cepa Pyc que presenta una delecién en PDC2, sugiriendo que niveles
aumentados de piruvato también tienen un efecto positivo en el crecimiento.

Las fermentaciones llevadas a cabo en biorreactores permitieron una
caracterizacion mas completa de la capacidad anaplerdtica de EM-NADP2 en los dos
entornos genéticos diferentes utilizados (Tabla 5.2, Figura 5.6). Estos experimentos
confirmaron la dependencia de la velocidad de crecimiento de las cepas transformadas
con la presencia de niveles elevados de piruvato.

A pesar de que EM-NADP4 presentaba buenas propiedades para la catalisis de
la reaccién reversa in vitro (Tabla 1.1), no fue capaz de rescatar la auxotrofia C4 de Pyc
en las condiciones ensayadas (Figura 5.4, Tabla 5.1). Varios trabajos han indicado que
las isoformas EM-NADP plastidicas, como EM-NADP4, estarian involucradas en
funciones anabdlicas, proveyendo piruvato y NADPH para la sintesis de aminoacidos y
acidos grasos, actuando como descarboxilasas (Ei-shora y Rees, 1991; Lai vy col.,
2002a). Sin embargo, dada la baja actividad EM-NADP obtenida en los extractos de la
cepa transformada con esta isoforma (Figura 5.3a), no se puede descartar que la
ausencia de complementacién se deba a alguna incompatibilidad en la expresiéon o

plegado de esta proteina en levadura.
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La isoforma EM-NADP2R115A presenta una mutacién puntual que reemplaza el
residuo de arginina en la posiciéon 115, por uno de alanina. Este cambio no altera
sustancialmente los pardmetros cinéticos de la enzima, pero la deja sin la capacidad de
ser regulada por fumarato (Gerrard Wheeler y col., 2008). Los resultados indicaron que
esta modificacidon en las propiedades regulatorias con respecto a la isoforma parental
EM-NADP2, no afectd la capacidad de complementar el sistema Pyc™ (Figura 5.4, Tabla
5.1).

Contrario a lo esperado, la expresién de EM-NADP2Del2, la versién N-terminal
truncada de EM-NADP2, permitié el crecimiento de S. cerevisiae Pyc en glucosa (Figura
5.4, Tabla 5.1, Figura 5.5). Esta isoforma presentd una muy baja actividad reversa en
ensayos realizados con la enzima recombinante purificada (Figura 5.7). Sin embargo,
guedd demostrado que esta reaccidn es factible y que los ensayos in vitro pueden no
reflejar lo que ocurre en un contexto celular, remarcando la importancia de llevar a
cabo estudios in vivo. La regulacién positiva de la actividad enzimatica en el sentido
reverso de EM-NADP2Del2 por metabolitos como fumarato y succinato (Figura 5.7)
podria ser una de las causas de la complementacion observada en las células de
levadura.

Las isoformas NAD-dependientes no fueron capaces de complementar el
fenotipo de las cepas Pyc (Figura 5.4), en concordancia con su incapacidad de catalizar
la carboxilacion de piruvato in vitro. En ensayos previos se ha verificado que estas
enzimas no presentan actividad reversa, incluso ante el agregado de activadores de
dicha reaccién (Tronconiy col., 2010a).

Cabe destacar que las cepas Pyc™ sobreexpresando la enzima SfcA de E. coli en
idénticas condiciones a las utilizadas en este trabajo no mostraron crecimiento (Zelle
y col., 2011). Esto revela la existencia de diferencias en propiedades intrinsecas entre
dicha enzima y las EM-NADP de Arabidopsis que hace a estas Ultimas mas adecuadas
para satisfacer un rol anaplerédtico. La caracterizacién de SfcA obtenida de manera
recombinante indicd que esta enzima es capaz de catalizar la reaccidn de carboxilacién
de piruvato in vitro, aunque la catdlisis de la reaccion directa (descarboxilacion de
malato) fue 28 veces mas rapida (Bologna y col., 2007).

