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Expansins play an important role in cell wall metabolism and fruit softening.
Determination of expansin activity is a challenging problem since it depends on measuring
cell wall properties by using “ad hoc” extensometers, a fact that has strongly restricted its
study. Then, the objective of the work was to adapt a methodology to measure cell wall
creep and expansin activity using a commercial texture meter,equipped with miniature
tensile grips and an easy-to-build “ad hoc” cuvette.

Hypocotyls acid growth and expansin activity wereevaluated by measuring cell wall
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Expansin activity was detected in protein extracts from cucumber hypocotyls,
tomato and strawberry fruits. Significantly different expansin activities were found in
strawberry at different ripening stages.
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Firmness, one of the major determinants of postharvest quality and shelf life of
fruits, is determined mainly by the mechanical resistance imposed by the plant cell wall.
Several strategies have been pursued to control the loss of fruit firmness during storage.
Most of the approaches have been to suppress the expression of key enzymes involved in
the cell wall metabolism.

Expansins are proteins involved in non-hydrolytic plant cell wall metabolism,
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In this report we analyze the possibility that overexpressing the carbohydrate
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overexpressing the carbohydrate binding module of Solanum lycopersicum expansin 1
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL




1. Introduccién general

1.1. Frutilla

La frutilla pertenece a un grupo denominado “frutos blandos” o berries, junto con
frambuesas, grosellas, moras y arandanos, entre otros. (Green, 1971). Este grupo esta
integrado por frutos de distintas especies que comparten caracteristicas comunes, tales
como pequeno tamanfo, textura delicada, coloracién intensa y una vida util postcosecha
acotada. Muchas de las caracteristicas de estos frutos una vez maduros, son altamente
atractivas para los humanos y, como consecuencia, frutos frescos y procesados forman
una parte integral de la dieta humana, proveyendo azucares, fibra, vitaminas, minerales
y antioxidantes (Barry y col., 2005). Sin embargo, tanto su palatabilidad como su calidad
nutricional dependen en gran medida de su consumo en un estadio de madurez éptimo.

Los frutos blandos de mayor importancia econémica a nivel mundial son las
frutillas, junto con las frambuesas, los arandanos y grosellas, siendo la producciéon de
las primeras ampliamente superior a la del resto de los berries tomados en conjunto. La
produccion de frutillas ha ido creciendo constantemente a nivel mundial, alcanzandose
8.114.373 tn en el afio 2014 (anos 2000-2014; Fig. 1.1), siendo Estados Unidos de
América el principal productor con 1.371.573 tn producidas en 2014 (FAOSTAT 2017,

http://www.fao.org/faostat/es/#home). En Argentina, la principal fruta fina producida es

la frutilla. Su producciéon se mantuvo practicamente constante entre los afios 2000 y
2007, rondando las 9.000 tn anuales, para luego comenzar a crecer en forma continua
hasta el ano 2013, alcanzandose unas 13.300 tn anuales, con una leve caida en la
produccién entre los anos 2013 y 2014 (FAOSTAT 2017,

http://www.fao.org/faostat/es/#home; Fig. 1.1). A nivel local, en el cinturdn frutihorticola

de la ciudad de La Plata, la frutilla es uno de los productos mas relevantes entre los

distintos cultivos desarrollados.
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1. Introduccion general

Fig. 1.1. Evolucion de |Ia
produccion de Frutillas a -o~ Produccion Mundial
nivel mundial (o) y en la -#- Produccion Argentina
Argentina (=) entre los afios
2000y 2014 (FAOSTAT 2017,
http://www.fao.org/faostat/

es/#thome

Produccién (tn)

1.2. Frutilla y maduracion

A diferencia de un fruto verdadero, desarrollado a partir de la transformacion del
tejido ovarico de una flor, la frutilla es considerada un “falso fruto” o “fruto multiple”
(botanicamente conocido como “eterio”), por provenir del desarrollo del receptaculo y no
de las paredes del ovario. En este caso los frutos verdaderos resultan ser los aquenios
(lamados vulgarmente semillas). Estos son frutos secos indehiscentes y uniseminados,
que se encuentran insertados en la superficie del receptaculo o en pequenas
depresiones mas o menos profundas denominadas criptas, y conectados al mismo a
través de conexiones vasculares. Normalmente un fruto mediano suele contener entre
150 y 200 aquenios, mientras que un fruto de gran tamario puede llegar a contener hasta
400. Después de la fecundacion, los évulos al convertirse en aquenios estimulan el
engrosamiento del receptaculo, que una vez maduro constituira la parte comestible de

