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Resumen

RESUMEN

Los flavonoides son metabolitos secundarios con diversas funciones biolégicas,
distribuidos de forma ubicua en el reino vegetal. Formas primitivas de estos compuestos
posiblemente acompafaron la adaptacion de las plantas a la superficie de la Tierra. En
particular, un subgrupo de estos metabolitos, los flavonoles, participan en la regulacion
del transporte de auxinas y son esenciales para la macho esterilidad en algunas
especies vegetales. En este trabajo de Tesis, la utilizacion de plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana con mayores niveles de flavonoles, permiti6 demostrar mediante
experimentos de acumulacion de dafio en el ADN, actividad fotosintética, dafio a las
membranas e inhibicion de la elongacién de la raiz primaria luego de un tratamiento con
UV-B, que estos metabolitos cumplen roles protectores en las plantas frente a un tipo
de estrés abidtico como la radiacibn UV-B; ejercido como efectivos filtros UV-B y/o
debido a sus propiedades antioxidantes. Otro subgrupo de flavonoides se encuentra
constituido por las flavonas producidas a partir de las flavanonas. En este trabajo de
Tesis, mediante la expresion recombinante en sistemas heter6logos y andlisis de LC-
MS, se logré caracterizar por primera vez en maiz, dos enzimas con capacidad de
sintetizar flavonas; una de ellas caracterizada como una flavanona 2-hidroxilasa
(ZmF2H1) y la otra, como una enzima flavona sintasa | (ZmFNSI-1). Ademas, fue
posible también demostrar que una especie Brasicacea como Arabidopsis contiene en
su genoma un gen codificante a una enzima FNSI (AtFNSI-1) con capacidad de
producir flavonas con un rol no identificado hasta el momento frente al ataque del
patbgeno oomicete Hyaloperonospora parasitica, un hecho nunca antes visto en esta

especie vegetal.
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ABREVIATURAS

Abs Absorbancia

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNasa | Desoxirribonucleasa |

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario

ADN-T Segmento de ADN del plasmido Ti de Agrobacterium tumefaciens
ANS Antocianidina sintasa

APS Amonio persulfato

ARN Acido ribonucleico

ARNasa Ribonucleasa

ARNi ARN interferencia

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ATP Adenosin trifosfato

BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato

BER Reparacion por escision de bases (del inglés, Base Excision Repair)
BMS (del inglés, Black Mexican Sweet)

BSA Albumina sérica bovina (del Inglés, Bovine Serum Albumin)
C4’H Cinamato 4’ hidroxilasa

CAD Cinamil alcohol deshidrogenasa

CCR2 Cinamoil CoA reductasa 2

CHI Chalcona isomerasa

ChIP Inmunoprecipitacion de la cromatina

Chl Clorofila

CHS Chalcona sintasa

4CL 4-coumaroil CoA ligasa

Col 0 Columbia 0

CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro

DEPC Dietilpirocarbonato

DFR Dihidroflavonol 4-reductasa

dNTPs Desoxirribonucleétidos

DO Densidad Optica

DPCs Dimeros de pirimidina por formacion de un anillo de ciclobutano
DPCs Dimeros de pirimidinas por formacién de anillo de ciclobutano
DRM6 Downy mildew resistant 6

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EROs Especies reactivas del oxigeno

F m Fluorescencia maxima en hojas adaptadas a la luz.

Fo Fluorescencia minima en hojas adaptadas a oscuridad.

F2H1 Flavanona 2 hidroxilasa 1

F3’H Flavanona 3’ hidroxilasa

Abreviaturas
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F3H Flavanona 3-hidroxilasa

FLS Flavonol sintasa

F., Fluorescencia maxima en hojas adaptadas a oscuridad.
FNS Flavona sintasa

F. Fluorescencia minima en hojas adaptadas a luz.

Gal Galactosa

Glu Glucosa

gPF Gramo de peso fresco

GST Glutatién S-transferasa

HCT Hidroxicinamoil-CoA shikimato/quinato hidroxicinamoil transferasa
IFS Isoflavoina sintasa

IPTG Isopropil B-D tiogalactopirandsido

K Kaemferol

LB Medio de cultivo Luria-Bertani

LDOX Dioxigenasa de leucoantocianidina

Ler Landsberg erecta

M Mirecetina

MATE (del inglés, Multidrug and toxic extrusion compound)
MS Medio de cultivo Murashige and Skoog

NBT Azul de nitrotetrazolio

NER Reparacion por escision de nucleétidos

20DD Dioxigenasa

PAL Fenilalanina amonioliasa

PBS Buffer fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain

Reaction)

PEG Polietilenglicol

PMSF Fenil metil sulfonil floururo

PR foto-reactivacion

Q Quercetina

SCD (del inglés, Synthetic Complete Dextrose)
SDS Dodecil sulfato de sodio

TBA Acido tiobarbittrico

TBARS Sustancias reactivas al TBA
TBE Buffer Tris borato EDTA

TBS Buffer Tris salino

TCA Acido tricloroacético

TE Buffer Tris EDTA

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina
UA Unidades de absorbancia

UGT UDP-glicosil transferasa

UV Ultravioleta

YNB (del inglés, Yeast Nitrogen Base)

Abreviaturas



Anglicismos

ANGLICISMOS

Buffer: solucion reguladora, amortiguadora o tampon, que permite controlar la
concentracion libre de un determinado componente a pesar de un cambio en su

concentracion total (por ejemplo pH).

Dot blot: técnica que emplea la hibridizacibn de ADN gendmico desnaturalizado con
hidréxido de sodio a una membrana apropiada, para un posterior revelado con
anticuerpos especificos, los cuales detectan lesiones en el ADN.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia.

LC-MS: cromatografia liquida asociada a espectrometria de masa.

Pellet: precipitado.

SDS-PAGE: se refiere a la electroforesis en geles de policrilamida realizada en

presencia del desnaturalizante dodecil sulfato de sodio.

Western blot: técnica que emplea la transferencia de proteinas separadas
electroforéticamente a una membrana apropiada para un posterior revelado con

anticuerpos especificos.
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CAPITULO 1
1 Introduccién

A lo largo de la evolucion, las plantas han desarrollado la capacidad de producir
una gran cantidad de metabolitos fendlicos secundarios, los cuales no son requeridos
en los procesos primarios de crecimiento y desarrollo, pero son de vital importancia
para su interacciéon con el medio ambiente, para su estrategia reproductiva y sus

mecanismos de defensa (Cheynier y col., 2013).

1.1 Caracteristicas generales de los flavonoides

Los flavonoides representan un grupo muy extenso de metabolitos secundarios
del tipo fendlico, con mas de 10000 compuestos diferentes identificados y una
distribucion muy ubicua entre las plantas (Ferrer y col.,, 2008). Los mismos estan
compuestos estructuralmente por dos anillos aroméaticos (anillo A y B) unidos por un
heterociclo (anillo C) formando un esqueleto lineal C6-C3-C6 (Figura 1.1 A). Este
esqueleto basico puede sufrir variadas sustituciones con importantes efectos en su
funcion, solubilidad, movilidad, y degradaciéon. Estas modificaciones varian segun la
especie pero consisten en general de hidroxilaciones, glicosilaciones, acilaciones,
malonilaciones, prenilaciones y/o polimerizaciones (Winkel-Shirley, 2001).

Asi, dependiendo de la organizacion y modificacion de los tres anillos (A, B 'y C)
podemos clasificar a los flavonoides en distintos subgrupos: chalconas, flavonas,
flavonoles, flavandioles (o leucoantocianidinas), antocianinas y proantocianidinas (o
taninos condensados, la forma polimerizada de los flavan-3-oles). Ademas, podemos
considerar otros grupos encontrados so6lo en algunas especies, tales como las auronas
(Winkel-Shirley, 2001; 2006), los flobafenos, (la forma polimerizada de los flavan-4-oles;
en maiz y ciertas gramineas) (Mol y col., 1998; Grotewold, 2006) y las isoflavonas (en
legumbres y un pequefio numero de especies no leguminosas) consistiendo estas
tltimas, en modificaciones en el anillo B del esqueleto carbonado, el cual se condensa
al atomo de carbono C-3 y no al C-2 a diferencia del resto de los flavonoides arriba

mencionados (Figura 1.1 B).
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(A)

(B)

Chalcona Flavona Flavonol Flavandiol

Proantocianidina

Aurona
(0]
-~
0]

Isoflavona

Figura 1.1 Estructura quimica general de los flavonoides. (A) Los flavonoides tienen
una estructura de tres anillos (A, B, y C). Los anillos A y B corresponden a anillos de
benceno, mientras que el anillo C se corresponde con un pirano. (B) Estructura de los
distintos grupos de flavonoides.

1.2 Sintesis, acumulacion y roles biolégicos de los flavonoides

La sintesis de flavonoides comienza en complejos enzimaticos situados en la
cara citosolica del reticulo endoplasmatico (Jorgensen y col., 2005). Algunas de las
enzimas se localizan en el tonoplasto, donde ocurren los ultimos pasos de glicosilacion
de los flavonoides intermediarios. Finalmente, los mismos se almacenan en vacuolas
(por ejemplo, antocianinas y proantocianidinas) y/o pared celular (por ejemplo,
flobafenos) (Aoki y col., 2000; Winkel, 2004); aunque también fueron localizados en el
ndcleo, la membrana celular y el citoplasma (Hutzler y col., 1998; Erlejman y col., 2004

Saslowsky y col., 2005; Naoumkina y Dixon, 2008). Por otra parte, la acumulacion de
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los flavonoides es a menudo especifica para ciertos tipos celulares. Por ejemplo, a lo
largo de la longitud de la raiz, los mismos se acumulan en la punta y en las células de la
cofia (Mathesius y col., 1998a; Mathesius, 2001).

Los flavonoides pueden también ser transportados dentro y a través de las
distintas células y tejidos. Dentro de la célula, los flavonoides se transportan a través de
vesiculas o por familias de transportadores de union a membrana del tipo ABC (del
inglés ATP binding cassette, ya que poseen una region de unién a ATP), o MATE (del
inglés Multidrug and toxic extrusion compound, debido a que proteinas de esta familia
participan en la extrusion de compuestos multidroga y toxicos) (Zhao y Dixon, 2009). El
transporte de los flavonoides hacia la vacuola puede estar mediado por la conjugacion
de los mismos con glutatién en el citoplasma, seguido por el transporte impulsado por
ATP a través de bombas con actividad glutation S-transferasa (Marrs y col., 1995;
Mueller y col., 2000; Goodman y col., 2004). El uso de inhibidores de los distintos
transportadores de tipo ABC permiti6 demostrar que el glutation probablemente esté
actuando como un vehiculo transportador para los flavonoides.

Los distintos flavonoides cumplen roles vitales en la integridad estructural de las
plantas, la fotoproteccion UV, la reproduccion y la regulacion interna de la fisiologia
celular vegetal y de sefializaciéon (Mandal y col., 2010). Las funciones bioldgicas de los
mismos estan vinculadas a su potencial citotoxicidad y su capacidad para interactuar
con las enzimas a través de la formacién de complejos (Williams y col., 2004). En la
actualidad resulta muy interesante entender las funciones biol6gicas y modos de
actividad de los distintos flavonoides dado que, estas moléculas presentan numerosos
beneficios en los seres humanos al ser parte integral de nuestra dieta, asociados al

consumo de frutas y verduras tanto como, de vino y chocolate.

1.3 Rutas de biosintesis de los flavonoides

Los flavonoides se sintetizan a través de la ruta de los fenilpropanoides,
comenzando con la deaminacion de un aminoacido aromatico, la fenilalanina, por
accion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL), constituyendo este paso el punto
de ramificacién entre el metabolismo primario y el metabolismo secundario (Hahlbrock y

Scheel, 1989; Lewis y Yamamoto, 1990; Dixon y col., 1992; Herrmann, 1995; Harborne,
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2000). A continuacién, dos enzimas sucesivas catalizan la formacion de la molécula
precursora de casi todos los fenilpropanoides conocidos, el p-coumaroil-CoA. Esta
molécula, luego de la condensacién con tres moléculas de malonil-CoA, da origen a las
chalconas, a partir de las cuales derivan todos los flavonoides (Figura 1.2). La enzima
que cataliza esta reaccién de condensacion se conoce como chalcona sintasa (CHS) y
pertenece a la familia de sintasas policétidas de plantas, que junto a enzimas del tipo
isomerasas, reductasas, hidroxilasas, dioxigenasas dependientes de Fe?'/2-
oxoglutarato, y varias transferasas, modifican la estructura basica de los flavonoides. La
via continla con la condensacion de las chalconas a flavanonas por accién de la
enzima flavanona chalcona isomerasa (CHI). Cabe sefialar que en algunas especies
vegetales, las chalconas pueden también ser directamente convertidas a auronas.

Asi, la generacién de la flavanona naringenina, puede ser hidroxilada para formar
los dihidroflavonoles por intermedio de la flavanona 3-hidroxilasa (F3H), los cuales
pueden ser, por un lado reducidos a flavandioles iniciando la sintesis de antocianinas
y/o proantocianidinas, a través de las enzimas dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) y
dioxigenasa de leucoantocianidina, respectivamente (LDOX, conocida también como
antocianidina sintasa, ANS) (Davies y col., 2003; Turnbull y col., 2004; Wellmann y col.,
2006) o por otro lado pueden ser oxidados a flavonoles por accién de la enzima flavonol
sintasa (FLS) (Chuay col., 2008; Owens y col., 2008).

Alternativamente, la naringenina puede ser desaturada para generar flavonas por
accion directa de las enzimas flavona sintasa | o Il (FNSV/II) (Martens y col., 2001,
Gebhardt y col., 2005; 2007); o alternativamente, dar las isoflavonas, por accion de la
isoflavona sintasa (IFS) (Yu y Mcgonigle, 2005; Miadokova, 2009; Du y col., 2010;
Wang, 2011) y los flavan 4-oles, la forma polimerizada de los flobafenos, por accion de
la DFR. En la Figura 1.2 se muestra también la produccion de las auronas a partir de
las chalconas.

Finalmente, los distintos flavonoides pueden sufrir agregados de azucares (C- u
O- glicosilaciones), grupos metilos y/o fracciones acilo, estas modificaciones varian
segun la especie, por lo que distintas especies vegetales son capaces de sintetizar

diferentes flavonoides.
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Fenilalanina

-

4-coumaroil CoA + malonil CoA

CHS
trihidroxi chalcona 4+—— Chalcona
l \. / CHI
Fs l Al Narir;;]enina —FDFR Flavan 4-oles — —  Flobafenos

OH m
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Isoflavona Flavonas

OH
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Dihidroflavonoles »  Flavonoles

l DFR

Flavandioles — Flavan 3-oles
l LDOX J’

3-OH-antocianidinas S
1 Proantocianidinas

l
l

Antocianinas

Figura 1.2 Principales rutas de biosintesis de los flavonoides. En negrita se
destacan algunas de las enzimas de la via, abreviadas de la siguiente manera: CHS,
chalcona sintasa; CHI chalcona isomerasa; DFR, dihidroflavonol reductasa; FNSI/II,
flavona sintasa I/ll; IFS, isoflavona sintasa; FLS, flavonol sintasa; F3H flavanona 3
hidroxilasa; LDOX, dioxigenasa de leucoantocianidina. En los recuadros color gris, se
destacan las principales clases de compuestos discutidos en el texto. En el recuadro
naranja se destaca la flavanona naringenina, mostrando su estructura correspondiente
debajo del mismo (Adaptado de Hassan y Mathesius, 2012).
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1.4 Regulacién de la biosintesis de flavonoides

Los genes de la biosintesis de flavonoides se encuentran regulados por la
interaccion de diferentes familias de factores de transcripcion. Los factores de
transcripcion son proteinas regulatorias con capacidad de modular la expresion de
determinados grupos de genes a través de la unidn a secuencias especificas en el ADN
y a la interaccidn proteina-proteina con la maquinaria general de transcripcion; las
proteinas remodeladoras de la cromatina y/o con otros factores de transcripcién. Los
mismos se clasifican en familias principalmente en base a su dominio conservado de
unién al ADN y pueden actuar como activadores o represores de la expresion génica,
mediando tanto un aumento como una disminucion en los niveles de transcripto de sus
respectivos genes blanco.

La mayor parte de nuestro conocimiento sobre la regulacién transcripcional de la
via de biosintesis de flavonoides proviene del estudio de la sintesis de antocianinas en
maiz (Zea mays) dado que, mutaciones en genes que participan en dicha biosintesis,
provocan variaciones en la pigmentacion de la planta. De esta manera, mediante el uso
de plantas mutantes por la insercibn de transposones, muchos de los genes que
participan en esta via, incluyendo ademas a las proteinas reguladoras de la misma; han
sido aislados y caracterizados (Mol y col., 1998). La regulacion de la via de los
flavonoides ha sido también estudiada en otras especies vegetales, entre ellas familias
de plantas dicotiledéneas como Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), petunia (Petunia
hybrida) y boca de dragdén (Antirrhinum majus) pudiéndose observar que los genes
implicados en la ruta de antocianinas se encuentran regulados de manera general, por
la interaccion de 3 familias de factores de transcripcion: (I) factores de transcripcion
pertenecientes a familias del tipo hélice-vuelta-hélice (bHLH, del inglés basic-helix-loop-
helix) (Heim y col., 2003; Jones, 2004; Hichri y col., 2011); (ll) proteinas con dominio
mieloblastoma (R2R3-MYB), las cuales en su mayoria contienen dos repeticiones R con
tres repeticiones imperfectas, cada una con 53 aminoacidos organizados en una
estructura hélice-giro-hélice (del inglés, helix-turn-helix) (Stracke y col., 2001; Hichri y
col.,, 2011; Czemmel y col., 2012) y, (lll) proteinas WD40, que poseen cuatro o0 mas
copias de repeticiones WD (triptofano-aspartato), un motivo de secuencia que codifica

una repeticion estructural con una longitud aproximada de 31 aminoéacidos (DeVetten y
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col., 1997; Stracke y col., 2001; Heim y col., 2003; Jones, 2004; Hichri y col., 2011,
Czemmel y col., 2012). De esta manera, la expresion combinada de los factores de
transcripcion R2R3-MYB, bHLH, WD40 y sus interacciones en complejos ternarios,
determinan la activacion, y expresion espacial y temporal de los genes estructurales de
la biosintesis de todos los flavonoides (DeVetten y col., 1997; Stracke y col., 2001;
Heim y col., 2003; Jones, 2004; Quattrocchio y col., 2006; Hichri y col., 2011; Czemmel
y col., 2012).

1.5 Regulacién de la biosintesis de flavonoides en maiz

En maiz, se han caracterizado al menos dos vias de biosintesis de flavonoides,
reguladas de manera positiva e independiente. Una via genera 3-hidroxiflavonoides,
incluyendo antocianinas y es regulada por las proteinas con dominio R2ZR3-MYB: C1
(del inglés, Colorlessl) o PL1 (del inglés, Purple plantl), las cuales interactian
fisicamente con las proteinas con dominio bHLH, R (del inglés, Redl) o B (del inglés,
Boosterl) respectivamente; cada miembro con un patron de expresién especifico del
tejido y del estadio de desarrollo (Mol y col., 1998; Grotewold y col., 2000; Irani y col.,
2003; Hernandez y col., 2004). Asi, la introduccion de los genes C1 y R en células BMS
(del inglés, Black Mexican Sweet) de maiz y otras plantas, es suficiente para inducir la
pigmentacién causada por la acumulacién de antocianinas (Grotewold y col., 1998). La
segunda via produce C-glicosil flavonas, 3-deoxiflavonoides y flobafenos, y requiere de
un grupo diferente de proteinas con domino R2R3-MYB, P1 (del inglés, Pericarpl) o su
homélogo P2 (del inglés, Pericarp2) (Grotewold y col., 1994; 2006), mostrando un
patron de expresion especifico del tejido, las cuales actian independientemente de las
proteinas R/B y C1/PL1. No obstante, la expresion de algunos genes comunes en la via
es regulada por ambos grupos de factores de transcripcion. Un ejemplo lo constituye la
activacion tanto por P1 como por C1/R, de las enzimas de la sintesis de flavonoles
ZmFLS1y ZmFLS2 (Falcone Ferreyra y col., 2010 y 2012).
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CAPITULO 2
2. Materiales y Métodos

2.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivos utilizados en este trabajo de Tesis se detallan en la
siguiente tabla:

Tabla |I. Medios de cultivos utilizados

Medios de Cultivo

Medio Luria-Bertani o LB Medio LB-agar
-0,5% (p/v) extracto de levaduras Medio LB con 1,5% (p/v) agar-
-1% (p/v) peptona agar.

-0,5% (p/v) NaCl

Medio YPD Medio YPD-agar
-1% (p/v) extracto de levaduras Medio YPD con 2% (p/v) agar-
-2% (p/v) peptona agar.

-2% (p/v) glucosa

Medio SCD-UW Medio SCD-UW-agar
-0,17% (p/v) YNB (Yeast Nitrogen Base), sin | Medio SCD-UW con 2% (p/v) agar-
aminoacidos ni amonio. agar

-0,5% (p/v) sulfato de amonio

-2% (p/v) glucosa

-0,1% (p/v) Drop-out (Medio completo
conteniendo todos los aminoacidos y bases
excepto los que se usan para seleccion, en
este caso uracilo y triptéfano)
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Medio de Cultivo

Medio SCgal-UW

-0,17% (p/v) YNB (Yeast Nitrogen Base), sin
aminoé&cidos ni amonio.

-0,5% (p/v) sulfato de amonio

-2% (p/v) galactosa

-0,1% (p/v) Drop-out (Medio completo
conteniendo todos los aminoacidos y bases
excepto los que se usan para seleccion, en
este caso uracilo y triptéfano)

Medio SCgal-L-Agar
Medio SCgal-UW con 2% (p/v)
agar-agar

2.2 Cepas y plasmidos

Las cepas bacterianas, las cepas de levaduras y los plasmidos utilizados en este

trabajo de Tesis se detallan en las siguientes tablas:

Tabla Il. Cepas bacterianas utilizadas

Cepa Bacteriana Fenotipo

E. coli K12 DH5a

recA endA thi hsdR supE relA deoR
lac [®#80, lacZAM15]

E. coli BL21 (DE3) pLys ompT hsdSB (rB-, mB-) gall dcm [ADE3]

F ompT hsdSg (rg" mg") gal dcm (DE3)
E. coli Rosetta2 (DE3) PRARE (cm"), [argU, argW, glyT, lleX,
leuW, metT, proL, thrT, thrU, tyrU]

A. tumefasciens GV3101 Resistente a rifampicina

Tabla lll. Cepa de levadura utilizada
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Cepa de levadura

Fenotipo

S. cerevisiae WATT11

Esta cepa fue generada por integracion de la
NADPH-citocromo P450 reductasa de A. thaliana
bajo el promotor Gall0. Ura+, Trp-
(proporcionada por el Dr. P. Urban)

Tabla IV. Plasmidos utilizados

Plasmido

Caracteristicas

pGEM-T Easy’

bla®, 3018 pb, ori fl, lacZ(SMC), linealizado con
EcoRl y con timidinas agregadas en los extremos 3'

PGEMT-ZmF2H1°

bla®, pGEM-T Easy:region codificante de ZmF2H1
de Z. mays, flanqueada por sitios BamHI y EcoRI (5'
y 3' respectivamente) con coddn de terminacion

pGEMT-ZmCYP93G6>

bla®, pGEM-T Easy:region codificante de CYP93G6
de Z. mays, flanqueada por sitios BamHI y EcoRl
(5'y 3' respectivamente) con codon de terminacion

PGEMT-ZmCYP93G7°

bla®, pGEM-T Easy:region codificante de CYP93G7
de Z. mays, flanqueada por sitios BamHI y EcoRI
(5'y 3' respectivamente) con codén de terminacién

pGEMT-AtDMR6>

bla®, pGEM-T Easy:region codificante de DMR6 de
A. thaliana, flanqueada por sitios Ndel y EcoRI (5'y
3' respectivamente) con codon de terminacion

pPENTR-ZmFNSI-17

kan®, 2580 pb. pENTR-D-Topo:regién codificante de
ZmFNSI-1 de Z. mays, flanqueada por sitios attL1 y
attL2 con coddn de terminacion

10



Capitulo 2. Materiales y Métodos

pGZ25

bla®, 5741 pb. Vector dual que contiene un origen de
replicacion para E. coli (ori pPBR322) y un origen
para replicacién en S. cerevisiae (ori 2|). Utiliza
TRP2 como marcador de seleccion revirtiendo
auxotrofia de triptofano en levaduras. Deriva del
pYEpLacl12, en el cual en el sitio Hindlll se insertd
el promotor fuerte y constitutivo del gen
gliceraldehido-3P deshidrogenasa (GDP) de S.
cerevisiae (proporcionado por el Dr. E. Grotewold,
The Ohio State University, Colombus, Ohio, USA)

pGZ25-ZmF2H13

bla+, pGZ25:region codificante de ZmF2H1 de Z.
mays, clonada en los sitios BamHI-EcoRI del sitio
de mdltiple clonado

pGZ25-ZmCYP93G63

bla+, pGZ25:regién codificante de ZmCYP93G6 de
Z. mays, clonada en los sitios BamHI-EcoRI del sitio
de mdltiple clonado

pGZ25-ZmCYP93G73

bla+, pGZ25:regién codificante de ZmCYP93G7 de
Z. mays, clonada en los sitios BamHI-EcoRI del sitio
de multiple clonado

pET28a4

kan+, 5369 pb, ori f1, lacl, SMC, ori ColE1, vector
de expresién de proteinas recombinantes bajo el
control del promotor y de las sefiales de inicio de la
traduccion del bacteriéfago T7, fusion a histidinas
para permitir su facil purificacién

pET28-AtDMR63

Kan+, pET28:region codificante de DMR6 de A.
thaliana,, clonada en los sitios Ndel-EcoRI del sitio
de multiple clonado

PET28-ZmFNSI-13

Kan+, pET28:region codificante de FNSI-1 de Z.
mays, clonada en los sitios BamHI-EcoRI del sitio
de multiple clonado

'Promega 2Disponibles en el laboratorio construidos en este trabajo de tesis *“Novagen

bla™: resistencia a ampicilina kan™: resistencia a kanamicina

2.3 Plantas de maiz y Arabidopsis thaliana mutantes y transgénicas
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Las distintas lineas de maiz y Arabidopsis utilizadas en este trabajo de Tesis se

detallan en la siguiente tabla:

Tabla V Plantas de maiz y Arabidopsis utilizadas

Linea de maiz Ecotipo

Descripcion

Salvaje B73

w23 BLPL W23

Linea isogénica que contiene
los alelos regulatorios B1 y
PL1, sintetiza flavonoides y
antocianinas

W23 b Pt W23

Llinea deficiente en
flavonoides y antocianinas

P1-rr°H AB19

Expresa el regulador de la
sintesis de flavonoides P1.
(tejidos proporcionados por la
Lic. Maria Isabel Casas (The
Ohio State University,
Colombus, Ohio, USA),
provenientes de plantas
crecidas a campo durante el
verano)

P1-ww" % A619

No expresa el regulador de la
sintesis de flavonoides P1.

(tejidos proporcionados por la
Lic. Maria Isabel Casas (The
Ohio State University, Estados
Unidos), provenientes de
plantas crecidas a campo
durante el verano)
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Linea de Arabidopsis |Ecotipo Descripcion
Salvaje Columbia 0

(Col 0)
Salvaje Landsberg erecta

(Ler)

p35S:ZmFLS1

Col 0

Expresa la region codificante de
FLS1 de maiz bajo el control del
promotor 35S

p35S:ZMFLS1-GFP

Col 0

Expresa la region codificante de
FLS1 de maiz con fusion
traduccional a GFP bajo el
control del promotor 35S

p35S:ZmFNSI-1

Col 0

Expresa la region codificante de
FNSI-1 de maiz bajo el control
de promotor 35S

dmr6-1

Ler

Plantas de A. thaliana mutantes
nulas en DMR6. Poseen una
mutacion puntual simple en el
segundo exén que cambia el
codén TGG (W, aminoacido
141) por el codon de
terminacion TGA. Se genera
una proteina no funcional.
Proporcionadas por el Dr. Guido
Van den Ackerveken (Utrecht,
Paises Bajos)

p35S:ZMFNS|-1%™

Ler

Plantas mutantes nulas de A.
thaliana en DMR6 (dmr6-1) que
expresan la region codificante
de FNSI-1 de maiz bajo el
control del promotor 35S
(Complementadas)
(proporcionadas por el Dr.
Guido Van den Ackerveken,
Utrecht, Paises Bajos)
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2.4 Oligonucleétidos utilizados

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo de Tesis se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla VI. Oligonucleétidos utilizados

Oligonucleétido

Secuencia

LP-AtCPK3-RT

5’CGCTGAGAACCTTTCTGAAGT

RP-AtCPK3-RT

5’'CCATCTCCATCCATATCAGC3’

LP-AtCBP20-RT

5 CCGGCCTATTCGTGTGGATTTTGA3’

RP-AtCBP20-RT

SCATAATTCGTTGGCGCAGCTTGAG3’

LP-AtUVR2-RT

5GACCCGAGTGGATATGTTGGYZ

RP-AtUVR2-RT

5 GAGCTGTTCTTCAGCTTTCC3’

LP-AtUVR3-RT

5 TTCAACCGCATCTACTCTCCZ

RP-AtUVR3-RT

STCTTCCTCTTGCACTCCTTG3’

LP-ZmTRXlike-RT

5’ GGACCAGAAGATTGCAGAAGZ

RP-ZmTRXlike-RT

5’ACGGATGTCCCATGAAGAZ

LP-ZmActina-RT

S’CTTCGAATGCCCAGCAATZ

LP-ZmActina-RT

5’CGGAGAATAGCATGAGGAAG3’

LP-ZmFLS1-RT

5GACGGTGAACAAGGAGAAGACT’

RP-ZmFLS1-RT

5ATCTTGCAGTGCTGGTAGTCC3'

LP-ZmF2H1-RT

5CGGTCCATCCAAATTCAG3’

RP-ZmF2H1-RT

5’ACCAACATCGAACGGGTAYZ
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Oligonucleétido

Secuencia

LP-ZmCYP93G6-RT

5GTAGCGGCACTCGTGCAGTGC3’

RP-ZmCYP93G6-RT

5’'CAGGACACGTGGAAGACACGCY

LP-ZmCYP93G7-RT

5’'CAAGATCGACATGTCGGAGTC3’

RP-ZmCYP93G7-RT

5’GCATGGTATCCACATTCTTCGZ

LP-ZmENSI-1-RT

5’CCCATGGTCTCCTTGAAATCS

RP-ZmFENSI-1-RT

5’AGGAGAAGGCCAAGCTCTACTZ

LP-prom35S

5’CTATCCTTCGCAAGACCCTTCY

RP-ZmFLSexonl

5’CTCGATCTGATCGCCGATATGGAZ

RP-GFP

5CTGCAGTCAAGCTTTGTATAGTTCATCZ’

LP-AtDMR6-Ndel

5’ACAGCATATGGCGGCAAAGCTGATATCCACCGGT3’

RP-AtDMR6-BamHI

STGTCAGGATCCTTAGTTGTTTAGAAAATTCTCGAGGCY

LP-ZmF2H1-BamHI

5’CACTAGGATCCATGGAAGCTGATGCTGCT3’

RP-ZmF2H1-EcoRl

5'CGACGGAATTCCTACGTAGCCGCTCTTGCS

LP-ZmFNSI-1-Ndel

5’AGGAGAAGGCCAAGCTCTACTY

RP-ZmFNSI-1-EcoRl

5’AGGAGAAGGCCAAGCTCTACTY

LP-ZmCYP93G6-BamHiI

5CACTAGGATCCATGCACATCCGCCTTGGCS

RP-ZmCYP93G6-EcoRI

5CGACGGAATTCCTATACGACGGGCGGGAAZ’

LP-ZmCYP93G7-BamHI

5CACTAGGATCCATGGAAGAGCAGCAGCCCY

RP-ZmCYP93G7-EcoRI

5CGACGGAATTCCTAGACGACGGCCGGGAAT

2.5 Material vegetal. Condiciones de crecimiento y lineas utilizadas
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2.5.1 Zea mays

Se emplearon las semillas de maiz descriptas en la Tabla V. Las mismas se
germinaron en placas de Petri entre hojas de papel de filtro durante dos dias a 30°C.
Posteriormente se transfirieron a tierra y se crecieron en invernadero bajo luz blanca,
en condiciones de fotoperiodo, humedad y temperatura controladas (100 pE.m?2.s™,
fotoperiodo 14 h luz y 10 h oscuridad, 25°C).