A pesar de que las tasas de crecimiento obtenidas resultaron bajas, las cepas de

S. cerevisiae expresando EM-NADP de Arabidopsis generadas tienen potencial para ser
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utilizadas en la produccion biotecnoldgica de acidos dicarboxilicos C4 a partir de
glucosa. En relacion a esto, la EM presenta una ventaja como enzima anaplerdtica con
respecto a la Pyc: no requiere ATP para la carboxilacién. Esto elimina la necesidad de
respirar parte de la glucosa para cubrir los requerimientos energéticos de la célula.
Seria necesario aumentar el flujo anaplerdtico a través de EM en estas cepas para
reducir la produccidon de etanol. Una estrategia para lograrlo, ademas de realizar un
empuje termodindmico aumentando la disponibilidad de sustratos, seria la obtencion y
utilizacién de enzimas con capacidad catalitica mejorada en el sentido reverso.

En plantas, EM-NADP podria estar involucrada no sélo en la descarboxilacion de
malato, sino también en su sintesis en tejidos o situaciones metabdlicas particulares.
Se ha propuesto que los niveles de fumarato y el pH citosélico podrian dirigir el flujo
metabdlico a través de EM-NADP2, llevando a la sintesis o consumo de acidos C4 de
acuerdo al contexto fisiolégico (Arias y col.,, 2013). Asimismo, fue posible medir
actividad de carboxilacion de piruvato en extractos de hoja de A. thaliana salvaje. Los
niveles de dicha actividad se vieron significativamente aumentados en plantas
sobreexpresantes y disminuidos en mutantes de EM-NADP2 (Figura 5.8). Al igual que lo
gue ocurre para la actividad directa, se pudo determinar que esta isoforma es la que
mas contribuye a la actividad EM-NADP reversa total medida en hojas de Arabidopsis.

La reversibilidad de la reaccién de EM-NADP podria permitir la participacién de
esta enzima en el transporte de equivalentes de reduccion entre distintos
compartimientos celulares, junto a la accién de otras enzimas como MDH
(Hebbelmann y col.,, 2012). Adicionalmente, la actividad carboxilasa de EM-NADP
podria contribuir a la sintesis de acidos organicos Cs4, que se acumulan en grandes
cantidades en las plantas y que, como fue descripto en la Introduccién, estan
involucrados en procesos esenciales como la respiracion, biosintesis de proteinas y
lipidos, transporte de carbono y energia hacia tejidos sumidero, entre otros. Estas
enzimas podrian ademads participar en la reasimilacion del CO; producido durante la
fotorrespiracién en plantas Cs, incrementando la eficiencia del proceso fotosintético. El
estudio de mecanismos de concentracion de carbono que aumenten la disponibilidad
de CO; en las inmediaciones de la RuBisCO constituye un area de particular interés por
su impacto en la productividad de los cultivos y por lo tanto, en la produccién de

alimentos y energia (Bar-Even y col., 2010).
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Finalmente, este trabajo constituye un punto de partida para continuar con el
estudio de esta actividad en las células vegetales, sus implicancias fisiolégicas y su

importancia en la produccion de biomasa.
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6 Conclusiones

Las conclusiones principales de este trabajo de Tesis son las siguientes:

1.

La modificacion de los niveles de la isoforma EM-NADP2 de A. thaliana
tuvo un impacto significativo sobre diversos procesos celulares,
demostrando la influencia de la actividad de enzima malica sobre los
niveles de compuestos C4 y redox, y su relevancia en el metabolismo y

homeostasis vegetal.

El andlisis de plantas mutantes en la isoforma EM-NADP1 reveld Ia
participaciéon de esta enzima en la respuesta a estrés por aluminio,
pudiendo estar involucrada en los procesos de sefializacién y/o en el
control del metabolismo del malato, ambas posibilidades vinculadas a su

particular localizacién en raices.

Se demostré que las enzimas malicas NADP-dependientes de localizacién
citosdlica son capaces de catalizar la reaccidon de carboxilacién de malato
en un contexto celular, siendo la isoforma EM-NADP2 la que mas

contribuye a esta actividad en hojas de A. thaliana.
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