la frutilla.
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El conjunto de propiedades y caracteristicas de los frutos canosos que los

convierten en productos atractivos para su consumo por parte del hombre, es adquirido
durante el proceso de maduracion. EI mismo se inicia una vez completado el desarrollo
del fruto y se define como el conjunto de cambios fisiolégicos y bioquimicos que ocurren
desde la finalizacion de la etapa de desarrollo hasta el inicio de la senescencia. En frutos
como el tomate, la delimitacion entre las etapas del desarrollo y la maduracion esta
determinada por el cese del crecimiento en tamano del fruto (estadio verde maduro). En
el caso particular de frutilla, existe una superposicion entre el desarrollo y la maduracion,
el crecimiento del fruto continia aun cuando comienzan a observarse los cambios
propios del proceso de maduracion. Debido a este solapamiento entre el desarrollo y la
maduracion en frutilla, es habitual la inclusion de estadios finales del desarrollo en el
estudio global de la maduracién.

Los cambios sucedidos durante este proceso son caracteristicos de cada fruto,
pero en general, los programas de maduracion que se observan en la mayoria incluyen:
(1) modificacion del color a través de la alteracion del contenido de clorofila,
carotenoides y/o acumulacion de antocianinas; (2) modificacion de la textura via la
alteracion de la turgencia de la célula y la estructura de la pared celular y/o su
metabolismo; (3) importacién/acumulacion y modificacion de azucares, acidos, y
compuestos volatiles que afectan la calidad nutricional, sabor y aroma; (4) aumento en
la susceptibilidad a patdgenos y herbivoros (Giovannoni, 2004).

Para el caso particular de la frutilla se observan los siguientes cambios a lo largo
de su desarrollo y maduracion:

o La etapa de desarrollo se caracteriza por un crecimiento y alargamiento
del fruto. Al inicio, luego de la fecundacion y hasta una semana pasada de la caida
de los pétalos, el incremento en el tamafio del fruto se debe principalmente a un
aumento dramatico en el numero de células. A continuacién, y hasta el final del
proceso de maduracion, la cantidad de células se mantiene relativamente

constante, mientras aumenta el tamafio de las células (Knee y col., 1977),
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alcanzandose el tamano final y maduraciéon completa del fruto aproximadamente
a los 30 dias luego de la caida de los pétalos. Durante todo este periodo se
observa un cambio significativo en la textura del fruto producto de un
ablandamiento continuo y pronunciado a lo largo de la maduracién.

e En cuanto a los pigmentos, en frutilla se observa un aumento en los
niveles de antocianinas, acompafiado de un descenso de clorofilas y de
carotenoides (Woodward, 1972; Given y col., 1988). Las antocianinas son
compuestos flavonoides responsables del color caracteristico de los frutos
blandos, manzanas, cerezas y ciruelas, pudiendo conferir colores que van del rojo
al azul, en funcién del pH del medio y por la presencia de metales con los que
tienen la capacidad de formar complejos. En frutilla se han detectado al menos 25
antocianinas distintas (da Silva y col., 2007), aunque la mas abundante es
pelargonidin-3-glucésido (Van Buren, 1970).

e Azucares y acidos organicos tienden a aumentar con la maduracion del
fruto (Woodward, 1972). Los azucares mayoritarios encontrados en distintas
variedades de frutillas maduras son glucosa (1,4 a 3,1%), fructosa (1,7 a 3,5%) y
sacarosa (0,2 a 2,5%). En cuanto a los acidos organicos, los mas abundantes en
este fruto son: citrico (420 a 1.240 mg %), malico (90 a 680 mg %) y ascérbico (26
a 120 mg %). Siendo el contenido de este ultimo acido, de conocida importancia
nutricional.

o Los frutos de frutilla se caracterizan por producir un gran numero de
compuestos volatiles durante su maduracién. Cada variedad de frutilla posee una
combinacion unica de este tipo de compuestos que le confiere un aroma
caracteristico (Dirinck y col., 1981). Se han descrito al menos 360 moléculas que
contribuyen al aroma del fruto (Menager y col., 2004), destacandose ésteres,
alcoholes y carbonilos (Dirinck y col., 1981), siendo los primeros los
predominantes en frutilla (Menager y col., 2004). Si bien cada cultivar presenta un

patrén distinto de compuestos volatiles, se considera al furaneol (2,5-dimetil-4-
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hidroxi-3(2H)-furanona) y el mesifurano (2,5-dimetil-4-metoxi-3(2H)-furanona)

como los principales contribuyentes al aroma de frutila, dada su alta

concentracién y a los bajos umbrales de percepciéon (Menager y col., 2004).