2.5.2 Arabidopsis thaliana

Se emplearon las semillas de Arabidopsis descriptas en la Tabla V. Las mismas
se sembraron en vasos plasticos o bandejas plasticas conteniendo tierra humedecida y
esterilizada previamente. Posteriormente se cubrieron con un film e incubaron de 48 a
72 h en oscuridad, a 4°C (estratificacion). A continuacion se trasladaron a camara de
cultivo y se crecieron bajo luz blanca, en condiciones de fotoperiodo, humedad y
temperatura controladas (100 uE.m™?.s™, fotoperiodo 16 h luz y 8 h oscuridad, 23°C).
Alternativamente, para los crecimientos en medio soélido, las semillas de Arabidopsis
fueron esterilizadas previamente y sembradas en las placas conteniendo medio MS
(del inglés, Murashige and Skoog) suplementado con 1,5% (p/v) de sacarosa y 0,8 %
(p/v) de agar. Por otra parte, para los analisis de complementacion en plantas de
Arabidospis (seccién 4.3.2.7) se adicion6 ademas una concentracion 200 uM del
flavonoide naringenina. Las placas se incubaron en oscuridad de 48 a 72 h a 4°C y

finalmente fueron también trasladadas a la misma camara de cultivo.

2.6 Tratamientos con radiacion UV-B

2.6.1 Tratamientos de plantas de Arabidopsis para los andlisis de expresion

génica, ensayos bioquimicos y dafio al ADN

Los tratamientos de las plantas de Arabidopsis con radiacion UV-B para los
analisis de expresion geénica, ensayos bioquimicos y dafio al ADN se llevaron a cabo

en camara de cultivo, utilizando plantas crecidas durante 4 semanas en tierra en las
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condiciones indicadas en la seccion 2.5.2. A continuacion, las plantas se expusieron a
lamparas que emiten dicha radiacion colocadas 30 cm por encima de éstas (F40UV-B
40 Wy TL 20 W/12, Philips, Eindhoven, Holanda).

Para la condicion tratada o UV-B dichas lamparas se cubrieron con filtros de
acetato de celulosa con el objetivo de filtrar las longitudes de onda correspondientes al
UV-C pero permitir el paso de la radiacion UV-B, UV-A y visible, consiguiendo una
irradiancia de 2 W.m? de UV-B y 0,6 W.m™ de UV-Ay, para la condicién control o no
UV-B, las lamparas se cubrieron ademas de con los filtros anteriormente mencionados,
con filtros plasticos de poliéster claro de 100 um, con el objetivo de absorber también la
radiacion UV-B, sin disminuir significativamente las radiaciones UV-A o visible. El
tratamiento se realizé durante 4 h, y en todos los casos, inmediatamente después de
finalizado el mismo, se recogieron las muestras en N, liquido, las cuales fueron
almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis.

La radiacion suministrada en cada uno de los tratamientos en todos los
experimentos se registro utilizando un detector de radiaciéon UV-A y UV-B (Ultraviolet
Radiometer Modelo UV203, Macam Photometrics Ltd., Livingston, Escocia), el cual se
calibr6 para las diferentes fuentes de luz con un espectroradidmetro, segun las

especificaciones del Laboratorio Nacional de Fisica de Escocia.

2.6.2 Tratamientos de plantas de Arabidopsis para la determinacién de la

inhibicion del crecimiento de la raiz primaria

Los tratamientos de las plantas de Arabidopsis con radiacion UV-B para la
determinacién de la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria se llevaron a cabo
dentro de un flujo laminar, utilizando plantulas crecidas durante 8 dias en medio MS en
las condiciones indicadas en la seccion 2.5.2, las cuales habian sido colocadas en
forma vertical para permitir la elongacion de las raices a lo largo de la misma. El
tratamiento se realiz6 durante 90 min, y una vez finalizado, las placas se trasladaron

nuevamente a la cAmara de cultivo para su posterior analisis.

2.6.3 Tratamientos de plantas de maiz para los analisis de expresidn génica
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Los tratamientos de las plantas de maiz con radiaciéon UV-B para los analisis de
expresion génica se llevaron a cabo en invernadero, utilizando plantas crecidas durante
4 semanas en tierra en las condiciones indicadas en la seccion 2.5.1. A continuacion,
las plantas se expusieron a las mismas lamparas y a las mismas condiciones de
irradiancia mencionadas en las secciones anteriores, pero en este caso el tratamiento
se realiz6 por 8 h. En todos los casos, inmediatamente después de finalizado el mismo,
se recogieron las muestras en N liquido, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta

su posterior analisis

2.7 Purificacion y cuantificacion de acidos nucleicos
2.7.1 Extraccion de ADN gendmico (método CTAB)

La extraccion de ADN se realizd pulverizando 100 mg de tejido (previamente
almacenado a -80°C) con N liquido. A continuacién, se agregaron 0,6 ml de buffer de
extraccion (1,4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA; 2% (p/v) bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB)). La mezcla resultante se transfiri6 a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml y se incubd a 65°C durante 30 min. Posteriormente, se
adicionaron 0,3 ml de cloroformo, invirtiendo suavemente los tubos durante 1 min y
luego la mezcla se centrifugd a velocidad maxima durante 5 min. Posteriormente, el
sobrenadante acuoso se transfirio cuidadosamente a un nuevo tubo. A continuacion, se
agregaron 0,5 ml de isopropanol y la solucion se incub6 a -20°C durante 20 min. El
ADN precipitado se recuperd por centrifugacion durante 10 min a velocidad maxima a
4°C y se lavé con 0,5 ml de 70% (v/v) etanol, mezclando suavemente para eliminar el
exceso de sales. A continuacion, la solucién se centrifugd durante 5 min a 7500xg y se
descartd el sobrenadante. El sedimento se secé al vacio y, finalmente, el ADN
purificado se resuspendio en 20 pl de H,O destilada, 6 alternativamente en 105 ul (para
los ensayos de dot blot), mezclando suavemente hasta resuspension total. Se llevé a
cabo una incubacién a 60°C para favorecer la disolucion. Los extractos de ADN

gendmico obtenidos fueron conservados a -20°C hasta su posterior utilizacion.
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2.7.2 Extraccion de ARN total

Se extrajo ARN total a partir de tejido de plantas de Arabidopsis y maiz
utilizando el reactivo TRIzol® (Invitrogen). Se procesaron aproximadamente 100 mg
por muestra de tejido (fresco o almacenado a -80°C) en mortero con N; liquido, hasta la
formacion de un fino polvo que a continuacion se transfirio con espatula a un tubo de
1,5 ml. Luego, se adicionaron 1ml del reactivo TRIzol®, se mezcl6 y se incubd en hielo
mientras se procesaban del mismo modo todas las muestras. A continuacion, se
incubaron todas las muestras durante 5 min a temperatura ambiente. El siguiente paso
fue afadir 200 pl de cloroformo, e invertir vigorosamente la mezcla durante 15 seg.
Luego de incubar las muestras de 2 a 3 min a temperatura ambiente, las mismas se
centrifugaron durante 15 min a 12.000xg a 4°C. La fase superior, acuosa e incolora
obtenida se transfiri6 a un nuevo tubo en el cual se procedi6 a precipitar el ARN
adicionando 500 ul de isopropanol e invirtiendo el tubo con suavidad. Estas muestras
se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente antes de ser centrifugadas a
12.000xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante resultante se descarto y el sedimento
viscoso de ARN, que precipita en el fondo del tubo, se lavdé con 1 ml de etanol 75%
(v/v), se mezcld y luego se centrifugé a 7500xg durante 5 min a 4°C. Nuevamente se
descartd el sobrenadante y el ARN sedimentado se secé durante 15 min al vacio.
Finalmente se disolvié en 50 pl de agua destilada estéril tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) mezclando suavemente hasta resuspension total y posteriormente se llevé a
cabo una incubacién a 60°C para favorecer la disolucion. Los extractos de ARN
obtenidos fueron conservados a -80°C hasta su posterior utilizacién.

El agua destilada libre de ARNasas se obtuvo afiadiendo DEPC hasta una
concentracion de 0,1% (v/v). La solucion se agito vigorosamente, se incub6 durante 16

h a temperatura ambiente bajo campana y se esterilizé durante 20 min.

2.7.3. Electroforesis en geles de agarosa

El ADN gendémico, el ARN total y los productos obtenidos por PCR se
resolvieron mediante electroforesis en geles de agarosa de distinta concentracion (1%

0 2% (p/v)) de acuerdo a los tamafios esperados de los fragmentos a resolver,
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siguiendo el procedimiento descripto por Sambrook y Russell (2001). Para la
preparacion de los geles, la agarosa se disolvio en buffer TBE 0,5X (45 mM Tris base;
45 mM HsBOs; 1 mM EDTA) y previo a la solidificacion del gel se adicion6 SYBR® Safe
1.000X (Invitrogen) a una concentracion final de 1X para observar la distribucion de las
bandas. Previo a la siembra, las muestras se diluyeron 1:5 con solucién de siembra 5X,
(30% (v/v) glicerol; 0,25% (p/v) xilencianol; 0,25% (p/v) azul de bromofenol).

En todos los casos se empled TBE 0,5X como solucion de corrida electroforética
y se sembraron marcadores de peso molecular junto con las muestras en estudio, para
estimar los tamafios moleculares de las bandas de interés. Se utilizaron los
marcadores de ADN del fago A (0,5 ug) digerido con EcoRI/Hindlll (Promega), o 4 pl de
marcadores de 50 o 100 pb (PBL, Productos Biolégicos®), segun cual fuere el mas
conveniente en cada caso. La intensidad de corriente empleada varié entre 50 y 100 V.
Una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos se visualizaron utilizando un
transiluminador UV (longitud de onda de trabajo: 302 nm, equipo BioChemi System,
UVP Bioimaging Systems). Las imagenes digitalizadas de los geles de agarosa se

muestran como imagenes negativas.

2.8 Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracién y calidad de la preparacion de &cidos nucleicos en solucién se
determind espectrofotométricamente (Sambrook y Russell, 2001). Para cuantificar la
cantidad de ADN se realizaron diluciones apropiadas de las muestras en buffer TE (10
mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) y se midieron las absorbancias a 260 y 280 nm. Se
considera que 1 unidad de absorbancia a 260 nm (camino éptico de 1 cm) corresponde
a una concentraciéon de 50 pg.mlI* de ADN doble hebra y a 40 pg.ml* de &cidos
nucleicos monocatenarios. Un valor de Abs260/Abs280 comprendido entre 1,7 y 2,1
indica una pureza apropiada de la preparacion respecto a contaminantes proteicos
(Sambrook y Russell, 2001).

Alternativamente, se utilizé el sistema Quanti-IT DNA HS assay Kit (Invitrogen)
para la cuantificacion de ADN, o el sistema Quanti-IT RNA assay kit (Invitrogen) para la
cuantificacion de ARN. También se estimo la concentracion de las soluciones de acidos

nucleicos mediante densitometria. Para ello, volimenes conocidos de la muestra de
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interés y de un marcador de peso molecular proveniente del fago A digerido con las
enzimas EcoRI/Hindlll (Promega) se sembraron en un gel de agarosa 1% (p/v)
(seccion 2.7.3), y posteriormente se compararon las intensidades de las bandas
presentes en ambas fracciones, observadas en presencia de UV en el gel tefiido con
SYBR® Safe 1.000X. La integridad de los &cidos nucleicos se evalué mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% (p/v) (Sambrook y Russell., 2001).

2.9 Cuantificacion del dario al ADN

El protocolo para medir dimeros de pirimidinas por formacién de un anillo de
ciclobutano (DPCs) se adapt6 del descrito por Stapleton y Walbot (1994). Se utilizaron
muestras de hojas de Arabidopsis salvajes y transgénicas p35S:ZmFLS1 (Tabla V),
tratadas con radiacion UV-B segun como se indica en la seccién 2.6.1.

Para la realizacion del analisis de cuantificacion del dafio al ADN o dot blot,
fracciones de 2 ug de ADN obtenidas a partir de 6 muestras para cada condicion (UV-B
0 no UV-B) se sembraron en una membrana de nylon Hybond (GE Healthcare). La
membrana se colocdé 1 h a 80°C, y posteriormente se bloqued con 5% (p/v) leche
descremada en polvo en buffer TBS (100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl NacCl)
durante al menos 1 h a 4°C con agitacién continua. Luego, se lavo la membrana con
buffer TBS y la misma se incub6 durante toda la noche con el anticuerpo primario anti-
DPCs (1:2.000 en buffer TBS, Cosmo BioCo Ltd, Japon), también a 4°C y con
agitacion. El anticuerpo no unido se lavé con buffer TBS. Posteriormente, la membrana
se incubd con el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado con fosfatasa
alcalina durante al menos 1 h a 20°C, agitando continuamente. La membrana se lavo y
se procedio al revelado con 10 ml de una solucion conteniendo 30 ul de NBT 30 mg.ml
1y 30 pL de BCIP 15 mg.ml™* en buffer sustrato (100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM
NaCl; 5 mM MgCl,), dejando reaccionar en oscuridad hasta observar aparicion de
color. Para cortar la reaccion se lavo con agua destilada.

Las imagenes de las membranas se adquirieron utilizando el digitalizador de
imagenes-cuarto oscuro EpiChemi3 de UVP, y la densitometria se realiz6 usando el

software Gel-Pro.
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El dafio al ADN se cuantific6 normalizando los valores obtenidos de los dot blots
a las concentraciones de dichos ADNSs, determinadas mediante absorbancia a 260 nm

y densitometria (seccién 2.1.8).

2.10 Reaccién de transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

2.10.1 Tratamiento con ADNasal y retrotranscripcion

El tratamiento del ARN obtenido con ADNasal se llevo a cabo en un volumen
final de 10 pl, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se incubaron 2 ug de ARN
total con 2 U de la enzima RQ1 DNasel (Promega) durante 1 h a 37° C en un buffer de
reaccion 1X, inactivando luego la enzima con el agregado de 1 ul de solucién Stop
(ambas soluciones provistas por el fabricante).

La reaccion de sintesis de la primera hebra de ADNc se desarroll6 en un
volumen final de 20 pl. Se incub6 un volumen equivalente a 2 ug de ARN total tratado
con ADNasa | (11 pl) con 1 pg de oligo(dT)i2-18 €n un volumen final de 12 pl y se coloco
a 70°C durante 5 min. Transcurrido ese tiempo, la mezcla se enfrid6 rapidamente en
hielo y se centrifugd brevemente. Luego se afiadieron los siguientes componentes al
tubo de reaccién: buffer 1X (suministrado por el fabricante de la enzima); dNTPs a una
concentracion final de 0,1 mM, y agua libre de ARNasas hasta completar un volumen
de 19 pl. Se incubd a 42°C durante 5 min y finalmente se adicionaron 200 U de la
transcriptasa reversa Superscript 1| Reverse Transcriptase (Invitrogen). La reaccion se
llevé a cabo incubando la mezcla a 42°C durante 2 h y luego se inactivd la
transcriptasa reversa incubando los tubos durante 15 min a 70°C. Posteriormente, las

muestras se almacenaron en freezer a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

2.10.2 Amplificacién de regiones codificantes mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)
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La amplificacion de la region codificante de ZmF2H1 a partir de ADNc de
pericarpios de la linea P1-rr*®'® se realizé utilizando el buffer G (Kit Epicentre) y la
enzima Taq polimerasa proporcionada por el fabricante.

Las amplificaciones de las regiones codificantes de ZmCYP93G6 vy
ZmCYP93G7 se realizaron a partir de ADNc proveniente de hipocotilos y barbas de la
linea B73, respectivamente, utilizando la enzima Phusion Taq polimerasa (Thermo) y el
buffer GC proporcionado por el fabricante, agregando ademas 3% de DMSO al medio
de reaccion.

La amplificacién de la region codificante de AtDMR6 a partir de ADNc de hojas
de 4 semanas y la re-amplificacién de la region codificante de ZmFNSI-1 clonada en el
vector pENTRY (Tabla IV) se realizaron utilizando la combinacion de GoTagq ADN
Polimerasa (Promega)/Pfu (Promega). En el ultimo caso se utilizé como molde 1 ng del
plasmido pENTR-ZmFNSI-1 (Tabla 1V) utilizando oligonucledtidos con sitios de
restriccion Ndel y EcoRI (Tabla VI) para su posterior clonado en el vector de expresion
pET28a

Se utilizaron las siguientes condiciones de reaccion: 2 mM MgCly,; buffer 1X
(proporcionado por el fabricante); 200 yM dNTPs; 0,625 U ADN polimerasa; 0,25 pM
oligonucledtido reverso; 0,25 uM oligonucle6tido directo y 2 ng de ADN plasmidico o 1
pl de ADNc, segun correspondiera, en un volumen final de 25 ul. Las amplificaciones
se realizaron utilizando alternativamente alguno de los termocicladores disponibles en
el laboratorio (MyCycler TM Thermal Cycler (Bio-Rad), Gene Amp PCR System 2400
(Applied Biosystems) y Px2 Thermal Cycler (Thermo)), comenzando con una etapa de
2 min a 94°C. En general, el protocolo de amplificacion consistio de 35 ciclos
compuestos por tres etapas: una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 20 seg,
una etapa de hibridacion a una temperatura variable entre 50 y 60°C durante 30 seg, Yy
una etapa de elongacion a 72°C durante 1 y 1,5 min. Los tiempos de amplificacion,
temperaturas y numero de ciclos utilizados se modificaron de acuerdo al molde de
ADNc y al par de oligonucléotidos utilizados. Los productos se analizaron por

electroforesis en geles de agarosa 1% o0 2% (p/v) (seccion 2.7.3).
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2.10.3 Identificacion de plantas transgénicas y verificacion de la expresion del
transgen mediante PCR

La determinacion de la insercion del transgen ZmFLS1 en las distintas lineas y
la verificacion de su expresion se realizaron mediante PCR utilizando como molde ADN
genémico o ADNc, respectivamente. Para verificar la insercién del transgen en las
lineas se emplearon dos combinaciones diferentes de oligonucleétidos. Por un lado, se
utilizé un oligonucléotido que hibrida en el promotor 35S (LP-prom35S) y un
oligonucledtido especifico para transgen de ZmFLS1 (RP-ZmFLSexonl) (tamafio del
producto generado 1039 bp). Entretanto, para el andlisis de la expresion del transgen
ZmFLS1 en las plantas transgénicas se utilizaron los oligonucleétidos LP-ZmFLS1 y
RP-ZmFLS1 (tamafio del producto 294 bp) utilizando el gen CBP20 como control. El
medio de reaccion consistio en 1X buffer GoTaq, 3 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,25 uM
de cada cebador, 0,625 U GoTaq (Promega, Madison, WI), y agua estéril suficiente
para completar un volumen de reaccién de 25 ul. El protocolo de amplificacion consistié
en una desnaturalizacion durante 2 min a 95°C y de 35 ciclos compuestos por tres
etapas: una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg, una etapa de
hibridacién a una temperatura de 57°C durante 20 seg, y una etapa de elongacion a
72°C durante 30 seg. Finalmente se realiz6 una etapa de elongacion final a 72°C
durante 7 min. Los productos se analizaron por electroforesis en geles de 1% (p/v) o
2% (p/v) de agarosa preparada en TBE, sembrando en paralelo marcadores de 50 o
100 pb (PB-L, Productos Biolégicos) y empleando Sybr Safe DNA gel stain 1x
(Invitrogen).

Para la identificacion de las plantas transgénicas de A. thaliana que sobre-
expresan ZmFNSI-1 se utilizaron un oligonucléotido que hibrida en el promotor 35S
(LP-prom35S) y un oligonuclettido especifico para transgen de ZmFNSI-1. Las

secuencias de los distintos oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tabla VI.

2.10.4 PCR en tiempo real
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Los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR en tiempo real se
disefiaron mediante la utilizacion del programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) (Rozen
y Skaletsky, 2000), con el objetivo de obtener productos de amplificacion especificos
de un tamafo de 150 a 250 pb (Tabla VI). Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador con sistema de deteccion iCycler IQ (BioRad), utilizando las herramientas
del programa Optical System version 3.0 para la obtencién de datos (BioRad), o
alternativamente, un termocilcador Mx3000P (Stratagene), utilizando las herramientas
del programa MxPro v3.00 (Stratagene). Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen de 20 pl, y cada muestra se analizé por triplicado.

Para la amplificacion se utilizaron 50 ng ADNc; 3 mM MgCl,; 1X buffer libre de
Mg** (proporcionado por el fabricante); 200 uM dNTPs; 0,8 U Taq Platinum ADN
polimerasa; 0,5X SyBr green (Molecular Probes); 0,25 uM oligonucledtido reverso y
0,25 uM oligonucleétido directo. Las secuencias de los oligonucleétidos se detallan en
la Tabla VI.

El protocolo de amplificacion utilizado consisti6 en un paso inicial de
desnaturalizacion previa del ADNc y activacion de la ADN polimerasa a 94°C durante 2
min, seguido por 45 ciclos de amplificaciébn compuestos por tres etapas: 10 seg a 96°C
(temperatura de desnaturalizacién), 15 seg a 58°C (temperatura de hibridacion) y 20
seg a 72°C (temperatura de extension). Por ultimo, se realizdé una etapa de extension
final de 2 min a 72°C. Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo al final de la
fase de extensién a una temperatura 4°C menor que la temperatura de fusién (Tf) de
los amplicones (80°C aproximadamente). Finalmente, la curva de disociacion para cada
producto de RT-PCR se determiné midiendo la disminucién de la fluorescencia con el
incremento de la temperatura (desde 65 a 98°C). La especificidad de los
oligonucledtidos se estudié mediante el analisis de dicha curva luego de 45 ciclos de
amplificacion, ya que la aparicion de un solo pico corresponde a un unico producto de
amplificacion.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 20 uL, y cada muestra se
analizé por triplicado. Para normalizar los datos de los tratamientos con UV-B,
oligonucléotidos para el transcripto de CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE3

fueron utilizados en plantas de A. thaliana y oligonucléotidos para el transcripto
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TIORREDOXIN LIKE en maiz. (Tabla VI). Los productos de amplificacion fueron
sembrados en geles de agarosa al 2% (p/v), sembrando en paralelo marcadores de 50

pb (PB-L, Productos Bioldgicos).

2.10.5 PCR de colonias

Una variante de la técnica de PCR, conocida como PCR de colonias, se utilizd
para el analisis de bacterias transformantes. Las colonias a analizar se colocaron
directamente utilizando un palillo en tubos de PCR que contenian la mezcla de los
componentes de la reaccion de PCR, y se procedié a la amplificacion. Los
componentes del medio de reaccién y el programa de temperaturas utilizados fueron

similares a los descriptos, dependiendo de la bacteria transformante en estudio.

2.11 Clonado en el vector pGEM-T Easy

Los fragmentos de interés obtenidos por PCR (seccién 2.10.2) fueron ligados en
el vector pGEM-T Easy, disefiado especialmente para el clonado de productos de
amplificacion generados por enzimas con actividad transferasa terminal, como la Taq
ADN Polimerasa. La mezcla de ligacion se desarroll6 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), 50 ng de vector y el producto de amplificacion con una
relacion inserto:vector de 5:1 o superior. La reaccion se incubd durante 24 h a 4°C.
Luego, se transformaron bacterias competentes de E. coli DH5a utilizando la técnica de
electroporacion y se sembraron en placas de petri con medio LB agar conteniendo 100
pg.ml™* ampicilina, 100 uM IPTG y 48,9 pM X-Gal. Las bacterias transformantes que

poseian el vector ligado con el inserto se evidenciaron como colonias blancas.

2.12 Clonado en los vectores pGZ25y pET28a

Los fragmentos de ADN correspondiente a las regiones codificantes de
ZmF2H1, ZmCYP93G6 y ZmCYP93G7 clonados en pGEM-T Easy se subclonaron en

el vector pGZ25 utilizando las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI, generando asi
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las construcciones pGZ25-ZmF2H1, pGZ25-ZmCYP93G6, pGZ25-ZmCYP93G7 (Tabla
IV). El fragmento de ADN correspondiente a la regidén codificante de AtDMR6 clonado
en pGEMT-Easy se subcloné en el vector pET28a utilizando las enzimas de restriccion
Ndel y EcoRI. Para esto, luego de la digestién de los plasmidos (pGEMT-ZmF2H1,
PGEMT-ZmCYP93G6, pGEMT-ZmCYP93G7, pGEMT-AtDMRG6) con las enzimas de
restriccibn mencionadas correspondientes, se purificaron los fragmentos de ADN de
interés. La purificacion a partir de geles de agarosa se llevo a cabo utilizando el kit
comercial lllustra GFX (GE). Este método de purificacion de fragmentos de ADN se
basa en la solubilizacion de la agarosa y la adsorcion selectiva de los &cidos nucleicos
en las particulas de silica-gel en presencia de una sal caotrépica. La calidad y
concentracion del fragmento purificado se evalué por electroforesis en geles de
agarosa 1% (p/v), sembrando en paralelo 0,5 pg ADN A cortado con EcoRI/Hindlll.
Posteriormente, los fragmentos de ADN purificados se ligaron en los vectores pGZ25 o
pET28a segun corresponda, como se describié anteriormente. La region codificante de
ZmFNSI-1 obtenida por PCR utilizando como molde el vector pENTR-ZmFNSI-1, se
cortd con las enzimas de restriccion Ndel y EcoRlI , se clon6 directamente en el vector
pET28a digerido con las mismas enzimas, obteniéndose la construccion pET28-
ZmFENSI-1. Por ultimo, se transformaron bacterias de E. coli DH5a utilizando la técnica
de electroporaciéon y se sembraron en placas de petri con medio LB agar conteniendo

100 pg.ml™* ampicilina o 30 pg.ml™* kanamicina como agente de seleccion.

2.13 Preparacion de células competentes para la transformacién

Las células de E. coli se crecieron inoculando con 1/100 volimenes de un cultivo
fresco crecido toda la noche en 1 | de medio LB a 37°C con agitacion hasta que la
absorbancia a 600 nm fue de 0,5-0,8 UA. EI cultivo se coloco a 4°C durante 30 min;
luego de este periodo, las células se centrifugaron a 4.000xg durante 15 min a 4°C. El
precipitado conteniendo las células se lavo 2 veces con 1 | (primer lavado) y 0,5 |
(segundo lavado) de agua fria y se resuspendié en 20 ml de 10% (v/v) glicerol frio.
Posteriormente, se centrifugd a 4.000xg durante 15 min a 4°C y finalmente, las células

se resuspendieron en 3 ml de la misma solucion fria de glicerol. Las células se
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dividieron en alicuotas de 40 pl en tubos eppendorf y las mismas se conservaron a -
80°C.

2.14 Transformacién de E. coli con ADN plasmidico

La transformacion de E. coli se realiz6 mediante la técnica de electroporacion.
Para ello, 40 pl de una suspension de células competentes y 5-10 ul de la mezcla de
ligacion se colocaron en un tubo eppendorf y la mezcla se transfiri6 a una cubeta de
electroporacion. Se utilizé el electroporador Gene Pulser (Bio-Rad) y las condiciones de
electroporaciéon fueron 25 uF, 2,5 kv y 200 Q. Luego de la descarga, se agrego
rapidamente a la cubeta 1 ml de medio LB. La suspension se transfirio a un tubo
eppendorf y se incubd durante 1 h a 37°C con agitacion. Luego, se centrifugd durante 3
min a 4.000xg. Las células se resuspendieron en 300 pl del sobrenadante y se
sembraron en placas de Petri con medio LB agar conteniendo los antibiéticos y

reactivos adecuados segun el caso.

2.15 Extraccion de ADN plasmidico

Para la obtencién de ADN plasmidico se crecieron las células transformadas con
el plasmido de interés en 3 ml de medio LB en presencia del agente de seleccion
durante toda la noche a 37°C y con agitacion. Este cultivo se centrifugé a 2.000xg por 3
min. El precipitado conteniendo las células se resuspendié en 100 pl de una solucion
fria conteniendo 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA y 50 mM glucosa y se incubé a
temperatura ambiente durante 5 min. Luego, se agregaron 200 pl de una solucién
recién preparada de 0,2 N NaOH y 1% (v/v) SDS y se mezclo por inversion
suavemente. Posteriormente, se agregaron 150 pl de una solucion de acetato de sodio
5 M pH 4,8, se agit6é vigorosamente, se incubé en hielo durante 5 min y se centrifug6 a
11.600xg por 10 min. El sobrenadante se mezclé con 350 ul de 6 M Kl y 30 uL de 3 M
acetato de sodio y se colocé en columnas del sistema comercial lllustra (GE),
incubandose durante 5 min. Se centrifugd durante 1 min a 11.600xg, y se descarto el

eluido. ElI ADN adsorbido a las membranas de silica se lavé con 750 ul de 80% (v/v)
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etanol. Por ultimo, se adicionaron 50 pl de agua tibia, se dejé reposar 10 min y se

centrifugd 1 min a 11.600xg para colectar el ADN plasmidico en un tubo eppendorf.

2.16 Secuenciacién

Los fragmentos correspondientes a las regiones codificantes de ZmF2H1,
ZmCYP93G6, CYP93G7, ZmFNSI-1 y AtDMR6 obtenidos por PCR y clonados en los
vectores pGEM-T Easy y posteriormente en pGZ25 y pET28a fueron secuenciados con
el objetivo de verificar la ausencia de mutaciones que se pudieran haber introducido
durante la amplificacion por PCR. Para las construcciones en pGEM-T Easy, las
secuenciaciones se realizaron utilizando los oligonucleétidos SP6 y T7 promotor. Para
la secuenciacion de la construccion pET28-ZmFNSI-1 se utilizaron los oligonucleétidos
T7 promotor y terminador. Las secuenciaciones se realizaron mediante el método Big
Dye TM terminador con el secuenciador 3730XL DNA Analyser, servicio brindado por

Macrogen (Korea).