Estos cambios en color, sabor, textura y aroma hacen de la maduracion del fruto
un proceso altamente complejo, que debe estar finamente regulado. Mientras aun no se
conocen por completo los mecanismos que dictaminan cédmo se inician estos cambios
en el fruto, como se controlan y como se coordinan, es claro que las fitohormonas son
relevantes en el proceso, tanto de frutos climatéricos, de los cuales su accién es mas
conocida, como de los frutos no-climatéricos (Tucker, 1993; Giovannoni, 2004).

La clasificacion de los frutos en climatérico y no-climatérico se basa en diferencias
fisioldgicas en los patrones de maduracién de los frutos. Los primeros, como el tomate,
mango, manzana y palta, presentan un pico en la produccién de etileno y en la actividad
respiratoria bien caracterizados, que sefalan los inicios de la maduracion (Seymour y
col.,, 1993; Tucker, 1993; Adams-Phillips y col., 2004; Zaharah y col.,, 2012). Por
definicion los frutos no-climatéricos como los citricos, uvas y frutilla, no presentan el pico
de produccion de etileno o en la respiracion durante la maduracion (Seymour y col.,
1993).

La frutilla ha sido considerada clasicamente como un exponente de fruto no
climatérico, dado que la respiracién decrece paulatinamente a lo largo de la maduracion,
sin presentar un pico en la actividad respiratoria (Leshem, 1986; Abeles y Takeda,
1990). Sin embargo, trabajos mas recientes ponen en duda la pertenencia de la frutilla

a esta categoria (Trainotti y col., 2005; lannetta y col., 2006; Villarreal y col., 2016).

1.3. Pared celular vegetal primaria

La pared celular primaria estd compuesta mayormente por tres tipos de
polisacaridos: celulosa, hemicelulosas, y pectinas. La proporcién de cada uno de ellos,

depende de la especie y del tejido analizado, aunque la composicion general de los
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mismos en plantas dicotiledoneas es aproximadamente de un 30% de celulosa, 30% de

hemicelulosas, 35% de pectinas y 5% de proteinas estructurales (Knee y Bartley, 1981;
Fry, 1988).

La celulosa esta formada por cadenas lineales de (1—4)-B-D-glucopiranosa
asociadas entre si a través de uniones no-covalentes, dando lugar a la formacion de
microfibrillas de aproximadamente 3 nm de diametro. Las microfibrillas estan
organizadas en dominios altamente cristalinos unidos a regiones amorfas menos
organizadas. La celulosa posee una alta resistencia a los esfuerzos de tension, es
insoluble, quimicamente estable y relativamente resistente al ataque enzimatico
(Cosgrove, 2005; Fig. 1.2).

Las hemicelulosas se unen a la superficie de la celulosa a través de puentes de
hidrégeno para formar una matriz entrecruzada. En la pared celular primaria de las
dicotiledéneas, la hemicelulosa mas abundante es el xiloglucano, constituido por un
polimero lineal de (1—4)-p-D-glucopiranosa con cadenas laterales cortas que incluyen
xilosa y, en algunos casos, otros azucares como galactosa y fucosa (Fry, 1989).
Dependiendo de la etapa de desarrollo y de la especie, la fraccién de hemicelulosas de
la pared también contiene otros polisacaridos importantes tales como los xilanos vy
glucomananos.

Las pectinas forman un gel en el cual la red celulosa-hemicelulosa se encuentra
embebida. Estos polisacaridos constituyen un grupo heterogéneo que contiene
caracteristicamente azucares acidos tales como los acidos galacturénico y glucuronico.
Algunas pectinas tienen una estructura primaria relativamente simple tal como el
homogalacturonano formado por un polimero lineal de acido (1—4)-a-galacturénico,
mientras que otras como el ramnogalacturonano | (RG 1), son mas complejas estando
formadas por un disacarido de ramnosa y acido galacturénico que se repite, y cadenas
laterales largas de arabinanos, galactanos, arabinogalactanos y homogalacturonano

(Darvill y col., 1978).
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Fig. 1.2. Estructura de la pared celular vegetal primaria. Microfibrillas de celulosa (varillas violetas)
sintetizadas por un complejo hexamérico en la membrana plasmatica, mientras que
hemicelulosas y pectinas, que conforman la matriz de polisacdridos son sintetizados en el
aparato de Golgiy son depositadas en la superficie de la pared celular por medio de vesiculas.
La parte izquierda de la pared celular se muestra sin pectinas para una mejor apreciacion de
la matriz de hemicelulosa. Las pectinas resaltan en la parte derecha del esquema de la pared
celular primaria. En la mayoria de las especies la hemicelulosa principal es el xiloglucano (azul),
mientras que hemicelulosas como arabinoxilanos (gris) y mannanos (ausentes en el esquema)
se encuentran en cantidades menores. Dentro de las principales pectinas se encuentran
rhamnagalacturonano | y homogalacturonano, con cantidades menores de xilogalacturonano,
arabinano, arabinogalactano | (ausente en el esquema) y rhamnogalacturonano Il. Se cree que
las distintas formas de pectinas se encuentran unidas entre si covalentemente. Las pectinas
neutras (verde) también se pueden unir a la superficie de celulosa. Figura tomada y adaptada
de Cosgrove (2005).

1.4. Enzimas del metabolismo de la pared celular

Los cambios en la textura de los frutos en proceso de maduracion influyen

directamente en la preferencia de los consumidores, su almacenamiento, vida
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poscosecha, y respuesta ante el ataque de patégenos (Liy col., 2010). El ablandamiento

excesivo es el principal factor que limita la vida poscosecha y el tiempo de
almacenamiento de los frutos (Brummell y Harpster, 2001).

El desensamble de la pared celular del fruto es uno de los principales procesos
responsables del ablandamiento y de los cambios en textura durante la maduracion.
Dicho fendmeno se ha asociado a cambios bioquimicos en las fracciones de la pared
celular que resultan de la degradacién de polimeros tales como celulosa, hemicelulosas
y pectinas (Brummell, 2006; Payasi y col., 2009). Este desensamble involucra la accién
de distintas enzimas hidroliticas, tales como poligalacturonasas, pectin-metil-esterasas,
pectatoliasas, rhamnogalacuronasas, endoglucanasas, beta-galactosidasas, etc.
Sumadas a estas enzimas, las expansinas también juegan un rol de importancia en el
metabolismo de la pared celular del fruto y en su ablandamiento durante la maduracion

(Cosgrove, 2000; Payasi y col., 2009; Rose y col., 1997).

1.4.1. Poligalacturonasas (PGs)
Catalizan la hidrélisis de uniones galacturénido y pueden ser del tipo endo 6 exo.
Los principales sustratos de las PG son los homogalacturonanos, los cuales son
secretados a la pared celular con un alto porcentaje de metil-esterificacion en el C-6 por
lo que deben ser de-esterificados antes de convertirse en sustrato para las PGs (Carpita

y Gibeaut, 1993; Jarvis, 1984).

1.4.2. Pectin-metil-esterasas (PMEs)

Actuan inmediatamente antes de las PGs de-esterificando los poliurénidos al
remover los grupos metilo de la posicién C-6 de los residuos de acido galacturénico
presentes en pectinas de alto peso molecular. La de-metilacién cambia el pH y la carga
en la pared celular, permite el agregado de poliurdnidos a través de puentes de calcio y
torna susceptibles a los poliurénidos frente a la accion de las poligalacturonasas (Carpita

y Gibeaut, 1993; Pressey y Avants, 1982).
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1.4.3. Pectatoliasas (PLSs)

Catalizan la ruptura de pectinas de-esterificadas a través de un mecanismo de [3-
eliminacion. Las mismas requieren la presencia de Ca?' para ejercer su accion y
producen oligosacaridos con residuos de acido galacturénico no saturado en el extremo

no-reductor de los mismos (Carpita y Gibeaut, 1993).

1.4.4. Endo-B-1,4-glucanasas
Catalizan la hidrdlisis de enlaces internos de cadenas de glucanos unidos por
enlaces B-1,4 adyacentes a residuos de D-glucosa no-sustituidos. Se cree que los
sustratos naturales de estas enzimas en la pared celular son el xiloglucanos y las

regiones no cristalinas de las microfibrillas de celulosa (Brummell y Harpster, 2001).