2.17 Transformacién quimica de levaduras

Las construcciones descriptas anteriormente (pGZ25-ZmF2H1, pGZ25-
ZmCYP93G6 y pGGZ25-CYP93G7) se utilizaron para transformar la cepa de levaduras
WATT11, empleando el protocolo TRAFO (Gietz y Woods, 2002). Este método permite
la transformacion simultanea con varias construcciones diferentes en una sola
reaccion. Los volumenes del protocolo de transformacién dependen del niumero de
transformaciones a realizar en cada experimento, y se realiza una transformacion para
cada construccion de interés, mas una transformacion con agua como control. Para
llevar a cabo las transformaciones con cinco construcciones diferentes mas el control
con agua, se realizd6 un in6culo de la cepa de levadura en 15 ml (2,5 ml por
transformacion a realizar) de medio YPD y se crecié durante 24 horas a 30°C con
agitacion continua a 200xg. Se midi6é la densidad Optica a 600 nm (DOgoonm) €N UN
espectrofotometro UNICAM, HE10S a las 24 horas, periodo de tiempo durante el cual
el cultivo alcanza la fase estacionaria (DOgoonm= 4 aproximadamente). Posteriormente,

se realizé un indéculo en 30 ml de medio YPD (5 ml por transformacion) con una
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cantidad del cultivo saturado suficiente para obtener una DOgponm= 0,2. Para calcular la

cantidad necesaria a inocular se utilizé la siguiente férmula:

DO final (0,2) x V¢ (30 ml)
DO inicial

Este nuevo cultivo de 30 ml se creci6 a 30°C con agitacion a 220xg hasta
alcanzar una DOgoonm= 0,6 (aproximadamente 5 horas), de manera que las células
completen al menos dos divisiones. Luego se centrifugd a 3.000xg durante 5 min. El
precipitado se lavé con 15 ml (1/2 del volumen del cultivo) de agua destilada estéril y se
resuspendié en 1,8 ml (0,3 ml por transformacién) de 100 mM acetato de litio. Se
incub6 durante 15 min a 30°C. Posteriormente, se bajaron las células por
centrifugacion, se elimino el sobrenadante y el precipitado se resuspendié por medio de
los siguientes agregados en el orden descrito y con el volumen indicado

correspondiente a 4 transformaciones:

: N° de transformaciones

Reactivo
1 4

1) PEG 3500 50% (p/v) 240 pl 960 ul
2) LIAc1 M 36 pl 144 pl
3) ADN simple hebra’ 2
mg.ml™ 50 pl 200 pl
4) H,0 destilada estéril 19 ul 76 pl
Total 345 ul 1380 pl

"El ADN simple hebra se hirvié durante 5 min y se enfrié en hielo.

Esta mezcla de reaccion se dividi6 en 4 tubos eppendorf (uno para cada
transformacion) colocando 345 pl en cada uno de ellos y se les agrego 15 ul de la
solucion de ADN plasmidico conteniendo 3 ug del plasmido correspondiente o agua en
el tubo eppendorf control. Se incubaron 30 min a 30°C y luego 45 min a 42°C

invirtiéendolos cada 5 min durante 15 segundos. Posteriormente, se centrifugaron a
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3.000xg durante 3 min, se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron en 100 ul
de agua destilada estéril. Los 100 pl de cada una de las transformaciones se
sembraron en cajas de Petri con medio SCD (del inglés, Synthetic Complete Dextrose)
sin uracilo y triptéfano (SCD-UW) para la seleccion de las células transformadas. Las

placas se incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias (generalmente 3 dias).

2.18 Extraccién, analisis y cuantificacién de los flavonoles por HPLC

Para cuantificar el contenido de flavonoles en plantas salvajes y transgénicas de
Arabidopsis, hojas de plantas de 20 dias fueron recolectadas y lavadas con agua
destilada. El tejido correspondiente se liofilizo; el tejido seco fue pesado y se
resuspendid a temperatura ambiente en una solucion de 50% metanol/agua (v/v) para
obtener una suspensién final 50 mg.ml* (p/v). Posteriormente, las muestras se
hidrolizaron por el agregado de un volumen de 2N HCI, seguido por incubacion a 70°C
por 40 min. Un volumen de metanol al 100% (v/v) fue adicionado para prevenir la
precipitacion de las agliconas.

Los flavonoles fueron separados mediante cromatografia en fase reversa o
HPLC (del inglés, High Performance Liquid Chromatography). La técnica de HPLC se
realizé utilizando un equipo AKTA™basic 10/100 (Amersham Bioscience, Uppsala,
Sweden), utilizando una columna de afinidad LUNA C18 (150 mmx4.6 mm, 5 uym;
Phenomenex Inc.). Los compuestos se separaron por un gradiente lineal consistiendo
en 20% del solvente A: 5% (v/v) acido férmico (FA) en agua a 100% del solvente B: 5%
(viv) FA in acetonitrilo por 40 minutos a una velocidad de flujo de 0,75 ml.min™. La
absorbancia fue detectada a 360 nm utilizando un detector UV900 (Amersham
Bioscience). Los tiempos de retencion de los productos analizados fueron comparados
con los de los estandares comerciales correspondientes (Sigma-Aldrich). El contenido
de los flavonoles fue determinado en al menos 3 lineas transgénicas independientes,

obteniéndose resultados similares.

2.19 Determinacidon de parametros de dafio oxidativo
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2.19.1 Ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

Para ensayar los productos finales formados por la peroxidacion de lipidos, entre
ellos el malondialdehido (MDA), se utilizé la reaccion con el acido tiobarbittrico (TBA).
De esta manera, hojas de plantas salvajes y transgénicas de Arabidopsis fueron
pulverizados en mortero con N3 liquido e incubadas durante 1 h a 4°C con 1 volumen
de TCA 10% (p/v) para precipitar las proteinas. Luego de centrifugar la solucion a
13.000xg durante 20 min se incubaron iguales volumenes del sobrenadante con TBA
(0,5% (p/v) en 20% (p/v) TCA) y 0.1% (p/v) de butilhidroxitolueno (4% (p/v) disuelto en
etanol) a 95°C durante 45 min. Posteriormente, la solucién fue enfriada en hielo y se
centrifugé a 10.000xg durante 20 min. El sobrenadante obtenido fue colectado en un
nuevo tubo y se midi6 la absorbancia a 532 y 600 nm. El valor de absorbancia a 600
nm fue descontado de la absorbancia medida a 532 nm. El coeficiente de extincion del
MDA (155 mM™.cm™) fue utilizado para los célculos del contenido de TBARS en las
muestras. Los resultados fueron expresados en nanomoles por g de peso fresco
(nmol.gPF™) (Meir y col., 1992).

2.19.2 Liberacién de electrolitos

Para la determinacion de la liberacion de electrolitos se utilizaron 3 plantas de
Arabidopsis de 14 dias de edad por repeticion (tres muestras replicadas). Para ello,
hojas de plantas salvajes y transgénicas se colocaron en cajas de plastico con pocillos
de 3 cm de didmetro conteniendo agua destilada. Las cajas fueron irradiadas a una
intensidad de 2 W.m? de UV-B y a una intensidad de UV-A de 0,65 W.m™ por 4h. El
dafio oxidativo fue estimado a través de la determinacion de la pérdida de electrolitos al
medio de incubacién. La conductividad de la solucion fue medida con un conductimetro
Horiba B-173 cada 1 h desde el inicio del tratamiento. Para evaluar la cantidad total de
electrolitos presente en el tejido, el mismo fue autoclavado junto con el liquido y luego
de alcanzar la temperatura ambiente, se midio la conductividad resultante. Los datos
obtenidos fueron expresados como porcentaje liberado en el tratamiento respecto del
total presente en el tejido (conductividad inicial/ conductividad total x 100) (Schirra y
Mulas, 1995).
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2.20 Determinacion de la concentracion de clorofilas y carotenoides

La extraccion de clorofilas se llevé a cabo macerando 100 mg de muestra con 1
ml de etanol 96% (v/v) e incubando durante 24 h en oscuridad a temperatura ambiente
para permitir la completa extraccion de los pigmentos. A continuacion, la solucion se
centrifugé a 2.500xg durante 5 min a temperatura ambiente, y el sobrenadante se
diluyé al 10% (v/v). Finalmente, las concentraciones de clorofilas (Chl) del
sobrenadante diluido se determinaron midiendo las absorbancias a 649 y 665 nm, dado
gue la absorcion maxima de las clorofilas se encuentra en la region roja y azul del
espectro visible. Igualmente el contenido de carotenos y xantéfilas (carotenoides) se
cuantificé a 480 nm. Los resultados se obtuvieron aplicando las siguientes formulas
(Wintermans y De Mots, 1965).

[Chl a] (ug.mI™) = 12,19 x Abs665 nm — 3,45 x Abs649 nm
[Chl b] (ug.mI™) = 21,99 x Abs649 nm — 3,45 x Abs665 nm

Cy+c (Carotenoides) (ug.ml™) = 1.000 x Aggo — 2,14 Chl,— 70,16 Chl,
220

X + ¢ = xantofilas + carotenos

2.21 Determinacion del contenido de flavonoides totales

La extraccion de flavonoides totales se realiz6 mediante la maceracion de 50 mg
de muestra con N; liquido, seguida de una primera extraccién con 0,6 ml de metanol
acido (1% (v/v) HCI en metanol), y posterior incubacion durante 8 h en oscuridad a
temperatura ambiente. Luego, se realiz0 una segunda extraccion con 1,2 ml de
cloroformo y 0,6 ml de agua destilada. La solucion resultante se centrifugd durante 2
minutos a 4.500xg a temperatura ambiente, descartandose la fase organica. Sobre la
fase acuosa, se realizdé un espectro de absorbancia comprendido entre 280 nm y 600

nm, y se midio el pico de absorbancia a 312 nm (Casati y Walbot, 2005).
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2.22 Determinacion del contenido de antocianinas

La extraccion de antocianinas se realiz6 mediante la maceracion de 100 mg de
muestra con N liquido, seguida de una primera extraccion con 0,6 ml buffer de
extraccion (18% (v/v) 1-propanol, 1% (v/v) HCI), hervida por 3 min e incubada durante
toda la noche en oscuridad a temperatura ambiente. La solucién resultante se
centrifugé durante 2 min a 3.000xg a temperatura ambiente, descartandose la fase
organica. Sobre la fase acuosa, se midié la absorbancia a 535 nm y 650 nm y las
cantidades fueron calculadas como (A535 — A650) g™ peso fresco (PF) (Deikman y
Hammer, 1995).

2.23 Medida de la asimilacion de CO,

La velocidad de asimilacién neta de CO, (ACO,, en umoles CO, m2.s™) fue
determinada utilizando un sistema portétil de andlisis de gases mediante infrarrojo
Qubit Systems Inc, Ontario, Canada. El intercambio neto de CO; entre una hoja y la
atmosfera fue medido introduciendo la hoja en una camara herméticamente cerrada y
registrando la velocidad de cambio de la concentracion de CO, en un intervalo de
tiempo (180 s). Las curvas de respuesta a la luz fueron obtenidas bajo una
concentracién de CO, entrante contante de 1 ml.s™, mientras la intensidad de luz fue
variada entre 100 y 250 pmol.m2.s™.

La fotosintesis neta fue calculada usando esta velocidad de cambio y otros
factores, como el area de la hoja que fue introducido en la camara y la temperatura que
se mantuvo a 20 °C.

2.24 Medicion de la fluorescencia de la clorofila en estado estacionario

Los parametros de fluorescencia de la clorofila fueron medidos con un
fluorbmetro modulado por pulso (Qubit System Inc. Ontario, Canadd) para las
determinaciones en estado estacionario.

Se registraron los siguientes valores a partir de los espectros de fluorescencia:
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Fo: fluorescencia minima en hojas adaptadas a oscuridad.
Fm: fluorescencia maxima en hojas adaptadas a oscuridad.
F m: fluorescencia maxima en hojas adaptadas a la luz.

Fi. fluorescencia minima en hojas adaptadas a luz.

La fluorescencia minima de la clorofila cuando los centros de reaccion del FSI|
se encuentran abiertos (Fo) fue determinada en hojas de plantas adaptadas a la
oscuridad por un periodo de 30 min usando luz (655 nm) a una intensidad de 0,1 umol
m2.s™. Se aplicé un pulso de saturacién con luz blanca (4.500 pmol.m?.s™ por 0,8 s)
para determinar la fluorescencia maxima de la clorofila en hojas adaptadas a la
oscuridad cuando los centros de reaccion del FSII se encuentran cerrados Los
parametros de hojas adaptadas a la luz (Fm y Fy) fueron medidos después de 25 min de
iluminacion con 100 pmol.m?.s™. Las medidas fueron realizadas 6 veces en al menos
seis plantas diferentes.

El calculo de los deméas parametros fotosintéticos, descriptos en las siguientes

secciones, se realiz6 de acuerdo a Maxwell y Johnson (2000).

2.24.1 Rendimiento cuantico del fotosistema Il

El rendimiento cuéntico u operativo del fotosistema Il (FSII), dpsii= (F m-Fo)/F m, €s
la eficiencia con la cual la luz absorbida por clorofilas asociadas al FSII es utilizada en
la reduccion fotoquimica del receptor primario de electrones (Qa). Tiene una relacion
directamente proporcional con el transporte lineal de electrones en la cadena de

transporte de electrones fotosintética (Baker, 2008).

2.24.2 Rendimiento cuantico maximo del FSII

Este parametro, F./Fn= (Fn-Fo)/Fm, representa la eficiencia fotoquimica maxima
del FSII. Disminuciones en este valor estan asociadas a dafio foto-oxidativo sobre el
FSII.
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2.25 Determinacion de la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria

Para el ensayo de la medida de la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria,
semillas de Arabidopsis fueron germinadas en placas de Petri conteniendo medio MS
en camara de cultivo. Las placas se ubicaron en forma vertical para permitir la
elongacion de las raices a lo largo de la misma. Las plantulas fueron crecidas durante
aproximadamente 8 dias, se hizo una marca en el extremo de cada raiz para registrar
la longitud de las mismas antes del tratamiento, y luego se realizé el tratamiento con
UVB (seccidn 2.6.2). Luego de finalizado el tratamiento, las placas fueron devueltas a
la sala de cultivo en posicion vertical, y se registré el crecimiento de las raices hasta 4
dias después del mismo. Las placas fueron entonces fotografiadas y la imagen fue
analizada utilizando el programa ImageJ (Rasband, 1997-2008; Abramoff y col., 2004),
mientras que el andlisis estadistico se realizé empleando el software Graphpad Prism
5.03.

2.26 Observacion microscopica de las células del parénquima en empalizada

Plantas de Arabidopsis de los genotipos analizados se sometieron al tratamiento
con UV-B, luego del cual se incubaron en las condiciones de crecimiento segun se
indica en la seccion 2.5.2 hasta el fin de la expansiéon de la hoja #5. EIl momento en el
cual la hoja #5 resultd totalmente expandida se determiné midiendo el largo de la
misma hasta llegar a un valor constante, aproximadamente 6 semanas luego de la
germinacién. Se colectaron cuidadosamente las hojas de interés incluyendo el peciolo,
se las incub6 al menos 24 h (y como maximo 3 meses) en una solucion fijadora
denominada FAA (50 % (v/v) alcohol medicinal; 5 % (v/v) acido acético; 3,7 % (v/v)
formaldehido) segun se indica en (Horiguchi y col., 2005). A continuacion, se las incubo
en agitacion suave 16 h como minimo y 48 h como maximo en una solucién
decolorante conteniendo hidrato de cloral, la cual se preparé calentando en agitacion
50 ml de agua con 20 g de glicerol (aproximadamente 16 ml) y se adicion6 200 g de
hidrato de cloral de a poco hasta lograr la completa disolucion del mismo. A
continuacion, se montaron las hojas con la cara adaxial hacia arriba utilizando la

solucion decolorante como solucion de montaje dada la gran viscosidad de la misma; y
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se tomaron fotografias de las células del parénquima en empalizada utilizando un
microscopio diferencial de contraste de interferencia (DIC, del inglés, Differential
Interference Contrast) Olympus BH-2 (Olympus Corporation, Shinjuku, Tokyo, Japén) y
una camara digital Nikon digital Sight DS-Fil (Nikon Corporation, Tokyo, Japén). Se
tomaron dos fotografias por hoja, una a cada lado de la nervadura central, a una
distancia del 50 % de la base de la hoja. Utilizando el software Image Pro Plus 6®, se
determind el area de al menos 20 células para cada hoja. Luego, se tomaron fotos de
las hojas completas utilizando el digitalizador de imagenes-cuarto oscuro EpiChemi3 de
UVP, y se determiné el area de las mismas utilizando el software Image Pro Plus 6
®.Finalmente, se calculd el nUmero promedio de células por hoja, asumiendo que el

area de la hoja es igual al area celular promedio por el nUmero de células.

2.27 Determinacion del area de las rosetas de A. thaliana

Se sembraron plantas de Arabidopsis del genotipo deseado en bandejas
plasticas de 17 x 10 cm de forma espaciada para evitar la superposicion de las plantas
al crecer. En los experimentos en que se analizé la cinética del crecimiento de la
roseta, las bandejas se fotografiaron desde una vista superior desde el dia 6 luego del
fin de la estratificacion hasta el dia 24, cada 3 dias. Para cada dia se determiné el area
promedio de las rosetas de al menos 10 plantas correspondientes a cada condicién con
el software Image Pro Plus 6®.

2.28 Microscopia confocal

Para analizar localizacion subcelular de ZmFLS1, se crecieron plantas
transgénicas de Arabidopsis (p35S:ZmFLS1-GFP) en placas de MS (Tabla V) durante
14 dias.

2.28.1 Tincién de nucleos con DAPI

El 4’,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI) es un colorante fluorescente
azul de acidos nucleicos que tifie preferencialmente DNA doble hebra. Al unirse al DNA
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doble hebra se produce un incremento en la fluorescencia de hasta 20 veces. De esta
manera, el DAPI permite la tincion especifica de nucleos con poca o ninguna marca
citoplasmatica. El maximo de excitacion del compuesto es 358 nm y el maximo de
emision 461 nm. En los experimentos realizados se utiliz6 una soluciéon de DAPI de
concentracion 2 ug.ml™, preparada a partir de una dilucién 1/500 de una solucién stock
de DAPI 1 mg.ml™ en buffer PBS (10 mM fosfato de sodio, 130 mM NaCl, pH 7,2); a la
cual se le adicion6 Tween 0,1% (v/v) para facilitar el ingreso del colorante a las células.
Las hojas a observar en el microscopio se incubaron durante 15 min en la solucion de
DAPI. Luego, fueron lavadas con agua destilada para remover el exceso de DAPI y
colocadas en portaobjetos para su observacion.

2.28.2 Observacion por microscopia confocal

La localizacion subcelular de GFP y DAPI se visualizé en un microscopio
confocal Nikon C1 (Laboratorio de Microscopia Confocal, Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario) con un objetivo 40X.
Se utilizaron un laser de argén a 488 nm y un laser UV a 395 nm para la excitacion de
GFP y DAPI, respectivamente. La emisién de GFP fue colectada entre 515 y 530 nm
para evitar interferencia con la autofluorescencia de los cloroplastos. Para establecer
los parametros de deteccion eliminando sefiales inespecificas se usaron plantas

salvajes sin tefiir con DAPI como condicion sin emisiéon de fluorescencia.

2.29 Expresién de proteinas recombinantes en E. coli.
2.29.1 Transformacién del huésped de expresién

Los plasmidos pET-28-ZmFNSI-1, pET28-AtDMR6 y pET28a sin inserto se
utilizaron para transformar las cepas E. coli BL21(DE3) pLys, y Rosetta2 (DE3)
mediante electroporacién. Las células transformadas se sembraron en cajas de Petri
con medio LB agar conteniendo como agente de seleccién 30 pg.ml™ kanamicina y 34

ng.mi™ cloranfenicol.
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2.29.2 Expresion de las proteinas recombinantes ZmFNSI-1 y AtDMR6

Las colonias transformantes fueron crecidas a 37°C durante toda la noche en
medio LB con los antibiéticos adecuados. A partir de dichos cultivos, se tom6 una
alicuota para realizar un inéculo 1/100 en medio LB conteniendo los antibidticos
apropiados. A continuacion, se incubaron los medios a 37°C con agitacion hasta
alcanzar DOgyo cercana a 0.5-0.6 UA. Luego se adicion6 0,5 mM IPTG y se continud
la96 incubacién a 22 y/o 30°C durante 20 h. Las muestras se trataron como se describe
en la seccion siguiente de manera de obtener las fracciones solubles e insolubles.
Posteriormente, las muestras no inducidas y las fracciones insolubles y solubles de las
muestras inducidas se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

(SDS PAGE) en condiciones desnaturalizantes.

2.29.3 Purificacién de las proteinas recombinantes ZmFNSI-1 y AtDMR6

Para la purificacion de las proteinas a partir de las cepas E. coli Rosetta2 (DE3),
250 ml de cultivo obtenido segun la seccién anterior se centrifugaron a 4.000xg durante
5 min a 4°C. Las células fueron resuspendidas en 10 ml de buffer de unién (250 mM
NaH,PO, pH 8; 0,5 M NaCl; 5% (v/v) glicerol; 20 mM imidazol) y 1 mM PMSF, 0.1%
(v/v) Tween-20. Posteriormente, para obtener las células lisadas, se sonicé dando 6-9
pulsos de 15 s con intervalos de 45 s en un sonicador MSE, se centrifugé 10 min a
7.000xg a 4°C y se separo el sobrenadante (fraccion soluble) del precipitado (fraccién
insoluble).

Luego de tomar una alicuota, el total de la fraccion soluble se incub6 con la
resina HisTag (Invitrogen) previamente equilibrada con el buffer de unién en agitacion
durante 1 h a 4°C. Se centrifugd para eliminar la fraccion soluble no unida a la resina y
la misma se traspaso a una columna (Bio-Rad). La columna se lavé con 10 voliumenes
del buffer de unién y 10 volimenes del buffer de lavado (250 mM NaH,PO, pH 8; 0,5 M
NaCl; 5% (v/v) glicerol; 50 mM imidazol). La proteina unida a la resina se eluy6 con 5
volimenes de buffer de elucion (250 mM NaH,PO, pH 8; 0,5 M NaCl; 5% (v/v) glicerol;
200 mM imidazol). La muestra obtenida se concentré6 en tubos Amicon Ultra-15

(Millipore) con un corte de 10 kDa centrifugando a 4°C a 2.000xg. EI mismo sistema se
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utilizé para desalar las muestras mediante dos cambios del buffer (100 mM KPi, 10%
glicerol, FeS0O4), agregando 10 volumenes del mismo en cada cambio. Por ultimo, las

proteinas purificadas se almacenaron a -80°C en alicuotas.

2.30 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas totales y de las proteinas recombinantes
purificadas se determind utilizando el ensayo Quant-itTM (Invitrogen) mediante el cual
se mide la fluorescencia luego de la interaccion del reactivo del kit comercial que se
une especificamente a proteinas. Para realizar la calibracion del instrumento se
utilizaron testigos proporcionados por el fabricante.

Alternativamente, las concentraciones de proteinas se determinaron por el
Método de Bradford (Bradford, 1976). Como testigo se utilizé6 albamina bovina sérica
(BSA) con la cual se realizaron curvas de calibracion variando la cantidad de proteina
entre 0,47 ug y 4,7 ug de acuerdo a la sensibilidad del método. Las absorbancias se
midieron en un lector de microplaca Dynex. Se graficaron los datos de absorbancia a
595 nm en funcion de la cantidad de proteina estandar y a partir de la curva de

calibracion obtenida se determiné la cantidad de proteinas totales en cada muestra.

2.31 Ensayos de actividad enzimatica correspondientes a la caracterizaciéon de las

distintas enzimas

2.31.1 Ensayos de bioconversion in vivo e actividad enzimatica in vitro

Para los ensayos de actividad in vivo en bacterias, las células de E. coli BL21
(DE3) pLys y las células E. coli Rosetta2 (DE3) hospedando los plasmidos pET28-
ZmFNSI-1, pET28-AtDMR6 o el vector vacio pET28 fueron crecidas a 37°C durante
toda la noche con agitacion constante en medio LB con los antibioticos adecuados. A
partir de dichos cultivos, se tomo6 una alicuota y se realizé un inoculo 1/100 en otro
recipiente conteniendo medio LB con los antibiéticos apropiados. Se continud la
incubacion de los medios nuevamente a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar

una DOggp cercana a 0,5-0,6 UA. Una vez alcanzada la DOgq Se adicion6 directamente
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al medio de cultivo 0,5 mM del inductor Isopropil -D tiogalactopirandsido (o IPTG). Los
flavonoides sustratos fueron adicionados simultaneamente al medio de cultivo a una
concentracion final de 0.1 mg.ml™, y después de la incubacién por 20 h a 22 y/o 30°C,
los mismos se extrajeron con el agregado de 500 ml de etil-acetato, a partir de una
alicuota de 1 ml de cultivo y vortex por 1 min. Las capas de solvente fueron separadas
por centrifugacion a 12.000xg por 1 min, y los flavonoides se recuperaron en la fase
organica. La fase organica resultante fue re-extraida con dos agregados mas de 500 ml
de etil acetato, y las fases organicas fueron luego combinadas. Esta fase organica fue
secada al vacio en una centrifuga CentriVap (Labconco), hasta la completa
evaporacion del liquido, y resuspendida en metanol para los analisis posteriores de LC-
MS (del inglés, Liquid Chromatography-Mass Spectrometry).

Para los ensayos de in vivo en levaduras WAT11, una colonia individual de
levaduras transformadas con los plasmidos pGZ25-F2H1; pGZ25-CYP93G6, pGZ25-
CYP93G?7 y el vector vacio pGZ25 fue crecida durante toda la noche a 30°C en 5 ml de
medio liqguido SC Ura- Trp- conteniendo 2 % (p/v) de glucosa. Después de la
incubacion, una alicuota correspondiente a una DOgypo de 1 de este cultivo fue
recolectada por centrifugacion, lavada con agua estéril y transferida a otro recipiente
conteniendo 10 ml del medio de induccién, SC Ura-, Trp-, Leu-, conteniendo 2% (p/v)
de galactosa y 3% (v/v) de glicerol. Los distintos flavonoides sustrato fueron
adicionados directamente al medio de cultivo en una concentracion final de 0,35 mM.
Después de la incubacién durante 20 h a 30 °C, una alicuota de 750 ml de cultivo fue
extraida con un volumen igual de etil acetato, secada al vacio en una centrifuga
CentriVap (Labconco), y resuspendida en metanol 100% para su posterior analisis por
HPLC y/o LC-MS.

La hidrolisis acida fue llevada a cabo para poder diferenciar entre productos O-y
C- glicosilados dado que el tratamiento acido hidroliza los enlaces O-glicésidos pero no
los conjugados C-glicésidos los cuales son estables a este tratamiento. Después de la
extraccién con etil acetato, se agregd a las muestras un volumen igual de HCL 2 N
seguido de la incubacion a 90 °C por 1 h. A continuacion la muestra fue secada al vacio
en una centrifuga CentriVap (Labconco), hasta la completa evaporacion del liquido, y
resuspendida en metanol para los analisis posteriores de HPLC y/o LC-MS.
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Los ensayos de actividad in vitro con las proteinas recombinantes purificadas
(ZmFNSI-1 y AtDMR®6) se realizaron en un volumen final de 100 o 200 pl de buffer
NaH,PO, pH 6,8 conteniendo 10 mM 2-oxoglutarato, 10 mM ascorbato, 0,25 mM
FeSO,, 0,14 mg.ml* de naringenina (0,5 mM). Aproximadamente 1 pg de enzima
purificada fue usada para cada ensayo. La reaccion fue iniciada por el agregado de la
enzima y finaliz6 por el agregado de etil acetato directamente a la mezcla de reaccion.
La actividad enzimatica se llevd a cabo a 30°C durante 60 min. La muestra resultante
fue secada al vacio en una centrifuga CentriVap (Labconco), hasta la completa
evaporacion del liquido, y resuspendida en metanol para los analisis posteriores de LC-
MS.

2.31.2 Andlisis de los productos flavonoides por HPLC y/o LC-MS

Los analisis de HPLC fueron realizados con un equipo AKTA basic 10/100
(Amersham Biosciences), utilizando una columna Phenomenex LUNA C18 (150 mm X
4.6 mm, 5 ym). Los datos fueron recolectados y analizados utilizando el programa de
control de sistema UNICORN (version 3.0). Los compuestos fueron separados por un
gradiente de elucion lineal de 20% de metanol: 80% 10 mM de acetato de amonio, pH
5,6, a 100 % de metanol a una velocidad de flujo de 0,75 ml.min™. Las unidades de
absorbancia fueron detectadas a 268, 292 y 340 nm usando un detector UV900
(Amersham Biosciences). Los tiempos de retencion de los productos analizados fueron
comparados con los tiempos de retencién de los estandares comerciales auténticos
(Sigma-Aldrich).

Los andlisis de LC-MS fueron realizados utilizando un sistema de bombas de
cromatografia liquida de alta resolucion Agilent 1100, y un espectrémetro de masas en
un modo i6n positivo Bruker micrOTOF-Q Il configurado con una fuente de ionizacion
Turbo-ion spray con una energia de colision de 25 eV. Las muestras (10 ul) fueron
separadas por cromatografia utilizando una columna Phenomenex HypersilGOLD C18
(150 mm x 2 mm, 3 ym) a 200 pl min™ con un gradiente de elucién lineal de 1) 20% de
metanol: 80% de acetato de amonio 5 mM, pH 5,6, a 100 % de metanol por un tiempo
de 15 min para los ensayos de bioconversion in vivo en E. coli; 2) 20%: de acetonitrilo

en 0,1% de acido féormico: 80% de 1 % de acido férmico en agua, a 100 % de
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acetonitrilo en 0.1% de acido férmico por un tiempo de 15 min para los ensayos de
bioconversion in vitro y los ensayos in planta. Los compuestos fueron identificados por
la comparacion de sus espectros de masas con los espectros de los estandares
comerciales auténticos (Sigma-Aldrich y Indofine Chemical Company). Las unidades de

absorbancia fueron detectadas a 295 y 360 nm.

2.32 Obtencidn de anticuerpos
2.32.1 Preparacion de la muestra a inocular

La proteina ZmFLS1 fusionada con una secuencia de oligohistidina fue
expresada en E. coli BL21(DE3) Rossetta, y posteriormente se purificO a partir de
cuerpos de inclusién, mediante cromatografia de afinidad en columnas HisTrap "FF
(GE) previamente equilibrada con el buffer de unién. La proteina recombinante
purificada (200 ug) se sembré en un SDS-PAGE preparado al 8% (p/v) de acrilamida
con un unico pocillo del ancho del gel. Luego de la corrida electroforética, el gel se tifio
con una solucion de azul de Coomassie 0,05% (p/v) en agua destilada durante 15 min
y se lavé varias veces con agua destilada hasta visualizar la banda de interés. Dicha
banda se escindid del gel, y se segment6 en fragmentos mas pequefios que luego se
disgregaron pasando la muestra repetidas veces por una jeringa de 2,5 ml. Finalmente,
se agrego buffer PBS (10 mM NayPO4; 130 mM NaCl; pH 7,2) hasta un volumen

maximo de 0,8 ml.

2.32.2 Inoculacién del conejo

Para la obtencion de anticuerpos policlonales contra la enzima recombinante
ZmFLS1 se inoculd un conejo New Zealand con la proteina purificada tratada como se
indica en la seccion anterior. La inmunizacion se llevo a cabo segun el siguiente
protocolo: Dia 1: se realiz6 una inyeccion subcutanea de 200 pg de la proteina
purificada en buffer PBS. Dia 21: se realiz6 una segunda inyeccion subcutanea de 200

Mg de la proteina purificada en buffer PBS. Dia 31: se hizo el primer sangrado del cual
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se obtuvo el suero. Previo al inicio de este tratamiento se extrajo una muestra de

sangre para chequear el suero pre-inmune.

2.32.3 Obtencién del suero del conejo

La sangre se incub6 a 37°C durante 1 h. Luego, se centrifugé a 2.000xg para
separar el coagulo y el suero se conservo con un agregado de 0,02% (p/v) de azida de
sodio a -20°C.