1.4.5. Xiloglucano endotransglicosidasas
Hidrolizan las uniones internas de las cadenas de (1—4)-B-D-glucano del
xiloglucano y transfieren el nuevo extremo reductor formado a la posicion C-4 de la
unidad de glucosa en el extremo no-reductor de otro polimero u oligosacarido de
xiloglucano, con retencion de la configuracién anomérica del enlace glucosidico (Fry y

col., 1992).

1.4.6. Xilanasas (XIns)
Hidrolizan los enlaces 3-1,4- glicosidicos entre residuos de D-xilosa adyacentes
en la cadena principal de los xilanos para producir xilooligosacaridos. La mayoria de las

XlIns hidrolizan la cadena principal en regiones donde el sustrato no esta sustituido

(Ronen y col., 1991).

1.4.7. B-Xilosidasas (B-Xil)
Liberan residuos de xilosa a partir del extremo no reductor de los

xilooligosacaridos producidos por Xins (Ronen y col., 1991).
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1.4.8. Endo-B-mananasas
Hidrolizan los enlaces (-1,4 entre residuos de manosa presentes en la cadena

principal de mananos y heteromananos no-sustituidos (Mo y Bewley, 2003).

1.4.9. B-Galactosidasas (3-Gal)
Catalizan la remocion de residuos de B-D-galactosa a partir del extremo no-
reductor de B-D-galactésidos. Los posibles sustratos in vivo de estas enzimas son los
(1—4)-B-galactanos, presentes en las fracciones pécticas, y residuos [3-D-galactosilo

presentes en las cadenas laterales del xiloglucano (Balasubramaniam y col., 2005).

1.4.10. Expansinas (Exps)

Las expansinas son proteinas sin actividad hidrolitica conocida, descubiertas por
primera vez en estudios de estiramiento de la pared celular vegetal, en los cuales se las
identificé como las responsables del fendbmeno de crecimiento acido (McQueen-Mason
y col., 1992). Luego, se probd que esta diversa familia de proteinas participa en distintos
procesos que involucran el remodelado de la pared celular, tal como el estiramiento de
la pared, crecimiento del tubo polinico y raices, abscision de o6rganos y en el
ablandamiento de frutos (Cosgrove y col., 2002).

Se cree que estas proteinas actuan interrumpiendo los enlaces no covalentes
entre la celulosa y los polisacaridos de la matriz (Cosgrove, 2000; McQueen-Mason y
Cosgrove, 1995). El dominio C-terminal actuaria anclando la expansina a la superficie
de la celulosa, mientras el dominio N-terminal interactuaria con las hemicelulosas en la
superficie de las microfibrillas o en la matriz (Cosgrove, 2000; Fig. 1.3). En este modelo
se ha propuesto que las expansinas, al ser capaces de debilitar los enlaces puente de
hidrégeno que mantienen unidas las hemicelulosas a las fibrillas de celulosa, permitirian
no solo la relajaciéon de la pared celular, sino que facilitaria el acceso de diversas
enzimas, tales como endoglucanasas (Levy y col.,, 2002; Nicol y col., 1998) y
transglicosilasas (Redgwell y Fry, 1993; Schrdder y col., 2004), colaborando de este

modo a la hidrdlisis de los componentes de la pared.
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Fig. 1.3. Modelo de la accion de relajacidon de la pared celular por parte de las expansinas. Micro-
fibrillas de celulosa conectadas unas a otras por glicanos (hebras amarillas y rojas) que se
pueden adherirse entre si y a la superficie de las micro-fibrillas de celulosa. Se cree que las
expansinas (azul) son capaces de disociar la union de los glicanos a la superficie de la micro-
fibrilla (a), entre si (b). Bajo el estrés mecanico de la presion de turgencia, la accion de las
expansinas se traduce en el desplazamiento de los polimeros de la pared celular (c) y un
deslizamiento en los puntos de adhesion de los polimeros (comparar, b y ¢). Figura tomada y
adaptada de Cosgrove (2000).

El rol de las expansinas en el ablandamiento de frutos se demostré primero en
tomate (Brummell y col., 1999; Rose y col., 2000), y luego fueron reportado genes de
expansina para otros frutos tales como frutilla (Civello, 1999; Harrison y col., 2001),
banana (Trivedi y Nath, 2004), manzana (Goulao y col., 2007), durazno (Obenland y
col., 2003) y meldn (Nishiyama y col., 2007), entre otros.

La mayoria de los estudios realizados sobre estas enzimas se llevaron a cabo a
nivel de la expresion de ARNm (Northern blot, RT-gPCR, microarrays) o expresion de
proteinas por medio de inmuno-deteccion por western blot. En cambio, su actividad
biolégica ha sido menos estudiada debido, principalmente, a problemas metodolégicos.

La actividad bioldgica de las expansinas se ha evaluado como su capacidad de
relajar la pared celular midiendo la tasa de estiramiento de hipocétilos, generalmente de
pepino o tomate, en condiciones acidas, bajo el estrés producido por una fuerza
constante (McQueen-Mason y col., 1992; McQueen-Mason y Cosgrove, 1995). Dicha
medida se realiza en extensdmetros “ad hoc” de dificil construccion, y existen escasos
antecedentes sobre el uso de equipos comerciales de mayor difusion, para realizar la
medida (Goulao y col., 2007). Estos hechos han restringido el estudio de estas enzimas

a unos pocos grupos de trabajo en el mundo.
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1.4.11. a-L-arabinofuranosidasas (a-L-AFasas)

Las a-L-arabinofuranosidasas (a-L-AFasas, EC 3.2.1.55) son enzimas
involucradas en el catabolismo de la pared celular vegetal, catalizando la hidrdlisis de
extremos no reductores de residuos a-L-arabinofuranosilo presentes en pectinas y
hemicelulosas (Chavez Montes y col., 2008; Minic y Jouanin, 2006). En Arabidopsis
thaliana se ha descripto que estas enzimas se expresan en zonas de proliferacion
celular, el sistema vascular, tejido floral en desarrollo y en zonas de abscision floral
(Fulton y Cobbett, 2003). En semillas inmaduras de rabano también se las ha
involucrado en la hidrélisis de carbohidratos en proteinas glicosiladas con
arabinogalactanos (Kotake y col., 2006). En frutos carnosos, uno de los principales
fendmenos observados durante los procesos de maduracion y ablandamiento es el
cambio en la composicion de pectinas en la pared celular (Tateishi, 2008), por lo que se
cree que las a-L-AFasas son relevantes en estos procesos.

Se han identificado tres a-L-AFasas (FaARA1, FaARA2, FaARA3) en Fragaria x
ananassa (Rosli y col., 2009). La expresion de estos genes se da predominantemente
en fruto, observandose un incremento en la actividad a-L-arabinofuranosidasa a medida
que progresa la maduracién. Asimismo, la actividad de estas enzimas es mayor en
cultivares de frutilla que presentan una menor firmeza (Rosli y col., 2009). Esta
observacién no soélo sugiere una relacion directa entre estas enzimas y la modificacion
de la pared celular del fruto, sino también que la degradacién de pectinas y pérdida de
azucares neutros probablemente contribuyen al ablandamiento del fruto. En frutillas, a
diferencia de lo que ocurre en tomate, se ha demostrado que el ablandamiento durante
la maduracion del fruto esta asociado estrechamente a la degradacion de las pectinas
(Jiménez-Bermudez y col.,, 2002; Molina-Hidalgo y col., 2013; Rosli y col., 2004;
Villarreal y col., 2008). Asimismo, se ha reportado una pérdida significativa en el
contenido de azucares neutros a medida que progresa la maduracion en frutilla (Heng

Koh y Melton, 2002; Redgwell y col., 1997).




1. Introduccion general

1.4.12. Otras enzimas

Existe una gran cantidad de enzimas que han sido menos estudiadas y
caracterizadas que las ya mencionadas, y que intervendrian, junto con las anteriores,
en la modificacion de la pared celular durante la maduracion de frutos. Las
ramnogalacturonano | hidrolasas y liasas (RGasas), tendrian la capacidad de hidrolizar
enlaces internos de la cadena principal de los RG I. Si bien se han identificado varias
RGasas fungicas, se ha prestado escasa atencion a su intervencién en la maduracion
(Vicente y col., 2007). Componen ademas este grupo de enzimas escasamente
estudiadas las acetiltransferasas, a-glucosidasas, a-galactosidasas, B-manosidasas, [3-

1,4-endomananasas, etc.