2.32.4 Purificacion de los anticuerpos contra la proteina ZmFLS1

Para lograr la purificacion de los anticuerpos generados, fue necesario obtener
la proteina recombinante ZmFLS1 madura, es decir sin la fusion N-terminal. En primer
lugar se ensayaron diversas condiciones de protedlisis utilizando la enzima
enteroquinasa, variando la relaciébn enzima:proteina recombinante purificada, la
temperatura, como también el tiempo de incubacion. Desafortunadamente, en ninguna
de las condiciones ensayadas fue posible obtener la proteina madura observandose en
general degradacién completa de la misma. En segundo lugar y, con objeto de eliminar
las fusiones N-terminales Tioredoxina (Trx) y S-tag presente en el vector de la linea
pPET32, se inmunopurificaron los anticuerpos anti-ZmFLS1 utilizando el vector de la
linea pET28, el cual no posee estos agregados, pero utilizando la construccion pET28-
SbFLS1, correspondiente a la proteina FLS1 de sorgo, que se disponia en nuestro
laboratorio. Es necesario destacar el alto porcentaje de identidad a nivel de
aminoacidos (94%) entre las proteinas ZmFLS1 y SbFLS1, observandose mediante
ensayos de western blot, reaccion cruzada entre la proteina de sorgo y el suero inmune
anti-ZmFLS1.

2.33 Preparacion de extractos crudos proteicos

Se pesaron aproximadamente entre 1 y 3 g de hojas y se pulverizaron en un
mortero utilizando N liquido hasta obtener un polvo fino. Luego se adiciond el buffer de
extraccion: [100 mM Tris-HCI pH 7,8; 10 mM MgCI2; 1 mM EDTA; 15 mM 2-
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mercaptoetanol; 20% (V/V) glicerol; 1 mM fenil-metil-sulfonil-fluoruro  (PMSF)],
adicionando 33 pl por g de tejido fresco de una mezcla de inhibidores de proteasas
(Sigma) conteniendo los siguientes inhibidores (4 (2- aminoetil)benzenosulfonil fluoruro,
E-64, 10-Fenanatrolina, Pepstatina, Leupeptina, Bestatina). El homogenado se clarifico
por centrifugacion a 15.800xg durante 15 min. El sobrenadante fue conservado a -

20°C hasta su utilizacion.

2.34 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Las electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se llevaron a cabo utilizando la celda mini-PROTEAN
Tetra System de Bio-Rad y el sistema discontinuo de Laemmli (1970). Las
concentraciones finales de acrilamida fueron del 5% (p/v) para el gel de concentracién
y 15% (p/v) para el gel de separacion. Las muestras diluidas en proporcién 1:5 en
buffer de siembra 5X (60 mM Tris-HCI, pH 8,6; 25% (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS; 0,5%
(v/v) 2-mercaptoetanol; 0,1% (p/v) azul de Bromofenol) se hirvieron durante 3 min y se
sembraron en el gel en funcién de la cantidad de proteinas totales (entre 50 y 70 ug de
proteinas totales por pocillo). El buffer de electrodo para las corridas electroforéticas
contenia 25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM glicina y 0,1% (p/v) SDS. La intensidad de
corriente empleada fue de 20 mA. Los geles fueron analizados por tinciéon con azul de
Coomassie ¢ transferidos a membrana de nitrocelulosa para su posterior analisis

mediante Western Blot como se describe a continuacion (Bollag y Edelstein, 1991).

2.35 Ensayos de inmunodeteccion — Western blot

La electrotransferencia de las proteinas separadas mediante SDS-PAGE a
membranas de nitrocelulosa se llevé a cabo utilizando la celda Mini Trans-Blot (Bio-
Rad). La membrana, el gel y las toallas se incubaron durante 10 min con buffer de
transferencia (15,6 mM Tris-HCI, pH 8,8; 120 mM glicina; 20% (v/v) metanol) y, luego,
se realiz6 la electrotransferencia durante 1 h a 100 V a 4°C. Posteriormente, la
membrana se blogue6 con un buffer conteniendo 5% (p/v) leche descremada en TBS
(10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl) durante 1 h, y luego de 3 lavados de 10 min
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con TBS, la misma se incubd con el anticuerpo primario (anti-ASF1A+b de conejo,
ab53608, ABCAM) durante toda la noche. Luego de 3 lavados con TBS, la membrana
se incubd durante 1 h con anticuerpos secundarios (anti-IgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina, Bio-Rad) preparados en una dilucion 1:3000. Finalmente, luego de
realizar 3 lavados con TBS, la membrana se incubé con buffer sustrato (100 mM Tris-
HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,; 10 mg.ml* NBT; 50 mg.mI* BCIP). El
desarrollo de la reaccion se realizé en oscuridad hasta la aparicion de bandas color

purpura, y se detuvo por el lavado de la membrana con agua destilada.

2.36 Analisis estadistico

Para aquellos ensayos en los cuales se compararon dos condiciones diferentes,
se verificO que los valores obtenidos para cada muestra siguieran una distribucion
Normal, y se empled el test estadistico t-Student para verificar la significancia de las
diferencias, empleando el software Microsoft Excel.

Para los ensayos donde se compararon mas de dos parametros diferentes, se
verific6 que los valores analizados para cada condicion en estudio siguieran una
distribucion Normal, y se emple6 el test estadistico ANOVA (del inglés one-way
analysis of variance). Las diferencias significativas fueron calculadas utilizando los test
de Bonferroni, Dunett, Turkey y Duncan (P < 0.05) empleando el software Sigma Stat
3.1y Graphpad Prism 5.03.

2.37 NUmeros de Acceso

Las secuencias analizadas en este trabajo de Tesis pueden ser visualizadas en:

Arabidopsis Genome Initiative (www.arabidopsis.org) y maize genome sequence

version 3b.60 (www.maizesequence.org) con los siguientes numeros de acceso CPK3
(At4g23650); CBP20 (At5g44200); UVR2 (At1g12370); UVR7 (At3g05210); TRX-LIKE,
(AW927774); ZmActina (GRMZM2G126010); ZmFLS1 (GRMZM2G152801), ZmFNS1
(GRMZM2G167336), ZmCYP93G6 (GRMZM2G407650), ZmCYP93G7
(GRMZM2G148441), ZmFNSI-1 (GRMZM2G099467), AtDMR6 (At5g24530).
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CAPITULO 3
3.1 Introduccién

3.1.1 Las plantas y la radiacién UV-B

El éxito evolutivo de los distintos organismos vivos depende sin duda de su
resistencia a las condiciones adversas de estrés ambiental. En particular, las plantas,
como organismos fotosintéticos, se encuentran obligadas a regular su crecimiento y
desarrollo en funcién de las condiciones de luz de su entorno. Por esta razon la
radiacion solar es de suma importancia para las mismas ya que es usada como sefial
de informacién. La luz puede ser percibida por las plantas de forma especifica mediante
una variedad de sensibles y sofisticados fotoreceptores con capacidad de distinguir
pequefios cambios en la calidad, cantidad, direccién y duracion de la luz (Kami y col.,
2010). Como constituyente del espectro solar, la radiacion UV-B es una sefial ambiental
capaz de regular diversos procesos fisioldégicos, como también de generar dafio en el
ADN.

La radiacion UV-B (280-315 nm) junto a la radiacién UV-A (315-400 nm) y UV-C
(100-280 nm) forman parte del espectro UV; que dependiendo de factores como la capa
de ozono estratosférica, el angulo solar (latitud, estacion, hora del dia), la altitud, el
grado de contaminacién, la nubosidad y variables en pequefia escala como la
reflectancia de la superficie y el sombreado (McKenzie y col., 2003; Paul y Gwynn
Jones, 2003), permiten el paso a la superficie terrestre de la radiacion UV-A y una parte
de la radiacion UV-B, absorbiendo la radiacién UV-C y UV-B por debajo de los 290 nm.
Asi, a pesar de gue la radiacion UV-B que alcanza la superficie de la Tierra representa
menos del 0,5% de la energia solar (Blumthaler, 1993), la misma es suficiente para
ejercer efectos bioldgicos significativos debido a que contiene fotones UV-B de corta
energia (Landry y col., 1995).

Las plantas son mas resistentes a la radiacion UV-B que los microbios y las
células de mamifero, debido en parte a que sintetizan una gran variedad de metabolitos
secundarios como los flavonoides, capaces de absorber eficientemente la luz UV-B,
pero permiten que longitudes de onda de luz fotosintéticamente activas penetren en los

tejidos (Caldwell y col., 1983). Estos metabolitos constituyen la primera linea de
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defensa frente el dafio inducido por dicha radiacién, y estudios previos demuestran que
su sintesis aumenta en plantas expuestas a luz UV-B (Ormrod y col., 1995).

3.1.2 Las plantas y los flavonoles

Los flavonoles constituyen el subgrupo mas abundante dentro del grupo de los
flavonoides encontrados en las plantas superiores, y se encuentran usualmente
conjugados en las formas de mono-, di- o triglicésidos de kaemferol (K), quercetina (Q)
o mirecetina (M). Basicamente los tres difieren en la cantidad de grupos hidroxilos

simples que se agregan al anillo B del esqueleto del flavonoide (Figura 3.1).

OH OH 0OH

Kaemferol Cuercetina Mirecetina

Figura 3.1 Estructura béasica de los 3 tipos principales de flavonoles. Kaemferol,
guercetina y mirecetina.

Los flavonoles se acumulan en las vacuolas de las células epidérmicas u
ocasionalmente en las ceras epicuticulares (Stafford, 1990; Weisshaar y Jenkins, 1998;
Bohm y col., 1998; Yonekura-Sakakibara y col., 2008). Su importancia fisiologica difiere
entre las distintas especies vegetales, pero su maximo de absorcion a 280-320 nm
predice una importante funcién para estos compuestos principalmente en la proteccion
contra la radiacion UV-B (Winkel-Shirley 2002; Solovchenko y Schmitz-Eiberger, 2003;
Stracke y col., 2007). Los flavonoles son compuestos amarillos o incoloros que pueden
determinar el color de las flores y los frutos debido a que poseen una estructura planar
de anillo con capacidad de actuar como co-pigmentos entre las moléculas de
antocianinas (Yoshitama y col., 1992; Nielsen y col., 2002), siendo por ejemplo los
responsables del color amarillo de los pétalos de Lathyrus chrysanthus (Markham y
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Hammett, 1994). Por otra parte, los flavonoles pueden desempeiiar funciones de
atraccion o defensa en las flores frente a insectos (Gronquist y col., 2001) y participar
en la defensa frente a microbios (Stafford, 1991; Stracke y col., 2007). Ademas, se
demostré que estos compuestos resultan ser esenciales para la macho fertilidad,
participando por ejemplo, en la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico
en especies vegetales tales como maiz (Poaceae) y petunia (Solanaceae), pero no en
especies vegetales como Arabidopsis (Brassicaceae) o Lisianto (Eustoma grandiflorum
Grise, Gentianaceae) (Mo y col., 1992; van der Meer y col., 1992; Yistra y col., 1996;
Vogt y col., 1995; Burbulis y col., 1996; Nielsen y col., 2002). Por otro lado, existen
evidencias de que los flavonoles regularian negativamente el transporte polar de
auxinas, necesario para la respuesta gravitropica y la elongacion de la raiz primaria. Si
bien los mecanismos de accién y los blancos moleculares no han sido esclarecidos, hay
varias lineas de evidencias que sugieren que modularian directa o indirectamente la
actividad de proteinas transportadoras de membrana tales como PIN (del inglés, PIN
FORMED) y ABCB (del inglés, ATP Binding Cassette subfamily B) implicadas en la

salida de esta hormona de la célula (Peer y col., 2011).

3.1.3 Biosintesis y regulacién de los flavonoles

Los flavonoles son sintetizados a partir de los dihidroflavonoles dihidrokaemferol
(DHK), dihidroquercetina (DHQ) o dihidromiricetina (DHM) por accion de la enzima
flavonol sintasa (FLS, mencionada en el Capitulo 1 del presente trabajo de Tesis)
(Figura 3.2). Esta enzima pertenece al grupo de enzimas dioxigenasas dependientes de
2-oxoglutarato (2-ODD) que contienen hierro no heminico (Holton, 1993; Prescott, 1996;
Martens y col., 2010) y catalizan una reaccion de desaturacion compitiendo por los
mismos sustratos con la enzima dihidroflavonol reductasa (DFR) (Figura 1.2, Seccion
1.1.3).
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OH OH
OH OH OH
H H H
F3'H E3'5'H OH
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Dihidroquercetina Dihidrokaempferol Dihidromirecetina
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Quercetina Kaempferol Mirecetina

Figura 3.2 Via de sintesis de los flavonoles. F3'H, flavonoide 3" hidroxilasa; F3'5H,
flavonoide 35 hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa (Adaptado de Yonekura y Sakakibara,
2008).

Las enzimas de la ruta central de la via de los flavonoides en Arabidopsis son
codificadas por genes simple copia, con la excepcion de la enzima FLS, para la cual se
ha identificado una familia de seis isogenes en su genoma. Los genes FLS se localizan
en el cromosoma 5 y serian resultado de eventos de duplicacién génica (Owens y col.,
2008; Stracke y col., 2009). Por otra parte, la expresion recombinante de las distintas
enzimas FLS de Arabidopsis revel6 actividad para las enzimas FLS1 y FLS3 (Wisman y
col., 1998; Saito y col., 1999; Winkel-Shirley, 2001; Prescott y col., 2002, Preus y col.,
2009); mientras que los otros genes AtFLS son considerados inactivos (Owens y col.,
2008; Stracke y col., 2009).

La regulacién de la sintesis de flavonoles ha sido extensamente estudiada en
esta especie, en la cual tanto los reguladores como los genes de la biosintesis son
regulados a nivel trancripcional por un subgrupo de proteinas con dominio R2R3-MYB
pertenecientes a la familia PFG (del inglés, Production of Flavonol Glucosides)
PFG1/MYB12, PFG2/MYB11 y PFG3/MYB111, las cuales muestran un patrén de
expresion diferencial y regulan la acumulacion de flavonoles en una manera
dependiente del tejido y el estadio de desarrollo (Quattrocchio y col., 2006; Stracke y

col., 2007; Jenkins, 2008). Ademas, se ha demostrado que el factor de transcripcion
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bZIP HY5 (del inglés, long HYpocotyl5), un importante participante en la cascada de
transduccion de la sefal inducida por UV-B mediada por UVR8 (del inglés, UV
RESISTANCE LOCUSS8), un fotoreceptor especifico de UV-B (Rizzini y col., 2011,
O’Hara y Jenkins, 2012; Hofmann, 2012; Gardner y Correa, 2012), regula la expresion
de PFG1/MYB12 por dicha radiacion (Stracke y col., 2010b). Asi, AtFLS1 y otros genes
involucrados en la sintesis de flavonoles resultan ser también blancos de estos
reguladores (Mehrtens y col., 2005; Stracke y col., 2010a).

En el genoma de maiz de la linea B73 se han sido identificados dos genes
codificantes para FLSs. Los mismos fueron caracterizados en nuestro laboratorio y se
denominaron ZmFLS1 y ZmFLS2 (Falcone-Ferreyra y col., 2010; 2012). El primer gen
identificado (ZmFLS1) fue clonado y caracterizado poco antes de comenzar mi Tesis
doctoral en base a la homologia de secuencias con el transcripto FLS1 de A. thaliana
(AtFLS1) mediante la técnica de RT-PCR utilizando anteras de maiz; demostrando la
capacidad de dicha enzima para generar flavonoles. Posteriormente, se demostré que
la expresion del gen ZmFLS1 bajo el promotor constitutivo 35S fue capaz de
complementar parcialmente la deficiencia de flavonoles en plantas de A. thaliana
mutantes en flsl y de restaurar los niveles de antocianinas alterados por el desvio del
flujo metabdlico a niveles normales (Falcone-Ferreyra y col., 2010). El segundo gen
caracterizado (ZmFLS2) fue identificado méas recientemente en base a la secuenciacion
completa del genoma de la linea B73. La elevada identidad (99%) tanto a nivel de
nucleétidos como de aminoacidos entre los dos genes y proteinas, respectivamente, asi
como también el andlisis de la sintenia entre especies gramineas cuyos genomas han
sido secuenciados (Sorghum bicolor, Oryza sativa y Brachypodium distachyon), indican
gue los genes ZmFLSs son productos de duplicacion génica. El analisis de la regulacion
de la expresion de ambos genes por RT-PCR en tiempo real, tanto en células BMS (del
inglés, Black Mexican Sweet) que expresan o no los reguladores C1/R y en pericarpios
y barbas que expresan o no los alelos de P1, demostré6 que ambos genes se regulan
por los mencionados factores de transcripcion de maiz. Por otra parte, estudios in vivo
de co-expresion transciente en protoplastos de maiz y experimentos in vitro de retardo
de la movilidad en gel demostraron que ZmFLS2 resulta mas activado por ambos

reguladores que ZmFLS1, probablemente debido a la presencia de sitios adicionales de
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union a C1 y P1 en la region distal de su promotor. Ademés, se demostré que la
expresion de ambos genes resulta regulada por radiacion UV-B, tanto en lineas de maiz
que crecen a altas como a bajas altitudes. No obstante, en condiciones control en
ausencia de UV-B, se observaron niveles mayores de expresion de ambos transcriptos
en las lineas de altas altitudes en comparacion con las lineas de bajas altitudes
(Falcone-Ferreyra y col., 2012). Estos resultados predicen la posibilidad de que los
elevados niveles de los transcriptos de ambos genes puedan contribuir a la adaptacion
a ambientes con altos niveles de radiacion UV-B. Sin embargo, previo al inicio de esta
Tesis, un rol directo para los flavonoles en la resistencia/tolerancia de las plantas a la
radiacion UV-B no habia sido demostrado.

3.1.4 Efectos de laradiacién UV-B en plantas

Las plantas responden a la radiacion UV-B desencadenando respuestas muy
variadas que dependen de la longitud de onda, la intensidad, y la duracion de la
exposicién (Jenkins, 2009). Sin embargo, la radiacibn UV-B es capaz de provocar
efectos pleiotropicos en el desarrollo, morfologia y fisiologia de las mismas. A nivel
morfolégico se observé 1) inhibicion de la elongacién del hipocétilo; 1) engrosamiento de
las hojas y cuticula; 11I) reduccién del area superficial de las hojas; IV) alteracion de la
floraciéon y la fertilidad y; V) disminucién de la biomasa (Jansen y col., 1998). A nivel
fisiol6gico se observa: 1) dafio en el ADN; II) reduccién en la capacidad fotosintética por
degradacion de las proteinas D1 y D2 del fotosistema I, la destruccion de la clorofila y
de los carotenoides, y la reduccién de la actividad y cantidad de la enzima Rubisco; IlI)
cambios en el metabolismo secundario por activacion de la via de biosintesis de los
flavonoides; 1V) cambios en la expresién génica por induccion de los genes codificantes
de las enzimas de reparacion del ADN, del ciclo celular, de la via de transduccion de la
sefial, del metabolismo secundario y de las enzimas detoxificadoras tales como
superéxido dismutasa y peroxidasas, entre otras; V) respuestas de estrés, como
formacion de las especies reactivas del oxigeno (EROSs), las cuales a su vez causan
aumento en la oxidacion de los lipidos y las proteinas y; VI) aumento de la resistencia a
los insectos (Jordan, 1996; Ballare y col., 1996; Mackerness y col., 2001; Demkura y
Ballaré; 2012).
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3.1.5 Lesiones producidas en el ADN tras la exposicion a radiacion UV-B

El dafio en el ADN constituye uno de los mayores tipos de dafios provocados por
la exposicion a la radiacion UV-B, debido a que esta macromolécula es capaz de
absorber fuertemente dichas longitudes de onda, provocando la formacion de los
fotoproductos de UV. Estos fotoproductos consisten en dimeros entre pirimidinas
adyacentes, como por ejemplo, dimeros de pirimidinas por formacién de un anillo de
ciclobutano (DPCs) y dimeros de pirimidina (6-4) pirimidona, conocidos como 6-4
fotoproductos (6-4PPs) (Figura 3.3) (Mitchell y Nairn, 1989; McGregor, 1999), siendo la
formacion de DPCs (75%) mucho mas frecuente que la formacion de 6-4PPs (25%)
(Tuteja y col., 2001; Bray y West, 2005). Estas lesiones perturban el metabolismo
celular al impedir el progreso de las ADN y ARN polimerasas, conduciendo al bloqueo
de la replicacion y la transcripcién del ADN, respectivamente (Waterworth y col., 2002;
Frohnmeyer y Staiger, 2003). Por tal motivo, la eliminacion de los DPCs y 6-4 PPs
resulta esencial para la supervivencia de las distintas especies afectadas por este tipo
de daino (Waterworth y col., 2002).
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Figura 3.3 Estructura de las lesiones inducidas en el ADN por la radiacion UV-B.
(Adaptado de Carrasco Rios, 2009).
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La eliminacion de las lesiones en el ADN inducidas por UV en plantas se lleva a
cabo por la accion coordinada de dos mecanismos principales, reparacion en luz y
reparacion en oscuridad (Quaite, 1994). Cuando los niveles de dafio son bajos,
participa principalmente la ruta de reparacion dependiente de la luz. Esta ruta es
conocida como foto-reactivacion o reversion directa del dafio en el ADN (PR, del inglés,
PhotoReactivation) y revierte la formacion de los dimeros de pirimidina en el ADN a
través de la accion de una enzima llamada fotoliasa (Yasui y Eker, 1998). Esta enzima
se une especificamente a las lesiones en el ADN y las elimina directamente por
absorcién de la luz azul y UV-A en el rango de los 300-600 nm; reduciendo el dimero a
la forma monomérica (Kimura y col., 2004). En A. thaliana se han identificado dos tipos
de fotoliasas: la fotoliasa |, PHR1 (del inglés, PHOTOLYASE1), también conocida como
UVR2 (del inglés, UV RESISTANCE 2) que desempefia una funcién especifica para la
fotorreparacion de DPCs, y otra fotoliasa conocida como UVRS3 (del inglés, UV REPAIR
DEFECTIVE 3) para la fotorreparacion de los 6-4 PPs (Ahmad y col., 1997; Waterworth
y col., 2002). La accion de estas dos enzimas es muy eficiente ya que se observo que
en 16 h, el 96% de los dimeros de pirimidinas inducidos por el tratamiento con UV-B
son reparados en presencia de luz (Dany y col., 2001). Por otra parte, en ausencia de
luz, la reparacion de los dimeros de pirimidina se produce principalmente mediante el
mecanismo de reparacion por escision de nucleétidos (NER). Otros mecanismos
conocidos de reparacion en la oscuridad lo constituyen la reparacion por escision de
bases (BER), el sistema de reparacion de bases incorrectamente apareadas (Lario y
col.,, 2010) y la recombinacién homéloga y no homdéloga, procesos en los cuales
fragmentos de genes incompletos se combinan para producir genes funcionales. Este
tipo de recombinacién es estimulado por el tratamiento con radiacion UV-B, asi como
también por otros agentes que dafan el ADN (Liu y col., 2000). La velocidad a la cual

uno u otro mecanismo se producen varia ampliamente.
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3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo general

El objetivo del presente capitulo de Tesis es investigar la participacion de la

enzima flavonol sintasa 1 de maiz (ZmFLS1) en la respuesta a la radiaciéon UV-B.

3.2.2 Objetivos especificos

A partir del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos particulares:

. Analizar el patron de expresion y la regulacion del gen ZmFLS1 por la radiacion

UV-B en diferentes lineas de maiz.

. Determinar la capacidad de plantas transgénicas de A. thaliana que sobre-

expresan el gen ZmFLS1 de producir niveles aumentados de flavonoles.

. Evaluar el crecimiento y el desarrollo de plantas transgénicas en comparacion
con plantas salvajes, asi como también la tolerancia de las mismas frente a distintos
tratamientos con luz UV-B, con el objetivo de investigar el rol de los flavonoles en la

proteccion frente a este tipo de estrés.
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3.3 Resultados

3.3.1 Analisis de la expresion del transcripto FLAVONOL SINTASA 1 (ZmFLS1) en
plantas de maiz luego de la exposicion con radiacion UV-B

La previa caracterizacion de la enzima ZmFLS1 poco antes de comenzar mi
Tesis doctoral (citada en la Introduccion del presente capitulo de Tesis) nos permitio
indagar sobre el posible rol sugerido por los flavonoles en la respuesta a la radiacion
UV-B. Para ello, en primer lugar analizamos la regulacion transcripcional del gen
ZmFLS1 por dicha radiacion, utilizando plantas de maiz del genotipo B73 y W23 que
expresan o no los factores de transcripcion B1 y PL1 (W23 B1, PL1 y W23 b1, pl1,
respectivamente), reguladores de la sintesis de flavonoides en maiz. Las diferentes
lineas fueron crecidas en invernadero en ausencia de radiacion UV-B durante 4
semanas (seccion 2.5.2) y luego se irradiaron con lamparas de UV-B a una intensidad
de 2 W.m? durante 8 h. Las lamparas fueron cubiertas con filtros de acetato de celulosa
que no permiten el pasaje de la radiacion UV-C, transmitiendo UV-B, UV-A y luz visible
(plantas tratadas o UV-B), mientras que para el tratamiento de las plantas control (0 no
UV-B), las lamparas ademas se cubrieron con filtros de poliéster que filtran la radiacion
UV-B (seccion 2.6.3). Finalizado el tratamiento, se recolectaron muestras de hojas y se
procesaron de manera de obtener los ADNc correspondientes (seccion 2.10.1).
Posteriormente, se determiné el nivel de expresion del gen ZmFLS1 mediante RT-PCR
en tiempo real (seccion 2.10.4) en las diferentes muestras, incluyendo como control
oligonucledtidos especificos que amplifican al gen TRX-like (del inglés, TIORREDOXIN-
LIKE), el cual codifica para una proteina tiorredoxina putativa, que no es regulada por la
radiacion UV-B (Casati y Walbot, 2004).

Como se muestra en la Figura 3.4, para la linea del genotipo B73 se observé un
aumento de 20 veces mientras que las lineas del genotipo W23 mostraron un aumento
de 4 veces en los niveles del transcripto en las hojas de plantas irradiadas con UV-B
respecto a los niveles en las hojas de plantas controles, indicando una fuerte regulacion

en la expresion del gen por la radiacion UV-B.
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Figura 3.4 Cambios en los niveles de expresion de ZmFLS1 por radiacion UV-B.
Cambios en los niveles de expresion de ZmFLS1 en hojas provenientes de plantas de
maiz de las lineas B73 y W23 bl, pll y W23 B1, PL1 crecidas en invernadero y
sometidas a un tratamiento con luz UV-B. Los niveles de expresion de las muestras se
determinaron mediante andlisis de RT-PCR en tiempo real. Los resultados
corresponden al promedio de los datos provenientes de triplicados biolégicos para cada
una de las muestras, y de dos replicados técnicos como minimo. Las barras de error
indican la desviacion estandar de las muestras.

3.3.2 Caracterizacién de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que

expresan la FLS1 de maiz

3.3.2.1 Anélisis de la expresion del transcripto ZmFLS1

Con el objetivo de profundizar acerca de la posible proteccion conferida por los
flavonoles directamente in planta en los sitios blanco de dafio por la radiacion UV-B, se
utilizaron plantas salvajes de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 0 (Col 0) que
habian sido transformadas previamente a mi traajo de Tesis con la construcciéon p35S-
ZmFLS1, expresando de esta manera la enzima FLS1 de maiz.

En primer lugar se realiz0 la seleccion de las lineas homocigotas para el

transgen en placas con medio MS (del inglés, Murashige and Skoog) suplementado con
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el antibiotico higromicina, dado que es el marcador de seleccion del vector con el cual
fueron transformadas las plantas. La presencia del transgen ZmFLS1 en las plantas
transformadas se verificd por PCR, RT-PCR, y RT-PCR en tiempo real (seccion 2.10.3).

Para los analisis mediante PCR se utiliz6 ADN gendmico extraido de plantas de
veinte dias salvajes (Col 0, sin transformar) y transgénicas (Col 0 transformadas con la
construccion p35S-ZmFLS1), utilizando los oligonucledtidos LP-prom35S y RP-
ZmFLSexonl (Tabla VI, seccién 2.4). El producto de amplificacion obtenido se muestra
en la Figura 3.5 A y corresponde a un tamafio de 1039 pb. Por otra parte, para los
andlisis mediante RT-PCR (Figura 3.5 B) y RT-PCR en tiempo real (Figura 3.6), se
utilizaron los ADNc correspondientes obtenidos de las mismas plantas pero utilizando
para la amplificacion especifica del transgén los oligonucleétidos LP-ZmFLS1-RT y RP-
ZMmFLS1-RT (Tabla VI, seccién 2.4) los cuales generan un producto de 180 pb. Como
control de reaccion de amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos LP-CBP20-RT y
RP-CBP20-RT (Tabla VI, seccion 2.4) para amplificar el gen de referencia CBP20, el
cual codifica para una PROTEINA DE UNION A CAP20, determinando diferentes
niveles expresion del transgén en lineas transgénicas independientes y no
detectdndose su expresion en las plantas salvajes.

En las secciones siguientes del presente capitulo de Tesis, cada vez que

denominemos_plantas salvajes o Col 0, nos estaremos refiriendo a la linea ecotipo

Columbia 0 sin transformar, y, cada vez denominemos plantas transgénicas o T.nl1.n2,

nos estaremos refiriendo a las plantas transgénicas de Arabidopsis (Col 0)
transformadas con la construccion p35S:ZmFLS1, que sobreexpresan la enzima
flavonol sintasa 1 de maiz correspondiendo nl: al nimero de generacion y n2: al

namero de lineas transgénicas independientes.
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Figura 3.5 Presencia del transgen ZmFLS1 en plantas de A. thaliana. Las
reacciones de PCR (A) se llevaron a cabo utilizando ADN gendémico de plantas de
Arabidopsis salvajes y transgénicas separados en un gel de agarosa 1% (p/v). 1:
Control negativo (sin ADN gendémico); 2: Col 0; 3: T1.1; 4: T1.2. Las reacciones de RT-
PCR (B) se llevaron a cabo utilizando ADNc de plantas de Arabidopsis thaliana salvajes
y transgénicas separados en un gel de agarosa 2% (p/v). 1. Col O, 2: T1.1, 3: T1.2; 4:
T1.3y5: T1.4.
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Figura 3.6 Niveles de expresion de ZmFLS1 en plantas de Arabidopsis. Niveles de
expresion relativos en hojas provenientes de plantas de Arabidopsis crecidas en
camaras de cultivo. Los niveles de expresion de las muestras se determinaron mediante
analisis de RT-PCR en tiempo real. Los resultados corresponden al promedio de los
datos provenientes de triplicados biolégicos para cada una de las muestras, y de dos
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replicados técnicos como minimo. Las barras de error indican el error estandar de las
muestras.

3.3.2.2 Obtencidon de anticuerpos de conejo anti-ZmFLS1. Andlisis de los niveles
de proteina ZmFLS1

Para analizar si los niveles de expresion del transcripto ZmFLS1 se correlacionan
con la cantidad de la proteina ZmFLS1 expresada, se prepararon anticuerpos
policlonales de conejo contra la proteina FLS1 de maiz (PM aproximado: 36.5 kDa), los
cuales debieron ser posteriormente purificados (seccion 2.32.4). A continuacion se
procedié a analizar la expresion de ZmFLS1 en extractos crudos de hojas de plantas de
maiz de la linea B73 y de Arabidopsis salvajes y transgénicas, mediante western blot en
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, optimizando una dilucién
1:200 para los anticuerpos purificados.

En la Figura 3.7 se muestra la presencia de una banda inmunoreactiva en los
extractos de maiz y de Arabidopsis, tanto en las plantas salvajes como transgénicas,
detectdndose un aumento de la sefial en estas ultimas. Por otra parte, la presencia de
sefal en las lineas salvajes estaria evidenciando la existencia de reaccion cruzada de
los anticuerpos con las proteinas FLS enddgenas de Arabidopsis. (PM aproximado:
AtFLS1: 37 kDa).

Figura 3.7 Andlisis por Western blot de la proteina ZmFLS1. 1. Extracto de
proteinas totales de hojas de plantas de maiz de la linea salvaje B73. 2: Extracto de
proteinas totales de hojas de plantas de Arabidopsis Col 0. 3: Extracto de proteinas
totales de hojas de plantas de Arabidopsis T1.3.

Dada la poca sensibilidad de los anticuerpos generados, estos no fueron
utilizados para comparar los niveles de proteina FLS entre las distintas lineas
transgénicas de Arabidopsis estudiadas.
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3.3.2.3 Analisis del contenido de flavonoles en las plantas de Arabidopsis

transgénicas y salvajes

Por otra parte se procedio a determinar si la expresion de ZmFLS1 en las plantas
transgénicas genera un aumento en la cantidad de flavonoles, productos directos de la
reaccion catalizada por la enzima analizada. Para ello se cuantificé el contenido total de
los flavonoles K y Q (flavonoles mas abundantes en Arabidopsis) en extractos fendlicos
hidrolizados de hojas de plantas salvajes y transgénicas de Arabidopsis crecidas
durante 20 dias en camara de cultivo (seccion 2.5.2), utilizando Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion, técnica internacionalmente conocida por su nombre en inglés High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC), de mucha utilidad para el andlisis de
flavonoides, utilizando un equipo de andlisis AKTA basic 10/100 (Amersham
Biosciences). Ademas de los extractos fendlicos mencionados, se inyectaron de forma
secuencial, las soluciones de los estdndares comerciales. Los compuestos fueron
separados por un gradiente lineal, y los tiempos de retencion de los diferentes picos
fueron analizados con el programa UNICORN (version 3.0), segin como se indica en la
seccion 2.18.

La Figura 3.8 muestra los perfiles cromatograficos de HPLC (A) y los valores
promedio resultantes de las integraciones de las areas correspondientes a los picos
obtenidos a 360 nm para los distintos extractos fendlicos hidrolizados (B). Asi, se
observa que las plantas transgénicas exhiben niveles significativamente mayores de Ky
Q respecto de las plantas salvajes; sin embargo mientras que los niveles de K
aumentaron 3,8 veces, los niveles de Q s6lo aumentaron 1,7 veces. De esta manera, a
pesar de que los niveles de ambos flavonoles aumentan en las plantas transgénicas, la

expresion de ZmFLS1 produce una mayor acumulacién de K.
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Figura 3.8 Andlisis del contenido de flavonoles en plantas de Arabidopsis. (A)
Perfiles cromatograficos de HPLC obtenidos a 360 nm para los extractos fendlicos
hidrolizados de hojas de plantas de Arabidopsis salvajes y transgénicas (T1.3) y para
los estandares comerciales correspondientes usados como control. (B) Cuantificacion
de los picos de flavonoles en plantas de Arabidopsis salvajes y transgénicas (T1.3). La
cuantificacion se basa en el calculo del promedio de las areas de los picos (MAU*min)
resultantes de los cromatogramas a 360 nm. Por cada flavonol analizado, las diferentes
letras indican variaciones significativas (P < 0.05) aplicando el test de ANOVA
correspondiente al programa Sigma Stat 3.1

Por ultimo, analizamos si el aumento en los niveles de flavonoles produce una
re-direccion del flujo metabdlico hacia la sintesis de antocianinas, extraidas como se
indica en la seccion 2.22. Sorprendentemente, no observamos ninguna diferencia en los

niveles de antocianinas entre las plantas salvajes y transgénicas (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Analisis del contenido de antocianinas en plantas de Arabidopsis.
Contenido de antocianinas en plantas salvajes y transgénicas (T1.3). Los espectros
fueron extraidos y analizados a 535 y 650 nm Las barras de error indican el error
estandar de las muestras.

3.3.3 Determinaciéon de la localizacion subcelular de ZmFLS1

Para estudiar la localizacion subcelular de la enzima ZmFLS1 por microscopia
confocal se utilizaron plantas salvajes de Arabidopsis thaliana Col 0 que habian sido
transformadas, previamente a mi trabajo de Tesis, con la construccion p35S:ZmFLS1-
GFP. Las mismas fueron seleccionadas en placas MS en presencia del antibiético
higromicina y se crecieron durante 20 dias (seccion 2.5.2), verificando la presencia del
transgén ZmFLS1-GFP en las plantas transformadas por PCR (seccion 2.10.3).

En la Figura 3.10 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia confocal
detectando fluorescencia correspondiente a la GFP tanto en el citosol como en los
nacleos (identificados con DAPI, que liga fluoresceina al ndcleo). Estos resultados
indican la presencia de la enzima ZmFLS1 en ambos compartimientos. Es importante
seflalar que estudios anteriores informaron que la proteina GFP expresada bajo el
control del promotor 35S no se localiza en el ndcleo. (Kaiserli y Jenkins, 2007).

Ademas, debemos resaltar que enzimas de la via de biosintesis de flavonoides, como
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CHS y CHI fueron localizadas en el nucleo en plantas de Arabidopsis (Saslowsky y col.,
2005). Mas aun, AtFLS1 también se localiza en los ndcleos, lo que sugiere que la
maquinaria biosintética para la sintesis de flavonoles podria ser activa en el nucleo, el
sitio de accion dentro de la célula donde los flavonoles producidos ejercerian un rol

hasta el momento no demostrado (Kuhny col., 2011).

GFP DAPI GFP + DAPI

Figura 3.10 Imagenes confocales de fluorescencia de DAPI y GFP en tejidos
epidérmicos de hojas de plantas p35S:ZmFLS1-GFP. Se muestran imagenes
obtenidas en el analisis de la localizacion subcelular de la proteina de fusion FLS1-GFP
en plantas transgénicas. FLS1-GFP fue mayoritariamente detectada en el citosol y en el
nucleo de las células. El color verde representa la fluorescencia de FLS1-GFP, mientras
que el azul corresponde a la fluorescencia del DAPI. Las flechas indican nucleos que
presentan fluorescencia de GFP. Las barras de escala representan 20 um.

En adelante, todos los resultados presentados en este trabajo de Tesis,

corresponden a experimentos realizados con la linea transgénica T.2.3.

3.3.4 Estudio del rol protector de los flavonoles frente a la radiacion UV-B en

plantas de Arabidopsis
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3.3.4.1 Cuantificacion del dafio al ADN luego de la exposicion a radiacién UV-B

Con el objetivo de estudiar el rol de los flavonoles y analizar sus efectos directos
o indirectos en la proteccién de las plantas frente a la radiacion UV-B; se procedio en
primer lugar a investigar si los niveles aumentados de estos compuestos en las plantas
transgénicas respecto a los niveles de las plantas salvajes, las protegian
mayoritariamente del dafio al ADN ocasionado luego de la exposicion a un tratamiento
con radiacién UV-B. Para ello, plantas de Arabidopsis salvajes y transgénicas crecidas
durante 4 semanas en camaras de cultivo en ausencia de luz UV-B (seccion 2.5.2)
fueron expuestas a radiacion UV-B durante 4 h o mantenidas en condiciones control en
ausencia de radiacion UV-B (seccion 2.6.1). Finalizado el tratamiento se recolectaron
muestras de hojas de estas plantas, a las cuales se les extrajo luego el ADN (seccién
2.7.1) con objeto de realizar experimentos de dot blot (seccién 2.9) utilizando
anticuerpos monoclonales anti- DPCs acoplados a una reaccion colorimétrica. Estos
experimentos permiten identificar los DPCs especificamente generados como
consecuencia de la radiacion UV-B.

La Figura 3.11 muestra la comparacion de la acumulaciéon de DPCs en las
plantas salvajes y transgénicas, observando que en ausencia de UV-B los niveles de
dafio son similares en todas las lineas analizadas. Sin embargo, luego de 4 h de
tratamiento, las plantas salvajes acumulan un 30 % mas de DPCs que las plantas
transgénicas. Estos resultados indican que las plantas salvajes son mas susceptibles al
dafio provocado en el ADN por la radiacion UV-B respecto a las plantas transgénicas,
confirmando asi un rol protector para los flavonoles frente al dafio al ADN inducido por

dicha radiacion.
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Figura 3.11 Nivel de dafio en el ADN por la radiacion UV-B en plantas de
Arabidopsis transgénicas y salvajes. El tratamiento con UV-B se realiz6 con plantas
de 4 semanas de crecimiento. Los experimentos se realizaron bajo condiciones de luz
para permitir la fotorreparacion. Los niveles de DPCs se cuantificaron inmediatamente
al final del tratamiento Los valores representados en los graficos corresponden al valor
promedio de las densitometrias obtenidas a partir de los sextuplicados de cada una de
las lineas en estudio. Las barras de error indican el error estdndar de las muestras. Las
diferentes letras indican variaciones significativas (P < 0.05) aplicando el test ANOVA
correspondiente al programa Sigma Stat 3.1.

3.3.4.2 Analisis de la expresién de enzimas que participan en los sistemas de

reparacion de plantas

Para descartar la posibilidad de que la disminucion en el nivel de dafio en el ADN
de las plantas transgénicas se deba a una mayor actividad de los sistemas de
reparacion del mismo; se comparé la expresion de dos enzimas de reparacion en
plantas salvajes y transgénicas utilizando la técnica de RT-PCR en tiempo real. Para
ello, las plantas de Arabidopsis fueron crecidas y tratadas en iguales condiciones que
para los experimentos de dot blot, recolectando sus hojas luego de finalizado el
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tratamiento para la posterior obtencion de los ADNc correspondientes. Las enzimas
analizadas correspondieron a los genes codificantes para UVR2 y UVRY.

UVR2 (mencionada en la Introduccion de este capitulo de Tesis), es la fotoliasa
encargada de reparar los DPCs en luz; ésta se une especificamente a los mismos y
directamente monomeriza el anillo de ciclobutano del dimero de pirimidinas, usando la
energia de la luz visible/azul y protegiendo asi al genoma de los efectos deletéreos de
la radiacion UV-B (Kim y col., 1992; Essen y Klar, 2006). UVR7 (del inglés, UV REPAIR
DEFICIENT 7) es una proteina del sistema de reparacion NER del ADN que codifica
para ERCC1 (del inglés, Excision Repair Cross-Complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1).

Cada reaccion fue normalizada usando los valores de Ct correspondientes al
transcripto CPK3, que codifica para una PROTEINA QUINASA 3 DEPENDIENTE DE
CALCIO, gque fue utilizado como gen de referencia, ya que fue demostrado que su
expresion no varia en presencia de UV-B (Ulm y col., 2004). Como se observa en la
Figura 3.12, ambos genes son inducidos luego del tratamiento con UV-B, no mostrando
diferencias significativas entre las lineas. Estos datos indican que no existirian
diferencias en los principales mecanismos de eliminacién de los DPCs entre las

distintas plantas.
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Figura 3.12 Niveles de transcriptos de UVR2 y UVR7 luego del tratamiento con UV-
B. Los niveles de los transcriptos se midieron mediante RT-PCR en tiempo real en
plantas salvajes y transgénicas irradiadas durante 4 h con 2 W.m? de UV-B, o
mantenidas en condiciones control (no UV-B). Los resultados mostrados corresponden
a triplicados bioldgicos independientes. Las barras de error indican el error estandar de
las muestras. Las diferentes letras indican variaciones significativas (P < 0.05) aplicando
el test ANOVA correspondiente al programa Sigma Stat 3.1.

3.3.5 Estudio de la tolerancia de las plantas de Arabidopsis a la radiacion UV-B

Por otra parte, nos interesé determinar si las plantas transgénicas de
Arabidopsis, ademas de mostrar un menor dafio en el ADN, presentaban una mayor
tolerancia a la radiacion UV-B. Para ello, se procedié a la evaluacion de distintos

parametros fisioldgicos luego de la exposicién al UV-B, detallados a continuacion.

3.3.5.1 Estudio del dafio oxidativo en plantas de Arabidopsis expuestas a la

radiacion UV-B

En primer lugar se analiz6 el estado de las membranas bioldgicas, considerando
gue los &cidos grasos poliinsaturados son los componentes principales de las mismas y
gue son altamente susceptibles a peroxidacion por las EROs, tales como el radical
hidroxilo y el oxigeno singlete (Shewfelt y Purvis, 1995; Blokhina y col., 2003). De esta
manera, en el estadio final del proceso oxidativo se producen aldehidos altamente
toxicos para la célula, como el malonilaldehido, los cuales pueden reaccionar con el
acido tiobarbitarico formando derivados llamados TBARS (o sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico), que son indicativos del dafio en las membranas provocado por la
lipoperoxidacion. Por consiguiente, para evaluar el dafio ocasionado a los lipidos por las
EROs se cuantifico el contenido de TBARS, tanto en las plantas salvajes como
transgénicas crecidas en camaras de cultivo en ausencia de luz UV-B durante
veintiocho dias y posteriormente expuestas a radiacion UV-B (2 W.m™ durante 4 h), o
mantenidas en condiciones control en ausencia de UV-B (seccion 2.6.2). Finalizado el
tratamiento se recolectaron muestras de hojas y se realizaron los extractos

correspondientes segiin como se indica en la seccién 2.19.1 del presente trabajo.
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Como se observa en la Figura 3.13, las plantas salvajes mostraron una mayor
peroxidacién lipidica que las plantas transgénicas luego del tratamiento con UV-B,
mientras que en condiciones control, los niveles basales de TBARS fueron similares

para ambas lineas.
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Figura 3.13 Estudio del dafio oxidativo en lipidos de plantas de Arabidopsis, luego
del tratamiento con UV-B. Los niveles de TBARS se midieron en plantas salvajes y
transgénicas, irradiadas durante 4 h con 2 W.m™? de UV-B, o mantenidas en condiciones
control. Para cada linea las determinaciones se realizaron al menos 3 veces. Las barras
de error indican el error estdndar de las muestras. Las diferentes letras indican
variaciones significativas (P < 0.05) aplicando el test ANOVA correspondiente al
programa Sigma Stat 3.1.

3.3.5.2 Determinacion de la pérdida de electrolitos en plantas de Arabidopsis

expuestas a laradiacién UV-B

En segundo lugar, se analizo la liberacion de electrolitos (seccion 2.19.2). La
radiacion UV-B puede provocar un aumento en la permeabilidad de las membranas por
medio de la produccion de EROs (Murphy, 1983) resultando en una mayor liberaciéon de
iones y electrolitos de éstas. Asi, la medida de la pérdida de electrolitos es un
parametro que se utiliza para estimar la integridad de las membranas. Para ello,

plantulas salvajes y transgénicas fueron crecidas durante quince dias en placas
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conteniendo MS y luego fueron colocadas de forma individual en cajas plasticas
conteniendo agua destilada. A continuacién, las cajas conteniendo a las plantulas se
sometieron al mismo tratamiento con luz UV-B indicado en la seccion anterior, con la
diferencia que a cada hora se tomaron muestras y se midio la conductividad del medio.
Finalizado el tratamiento, el medio conteniendo las plantulas fue autoclavado,
provocando la ruptura total de las membranas bioldgicas, permitiéndonos medir de esta
manera la conductividad total resultante. Como se muestra en la Figura 3.14, el analisis
de los resultados obtenidos mostré una disminucidn en la pérdida de electrolitos en las
plantas transgénicas respecto de las salvajes, siendo estos resultados significativos a
partir de las 2 h de la exposicion de las hojas a la radiacion UV-B.

12
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-2 T T T T 1
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Figura 3.14 Estudio de la liberacién de electrolitos en plantas de Arabidopsis
luego del tratamiento con UV-B. Los niveles de liberacion de electrolitos se midieron
cada 1 h desde que se inici6 el tratamiento en plantas salvajes y transgénicas,
irradiadas durante 4 h con 2 W.m™ de UV-B, o mantenidas en condiciones control. Para
cada linea las determinaciones se realizaron al menos 3 veces. Las barras de error
indican el error estdndar de las muestras. Los asteriscos indican diferencias
significativas al aplicar el test estadistico de la t de Student (P <0,05).
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3.3.5.3 Ensayo de la inhibicion del crecimiento de la raiz primaria por la radiacion
UVv-B

En tercer lugar, se midio la sensibilidad al UV-B de las plantas de Arabidopsis
mediante la inhibicibn de la elongaciéon de la raiz primaria (Tong y col.,, 2008).
Recientemente se ha demostrado que en plantas sometidas a diferentes tipos de
estrés, incluyendo estrés por metales pesados, deficiencia de fosforo, radiacion UV o
estrés mecanico, existe una respuesta morfogénica comun caracterizada por la
inhibicién de la elongacién de la raiz primaria y una aumentada produccién de raices
laterales o ramas axilares (Potters y col., 2007; 2009). Por ello, plantulas salvajes y
transgénicas de Arabidopsis fueron crecidas en placas de MS, segin como se indica en
la seccion 2.5.2, y posteriormente estas mismas placas conteniendo las plantulas se
irradiaron con lamparas de UV en flujos laminares, de manera de mantener las
condiciones de esterilidad, en iguales condiciones que los tratamientos anteriores, con
la excepcién a que el tiempo de duracion del tratamiento con UV-B fue de 90 min.
Finalizado el tratamiento, se midi6 el crecimiento de las raices hasta 3 dias después de
finalizado el mismo (seccién 2.25).

Como podemos observar en la Figura 3.15, las plantas salvajes mostraron una
disminucién significativa en la elongacion de la raiz primaria luego del tratamiento con
UV-B, el cual fue evidente a los 2 dias de finalizado el tratamiento; sin embargo, las
plantas con mayores niveles de flavonoles presentaron una disminucién
significativamente menor en el crecimiento de la raiz primaria, el cual fue observado
mas tarde que para las plantas salvajes (a los 3 dias de finalizado el tratamiento). Cabe
destacar que las plantulas transgénicas tenian una raiz primaria mas corta que las
salvajes en condiciones normales en ausencia de UV-B (Figura 3.15); pese a esto
después del tratamiento con UV-B ambas lineas mostraron una longitud de raiz similar,
demostrando asi que el UV-B afecta la velocidad de crecimiento de la raiz de manera
mas significativa en las plantulas salvajes. Estos resultados también sugieren que las

plantas transgénicas son menos sensibles a la radiacién UV-B que las plantas salvajes.
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Figura 3.15 Medida de la elongacion de la raiz primaria en plantas de Arabidopsis,
luego del tratamiento con UV-B. Se evaludé el crecimiento de la raiz primaria de
plantas salvajes y transgénicas luego de la irradiacion con luz UV-B durante 90 min a 2
W.m™. Se grafica la elongacién de la raiz luego de 48, 72 y 96 h de finalizado el
tratamiento (dia 2, 3 y 4, respectivamente), relativa a la longitud de la raiz medida
inmediatamente luego de finalizado el tratamiento con UV-B. Las barras de error indican
el error estandar. Para cada dia luego del tratamiento con UV-B, las diferentes letras
indican diferencias significativas respecto a la condicion control (no UV-B). Las
diferencias significativas (P < 0.05) fueron analizadas aplicando el test ANOVA
correspondiente al programa Graphpad Prism 5.03 software.

3.3.5.4 Evaluacion de la eficiencia fotosintética en plantas de Arabidopsis

expuestas a radiacion UV-B

Por ultimo, se evalud el dafio a la maquinaria fotosintética midiendo la eficiencia
maxima (PSII, F,/Fy) y el rendimiento cuantico del FSII (¢PSll); la fijacion de CO, y los
niveles de clorofilas y carotenoides después del tratamiento con UV-B (secciones 2.20;
21;23 y 24).

Para ello, plantas salvajes y transgénicas fueron crecidas en camaras de cultivo
sin UV-B durante 4 semanas y luego fueron tratadas con radiacién UV-B por 4 h como

se describié anteriormente. Inmediatamente finalizado el tratamiento, se tomaron hojas
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de estas mismas plantas y se realizaron las medidas de la eficiencia maxima (PSlI,
F./Frn) y el rendimiento cuéntico del FSII ($PSII)

Como se observa en la Figura 3.16 A y B en condiciones control en ausencia de
UV-B, todos los parametros fotosintéticos fueron similares, independientemente de los
niveles de flavonoles en las plantas. Luego del tratamiento con UV-B, tanto las plantas
salvajes como las transgénicas mostraron una disminucion en la eficiencia méaxima vy el
rendimiento cuéntico del FSIl; sin embargo, esta disminucion resultd significativamente
mas marcada en las plantas salvajes respecto a las plantas con aumentados niveles de
flavonoles, indicando de esta manera un mayor desempefio fotosintético de las plantas
sobreexpresantes de la enzima ZmFLS1.

Por otra parte, para continuar con la caracterizacion de estas plantas, se evalud
la eficiencia fotosintética de las distintas lineas midiendo la velocidad de asimilacion de
CO, tanto en plantas salvajes como transgénicas a 100 y a 250 pmol.m2.s™. No se
observaron diferencias significativas entre las plantas transgénicas y las salvajes en
este parametro, sugiriendo que el rol protector de los flavonoles no seria efectivo en

este proceso metabdlico (Figura 3.16 C).
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Figura 3.16 Medida de la eficiencia fotosintética en plantas de Arabidopsis luego
del tratamiento con UV-B. La eficiencia maxima del FSII (A), el rendimiento cuantico
del FSII (dpsi) (B) y la asimilacion de CO, (C) se midieron en plantas salvajes y
transgénicas irradiadas durante 4 h con 2 W.m™ de UV-B, o mantenidas en condiciones
control. Las medidas son el promedio de 6 hojas de 6 plantas adultas diferentes. Las
barras de error indican el error estandar de las muestras. Las diferentes letras indican
variaciones significativas (P < 0.05) aplicando el test ANOVA correspondiente al
programa Sigma Stat 3.1.

A continuacién, se analizaron los niveles de clorofilas totales (Figura 3.17 A 'y B)
y de carotenoides (Figura 3.17 C) determinados a partir de las muestras de hojas
recolectadas luego de finalizado el tratamiento (seccién 2.20). Como se muestra en la
Figura 3.17, mientras los niveles de carotenoides no resultaron afectados en ninguna de

las lineas por el tratamiento; los niveles de clorofilas a y b mostraron una disminucién
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significativa en las plantas salvajes luego del tratamiento con UV-B, sin observarse

cambios en los niveles de clorofilas en las plantas transgénicas.
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Figura 3.17 Contenido de clorofilas y carotenoides en plantas de Arabidopsis,
luego del tratamiento con UV-B. (A) Los niveles de clorofila a, (B) clorofila b y
carotenoides (C) se midieron en plantas salvajes y transgénicas irradiadas durante 4 h
con 2 W.m? de UV-B, o mantenidas en condiciones control. Para cada linea las
determinaciones se realizaron al menos 3 veces. Las barras de error indican el error
estandar de las muestras. Las diferentes letras indican variaciones significativas (P <
0.05) aplicando el test ANOVA correspondiente al programa Sigma Stat 3.1.

Los resultados descriptos en esta seccion indican que las plantas transgénicas

muestran un fenotipo mas tolerante a la radiacion UV-B en comparacién con las plantas

salvajes, siendo los flavonoles los responsables de ejercer este rol protector atenuando

el dafio a las macromoléculas.
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3.3.6 Analisis de las células del parénquima en empalizada en plantas de
Arabidopsis expuestas a la radiacion UV-B

Finalmente, para investigar la posibilidad de que alteraciones en los niveles de
flavonoles afecten también procesos de desarrollo relacionados con auxinas, se analizé
fenotipicamente a las plantas transgénicas. Para ello, se eligi6 estudiar en mayor
detalle los cambios que ocurren en la hoja 5 (seccion 2.26; 27), en un momento en la
cual la misma se encuentre en division celular activa (18 DAS). Se tomaron cinco fotos
por muestra y se determiné el area celular promedio con el programa ImageProPIlus6.
Ademas se tom6 una foto de la hoja entera y se determiné el area de la hoja. De esta
manera, midiendo ambas areas es posible estimar el nimero de células, dado que el
area de la hoja n° 5 es aproximadamente igual al nimero de células por el area celular

promedio

Area de la hoja n°5= area celular promedio x n° de células

Como podemos observar en la Figura 3.18, las plantas transgénicas mostraron
un aumento general en el tamafio de la roseta debido a que poseen hojas mas grandes
que las plantas salvajes (20% mayor tamafio). Este aumento se debe a una mayor
area celular dado que el numero final de células por hojas entre ambas lineas es
similar. Por el contrario, las plantas transgénicas presentaron una raiz primaria mas

corta que las plantas salvajes.
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Figura 3.18 Caracterizacion fenotipica de las plantas transgénicas de Arabidopsis.
(A) Imagen obtenida a partir de plantas transgénicas (izquierda) y salvajes (derecha),
crecidas durante de 20 dias en camara de cultivo segin como se indica en la seccion
2.5.2. Barra de escala: 1 cm. (B) células del parénquima empalizadas correspondientes
a la cara adaxial sub-epidérmica de la hoja #5 de las plantas salvajes (izquierda) y
transgénicas (derecha). Barra de escala: 5 ym. (C) Imagen obtenida de a partir de
plantulas de las lineas salvajes (derecha) y transgénicas (izquierda) completas diez
dias post germinacion. Barra de escala: 0.5 cm. (D) area de la hoja #5 (E) area celular
promedio y, (F) numero de células correspondientes a la cara adaxial sub-epidérmica
de la hoja #5 de las plantas salvajes (izquierda) y transgénicas (derecha). Los
asteriscos sefalan diferencias estadisticamente significativas entre ambas lineas (P <
0,05; Anova; P < 0.05). Los datos muestran el promedio y el error estdndar de 4 plantas
y son representativas de al menos dos experimentos independientes.
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Aunque mas experimentos se necesitan para demostrar que las plantas
transgénicas muestran un transporte de auxinas alterado, el fenotipo de desarrollo

exhibido es consistente con una alterada distribucion de auxinas.
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3.4 Discusion

Los metabolitos secundarios que las plantas sintetizan incluyen a los flavonoides,
dentro de los cuales los flavonoles son un subgrupo generado a partir de los
dihidroflavonoles por accion de la enzima flavonol sintasa. Estos compuestos se
acumulan como glicésidos en las vacuolas de las células epidérmicas y cumplen
importantes funciones en la fisiologia, el crecimiento y el desarrollo tales como proteger
a las plantas y a los frutos contra los efectos deletéreos de la radiacion UV-B (Stafford,
1990; Ryan y col., 2001, 2002; Solovchenko y Schmitz-Eiberger, 2003); proveer sefiales
a los simbiontes (Hungria y col., 1991), regular el transporte de fitohormonas tales como
auxinas (Brown y col., 2001; Peer y Murphy, 2006; Lewis y col., 2011, Kuhn y col.,
2011), y condicionar la macho fertilidad en especies como maiz y petunia (Mo y col.,
1992; Yistra y col., 1994; Vogt y col., 1995). En particular, su capacidad de absorber la
luz UV-B ha sido considerada una evidencia para el rol de estos compuestos en la
proteccion frente a este tipo de estrés. Estudios realizados en un amplio rango de
especies, incluyendo Arabidopsis, proporcionaron evidencias de que la luz UV-B induce
la sintesis de flavonoles (Ryan y col., 2002; Stracke y col., 2010b, Agati y col., 2011;
Kusano y col., 2011). Estos metabolitos contienen un grupo OH en la posicion 3 del
anillo C de los flavonoides (Figura 3.1), una caracteristica estructural que le permite a
estos compuestos unir metales e inhibir la formacion de radicales libres, asi como
también de reducir las EROs una vez formadas. Por otra parte, se demostré que la
expresion de los genes FLS es inducida por la radiacion UV-B, tanto en lineas de maiz
de altas altitudes como de bajas altitudes, aunque niveles mayores de estos
transcriptos estan presentes en las variedades de altas altitudes expuestas
naturalmente a niveles elevados de radiacion UV-B en comparacion con las bajas
altitudes (Falcone Ferreyra y col., 2012); sugiriendo que el incremento en los niveles de
los transcriptos FLSs podria ser un mecanismo de adaptacion frente a este tipo de
ambiente. De esta manera, las evidencias descriptas indican que estos compuestos
desempeiian roles no caracterizados en la respuesta al estrés por UV-B. En este
trabajo de Tesis, demostramos que la expresion del gen FLS1 se induce en plantas de
maiz del genotipo B73 y en las distintas lineas del genotipo W23 luego de un

tratamiento con radiacién UV-B, independientemente de la expresion de los factores de
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transcripcion que regulan la sintesis de antocianinas B1 y PL1 (Figura 3.4) Estos
resultados demuestran como la acumulacion de flavonoles es controlada por radiacion
UV-B.

En segundo lugar, generamos plantas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresan la flavonol sintasa 1 de maiz, las mismas muestran niveles aumentados
de kaemferol y quercetina (Figura 3.8). Sin embargo, los niveles de antocianinas en las
plantas transgénicas no se ven alterados (Figura 3.9), en contraste a estudios previos
gue muestran que plantas de Arabidopsis transgénicas que sobreexpresan la proteina
FLS1 enddgena presentan una disminucién en este subtipo de flavonoides (Kuhn 'y col.,
2011). Ademas, la sobreexpresion de AtFLS1 en Arabidopsis no resulté en un aumento
en el contenido de flavonoles como fue observado en nuestras plantas transgénicas,
reflejando diferencias cinéticas significativas entre las enzimas FLS1 de Arabidopsis y
de maiz, siendo posiblemente la eficiencia catalitica por el dihidrokaemferol (Falcone
Ferreyra y col., 2010, Kuhn y col., 2011) y/o alternativamente, las diferencias en los
niveles de proteinas y/o la expresiéon de los transgenes, las responsables de las
diferencias en los niveles de flavonoles acumulados en las plantas transgénicas.

El andlisis de la proteina de fusion ZmFLS1-GFP por microscopia confocal revel6
que la misma se acumula tanto en el citosol como en el nicleo de las plantas
transgénicas (Figura 3.10), de acuerdo con la localizacion descripta para AtFLS1 en
Arabidopsis bajo su propio promotor (Kuhn y col., 2011). Ademas, fue previamente
demostrado que las enzimas chalcona sintasa y chalcona isomerasa también se
localizan en el nucleo, sugiriendo que la biosintesis de flavonoles puede también ocurrir
en esta organela (Saslowsky y col., 2005). En este trabajo de Tesis demostramos por
experimentos de dot blot, que mayores niveles de ambos flavonoles, pero
principalmente K, protegen a las plantas transgénicas frente al dafio al ADN inducido
por UV-B (Figura 3.11), probablemente a través de una proteccion directa de los
flavonoles en el nucleo. Apoyando esta hipotesis, la chalcona naringenina y los
flavonoles quercetina y kaemferol fueron encontrados en el nicleo de las plantas de
Arabidopsis (Peer y col.,, 2001, Saslowsky y col., 2005) y de algunas especies de
arboles (Feucht y col., 2004). Por otra parte, previamente se habian encontrado

flavonoides localizados en el nucleo de la epidermis de A. thaliana y spruce, y un
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flavonol sulfatado asociado con el nucleo de Flaveria chloraefolia (Grandmaison y
Ibrahim 1996, Hutzler y col., 1998, Buer y Muday 2004, Polster y col., 2006). También
fue demostrado que los flavonoides en general protegen al ADN de la radiacion UV
(Stapleton y Walbot, 1994); asi, la presencia de estos compuestos, y en particular de
los flavonoles en el ndcleo podria ser muy importante en esta proteccion. Sin embargo,
no podemos descartar la posibilidad de que la localizacion de ZmFLS1 en el nucleo
pueda deberse a un rol alternativo no enzimatico para esta enzima, representado a una
proteina bifuncional como fue demostrado para muchas otra proteinas anteriormente
descriptas (Moore, 2004, Huberts y van der Klei, 2010).

Por otro lado, demostramos que los flavonoles protegen las plantas de
Arabidopsis contra el dafio a la maquinaria de transporte de electrones fotosintética por
UV-B, sin tener un efecto protector contra el proceso de fijaciéon de CO,, al menos en
las condiciones experimentales utilizadas (Figura 3.16). Previamente fue demostrado
que la exposicidbn a mayores niveles de UV-B en plantas no aclimatadas al mismo
perjudica los principales procesos de la fotosintesis en las hojas; tanto es asi que
diferentes estudios han indicado que el UV-B puede afectar la reaccion de
fotofosforilacién, las reacciones de fijacion de CO; y el control estomatal del suministro
de CO,, con el fotosistema Il siendo particularmente sensible a este dafio (Teramura y
Sullivan 1994; Allen y col., 1998, Casati y Walbot, 2004; Falcone Ferreyra y col.,
2010b). Por ejemplo, Bredahl y col. (2004) demostraron que el UV-B proveniente de la
radiacion solar disminuy6 la eficiencia méaxima del fotosistema mientras que la
asimilacion neta no resulté afectada. Sin embargo, Keiller y Holmes (2001) encontraron
gue los incrementos de UV-B durante mas de 5 afios llevaron a la inhibicion de la
asimilacion de carbono en cinco especies de arboles, en ausencia de algun dafio
aparente al fotosistema Il. De esta manera, ambos procesos parecen ser afectados
diferencialmente por la radiacion UV-B, resultando en nuestros experimentos los
flavonoles mas importantes en la proteccion al dafio al fotosistema Il que en la
proteccion al proceso de fijacién de CO..

Por otra parte, determinamos por la disminucion tanto de los TBARS (Figura
3.13) como de la liberacion de electrolitos (Figura 3.14) luego del tratamiento con

radiacion UV-B que los flavonoles protegen mayoritariamente a las plantas transgénicas
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respecto a las salvajes del dafio a membranas. Estos resultados probablemente se
deban a un aumento del estrés oxidativo inducido por UV-B, resultando en una mayor
produccion de EROs en plantas con menores niveles de flavonoles. Varios
experimentos han demostrado que el UV-B genera EROs en las plantas (Allan y Fluhr,
1997; Barta y col., 2004; Dai y col., 1997; Hideg y col., 1996, 2002), siendo el radical
superoxido el mas comunmente detectado, el cual rdpidamente es convertido a
peréxido de hidrégeno. El origen de las EROs por UV-B no es claro, las fuentes mas
probables son las reacciones fotosintéticas, la respiracion y la actividad de enzimas
tales como peroxidasas y oxidasas (Mittler y col., 2004). Sin embargo, fue también
reportado que el UV-B es capaz de estimular la actividad NADPH oxidasa (Mackerness
y col., 2001; Rao y col., 1996) y que, plantas mutantes en los genes NADPH oxidasa
AtRBOHD y AtRBOHF (del inglés, Respiratory Burst Oxidase Homologues D y F,
respectivamente) muestran una menor acumulacion de peroxido de hidrégeno en
respuesta a UV-B (Kalbina y Strid, 2006). Asi, parece que el UV-B podria producir
EROs por mas que un mecanismo. Algunos flavonoides proveen proteccion al estrés,
por ejemplo, actuando como disipadores de las EROs tanto como quelando metales
que generan EROs por intermedio de la reaccion de Fenton (Williams y col., 2004). El
exceso de luz, incluyendo longitudes de onda de UV-B, es una condicion estresante a la
cual todas las plantas se encuentran expuestas y, un exceso de radiacién energética
que alcance el aparato fotosintético resulta en una masiva generacion de EROs, y
activa un amplio rango de ajustes bioquimicos dirigidos principalmente a contrarrestar el
dafo oxidativo inducido por la luz (Halliwell, 2009). De esta manera, nuestros resultados
avalan la hipétesis postulada para la cual los flavonoles son sustrato de las peroxidasas
vacuolares, disipadores del H,O, que difunde del cloroplasto, actuando como
amortiguadores de los niveles de H,0O, en las células de las plantas (Yamasaki y col.,
1997, Ferreres y col.,, 2011). Ademas, la disminucion en el dafilo a membranas
observado en las plantas transgénicas expuestas a la radiacion UV-B en comparacion
al observado en las plantas salvajes es consistente con la habilidad descripta para los
flavonoles de alterar la peroxidacion cinética a través de la modificacion del orden de
empaquetamiento de los lipidos y a la disminucion de la fluidez de la membrana;

obstruyendo la difusion de los radicales libres y consecuentemente restringiendo las
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reacciones peroxidativas (Arora y col., 2000; Tarahovsky y col., 2008). Finalmente, las
plantas transgénicas con mayores niveles de K muestran también una menor
disminucién de la elongacion de la raiz primaria en comparacion con las plantas
salvajes (Figura 3.15), lo que sugiere que este efecto de la radiacion UV-B en el
desarrollo de las plantas podria también ser protegido por los flavonoles.

El udltimo objetivo de este capitulo de Tesis fue comparar el fenotipo de
crecimiento de las plantas salvajes y transgénicas con mayores niveles de flavonoles,
dado que, como fue mencionado al comienzo de esta Discusion, los flavonoles han sido
considerados también como reguladores del transporte de auxinas, afectando el
crecimiento y el desarrollo de las plantas (Brown y col 2001; Peer y col., 2004; Ge y
col.,, 2010, Kuhn y col., 2011, Lewis y col., 2011). El transporte polar de auxinas es
controlado por varios tipos de proteinas, las cuales bombean auxinas dentro y fuera de
las células de las plantas incluyendo transportadores de entrada y de salida de la
misma, respectivamente, donde los flavonoles podrian modular la distribucién de los
transportadores de salida de auxinas como las proteinas PIN y ABCB (mencionadas en
la Introduccion de este capitulo de Tesis) interaccionando con ellos y evitando la salida
de esta hormona (Peer y col. 2004, Santelia y col., 2008, Lewis y col., 2009). En las
raices en desarrollo, existen dos fuentes importantes de auxinas, las auxinas
sintetizadas de novo desde las partes aéreas de la planta a la punta de la raiz
transportadas en forma basipetal, y las auxinas que son localmente sintetizadas en las
puntas de las raices laterales y primarias (Mahajan y col., 2011). En particular, en
nuestras plantas transgénicas, los mayores niveles de flavonoles causarian la inhibicion
del transporte basipetal de auxinas desde la regién aérea a las raices de las plantulas
de Arabidopsis, resultando en la inhibicién del crecimiento de la raiz (Figura 3.18 C).
Por otro lado, las plantas transgénicas muestran un mayor tamafio de las hojas, como
resultado de tener células mas grandes que las plantas salvajes (Figura 3.18 A). Un
gran numero de evidencias indican un efecto negativo en el tamafio de las células de
las hojas causado por altos niveles de auxinas por un mecanismo que todavia no ha
sido definido (Keller y col., 2004; Mahajan y col., 2011). Ademas, la expansion celular
se encuentra fuertemente asociada con la endoreduplicacion (Sugimoto-Shirasu y

Roberts, 2003; Inze y De veylder, 2006; Ishida y col., 2010). Por otra parte, fue
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demostrado que las auxinas coordinan la transicion mitética a endociclo en Arabidopsis,
y que una reducida sefializacion de auxinas disminuye la expresion de los genes del
ciclo mitético, reduce las actividades de los reguladores mitéticos y provoca la entrada a
endorreduplicacion, promoviendo la expansion celular, y a la inversa altos niveles de
auxina (Ishida y col., 2010). Por tanto, las auxinas juegan un rol clave tanto en la
entrada como en la salida de la endorreduplicacién y por consiguiente, cambios en la
progresion del ciclo celular, debido a alteraciones en la distribucion de auxina por el
aumento del nivel de flavonoles.

En resumen, el fenotipo de desarrollo exhibido para nuestras plantas
transgénicas con altos niveles de flavonoles parece ser concordante con una alterada
distribucion de auxinas. No obstante, experimentos adicionales son necesarios para
investigar como el transporte de auxinas y su distribucién es modificada en las plantas
transgénicas y cudl es su relacion con los fenotipos de desarrollo observados. Ademas,
si bien nuevas evidencias sefialan que la quercetina seria el principal flavonol que
modula el transporte basipetal de auxinas, el kaemferol parece estar también implicado
en este proceso, asi como en el transporte acropetal presentando un rol de desarrollo
distinto (Peer y col., 2004, Ringli y col., 2008, Lewis y col, 2011). De acuerdo a nuestro
resultados, el kaemferol, el cual es el flavonol cuyos niveles se encuentran mayormente
incrementados en nuestras plantas transgénicas, podria ser el modulador activo del
transporte de auxinas, sugiriendo que los dos compuestos (K y Q) podrian unirse al
mismo transportador y tendrian caracteristicas similares que los harian apropiados
como reguladores de este transporte. Sin embargo, como las plantas transgénicas
también muestran un ligero aumento en el nivel de quercetina, este flavonol podria ser
el responsablede los fenotipos observados.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo de Tesis indican que
los flavonoles, y en particular el kaemferol, son efectivos protectores solares de la luz
UV-B. La induccién de la sintesis de estos compuestos protege a las plantas frente a
este tipo de estrés con un rol funcional que podria ser logrado no so6lo por sus
caracteristicas de absorcion de la radiacién UV-B, sino también por la reduccion de las

EROs una vez formadas.
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CAPITULO 4
4.1 Introduccion

4.1.1 Biosintesis de flavonas en plantas

Las flavonas son un grupo mayoritario de metabolitos flavonoides con diferentes
funciones fisiologicas en las plantas superiores. Su biosintesis comienza a partir de las
flavanonas, las moléculas precursoras de todos los tipos de flavonoides principales. En
plantas fueron descriptas dos clases de enzimas flavona sintasas (FNS) diferentes, con
capacidad de catalizar la formacion del doble enlace entre el C2 y el C3 del esqueleto
de la flavanona, denominadas: FNSI y FNSII, representando este hecho una

caracteristica Unica dentro de la ruta de biosintesis de los flavonoides (Figura 4.1).

Flavanonas Flavonas
Naringenina, R=H Apigenina, R=H
Eriodictiol, R=OH Luteolina, R=OH

Figura 4.1 Formacion de flavonas catalizada por las enzimas FNSI o FNSII. (Adaptado
de Martens y col., 2003).

FNSI, es una dioxigenasa soluble (2-ODD) dependiente de Fe*? (necesario para
reducir el oxigeno) y de 2-oxoglutarato (Britsch, 1990), las cuales han sido descriptas
principalmente en el género Apiaceae, sin embargo, hace pocos afios que se identifico
una FNSI en una planta monocotiledbnea como arroz (Oryza sativa); la misma fue
denominada OsFNS1-1 y representd la primer FNSI encontrada fuera del género
Apiaceae (Lee y col., 2007; Kim y col., 2008a). FNSI junto a la flavanona 3-hidroxilasa
(F3H), la flavonol sintasa (FLS) y la dioxigenasa de leucoantocianidina (LDOX),
constituyen un grupo de dioxigenasas que patrticipan de la sintesis de los flavonoides en
las plantas. Dos motivos conservados en las secuencias de aminoacidos de las
distintas proteinas representados por HXD y RXS, participan en la unién al Fe* vy al 2-
oxoglutarato, respectivamente; y son los responsables de la clasificacion de estas

proteinas como 2-ODDs (Britsch y Grisebach, 1986; Lukacin y col., 2000). Por otra
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parte, la comparacion de las secuencias de amino&cidos de las proteinas 2-ODDs
caracterizadas muestra que la FNSI presenta la mayor identidad de secuencia con la
enzima F3H, las cuales compiten por el mismo sustrato flavanona, que con cualquier
otra 2-ODD (Martens y col., 2003; 2005) (Figura 4.2). Mas aun, resultados de
mutagénesis sitio-dirigida realizados en la secuencia FNSI de perejil (Petroselinum
crispum) sugieren que la misma evolucioné a partir de la F3H por duplicacion de genes
y ganancia de funcién (Gebhardt y col., 2005; 2007).

Por el contrario, las FNSII pertenecen al grupo de monooxigenasas de union a
membranas dependientes del citocromo P450, las cuales requieren NADPH y oxigeno
(Heller y Forkmann, 1993). Estas enzimas se encuentran ampliamente mas distribuidas
en plantas que las FNSI y fueron encontradas en familias de dicotiledoneas que
acumulan flavonas, incluyendo Leguminosae, Asteraceae, Plantaginaceae y Lamiacea
(Martens y Mithofer, 2005). Todas las enzimas FNSII caracterizadas de dicotiledéneas
pertenecen a la subfamilia CYP93B, siendo la mayoria de las proteinas estudiadas
capaces de convertir flavanonas directamente a flavonas. Asi, fueron identificadas
enzimas FNSII en especies tales como: Gerbera hybrids, Antirrhinum majus, Torenia
hybrida, Perilla frutescens y Glycine max L., las cuales recibieron la denominacion:
CYP93B2; CYP93B3, CYP93B4; CYP93B6 y CYP93B16, respectivamente (Martens y
Forkmann, 1999; Akashi y col., 1999; Kitada y col., 2001; Fliegmann y col., 2010),

encontradas en Cytochrome P450 Homepage http://drnelson.uthsc.edu/ (Nelson y col.,

2009). Sin embargo, dentro de esta subfamilia, los mecanismos cataliticos de las
distintas enzimas pueden diferir unos de otros, habiéndose demostrado para los genes
FNSII de leguminosas como Glycyrrhiza echinata (regaliz, CYP93B1) y Medicago
truncatula (CYP93B10 y CYP93B11) (Akashi y col. 1998; Zhang y col. 2007), que
codifican a enzimas con actividad flavanona 2-hidroxilasa (F2H), conduciendo por el
contrario a la formacién de 2-hidroxiflavanona in vitro y produciendo las flavonas solo
después de un tratamiento &cido (Akashi y col., 1999; Zhang y col., 2007). Las 2-
hidroxiflavanonas representan metabolitos secundarios raros, informados en especies
tales como Baccharis bigelovii, Collinsonia canadensis, Galega officinalis, Populus nigra
y Uvaria rufus, entre otras (Stevens y col., 1999). En legumbres, se piensa que las 2-

hidroxiflavanonas sirven de intermediarios en la biosintesis de metabolitos secundarios.
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El silenciamiento de CYP93B10 y CYP93B11l en M. truncatula resultdé en raices
deficientes en flavonas, sugiriendo que la 2-hidroxilacion es un paso importante para la
formacion de flavonas. En G. echinata, las 2-hidroxiflavanonas son también sustrato
para la produccion de la fitoalexina licodiona, sugiriendo asi que la enzima CYP93B1
provee de un intermediario comun en la biosintesis de licodionas y flavonas. Mas aun,
el andlisis filogenético de la subfamilia CYP93B de Leguminosae sugirié duplicacion
génica temprana en las FNSII, generando una enzima menos eficiente con actividad
F2H. Ademé&s, en M. truncatula se predice la presencia de una enzima FNS
denominada “Antigua” y una F2H “Moderna”, cuyos patrones de expresidn serian
mutuamente excluyentes, presentando expresion tejido-especifica (Medicago Gene
expression Atlas) (Zhang y col., 2010).

Dentro del grupo de las monocotiledéneas se describieron en arroz y sorgo
(Sorghum bicolor) dos enzimas con actividad F2H demostrada, capaces de producir 2-
hidroxiflavanonas en plantas transgénicas de Arabidopsis. Estas enzimas recibieron la
denominacion CYP93G2 y CYP93G3, respectivamente (Du y col., 2010a y b), por
pertenecer a la subfamilia CYP93G (Nelson y col.,, 2004), demostrandose de esta
manera que la 2-hidroxilacién de flavanonas no se encuentra restringida Unicamente a
especies leguminosas o de la subfamilia CYP93B. Sin embargo, estudios filogenéticos
sugieren un origen independiente para las F2H en cereales. Mas recientemente se
identifico y caracteriz6 en arroz una enzima FNSII denominada CYP93G1, la cual fue
capaz de generar las flavonas directamente, sin la formacion del intermediario 2-
hidroxiflavanona (Brazier-Hicks y Robert Edwards, 2013).

En maiz, un cereal de importancia econdmica en nuestro pais y en Arabidopsis
thaliana, la planta dicotiledénea modelo de estudio; a pesar que diferentes flavonoides
en los distintos tejidos ya habian sido identificados; al comenzar mi Tesis doctoral los
pasos enzimaticos de la sintesis de flavonas resultaban desconocidos, no habiéndose
encontrado en los genomas de tales especies, ningun gen capaz de codificar enzimas

para la sintesis de flavonas.
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Figura 4.2 Biosintesis de flavonas de flavanonas. Dos sistemas de enzimas FNS
han sido descriptos en plantas. FNSI es una enzima soluble mientras que FNSII es una
enzima de uniébn a membrana. FNSI y la mayoria de las enzimas FNSII convierten
flavanonas a flavonas directamente. En otras especies vegetales ocurre la conversion
de flavanonas en 2-hidroxiflavanonas, las cuales pueden luego ser convertidas a
flavonas. La flavanona 3-hidroxilasa (F3H) también usa las flavanonas como sustratos,
produciendo dihidroflavonoles, los cuales son los precursores de los flavonoles,
antocianinas y proantocianidinas. (Adaptado de Du y col., 2009).

4.1.2 Rol de las flavonas en plantas

Los flavonoides, y dentro de ellos las flavonas, son metabolitos secundarios que
se acumulan en las vacuolas de las plantas generalmente como derivados C- u O-
glicosidos. Los azucares en los flavonoides C-glicésidos se encuentran unidos
directamente al flavonoide por un enlace C-C que es resistente a la hidrélisis acida. Por
otra parte, los O-azlcares estan unidos a los grupos hidroxilo fendlicos de los
flavonoides y son inestables al tratamiento acido.

La mayoria de los flavonoides C-glicosidos son flavonas encontradas en briofitas,
helechos, gimnospermas y angiospermas (Harborne, 1993). En cereales, tales como

arroz, trigo (Triticum aestivum) y maiz, la principal clase de flavonoides C-glicésidos se
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acumulan en la forma de C-glicosil flavonas, con una amplia gama de funciones
fisiolégicas. Entre las distintas funciones, las C-glicosil flavonas estan involucradas en la
defensa frente a patégenos. Por ejemplo, la maicina, es la C-glicosil flavona
predominante en las barbas de algunas variedades de maiz y se demostré que es un
insecticida natural contra el gusano de la mazorca de maiz Helicoverpa zea (McMullen
y col., 1998; 2004). Ademas, se observé que los C-glicosil flavonoides identificados en
hojas de pepino (Cucumis sativus) actian como fitoalexinas en la defensa frente al
hongo powdery mildew (McNally y col., 2003a; b).

Por otro lado, las C-glicosil flavonas se encuentran también involucradas en la
proteccion frente a la radiacién UV-B. Por ejemplo, lineas de maiz provenientes de altas
altitudes, desarrollan mayor tolerancia a niveles aumentados de UV-B, debido a que
acumulan mayores niveles de maicina y ramnosil-isoorientina (el precursor de la
maicina), compuestos que se encuentran a bajos niveles y de manera constitutiva en
las hojas de las variedades provenientes de bajas altitudes. El habitat natural de las
variedades de alta altitud, recibe diariamente niveles significativamente mayores de UV-
B que zonas mas bajas a las mismas latitudes, por lo que estas razas se muestran
aclimatadas a la radiacion UV-B (Casati y Walbot, 2005). Algo similar ocurre en arroz,
donde se observo un aumento de C-glicosil flavonas por la radiacion UV-B en cultivares
tolerantes y no asi, en cultivares susceptibles a dicha radiacion (Markham y col., 1998).

En general, las flavonas son de colores claros pero pueden actuar como co-
pigmentos junto a las antocianinas. Ademds, estos metabolitos son importantes en
plantas debido a que interaccionan con los microorganismos del ambiente (Dixon y
Paiva, 1995; Shirley, 1996). Por ejemplo, actian como sefial en las etapas tempranas
de la simbiosis de las leguminosas con las bacterias del suelo (Rhizobia) encargadas
de formar los ndédulos radiculares fijadores de nitrégeno (Phillips, 1992; Spaink, 1995;

Hassan y Mathesius, 2012).

4.1.3 Las flavonas en maiz y su rol protector frente a la radiacion UV-B

En la mayoria de las variedades de maiz, la maicina es la principal C-glicosil
flavona predominante en las barbas (mas del 2% del peso seco) cuya sintesis es

regulada por P1; el factor de transcripcion del tipo MYB que regula la sintesis de
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flavonoides, citado en capitulos anteriores (Gueldner y col., 1989; Byrne y col., 1996).
Otras flavonas, como el precursor inmediato de la maicina, ramnosilisoorientina,
también pueden estar presente (Snook y col., 1993). El gusano lepidoptero de la larva
CEW (del inglés, corn earworm) es uno de los insectos mas dafiinos que infecta al maiz
en América, el cual se alimenta de las barbas pudiendo alcanzar también los granos
(Rector y col., 2002). La maicina y compuestos relacionados, apimaicina y metoxi-
maicina acumulados en las barbas, confieren resistencia contra este insecto inhibiendo
el crecimiento de las larvas. La combinacién de genética clasica, mapeo genético por
QTLs y andlisis quimicos en poblaciones F2 generadas mediante cruzas entre lineas de
maiz de diferentes genotipos permitio la identificacion de locus involucrados en la
produccion de maicina y compuestos relacionados (Byrne y col., 1996; McMullen y col.,
1998; Grotewold y col., 1998). Ademas, mediante la utilizacion de lineas mutantes en
sml y sm2, y doble mutantes que exhiben el fenotipo “salmon silk (sm)”, fueron
propuestas las etapas mediante las cuales la maicina es sintetizada. El gen Sm2
codifica para una enzima ramnosil transferasa o un regulador que controla su actividad,
y Sm1 codifica o controla la enzima que modifica la molécula de glucosa (McMullen y
col., 2004) (Figura 4.3). No obstante, si bien se ha propuesto una via de sintesis, hasta
el momento no se han identificado y caracterizado los genes codificantes a las enzimas
implicadas en la sintesis de flavonas C-glicdsidos. Varios intentos con resultados no
satisfactorios se han realizado para transferir mediante cruzas y seleccion la resistencia
conferida por la maicina hacia germoplasmas de importancia econémica como el maiz
dulce, tratando de mantener caracteristicas preferidas por los consumidores (Guo y col.,
2010).

I OH o o o
H
wa” s k\\r -4 | _— - —> 7
ok b Sm2 ]

H H (RAMNOSIL TRANSFERASA) = | w Sm1 (DEHIDRATASA) * 1 H

Rna
Rha
ISOORIENTINA RAMNOSIL ISOORIENTINA MAICINA

(C-GLICOSIL FLAVONA)

Figura 4.3 Esquema de la via propuesta de sintesis de maicina (Adaptado de
McMullen y col., 2004).
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Por otra parte, la proteccion frente al UV-B en hojas verdes de maiz es también
un rol documentado para las flavonas, al igual que fue demostrado para los flavonoles
en el capitulo anterior. Asi, se demostrdé en cinco razas de maiz de altura con altos
niveles de flavonoides y antocianinas: tres de México (Arrocillo Amarillo, Cacahuacintle
y Cdnico; que crecen a altitudes entre 2200-2800 m.s.n.m.) y dos de la Cordillera de los
Andes (Mishca y Confite Punefio; que crecen a altitudes entre 2200-2800 y 3600-3900
m.s.n.m., respectivamente) y, en plantas deficientes en flavonoides del genotipo W23
(Casati y Walbot, 2003), que la linea deficiente en flavonoides presentaba mayores
cambios en el transcriptoma que las lineas que acumulan flavonoides (Casati y Walbot,
2003) verificando de esta manera, que estos pigmentos actlan como protectores
atenuando el efecto del UV-B (Stapleton y Walbot, 1994). Por lo tanto, la produccion en
hojas de estos flavonoides y su induccion por UV-B podria ser un mecanismo que estas
razas han desarrollado para aumentar su tolerancia a elevados niveles de UV-B. Estas
lineas expresan también el factor de transcripcion P1 en hojas. Ademas, la expresion
de P1 es considerablemente mayor en las lineas de altas altitudes que en las lineas de
baja altitud y es inducido por la radiacion UV-B en las hojas de las distintas variedades
(Casati y Walbot, 2005; Rius y col., 2012).
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4.2 Objetivos
4.2.1 Objetivo general

" El objetivo general del presente capitulo de Tesis es identificar y caracterizar

enzimas que participen en la biosintesis de flavonas en plantas de maiz y Arabidopsis.

4.2.2 Objetivos especificos

A partir del objetivo general, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

. Identificar y analizar el patron de expresiéon de distintos genes putativos

codificantes para enzimas mono y dioxigenasas involucradas en la sintesis de flavonas.

" Clonar y expresar las distintas regiones codificantes (CDS) putativas que
codifican para estas proteinas en vectores adecuados para su posterior expresion

heterd6loga en bacterias y levaduras.

. Definir la actividad catalizada por las enzimas en estudio mediante ensayos de
bioconversion in vivo agregando a los cultivos de estos microorganismos los distintos
flavonoides posibles sustratos. Verificar la bioconversion mediante la identificacion de

los productos formados por métodos analiticos.
. Expresar las proteinas dioxigenasas de maiz y Arabidopsis de manera
recombinante en bacterias. Purificar las proteinas y realizar ensayos de actividad in

vitro.

. Investigar la capacidad de la enzima dioxigenasa de maiz de producir flavonas in

planta
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4.3 Resultados

4.3.1 Caracterizacion de enzimas monoxigenasas con un posible rol en la sintesis

de flavonas en plantas de maiz

4.3.1.1 Identificacion de un transcripto codificante para una putativa flavona

sintasa |l de maiz

Con el propésito de estudiar la sintesis de flavonas en maiz, investigamos la
base de datos correspondiente a experimentos de secuenciacion de ARN e
inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a secuenciaciéon (RNA-seq y ChIP-Seq,
por sus nombres en inglés RNA Sequencing y Chromatin Immunoprecipitation
Sequencing, respectivamente) realizados previamente en el laboratorio del Dr. Erich
Grotewold en The Ohio State University, Estados Unidos, con el objetivo de analizar la
funcién regulatoria de P1, el factor de transcripcion que regula la expresion de algunos
genes de la via de las flavonas mencionado en la Introduccién del presente capitulo de
Tesis. Estos experimentos se realizaron utilizando tejidos de pericarpios y barbas de la

linea P1-rr"1°

generada al introducir mediante cruzas el alelo P1-rr en la linea de maiz
A619, la cual posee el alelo recesivo P1-ww, y por consiguiente no expresa P1 y casi no
acumula flavonas en las barbas (Bushman y col., 2002). Estos estudios demostraron
que P1 modula la expresion de miles de genes de los cuales aproximadamente 1.500
fueron identificados como blancos directos del mismo. Entre los genes identificados, se
encontraron genes involucrados en la biosintesis de flavonoides, siendo de nuestro
interés el gen GRMZM2G167336, Ilocalizado en el cromosoma 9

(www.maizesequence.org) del genoma de maiz, que mostr6 mayores niveles de

expresion en pericarpios y barbas P1-rr respecto de P1-ww y cuya regién codificante
presentd una alta identidad de secuencia con la region codificante de la flavona sintasa
Il (FNSII) caracterizada de sorgo y arroz (89 y 74 %, respectivamente) (Du y col.,
2010a; Du y col., 2010b). Teniendo en cuenta estos datos, denominamos por

convencion a este gen ZmFNSII-1.
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4.3.1.2 Analisis de la expresion del gen ZmFNSII-1 en plantas de maiz

Con el objetivo de analizar la expresion del gen ZmFNSII-1, se utilizaron
diferentes tejidos de la linea B73 de maiz incluyendo tejidos embrionarios (hipocotilo y
radicula) y tejidos de plantas adultas (hoja y raiz); como también tejidos florales de la
linea A619 de maiz (pericarpios y barbas P1-ww y P1-rr), para realizar experimentos de
RT-PCR en tiempo real (seccion 2.10.4) utilizando los oligonucleétidos adecuados para
amplificar el gen de interés y el gen normalizador ACTINAL, el cual fue previamente
descripto como un apropiado gen de referencia (Tabla VI).

Como se observa en la Figura 4.4, la expresion del gen ZmFNSII-1 fue detectada
en todos los tejidos analizados, mostrando notablemente una mayor en pericarpios y
barbas que expresan P1 (P1-rr), confirmando también por esta técnica su regulacion
por P1, de manera similar a como fue observado en los experimentos de RNA-Seq y

ChIPSeq mencionados en el parrafo anterior.
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Figura 4.4 Niveles del transcripto ZmFNSII-1 determinados por RT-PCR en tiempo
real. Las muestras provienen de distintos tejidos de la linea B73 y A619 de maiz. Para
cada muestra los resultados analizados corresponden al promedio de los datos
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provenientes de tres réplicas biolégicas independientes, y de dos replicados técnicos
como minimo. Las barras de error indican el error estandar de las muestras.

4.3.1.3 Clonado y expresion de la proteina ZmFNSII-1 en levaduras

Con el objetivo de determinar si ZmFNSII-1 codifica para una FNSII, procedimos
en primer lugar a amplificar mediante RT-PCR la region codificante a partir de ADNc de
pericarpios P1-rr*®*°. La reaccién de PCR se llevé a cabo como se indica en la seccion
2.10.4. El producto de PCR obtenido fue verificado mediante electroforesis en geles de
agarosa 1% (p/v) y el tamafio del fragmento amplificado fue comparado con el
marcador de tamafio molecular A EcoRI-Hindlll. El fragmento amplificado presento la
masa molecular esperada. A continuacion, con el objeto de determinar la actividad
FNSII, el ADNc obtenido fue purificado y subclonado en el vector de expresion pGZ25
de levaduras (seccion 2.12) debido a que FNSII es a una enzima CYP450 de unién a
membrana dependiente de NADPH. El vector pGZ25 deriva del plasmido YEplac112
(Gietz y Sugino, 1988), el cual posee el promotor constitutivo de la gliceraldehido-3P
deshidrogenasa (GDP). Asi, con la construccién obtenida pGZ25-ZmFNSII-1 y el vector
pGZ25 vacio como control negativo, se transformaron las células de levaduras WATT11
(Pompon y col., 1996), una cepa que expresa la enzima ATR1 P450 reductasa de A.
thaliana (citocromo P450:NADPH reductasa) y de esta manera, provee los equivalentes

de reduccion esenciales para la actividad de citocromos P450 de plantas (seccion 2.17).

4.3.1.4 Ensayos de actividad enzimética correspondientes a la caracterizacion de

la enzima ZmFNSII-1

Para caracterizar funcionalmente el gen de maiz, se procedié a realizar los
ensayos de expresion y actividad de ZmFNSII-1 in vivo (seccion 2.31), agregando
directamente al medio de cultivo, las flavanonas sustratos, naringenina y eriodictiol;
alternativa que fue posible debido a la naturaleza anfipatica de ambas flavanonas.
Luego de 20 h de incubacion a 30 °C con agitacion se tomaron las alicuotas
correspondientes y se extrajeron los flavonoides con etil-acetato. Las muestras

resultantes fueron resuspendidas en metanol para su posterior analisis.
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4.3.1.5 Identificacion de los productos formados por distintos métodos analiticos

La identidad de los productos formados se determind mediante cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC). Los analisis de HPLC se realizaron inyectando en
forma secuencial a un equipo de analisis AKTA basic 10/100 (Amersham Biosciences)
los extractos metanolicos mencionados en el parrafo anterior junto a las soluciones de
los estandares comerciales (Sigma-Aldrich) necesarios para verificar la reaccion
enzimatica investigada. Los compuestos fueron separados por un gradiente lineal, y los
tiempos de retencion de los diferentes picos fueron analizados con el programa
UNICORN (version 3.0), segun como se indica en la seccién 2.31.2.

En la Figura 4.5 se muestran los espectros correspondientes a los analisis de
HPLC para las células transformadas de levaduras WAT11 (A y B), y para los
estandares comerciales correspondientes (C). Cuando el medio de reaccion
conteniendo el vector pGZ25-ZmFNSII-1 fue suplementado con los sustratos,
naringenina o eriodictiol, se observo la formacién de las flavonas producto, apigenina y
luteolina, respectivamente (derecha), no observandose por el contrario formacién de
productos en el medio de reaccion correspondiente al vector pGZ25 vacio (vector vacio;
izquierda). No obstante, fue posible detectar la presencia de un tercer pico adicional
mas polar que el sustrato en la reaccion utilizando naringenina como sustrato, que
podria corresponder a la forma hidroxilada de la flavanona respectiva (2-
hidroxinaringenina), por comparacion de su tiempo de retencién con dicho compuesto
sintético. Por otra parte, habia sido previamente descripto que células de levaduras son
capaces de convertir 2-hidroxiflavanonas en las correspondientes flavonas debido a que
podrian expresar una enzima con actividad deshidratasa (Zhang y col., 2007). Asi,
ZmFNSII-1 podria ser una flavanona 2-hidroxilasa (F2H1), capaz de formar 2-
hidroxiflavanona, la cual seria posteriormente convertida enzimatica o quimicamente en

flavona, y no una FNSII, como fue sugerido en un primer momento.
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Figura 4.5 Perfiles de HPLC de las células de levaduras WATT11 expresando la
F2H1 de maiz. (A) Cultivos de levaduras suplementados con naringenina (pico 1)
conteniendo el vector vacio (izquierda) o F2H1 (derecha) mostrando la produccion de
apigenina (pico 3) y de 2-hidroxinaringenina (pico 2). mUA, mili unidades de
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absorbancia. (B) Cultivos de levaduras suplementados con eriodictiol para analizar la
produccion de luteolina por la F2H1 (derecha). F2H1 expresada en levaduras también
produce 2-hidroxinaringenina (tiempo de retencién = 19.8 min) usando naringenina
como sustrato. (C) Estandares comerciales fueron usados como control.

Para verificar esta hipétesis, se llevaron a cabo experimentos de cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de masas, técnica internacionalmente conocida por
su nombre en inglés Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS), con objeto
de identificar si el producto de la enzima en estudio detectado por HPLC podria ser 2-
hidroxinaringenina. Esta técnica analitica es comunmente utilizada para el analisis de
flavonoides, debido a que permite combinar las caracteristicas de separacion de LC con
las excelentes caracteristicas de deteccion de MS, obteniendo mayor sensibilidad y
poder de identificacion que con la técnica de HPLC mencionada anteriormente.

En la Figura 4.6 A se observan los perfiles de fragmentacion de los distintos
compuestos presentes en el medio de reaccion de las levaduras suplementadas con
naringenina. El andlisis de la abundancia relativa del producto iénico utilizando el modo
de ionizacion positiva por electroespray permitio validar el producto 2 como 2-
hidroxinaringenina con una relacién carga masa (m/z) de 289 [M+H']. Ademas fue
posible validar el patron de fragmentacion correspondiente a la naringenina con m/z 273
[M+H"] y a la apigenina con m/z de 271 [M+H"] por comparacién con los patrones de
fragmentacién de los estandares respectivos por LC-MS/MS. Por otra parte, cuando se
suplementaron las células con eriodictiol (Figura 4.6 C), se detect6é también la formacion
de 2-hidroxieriodictiol con una relacién carga masa (m/z) de 305 [M+H"], validando
ademas el patron de fragmentacién correspondiente a eriodictiol con m/z 289 [M+H'] y
a la luteolina con m/z de 287 [M+H'] por comparacién con los patrones de
fragmentacioén de los estandares respectivos por LC-MS/MS.

De esta manera, las células de levaduras que expresan la enzima en estudio
acumularon bajos, pero detectables niveles de 2-hidroxiflavanonas, y la aparicion de las
flavonas en el medio de reaccion pudo deberse a la reaccion de deshidratacion de las
flavanonas hidroxiladas que, como se ha descripto para otras especies vegetales, seria
catalizada por una enzima presente en las levaduras o espontaneamente debido a la
inestabilidad de la forma hidroxilada. En conjunto, estos resultados demuestran que el
gen GRMZM2G167336 codifica para una F2H1 y no una FNSII, una enzima capaz de

convertir naringenina y eriodictiol en los correspondientes 2-OH derivados, una etapa
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hasta el momento desconocida en la formacion de flavonas en maiz. Esta enzima
recibié el nombre CYP93G5 por pertenecer a la subfamilia CYP93 de proteinas de

plantas con posible funcion F2H/FNS.
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Figura 4.6 Andlisis de LC-MS mostrando los productos de actividad de la ZmF2H1.
(A) Patrones de fragmentacion correspondientes a los picos 1, 2 y 3 producidos por la
enzima ZmF2H1. Para la comparacién se muestran en la parte superior central de cada
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recuadro los patrones de fragmentacion de los estandares comerciales. Naringenina,
apigenina y 2-hidroxinaringenina producen los iones moleculares con relacion carga
masa m/z+ 273, 271 y 289, respectivamente. (B) Sitios de fragmentacion propuestos
para la estructura de la 2-hidroxinaringenina. (C) Patrones de fragmentacion
correspondientes a los picos 1, 2, 3 producidos por la enzima ZmF2H1 (la produccion
del pico 2 no se muestra en la Figura 4.5 B). Para la comparacion se muestran en la
parte superior central de cada recuadro los patrones de fragmentacion de los
estandares comerciales. Eriodictiol, luteolina y 2-hidroxieriodictiol producen los iones
moleculares con relacién carga masa m/z+ 289, 287 y 305, respectivamente. (D) Sitios
de fragmentacion propuestos para la estructura del 2-hidroxieriodictiol.

4.3.1.6 Identificacion de genes codificantes para putativas FLAVONA SINTASA 1

de maiz

A partir de la caracterizacion de la enzima ZmF2H1 (CYP93G5), como la primer
enzima de maiz capaz de convertir naringenina y eriodictiol en las correspondientes 2-
hidroxiflavanonas, investigamos si en esta especie vegetal, la sintesis de flavonas
ocurre Unicamente a partir de las 2-OH-flavanonas o si ademas, existe una FNS capaz
de convertir directamente flavanonas en flavonas, debido a que estudios previos
identificaron trazas de luteolina (flavona) presentes especificamente en lineas mutantes
sm2 (carentes de actividad ramnosil transferasas), sugiriendo que la luteolina y no la 2-
OH-flavanona podria ser el sustrato para la sintesis de las C- glicosil flavonas
(McMullen y col., 2004).

De esta manera identificamos dos genes GRMZM2G407650 vy

GRMZM2G148441, localizados en el cromosoma 10 (www.maizesequence.orq) del

genoma de maiz, cuyas proteinas predichas (denominadas CYP93G6 y CYP93G7,
respectivamente) presentan una mayor identidad de secuencia de aminoacidos con la
FNSII caracterizada de arroz (CYP93G1; Brazier-Hicks y Edwards, 2013) (74 y 72 %,
respectivamente) que con la secuencia de aminoacidos de la F2H caracterizada de
arroz anteriormente mencionada (CYP93G2, 55% y 54%, respectivamente). Sin
embargo, para ambos genes los resultados de RNA-Seq mostraron muy bajos niveles
de expresién en pericarpios y barbas P1-rr respecto de P1-ww, no mostrando induccién
por P1 y sugiriendo que, si en maiz ocurre la conversion directa de flavanonas en

flavonas, esta etapa no seria regulada por P1.
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4.3.1.7 Analisis filogenético de enzimas CYP450 que participan en la sintesis de

flavonas

A continuacion, se realiz6 un analisis filogenético incluyendo las secuencias de
las nuevas proteinas de maiz CYP93G6 y CYP93G7, identificadas como putativas
FNSII junto a otras proteinas de la familia CYP450 cuyas actividades fueron
caracterizadas o predichas, tales como la proteina CYP93G5 de maiz, y las secuencias
de proteinas de especies como Gerbera hybrids (Grotewold y col., 1991; Martens y
Forkmann, 1999), Antirrhinum majus, Torenia hybrida, (Akashi y col., 1999), Glycine
max (Fliegmann y col., 2010), Perilla frutescens (Kitada y col., 2001) Glycyrrhiza
echinata (Akashi y col., 1998), Medicago truncatula (Zhang y col., 2007), Oryza sativa
(Dykes y col., 2009) y Sorghum bicolor (Du y col., 2010).

La Figura 4.7 muestra el arbol filogenético resultante donde se observa que las
proteinas se encuentran divididas en dos grandes grupos segun si pertenecen a la
subfamilia CYP93G o CYP93B para especies de plantas mono y dicotiledoneas,
respectivamente. Ademas, podemos observar dentro de cada grupo la existencia de
dos subgrupos segun si las proteinas corresponden a enzimas capaces de convertir
directamente flavanonas en flavonas (FNS) o si ocurre la formacion de 2-
hidroxiflavanonas (F2H).

De esta manera, se observa que las proteinas CYP93G6 y CYP93G7 se
encuentran dentro del grupo de proteinas de la subfamilia CYP93G para especies
monocotiledéneas, y dentro del subgrupo que incluye a la proteina FNSII de arroz
(CYP93G1, 74% y 72%, respectivamente). Por otra parte, la proteina CYP93G5 se
agrupa con proteinas de la subfamilia CYP93B y dentro del subgrupo que abarca las
F2Hs, donde también estan presentes la F2H de sorgo (CYP93G3, 83%) y arroz
(CYP93G2, 72%), mencionadas al comienzo del capitulo; y por el contrario,
evolutivamente distante de las proteinas CYP93G6 y CYP93G7 (54 y 53 %,

respectivamente).
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Figura 4.7 Arbol filogenético de proteinas pertenecientes a la subfamilia CYP93. El
analisis filogenético de las secuencias de aminoacidos se llevé a cabo utilizando el
programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 4.0). Las
secuencias de las proteinas CYP93G5, CYP93G6 y CYP93G7 fueron alineadas con las
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secuencias de distintas proteinas CYP93 de plantas. La significancia estadistica de
cada rama del arbol fue evaluada mediante un andlisis bootstrap con 10000 iteraciones
de muestreo. Bar= 0.1 sustituciones de aminoacidos por sitio. En rojo se indican las
proteinas de maiz CYP93G5, CYP93G6 y CYP93G7. En negrita se indican las
proteinas CYP93 analizadas. Los diferentes grupos enzimaticos se encuentran
encerrados en circulos.

4.3.1.8 Analisis de la expresion de los genes que codifican para las proteinas
CYP93G6 y CYP93G7 en plantas de maiz

Con el objetivo de analizar la expresién de los genes que codifican para las
proteinas CYP93G6 y CYP93G7, se utilizaron diferentes tejidos de la linea B73 de maiz
incluyendo tejidos embrionarios (hipocotilo y radicula) y tejidos de plantas adultas (hoja
y raiz); asi como también tejidos florales de la linea genéticamente modificada A619 de
maiz (pericarpios y barbas P1-ww y P1-rr) (Tabla V), para realizar experimentos de RT-
PCR en tiempo real (seccion 2.10.4) utilizando los oligonucle6tidos apropiados para
amplificar dicha reaccion (Tabla VI).

En la Figura 4.8 se observa que el gen que codifica la proteina CYP93G6 se
expresa mayoritariamente en tejidos embrionarios y adultos, mostrando sus mayores
niveles de expresion en raiz. Por otra parte, para el gen que codifica la proteina
CYP93G7, los niveles de expresion fueron inferiores en comparacion con el gen que
codifica la proteina CYP93G6 pero el mismo se expreso en todos los tejidos analizados
en similar magnitud, incluyendo también tejidos florales. Ademas, la expresién de
ambos genes no seria regulada por P1, dado que no se observan diferencias en la
expresion entre pericarpios y barbas P1-rr respecto de pericarpios P1-ww, de manera
similar a como fue observado en los experimentos de RNA-Seq y ChIPSeq

mencionados al comienzo del capitulo.
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Figura 4.8 Niveles de los transcriptos que codifican para CYP93G6 y CYP93G7
determinados por RT-PCR en tiempo real. Las muestras provienen de distintos
tejidos de la linea B73 y A619 de maiz. Para cada muestra los resultados analizados
corresponden al promedio de los datos provenientes de tres réplicas biolégicas
independientes, y de dos replicados técnicos como minimo. Las barras de error
corresponden al desvio estandar.

4.3.1.9 Clonado y expresién de las proteinas CYP93G6 y CYP93G7 en levaduras

Para analizar si los genes de maiz GRMZM2G407650 y GRMZM2G148441
codifican para putativas FNSII, procedimos en primer lugar a aislar las secuencias
codificantes para CYP93G6 y CYP93G7 a partir de radiculas y barbas de la linea B73,
respectivamente mediante RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos a los cuales
se les agreg0 en sus extremos 5” sitios de restriccion para permitir su posterior clonado
en vectores de expresion (Tabla 1V).

Una vez obtenidas ambas regiones codificantes, los ADNc fueron clonados en el
vector pGZ25 para su expresion recombinante en levaduras WATT11 (seccion 2.12), y

posteriormente, se realizaron los ensayos in vivo de actividad agregando a los cultivos
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liquidos la flavanona sustrato naringenina. Finalmente se evalud la aparicion o no de
productos utilizando la técnica de LC-MS.

En la Figura 4.9 se muestran los resultados de los analisis de LC-MS
conteniendo los espectros de barrido completo utilizando el modo de ionizacion positiva
por electroespray (ESI positivo), dominados por la molécula protonada [M+H]*. En todas
las muestras se observa un Unico pico correspondiente al sustrato naringenina (i6n
273), no detectandose la formacion de la flavona producto apigenina (i6bn 271) en
ninguno de los ensayos de actividad realizados. Asimismo, tampoco fue posible
detectar la formacion de la flavona luteolina para ambas enzimas cuando se ensayo el

sustrato eriodictiol.
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Figura 4.9 Perfiles de LC-MS mostrando los productos de las actividades para las
putativas ZmFNSIIs. A modo de ejemplo en esta Figura se muestran los espectros de
barrido completo correspondientes a los cultivos de levaduras suplementados con
naringenina conteniendo el vector vacio (A), la proteina CYP93G6 (B) y la proteina
CYP93G7 (C). En ningun caso fue posible detectar formacion de apigenina. Para la
comparacion se muestra en la parte (D) de la Figura el espectro conteniendo los
tiempos de retencion de los picos obtenidos para los estandares correspondientes.

4.3.2 Caracterizacion de enzimas dioxigenasas con un posible rol en la sintesis de

flavonas en plantas de maiz y Arabidopsis

4.3.2.1 Identificacién de genes codificantes para putativas flavona sintasas | en

maiz y Arabidopsis

Por otra parte, con objeto de investigar si la sintesis de flavonas en maiz podria
estar catalizada por una flavona sintasa | (FNSI), previo a comenzar mi trabajo de
Tesis, se realizé la busqueda en el genoma de la linea B73 de maiz de secuencias
putativas que codifiquen para flavona sintasas solubles, utilizando la secuencia de un
transcripto de arroz (Oryza sativa) codificante para una enzima FNSI y/o F3H,
(BGIOSGA33357, Lee y col. 2007; Kim y col., 2008a). Dicha busqueda resulté en la
identificacion de el gen candidato GRMZM2G099467, localizado en el cromosoma 1

(www.maizesequence.org) del genoma de maiz, cuya regidon codificante presentd alta

identidad de secuencia con la region codificante de arroz mencionada (83%), asi como

también con la region codificante de otra secuencia de arroz posteriormente propuesta
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como una FNSI (0s03g0122300, Kim y col. 2008b) (77%). Ensayos in vivo de co-
bombardeo con una region del promotor del gen GRMZM2G099467 (1,5 kpb) fusionado
al gen reportero luciferasa y el factor de transcripcion P1 (p35S:P1) o los factores de
transcripcion C1 y R en células de maiz BMS (del inglés, Black Mexican Sweet)
realizados en el laboratorio del Dr. Erich Grotewold en The Ohio State University,
Estados Unidos; demostraron que la expresion de este gen es altamente regulada por
los reguladores de la sintesis de antocianinas C1 y R y en menor magnitud, por P1. Por
otra parte, el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina identificada
en maiz con las enzimas flavanona 3-hidroxilasa (F3H ; Deboo y col., 1995), flavonol
sintasa 1 (FLS1; Falcone Ferreyra y col., 2010) y antocianidina sintasa (ANS, Menssen
y col., 1990) caracterizadas en esta especie vegetal mostrd la presencia de los sitios
conservados en estas proteinas involucrados en la union del hierro y del alfa-
cetoglutarato, presentando ademas un 30% de identidad entre las secuencias
caracteristico de las 2-ODD e indicando asi que la misma pertenece a la familia de
dioxigenasas solubles dependiente de Fe®" y 2-oxoglutarato (2-ODD) (Figura 4.10).
Teniendo en cuenta estos datos, denominamos a este gen por la alta identidad con las
FNSI de arroz: ZmFNSI-1.
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ZmEF3H ---MAPVSISAVPFLPTAAEGETNVRASFVREEDERPKVP-—--=-——=—-——— HDREFSDEVPV 47
ZmFNSI-1 = ————————— MAEHLLSTAVH--DTLPGSYVRPEPERPRLA-————————— EVVTGARIPV 39
ZmFLS1 MGGETHLS----- VOQELAAS-LGALPPEFVRSEQDQPGA-—--=-——-—--— TTYRGAAVPDAPV 46
ZmANS MESSPLLQLPAARVEALSLSGLSAIPPEYVRPADERAGLGDAFDLARTHANDHTAPRIPV 60
. ** . * *
ZmEF3H VSLEGIDG----PRRRAEIRGRVAAACEDWGIFQVVDHGVDAALVADMARLARDFFALPP 103
ZMFNSI-1 VDLGSPD-—-—————-— RGAVVAAVGDACRSHGFFQVVNHGIHAALVAAVMAAGRGFFRLPP 91
ZmFLS1 IDIS-——---- EPGFGAR-—---—-— MAAAAREWGLFQVVNHGVPSAAVAELQRVGRAFFALPT 95
ZmANS VDISPFLDSSSQQQQRDECVEAVRAAAADWGVMHIAGHGIPAELMDRLRAAGTAFFALPV 120
* T : : L KRR R
ZmEF3H EDKLRFDMSG--GKKGGFIVSSHLQGEAVODWREIVTYFSYPVKARDYSRWPDKPAAWRA 161
ZMFNSI-1 EEKAKLYSDDP-ARKIRLSTSENVRKETVHNWRDYLRLHCHPLDEFLP-DWPSNPPDFKE 149
ZmFLS1 EEKERYAMDPASGKIEGYGTKLQRDLEGKKTWNDFFFHVVAPPEKVDHAVWPRSLAGYRE 155
ZmANS QDKEAYANDPAAGRLQGYGSRLATNTCGQREWEDYLFHLVHPDGLADHALWPAYPPDYIA 180
.o % . * . * * %
ZmF3H VVERYSEQLMALACRLLGVLSEAMG--LDTEALARACV-———-———-- DMDQKVVVNEYP 209
ZmFNSI-1 TMGTYCKEVRELGFRLYAAISESLG--LEASYMKEALG--—-—-———~— EQEQHMAVNFYP 197
ZmFLS1 ANEEYCRHMQRLTRELFEHLSLGLG--LHGGAMAEAFG--————-—— GDGLVFLQKINFYP 205
ZmANS ATRDFGRRTRDLASTLLAILSMGLLGTDRGDALEKALTTTTTRTAADDDLLLQLKINYYP 240
* * :* e . .~k * * %
ZmF3H RCPQPDLTLGLKRHTDPGTITLLLOD-LVGGLQATRDGGRTWITVQPVEGAFVVNLGDHG 268
ZMENSI-1 PCPEPELTYGLPAHTDPNALTILLMDPDVAGLQVLHAG--QWVAVNPQPGALIINIGDQL 255
ZmFLS1 PCPQPELTLGVAPHTDMSTLTVLVPN-EVQGLQVFKDG--QWYEAKYVPDALIVHIGDQI 262
ZmANS RCPQPELAVGVEAHTDVSALSFILHN-GVPGLQVLHGA--RWVTARHEPGTIIVHVGDAL 297
** * * *: * k% PRI . * *** . . * .. R * %
ZmF3H HLLSNGRFKNADHQAVVNSECSBL§IATFQNPAPD—ATVYPL—AVRDGEAPILDHPITFA 326
ZMENSI-1 QALSNGQYRSVWHRAVVNSDRERMSVASFLCPCNH VVLGPARKLVTEDTPAVYRNYTYD 314
ZmFLS1 EIFSNGAYKAVLHRTTVNKEKTRMSWPMFVEPPGE LVVGPHPKLVTEESPAKYKAKKYK 321
ZmANS EILSNGRYTSVLHRGLVNREAVRISWVVFCEPPPDSVLLHPLPELVTEGHPARFTPRTFK 357
*** H . *: * % H * * * * . . * . *
ZmF3H EMYRRKMARDIELARLKKQAKADKKQQQQSANKEFADSKPLDAIFA 372
ZMENSI-1 KYYAKFWSRNLDQEHCLELFRT—-—=-=——=—==———————————————— 336
ZmFLS1 DYQHCKINKLPM-—————==——=———————————————————————— 333

ZmANS QHLDRKLFKKKQQHKAKAEEEDGGNGDHHRHEPPPQTN--=-—-———-— 395

Figura 4.10 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de distintas enzimas
dioxigenasas que participan en la via de flavonoides en maiz. En negrita subrayado
y en rojo se muestran los residuos de aminoacidos que participan en la union al hierro y
al 2-oxoglutarato, respectivamente. Los aminoacidos similares son indicados por puntos
y los aminoéacidos idénticos con asteriscos.

Posteriormente, utilizando la secuencia codificante identificada en maiz
(GRMZM2G099467) se investigdb en el genoma de A. thaliana la presencia de
secuencias con un alto porcentaje de identidad a la misma. Es importante mencionar
gue hasta el momento, en el genoma de esta especie vegetal no se encontré ningun

gen codificante para una enzima FNS, mientras que solo la flavona apigenina ha sido
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detectada en plantas de Arabidopsis (ecotipo Col 0) pero en muy baja concentracién
(Yun'y col., 2008).
Esta busqueda reveld la presencia del gen At5924530, denominado DMR6 (del

inglés, downy mildew resistant 6), localizado en el cromosoma 5 (www.arabidopsis.org)

del genoma de Arabidopsis con una identidad del 59% tanto a nivel de nucleotidos
como de aminoacidos con el gen de maiz. AtDMR6 codifica para una dioxigenasa (2-
ODD) de funcion desconocida, pero con un rol posible en la defensa frente a
patogenos, debido a que plantas de Arabidopsis mutantes en este gen pierden la
susceptibilidad al patbgeno oomicete Hyaloperonospora parasitica, causante del moho

velloso o “downy mildew” (Van Damme y col., 2008).

4.3.2.2 Analisis filogenético de enzimas 2-ODD que participan en la sintesis de

flavonas

A continuacion, se realizé un andlisis filogenético incluyendo: las secuencias de
las proteinas ZmFNSI-1 y AtDMRS6, junto a las dos proteinas de arroz anteriormente
mencionadas (OsFNSI, OsF3H-2/FNS1), y secuencias de diferentes enzimas 2-ODD
caracterizadas e involucradas en la sintesis de flavonoides tales como F3H, FNSI; FLS
y ANS. Ademas, se incluyeron secuencias de 2-ODD no caracterizadas pero que
presentaron un porcentaje de identidad significativa (mayor al 50%) con la proteina
ZmFNSI-1 de maiz, como por ejemplo una proteina de trigo informada como una F3H
(TaF3H), involucrada en la defensa contra patdgenos (Giovanini y col.,, 2006), el
paralogo de ZmFNSI-1 (GRMZM2G476380, que denominamos: ZmFNSI-2), el paralogo
de las proteinas de arroz (0s04949194) y los ortdlogos de maiz en sorgo, la especie
evolutivamente mas cercana a maiz (Sb01g030680 y Sb01g049030).

La Figura 4.11 muestra el arbol filogenético resultante donde se observa que
tanto la enzima de maiz (ZmFNSI-1) como la de Arabidopsis (AtDMR6) se agrupan
junto a las enzimas FNSI de arroz mencionadas, pero evolutivamente distantes de las
enzimas FNSI caracterizadas hasta el momento, presentes solo en el género Apiaceae
(Martens y col., 2001; Gebhardt y col., 2005, 2007) (circulo en azul). Por otra parte,
ZmFNSI-1 y AtDMR6 tampoco se agrupan con enzimas con actividad F3H, ANS y FLS.
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De esta manera, el andlisis filogenético muestra un nuevo grupo de enzimas 2-ODD
que podrian tener la misma actividad, el cual denominamos "tipo-FNSI” en base a la
presencia en el mismo de la enzima FNSI caracterizada de arroz (OsFNSI), pero
carente este mismo de enzimas con una identidad significativa a las FNSI previamente

caracterizadas (30%).

tipo-FNSI

0s04g49194
| TaF3H

ZmFNSI-2

100
TaF3H-1 74 $b01g049030
OsF3H-1 99 /
OsFNSI

OsF3H-2/FNSI
929

ZmFNSI-1
Sb01g030560

100

99 ) ANS

93

91 100

PcFLS [

100 ZmANS

PhFLS
100 OsANS

OsFLS1 ZmFLs1

MdFLS1 SbFLS1

AtFLS1

0.1 —

Figura 4.11 Arbol filogenético de distintas proteinas 2-ODD. El analisis filogenético
se llevo a cabo utilizando el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, version 4.0). Las secuencias de las proteinas ZmFNSI-1 y AtDMR6 fueron
alineadas con las secuencias de distintas proteinas 2-ODD de plantas. La significancia
estadistica de cada rama del arbol fue evaluada mediante un analisis bootstrap con
10000 iteraciones de muestreo. Bar = 0.1 sustituciones de aminoacidos por sitio. Con
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rojo se indican las proteinas ZmFNSI-1 y AtDMR6 de maiz y Arabidopsis,
respectivamente. En negrita se indican el resto de las proteinas 2-ODD analizadas. Los
diferentes grupos enzimaticos se encuentran encerrados en circulos.

4.3.2.3 Analisis de la expresion del gen ZmFNSI-1 en plantas de maiz

Con el objetivo de investigar la expresion del gen ZmFNSI-1 se realizaron
experimentos de RT-PCR en tiempo real (seccion 2.10.4; Tabla VI) utilizando diferentes
tejidos de la linea B73 de maiz incluyendo tejidos embrionarios (hipocoétilo y radicula) y
tejidos de plantas adultas (hoja y raiz); asi como también tejidos florales de la linea
genéticamente modificada A619 de maiz (pericarpios y barbas P1-ww y P1-rr) (Tabla
V).

En la Figura 4.12 se observa que el gen ZmFNSI-1 se expresa en casi todos los
tejidos analizados, mostrando la mayor expresion en anteras y pericarpios que
expresan P1 (P1-rr), mientras que se expresa a muy bajos niveles en radicula y no se
detecta expresidn en barbas de maiz. Ademas, los mayores niveles del transcripto
ZmFNSI-1 en pericarpios que expresan el factor de transcripcién P1 (P1-rr) respecto a
los niveles en los pericarpios carentes de P1 (P1-ww) indican que la expresion de este
gen es regulada por P1 en este tejido, en concordancia a los resultados previamente

obtenidos mediante los experimentos de co-bombardeo.
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Figura 4.12 Nivel relativo del transcripto ZmFNSI-1 determinado por RT-PCR en
tiempo real. Las muestras provienen de distintos tejidos de la linea B73 y A619 de
maiz. Para cada muestra los resultados analizados corresponden al promedio de los
datos provenientes de tres réplicas biologicas independientes, y de dos replicados
técnicos como minimo. Las barras de error corresponden al desvio estandar.

4.3.2.4 Clonado y expresién de las proteinas ZmFNSI-1 y AtDMR6 en bacterias

Para analizar si los genes de maiz y de Arabidopsis codifican una FNSI,
procedimos en primer lugar, a aislar las secuencias codificantes para los genes
ZmFNSI-1 y AtDMR6 a partir de tejido de hojas de la linea B73 de maiz y de A.
thaliana, respectivamente, mediante RT-PCR utilizando oligonucléotidos especificos a
los cuales se les agregd en sus extremos 5 sitios de restriccion para permitir su
posterior clonado en vectores de expresion (Tabla VI). Una vez obtenidas las regiones
codificantes, las mismas fueron digeridas con las enzimas de restriccion apropiadas y
ligadas en el vector pET28. Los productos de ligacién obtenidos se utilizaron para
transformar bacterias competentes E. coli DH5a y las células transformadas se
seleccionaron en placas con medio LB agar con kanamicina, verificando la presencia de

los insertos de interés. Las colonias transformantes que contenian las construcciones
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de interés se identificaron mediante PCR de colonias seguido de la extraccion del ADN
plasmidico para luego verificar la presencia de los insertos de interés mediante
digestién con enzimas de restriccion.

Los vectores de expresion recombinantes obtenidos pET28-ZmFNSI-1 y pET28-
AtDMR6 (Tabla IV) fueron utilizados para transformar bacterias competentes E. coli
BL21(DE3) pLys, un hospedador comunmente utilizado para la expresion de proteinas
recombinantes, procediendo en primer lugar a determinar las condiciones Optimas para
la induccion de ambas proteinas recombinantes. De esta manera, ambos cultivos
bacterianos se incubaron a 37 °C en agitacion constante, y una vez alcanzada la fase
exponencial de crecimiento (DO de 0,5-0,6) se agregd el inductor IPTG, continuando
luego la incubacién durante toda la noche en agitacion constante a 30 °C. En segundo
lugar se procedi6 a la ruptura de las células por sonicado y centrifugacion, analizando la
expresion de las proteinas recombinantes mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), observando buena
induccién de la proteina recombinante ZmFNSI-1 en las condiciones utilizadas (30°C,
0.5 mM de IPTG, 20 h), pero no ocurriendo lo mismo para la proteina recombinante
AtDMR6. No obstante, se observé bajo nivel de expresion de la proteina recombinante
ZmMmFNSI-1 en la fraccion soluble y mayor cantidad en la fraccion insoluble,
probablemente asociada a restos de membrana y otros componentes celulares. Asi,
dado que la disminucion de la temperatura es una variable comunmente empleada para
aumentar la solubilidad de una proteina eucariota expresada en un huésped heterdlogo,
procedimos a ensayar la expresion de las proteinas recombinantes también a 22°C, no
observandose enriguecimiento de las mismas en la fraccién soluble y sin embargo,
ocasionando esta modificacibn menor induccion.

La expresion de proteinas heterélogas en E. coli puede estar limitada por la falta
de ciertos ARNt poco frecuentes en el mismo, los cuales suelen ser abundantes en los
organismos a partir de los cuales deriva la proteina heterdloga. La induccion de dichas
proteinas en E. coli puede ocasionar una detencion prematura de la traduccion debido a
la escasez de estos ARNt. Para sobrellevar este inconveniente existen células E. coli
gue poseen plasmidos con copia extra de genes codificantes de estos ARNt. En este

sentido, la cepa E. coli Rosetta2 (DE3) posee el plasmido pRARE el cual codifica para
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los ARNt poco frecuentes de Arginina (AGA, AGG y CGG), Glicina (GGA), Isoleucina
(AUA), Leucina (CUA) y Prolina (CCC). Por lo tanto en tercer lugar, con el objetivo de
mejorar la expresion de ambas proteinas, las construcciones pET28-AtDMR6 y pET28-
ZmFNSI-1 se introdujeron en la cepa bacteriana E. coli Rosetta2 (DE3). Al analizar la
induccion mediante SDS-PAGE, se observd que 24 h a 30 °C fueron requeridas para
observar una induccion de la proteina pET28-ZmFNSI-1 y que por el contrario 24 h a 22
°C fueron requeridas para observar induccion de la proteina pET28-AtDMR6. Asi se
eligieron para realizar los ensayos posteriores las ultimas condiciones mencionadas.

En la Figura 4.13 se puede observar el analisis mediante SDS-PAGE
conteniendo los extractos proteicos de la fraccion soluble e insoluble de los cultivos
bacterianos que expresan las proteinas recombinantes o que contienen el vector vacio

(control negativo), luego de finalizada la induccion.
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Figura 4.13 Andlisis de la expresion de las proteinas recombinantes ZmFNSI-1 y
AtDMR6 mediante SDS-PAGE de extractos proteicos bacterianos. SDS-PAGE de
acrilamida al 12% (p/v) tefiido con azul de Coomassie de extractos proteicos de cultivos
bacterianos. Se muestran los extractos proteicos de células E. coli Rosetta2 (DE3)
transformadas con el vector pET28 vacio o con los vectores pET28-ZmFNSI-1 y pET28-
AtDMRG6. Los numeros 1, 3y 5 corresponden a la fraccion soluble (o sobrenadante) del
vector vacio, AtDMR6 y ZmFNSI-1, respectivamente. Los numeros 2, 4 y 6
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corresponden a la fraccion insoluble (o pellet) del vector vacio, AtDMR6 y ZmFNSI-1,
respectivamente. 7: Marcador de peso molecular. Los distintos pesos moleculares son
indicados a la derecha de la Figura en kDa. Las proteinas de expresion de maiz y
Arabidopsis tienen un peso molecular aproximado de 38 kDa.

4.3.2.5 Ensayos de actividad enzimatica de las enzimas ZmFNSI-1 y AtDMR6

mediante experimentos de bioconversién en E. coli

A continuacion se procedido a realizar los ensayos de actividad mediante
experimentos de bioconversion en E. coli, evaluando la aparicion o no del producto
mediante LC-MS. Para esto, se agregaron a los cultivos bacterianos liquidos los
flavonoides a ensayar como putativos sustratos: 1) las flavanonas: naringenina y
eriodictiol, 2) el dihidroflavonol: dihidroquercetina y 3) la leucoantocianidina:
leucocianidina, como posibles sustratos de ambas enzimas junto con el inductor. A las
24 h se tomaron alicuotas y se extrajeron los flavonoides con etil-acetato. En la Figura
4.14 se muestran los resultados obtenidos mediante LC-MS conteniendo los espectros
de barrido completo utilizando el modo de ionizacidén positiva por electroespray (ESI
positivo), dominados por la molécula protonada [M+H]*, observandose la formacion de
la flavona producto apigenina a partir del sustrato naringenina y de la flavona producto
luteolina tanto para la enzima de maiz como para la enzima de Arabidopsis. Por el
contrario, en los cultivos bacterianos conteniendo el vector vacio pET28 s6lo se observa
el ion correspondiente al sustrato flavanona ensayado. No obstante, ninguna de las dos
enzimas presentd actividad cuando se utilizaron dihidroquercetina y leucocianidina
como sustratos. Para la comparacion se utiliz6 como control positivo la enzima FNSI
caracterizada de parsley (parsley crispum), provista por el Dr. Stefans Martens.

En conjunto, estos resultados demuestran que los genes GRMZM2G099467 y
At5g24530 codifican una enzima FNSI capaz de metabolizar las flavanonas naringenina
y eriodictiol directamente a las flavonas apigenina y luteolina, respectivamente; una

etapa desconocida hasta el momento para ambas especies vegetales.
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(C) Control positivo
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Figura 4.14 Perfiles de LC-MS mostrando los productos de las actividades para
las putativas FNSI. A modo de ejemplo se muestran en esta Figura los espectros de
barrido completo correspondientes a los cultivos de levaduras suplementados con
naringenina mostrando la produccién de apigenina por las enzimas AtDMR6 (A),
ZmFNSI-1 (B) y PcFNS conteniendo en cada grafico el resultado para el vector vacio
correspondiente. Para la comparacion se muestra en la parte (D) de la Figura el
espectro conteniendo los tiempos de retencibn de los picos obtenidos para los
estandares comerciales correspondientes.

4.3.2.6 Purificacion de las proteinas recombinantes ZmFNSI-1 y AtDMR6 vy

ensayos de actividad enzimética in vitro

En segundo lugar, se procedi6 a realizar ensayos de actividad in vitro utilizando
las enzimas purificadas. Para ello, se procedid a la purificacibn de ambas proteinas
recombinantes utilizando una resina Ni-NTA. Las fracciones obtenidas en el paso de
elucion que presentaron mayores cantidades de proteina recombinante se juntaron y
luego se procedio a la concentracion de las mismas y a su desalado segun como se
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indica en la seccion 2.29.3 del presente trabajo de Tesis. Como se describid en la
seccidn 4.3.2.4, si bien las proteinas recombinantes estaban presentes mayormente en
las fracciones insolubles, al aumentar el volumen de los cultivos iniciales la cantidad
obtenida en las fracciones solubles resulto suficiente para llevar a cabo la purificacion.
A modo de ejemplo, en la Figura 4.15 se muestra un SDS-PAGE en el que se muestran
los perfiles proteicos provenientes de las distintas fracciones de elucion durante la
purificacion de la proteina recombinante AtDMR6.

< 38 kDa

et el

!

Figura 4.15 Purificacibn de la proteina AtDM6 recombinante mediante
cromatografia de afinidad. SDS-PAGE tefido con azul de Coomassie de las distintas
etapas de la purificacion de la proteina recombinante. Calle 1: fraccién soluble
(siembra). Calle 2: fraccion no retenida por la columna. Calle 3: fraccion eluida con el
buffer de siembra (imidazol 20 mM). Calle 4: fraccion eluida con buffer de lavado
(imidazol 50 mM). Calles 5, 6, 7, 8 y 9: fracciones correspondientes a la elucion con el
buffer de elucion conteniendo 200 mM imidazol. Calle 10: marcadores de masa
molecular.

Posteriormente se ensayaron las actividades enzimaticas de las proteinas
purificadas agregando al medio de reaccion la flavanona sustrato naringenina como se
describe en los Materiales y Métodos (seccién 2.31). La reaccion enzimatica se sigui6
midiendo la aparicion del producto mediante LC-MS, observandose para ambas
enzimas purificadas la formacion de la flavona apigenina, validando los resultados

obtenidos mediante ensayos in vivo de biconversion en E. coli.
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Figura 4.16 Perfiles de LC-MS mostrando los productos de las actividades
enzimaticas in vitro para las enzimas recombinantes ZmFNSIl y AtDMR6
purificadas. Espectros de barrido completo y patrones de fragmentacion de los
productos correspondientes a los ensayos de actividad con naringenina mostrando la
produccion de apigenina por las enzimas AtDMR6 (A) y ZmFNSI-1 (B) conteniendo en
cada grafico el resultado para el control negativo correspondiente sin el agregado de
enzima purificada. Para la comparaciéon se muestra en la parte (C) de la Figura el
espectro con el patron de fragmentacién correspondiente al estandar comercial
apigenina.

4.3.2.7 Analisis de la complementacién de plantas de Arabidopsis mutantes en

DMRG6 y plantas de Arabidopsis que sobre-expresan la enzima ZmFNSI de maiz

Con el propésito de analizar el rol de ZmFNSI-1 durante la infeccion por
patogenos como fue descripto anteriormente para AtDMRG6, se analizo si el gen de maiz
es capaz de complementar plantas de Arabidopsis mutantes en DMR6. Para ello, en
colaboracion con el laboratorio del Dr. Guido Van den Ackerveken (Utrecht, Paises
Bajos) se transformaron plantas mutantes dmré de A. thaliana (ecotipo Ler), con la
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construccion p35S:ZmFNSI-1 (Tabla V). Una vez obtenidas las plantas transgénicas
(T2.1), se estudio la infeccidon por el oomicete Hyaloperonospora parasitica. Este hongo,
al igual que todos los hongos que provocan moho velloso penetra en las células
hospedadoras y crece intracelularmente, formando un haustorio en las células
mesofilicas y epidérmicas (Koch y Slusarenko, 1990). Resultados informados por el Dr.
Guido Van den Ackerveken indican que el gen de maiz es capaz de complementar
plantas de Arabidopsis mutantes en DMRG6 y que, de igual manera a como ocurre en las
plantas de Arabidopsis sobre-expresantes de la enzima DMR6 enddgena, las plantas
complementadas son mas susceptibles al patdgeno que las mutantes. De esta forma, el
producto de la reaccion catalizada por la ZmFNSI-1 podria favorecer el ataque de estos
patdogenos en Arabidopsis y/u otros en maiz; o alternativamente la mutacion en este
gen favoreceria el flujo metabdlico hacia la biosintesis de otro flavonoide, compuesto
fenilpropanoide u otro compuesto desconocido con accion protectora frente a los
patégenos.

Por otra parte, con el objetivo de profundizar acerca de la posible funcionalidad in
planta de las enzimas FNSI, previamente a mi trabajo de Tesis, se transformaron
plantas de A. thaliana tipo salvaje ecotipo Columbia 0 (Col 0), con la construccion
p35S:ZMmFNSI-1, expresando de esta manera la enzima FNSI de maiz. Se realiz6 la
seleccién de las lineas homocigotas para el transgen en placas con medio MS (del
inglés, Murashige and Skoog) suplementado con el antibiético higromicina, dado que es
el marcador de seleccion en planta, del vector con el cual fueron transformadas las
mismas. La insercién del transgen ZmFNSI-1 en las plantas transformadas se verifico
mediante PCR, utilizando ADN gendmico extraido de plantas de 20 dias salvajes (Col 0,
sin transformar) y transgénicas (Col 0 transformadas con la construccion p35S:ZmFNSI-
1), utilizando los oligonucleétidos denominados LP-FNSI-1-RT y RP-FNSI-1-RT
(seccion 2.10.3, Tabla VI). En la Figura 4.17 se muestra el producto de amplificacion
obtenido correspondiente al tamafio esperado (181 pb) para una de las lineas

transgénicas seleccionadas.
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——

e

! S < 181pb
—

Figura 4.17 Presencia del transgén ZmFNSI-1 en plantas transformadas de A.
thaliana analizada mediante PCR. Analisis de los productos de amplificaciéon por PCR
separados en un gel de agarosa 1% (p/v). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando ADN genomico de plantas de A thaliana salvajes y transgénicas. 1: Control
negativo (sin ADN gendémico). 2: ADN gendmico de Col 0. 3: marcador de masa
molecular de 50 pb. 4. ADN gendémico de p35S:ZmFNSI-1 (T2.1). Las reacciones de
PCR fueron realizadas con el par de oligonucleétidos LP-FNSI-1 y RP-FNSI-1.

Finalmente, para verificar la funcionalidad de esta dioxigenasa en la via de los
flavonoides in planta, se realizaron extractos fendlicos hidrolizados de hojas de plantas
de Arabidopsis, incluyendo la linea salvaje (Col 0), la linea transgénica que expresa
ZmFNSI-1 (p35S:ZmFNSI-1), la linea mutante en DMR6 (dmr6-1) y la linea
complementada (p35S:ZmFNSI-1°™). Las mismas se crecieron durante 20 dias en
placas de MS a las cuales se le suplemento el sustrato naringenina (seccion 2.5.2), con
el objetivo de aumentar su disponibilidad in planta debido a que la enzima FNS compite
por dicho sustrato con la enzima F3H responsable de la sintesis de dihidroflavonoles,
segun como se indica en la Introduccién de este capitulo de Tesis.

En la Figura 4.18 se muestran los resultados de los analisis mediante LC-MS
conteniendo los espectros de barrido completo utilizando el modo de ionizacion positiva

por electroespray (ESI positivo), dominados por la molécula protonada [M+H]", donde
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se puede observar un incremento en la intensidad del pico correspondiente a la
apigenina en las plantas de Arabidopsis mutantes en DMR6 complementadas con la
enzima ZmFNSI-1 (p35S:ZmFNSI-1°°™) (B) respecto a las plantas mutantes en DMR6
(dmr6-1) (A), y en las lineas de Arabidopsis que expresan la enzima ZmFNSI-1
(p35S:ZmFNSI-1) (D) respecto a las plantas salvajes (Col 0) (C). En la misma Figura se
muestra el espectro con el tiempo de retencion correspondiente al estdndar comercial
apigenina (E).

En conjunto, estos resultados demuestran que la enzima ZmFNSI-1 es también

activa in planta para la conversion de naringenina en apigenina.
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(D) p35S:ZmFNSI-1
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Figura 4.18 Perfiles de LC-MS mostrando los productos de los extractos de
plantas de Arabidopsis. Las plantas se crecieron durante 20 dias en placas de MS
suplementadas con naringenina. Perfil de flavonoides en hojas de plantas mutantes en
DMR6 complementadas con la enzima ZmFNSI-1 (p35S:ZmFNSI-1°°™ A); de plantas
mutantes en DMR6 (dmr6-1, B); de plantas salvajes (Col 0, C); y de plantas
transgénicas que expresan la enzima ZmFNSI-1 (p35S:ZmFNSI-1, D) (E) estandar
comercial de apigenina.
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4.4 Discusion

Las flavonas constituyen uno de los subgrupos mas grandes de flavonoides
derivados de las flavanonas. Las mismas participan en las interacciones de las plantas
con otros organismos, como microbios e insectos, asi como también con otras plantas,
mediante interacciones que para la planta huésped pueden resultar tanto beneficiosas
como perjudiciales (Brundrett, 2002; Kistner y Parniske, 2002). La luteolina y la
apigenina representan las flavonas méas comunmente detectadas en las distintas
especies vegetales, y su interés en la actualidad radica no solamente en los beneficios
gue les otorgan a las plantas, sino también en los efectos favorables generados en los
humanos al consumir alimentos que contienen flavonas, ya que esta demostrado que
las mismas previenen mdultiples enfermedades, incluyendo enfermedades
cardiovasculares (Geleijnse y col., 1999; Knekt y col., 2002; Mulvihill y Huff, 2010),
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson y Alzheimer (Gao y col., 2012,
Rossi y col.,, 2008) y cancer (Knekt y col.,, 1997; Garcia-Closas y col., 1999;
LeMarchandet y col., 2000; Kozic, y col., 2011). Estos efectos beneficiosos para la
salud humana se deben a que la luteolina y la apigenina poseen capacidad anti-
oxidante, anti-inflamatoria (Nicholas y col., 2007; Seelinger y col., 2008) y de prevencion
en la terapia del cancer al inducir la apoptosis, inhibir la proliferacion celular, la
metéstasis y la angiogénesis, asi como también sensibilizar las células tumorales a la
citotoxicidad terapéutica inducida (Das y col., 2006; Kaur y col., 2008; Cho y Kim, 2009;
Lin y col., 2008).

La formacion de flavonas a partir de flavanonas representa la Gnica conversion
quimic.a conocida en ser catalizada por dos tipos de flavona sintasas diferentes: FNSI y
FNSII. Las FNSI son enzimas solubles dependientes de 2-oxoglutarato, mientras que
las FNSII son enzimas de unién a membrana dependientes del citocromo P450. Por
otra parte, las enzimas dependientes de citocromo P450 poseen dos mecanismos
cataliticos diferentes, por ello han sido clasificadas en familias y subfamilias basandose
en su homologia y en criterios filogenéticos (Nelson y col., 1996). De esta manera, a
estas proteinas se les asigna un numero CYP, y las mismas son agrupadas segun si

presentan un 40% o mas de identidad en sus secuencias de aminoacidos.
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Las flavonas estan presentes en todos los linajes de plantas terrestres (Harborne
y Baxter, 1999) incluyendo angiospermas, gimnospermas Yy especies de plantas
inferiores, tales como Pteridophyta y Briophyta (Markham, 1988; Bohm, 1998). Ademas,
las flavonas fueron detectadas en registros fosiles de Quercus consimilis dentro de la
flora Succor Creek (Mioceno, 25-17 x 10° afios atras) en el este de Oregén (Niklas y
Giannasi, 1978), indicando en conjunto estos hallazgos que la sintesis de flavonas
representa una caracteristica evolutiva antigua para las plantas, la cual probablemente
pudo ser establecida en el momento que las mismas empezaron a colonizar la Tierra. A
pesar de estos datos, estos compuestos parecen estar ausentes o en muy baja
abundancia en practicamente la totalidad de las especies de Brasicacea, habiéndose
encontrado sdélo unas pocas flavonas y sus glicosidos en por ejemplo Barbarea vulgaris
(Senatore y col., 2000), Alliaria petiolata (Kumarasamy y col., 2004) e Isatis tinctoria
(Cheng y col., 2005). Estos hallazgos coinciden con la aparente ausencia de los genes
que codifican para enzimas flavona sintasas en el genoma de la planta modelo
Arabidopsis thaliana, que pertenece a este grupo. Sin embargo, estudios realizados por
Yuny col., (2008) permitieron detectar apigenina en plantas de Arabidopsis (Ecotipo Col
0) aunque en muy bajos niveles, sugiriendo la existencia de una enzima FNS en el
genoma de Arabidopsis o por el contrario, la posibilidad que dicho metabolito haya sido
generado por una reaccion secundaria ¢ alternativa de otra enzima de la via de
flavonoides.

En cereales, las flavonas se encuentran preferentemente en la forma de C-
glicésidos, acumulandose de manera constitutiva en los diferentes tejidos. Asi, fueron
descriptas tres proteinas en arroz con capacidad de convertir flavanonas en flavonas,
utilizando diferentes mecanismos segun si el producto es la flavona aglicona (apigenina
o luteolina) o su correspondiente O- glicésido, o la flavona C-glicésido, y demostrando
gue la sintesis de C- glicosil flavonas involucra la accion de una enzima P450, la cual es
una F2H (CYP93G2; Du y col., 2010a) por poseer un mecanismo catalitico diferente al
de la enzima FNSII (CYP93G1,; Brazier-Hicks y Edwards. 2013). Dicha enzima hidroxila
flavanonas, las cuales serian luego los sustratos para la C-glicosilacion seguido por
deshidratacion enzimética y/o espontanea para dar finalmente las C- glicosil flavonas

tales como C-glicosil apigenina y C-glicosil luteolina (Brazier-Hicks y col. 2009).
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En maiz, la maicina constituye la C-glicosil flavona predominante en las barbas
cuya sintesis es regulada por P1 (Gueldner y col. 1989, Byrne y col. 1996). Otras
flavonas, como el precursor inmediato de la maicina, la ramnosilisoorientina, también
pueden estar presentes (Snook y col. 1993). Por otra parte, en pericarpios la apigenina
o luteolina pueden normalmente estar presentes pero a bajos niveles, debido a que en
este tejido la via se canaliza mayormente hacia la formacién de flavan 4-oles (Figura
1.3. Introduccién general) (Styles y Ceska, 1977; 1989). Sin embargo, en pericarpios de
lineas que expresan P1, el regulador de la sintesis de flavonas en maiz, hay
acumulacion de C- glicosil flavonas cuyos niveles son significativos (Styles y Ceska,
1989, Waiss y col., 1979; Wiseman y col., 1993; Byrne y col., 1996a; McMullen y col.,
2001), sugiriendo el potencial de este 6rgano de sintetizar flavonas. De manera similar,
elevados niveles de C-glicosil flavonas estan presentes en las barbas de lineas que
expresan P1, los tejidos florales femeninos.

En este trabajo de Tesis, demostramos por experimentos de bioconversién en
levaduras con posterior identificacion del producto formado por HPLC y LC-MS, que
maiz posee, al igual que arroz, una enzima P450 con actividad funcional F2H debido a
su capacidad de utilizar los sustratos naringenina y eriodictiol para convertirlos en 2-
hidroxinaringenina y 2-hidroxieriodictiol, respectivamente (Figura 4.5 y 4.6), la cual
recibié la denominacion CYP93G5 (Nelson, Comunicacion Personal). Sin embargo,
estudios previos identificaron trazas de luteolina presentes especificamente en lineas
mutantes de maiz sm2 (carentes de actividad ramnosil transferasas), sugiriendo que la
luteolina podria ser sustrato para la sintesis de C-glicosil flavonas (McMullen y col.,
2004). Estos resultados sugieren que, ademas de la enzima CYP93G5, en esta especie
podria existir alguna enzima FNS con capacidad de convertir flavanonas directamente
en flavonas, sin la formacion del intermediario flavanona hidroxilado. Asi, identificamos
dos genes denominados CYP93G6 y CYP93G7, que presentan un mayor porcentaje de
identidad con la F2H caracterizada de sorgo (CYP93G3; Du y col.,, 2010b) y arroz
(CYP93G1), que con la F2H (CYP93G2) caracterizada también en arroz (Figura 4.7). A
pesar de esto, no fue posible detectar formacion de apigenina luego de agregar como
sustrato naringenina en los ensayos de bioconversion en levaduras para ninguna de las

2 proteinas recombinantes CYP93G6 y CYP93G7 (Figura 4.9). Las posibles causas de
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la ausencia de actividad enzimatica pueden deberse a que maiz no posea enzimas del
tipo FNSII funcionales, aunque no podemos descartar que diversos factores
experimentales podrian estar afectan la medida de la actividad de ambas enzimas; por
ejemplo, la imposibilidad de verificar la expresion de ambas proteinas en las levaduras,
la adecuada induccion de las proteinas recombinantes, o la deficiencia en algun tipo de
modificacion postraduccional necesaria para la actividad de las enzimas.

Por otra parte, en este trabajo de Tesis demostramos que, al igual que sucede
con la OsFNSI-1 caracterizada en arroz (Lee y col., 2007; Kim y col., 2008a), maiz es
también capaz de generar flavonas directamente por el sistema enzimético de la FNSI,
a través de una enzima a la cual denominamos ZmFNSI-1. Esta capacidad de
conversion de naringenina en apigenina fue demostrada por diferentes métodos, tales
como experimentos de bioconversion utilizando sistemas bacterianos de expresion
seguido de la identificacion del producto formado por LC-MS (Figura 4.14), como
también in vitro, a partir de la purificacién de la proteina recombinante y ensayos de
actividad enzimatica (Figura 4.16).

Al mismo tiempo fue posible demostrar que una especie Brasicacea como
Arabidopsis thaliana posee un gen que codifica a enzima FNSI, la cual denominamos
AtFNSI-1, por su capacidad de convertir naringenina en apigenina, luego de identificar
el producto formado mediante LC-MS tanto en experimentos de bioconversion in vivo
como en ensayos enzimaticos in vitro con la enzima purificada, de manera similar a los
realizados para la enzima de maiz (Figuras 4.14 y 4.16). Dicha proteina fue identificada
inicialmente por el grupo del Dr. Guido Van den Ackerveken (Utrecht, Paises Bajos),
quienes informaron la presencia en el genoma de Arabidopsis de un gen, el cual
denominaron AtDMR6, que codificaba una dioxigenasa (2-ODD) de funcion
desconocida pero con un rol posible en la defensa frente a patdgenos, debido a que
plantas de Arabidopsis mutantes en el mismo pierden la susceptibilidad al patégeno
Hyaloperonospora parasitica (Hpa), biotréfico obligado que infecta de forma natural
plantas de A. thaliana, causando la enfermedad del moho velloso o “downy mildew”.
(Vvan Damme y col., 2008).

Por otra parte, resultados de susceptibilidad al patégeno Hpa realizados en el

laboratorio del Dr. Guido Van den Ackerveken demostraron que el gen ZmFNSI-1 fue
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capaz de complementar plantas de Arabidopsis mutantes en DMR6 (ecotipo Ler), ya
que las mismas fueron mas susceptibles al patdégeno que las plantas mutantes,
sugiriendo que las enzimas de maiz y Arabidopsis cumplirian la misma funcion in
planta. Finalmente, en este trabajo de Tesis fue posible demostrar la actividad de la
enzima ZmFNSI-1 in planta, ya que hojas de plantas de Arabidopsis que expresan la
ZmFNSI-1 acumulan mayores niveles de apigenina (Figura 4.18).

En conjunto, las enzimas FNSI caracterizadas en este trabajo de Tesis fueron
agrupadas en un nuevo grupo de enzimas FNSI al que denominamos “tipo-FNSI”, en
base a la presencia en el mismo de la FNSI caracterizada de arroz (OsFNSI-1), pero
evolutivamente distante de las enzimas FNSI caracterizadas en la familia Apiaceae.
Este nuevo grupo de enzimas podria corresponder a un grupo de proteinas de reciente
evolucion a partir de las F3H por duplicacion de genes y ganancia de funcion.

La funcién biolégica de las flavonas en la susceptibilidad al patdgeno puede
deberse a que las plantas son capaces de responder al estrés, tanto biético como
abidtico, produciendo metabolitos protectores. Sin embargo, muchas veces las plantas
se enfrentan de forma simultanea a diferentes tipos de estrés sin poder evadir la
situacién y encontrdndose obligadas, debido a su condicién sésil, a priorizar su
metabolismo en funcion de la amenaza mas urgente. Asi, en cultivos de células en
suspension de Arabidopsis, un estrés abidtico como el UV -B, es capaz de inducir la
produccion de flavonoles, y esta acumulacion puede verse disminuida por la aplicacién
simultdnea del inductor bacteriano flg22 (simulador del estrés bi6tico) (Schenke y col.,
2011). Esta inhibicion se correlaciona con una fuerte supresion de los genes de la
biosintesis de flavonoles, induciendo en paralelo la produccion de compuestos
relacionados con la defensa, tales como la fitoalexinas, camalexina y escopoletinas, asi
como también la sintesis de lignina, la cual constituye una barrera estructural para
restringir la propagacion de patogeno entre las células, debido a que los distintos
metabolitos secundarios como flavonoles, lignina y escopoletina derivan del mismo
precursor fenilalanina (Figura 4.19; Schenke y col., 2011; 2014). De manera similar, la
sintesis de flavonas podria favorecer el ataque de patdégenos en las plantas de
Arabidopsis al desviar el flujo metabdlico hacia la biosintesis de flavonoides, y no hacia

la sintesis de los metabolitos de defensa.
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Figura 4.19 Resumen simplificado de la ruta de biosintesis de fenilpropanoides
(A) y de la camalexina (B). En negrita se destacan algunas de las enzimas de la via
abreviadas de la siguiente manera: PAL: fenilalanina amonio liasa; C4’H: cinamato 4’
hidroxilasa; 4CL: 4-coumaroil CoA ligasa; CCR2: cinamoil CoA reductasa 2; CHS,
chalcona sintasa; HCT: hidroxicinamoil-CoA shikimato/quinato hidroxicinamoil
transferasa; CAD: cinamil alcohol deshidrogenasa. En rojo se muestran los metabolitos
que se inducen por flg22 y en azul los metabolitos que se inducen por radiacion UV-B y
se reprimen por flg22. (Adaptado de Schenke y col., 2011).
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En resumen, en este trabajo de Tesis fue posible demostrar que la sintesis de
flavonas en maiz es catalizada por dos enzimas diferentes, una enzima F2H1,
(CYP93G5) capaz de hidroxilar flavanonas generando asi los sustratos para la C-
glicosilacion mediada por una UDP-glicosil transferasa (UGT) formandose finalmente
las C-glicosil flavonas: C-glicosil apigenina y C-glicosil luteolina (Falcone Ferreyra y col.
2013); y una enzima FNSI capaz de sintetizar flavonas directamente de flavanonas, sin
la formacion del intermediario hidroxilado. Por otra parte, demostramos que una especie
Brasicacea como A. thaliana es capaz de sintetizar apigenina, debido a la existencia en
su genoma de un gen que codifica la enzima AtFNSI-1, cuyo producto enzimatico las
flavonas, mostraron un rol negativo frente al ataque de patdégenos en Arabidopsis,
posiblemente debido a que desvian el flujo metabdlico en detrimento de la sintesis de

metabolitos de defensa.
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CAPITULO 5
5. Conclusiones

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

Los flavonoles actuan como efectivos protectores solares en plantas frente a la
radiacion UV-B

Mediante analisis de RT-PCR en tiempo real, se observo la induccion del gen
ZmFLS1 en plantas de maiz tratadas con radiacion UV-B, indicando una fuerte
regulacién en su expresion luego de la exposicion a dicho estrés ambiental. Por otra
parte, plantas de Arabidopsis transgénicas sobreexpresantes de la enzima ZmFLS1
acumularon mayores niveles de flavonoles (quercetina y kaemferol), mostrando una
respuesta generalizada de tolerancia a dicho factor ambiental, dada principalmente por
una menor acumulacién de DPCs en el ADN, una mayor eficiencia fotosintética y una
mejor integridad de las membranas celulares luego del tratamiento. Estas respuestas
podrian deberse no solo por las caracteristicas de absorcion de UV de los flavonoles,
sino también por una reduccion de las EROS una vez formadas, demostrandose asi
que los flavonoles actuarian como protectores solares frente a los efectos deletéreos
causados por el UV-B..

Las plantas de maiz poseen distintas enzimas que podrian participar de la

biosintesis de flavonas.

Mediante la caracterizacion de las distintas enzimas que podrian estar
involucradas en la sintesis de flavonas en maiz fue posible demostrar que en esta
especie existe una enzima F2H1, CYP93G5, capaz de hidroxilar flavanonas que
participa en la biosintesis de C-glicosilflavonas; y una enzima FNSI capaz de formar
flavonas directamente de flavanonas, sin la formacion del intermediario hidroxilado. De
esta manera, existirian 2 vias alternativas para la produccion de estos compuestos. En
maiz, la importancia biolégica de las flavonas deriva, al menos en parte, de su

capacidad insecticida natural frente al gusano de la mazorca Helicoverpa zea. Por otra

136



Capitulo 5. Conclusiones

parte, en este trabajo también se demostr6 que las flavonas pueden también
sintetizarse en una especie Brasicacea como Arabidopsis thaliana, a través del sistema
enzimatico FNSI, y en esta especie estos metabolitos presentan un rol negativo frente
al ataque del patdgeno Hyaloperonospora parasitica, posiblemente debido a que su
generacion y sintesis provocaria el desvio del flujo metabdlico en sentido opuesto hacia
la sintesis de compuestos protectores frente al ataque de este patdégeno, por ejemplo la

lignina y scopopoletina, considerados metabolitos de defensa en dicha especie vegetal.
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