1.5. Médulos de unién a carbohidratos (CBM)

Por lo general, las glicosil-hidrolasas (GH) involucradas en el metabolismo de la
pared celular presentan una arquitectura molecular compleja, compuesta por mdédulos
discretos, uno catalitico (responsable de la actividad de la enzima) y uno o varios
moddulos de unién a carbohidratos (CBM, siglas en inglés de Carbohydrate Binding
Modules) unidos por una cadena aminoacidica desestructurada. Podemos definir a un
CBM como una secuencia de aminoacidos contigua (entre 30 y 200 residuos de
longitud) dentro de una proteina activa sobre carbohidratos, con un plegado
independiente y capacidad de unir carbohidratos (Carvalho y col., 2015; Shoseyov y
col., 2006). Con frecuencia suelen presentarse en el extremo C- o N-terminal, aunque
ocasionalmente pueden encontrarse en el centro de la proteina. Se postula que su
presencia incrementa la concentracion efectiva del médulo catalitico en la superficie del
sustrato, por lo tanto, incrementando la actividad total de la enzima. En algunos casos
son capaces de generar la relajacion del sustrato facilitando el acceso al sustrato tanto
del modulo catalitico de la propia enzima como de otras enzimas (Boraston y col., 2004;

Shoseyov y col., 2006).
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Actualmente hay 1444 secuencias listadas en la base de datos de enzimas activas

sobre carbohidratos (Carbohydrate Active Enzymes database, htip://www.cazy.org,

Lombard y col., 2014) que corresponden a la familia de glicosil-hidrolasas GH51 (74 de
plantas), de las cuales sdlo 76 han sido reportadas como caracterizadas. De esos 76
reportes solo 5 proteinas provienen de plantas (Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare
y Oruza sativa Japonica Group), pero ninguna de ellas ha sido caracterizada desde el
punto de vista de las propiedades de union a carbohidratos. Hay algunos reportes de la
caracterizacion de las propiedades de unién a carbohidratos de a-L-AFasas de origen
en hongos y bacterias correspondientes a las familias GH43 y GH54, pero ninguna de

origen vegetal o perteneciente a la familia GH51.

1.6. Aplicaciones de los CBM

La gran diversidad de CBM con distintas especificidades de unién, su capacidad
de funcionar de forma auténoma e independiente del contexto en el que se encuentran,
y la existencia de numerosas matrices de carbohidratos robustas desde el punto de vista
fisicoquimico, y de bajo costo, hace de los CBM excelentes candidatos para su uso en
el desarrollo de diferentes aplicaciones (Shoseyov y col., 2006). El mayor uso conocido
de estos modulos se da en bioprocesos, en los que se los utiliza como ligandos
bioespecificos en la purificacién de proteinas por afinidad a carbohidratos. Muchas
proteinas se han expresado fusionadas a CBM y purificado en su forma biolégicamente
activa siguiendo esta estrategia (Kavoosi y col., 2004; Boraston y col., 2003; Rodriguez
y col., 2004; Shpigel y col., 2000). Bajo el mismo principio se ha implementado su uso
en la inmovilizacion de enzimas activas, e incluso células enteras, sobre matrices de
carbohidratos (Hwang y col., 2004; Kavoosi y col., 2004; Levy y col., 2003; McDonald y
col., 2003; Nam y col., 2002; Lehti6 y col., 2001; Pfeifer y col., 2001; Rotticci-Mulder y
col., 2001; Jiang y Radford, 2000). En la ingenieria de proteinas, se han utilizado CBM
en la mejora de la actividad hidrolitica, o inclusive en la modificaciéon de la especificidad

de sustrato de enzimas, reemplazando un CBM existente por otro, o agregando uno a
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una enzima que no lo tiene, obteniéndose muy buenos resultados (Latorre-Garcia y col.,

2005; Ito y col., 2004; Palonen y col., 2004; Limén y col., 2001).

Recientemente ha surgido como estrategia el uso de CBM como herramientas
para la modificacion del metabolismo de la pared celular vegetal (Nardi y col., 2015). La
idea central de la sobreexpresién de un CBM en la pared celular vegetal es generar una
competencia entre el CBM y el resto de las enzimas de pared por el sustrato de modo

tal de conseguir una reduccion global en el catabolismo de la pared.

1.7. Modelo de estudio para Fragaria

Desde el punto de vista gendmico, Fragaria x ananassa es uno de los cultivos mas
complejos, portando ocho juegos de cromosomas (2n = 8x = 56) derivados de cuatro
ancestros diploides (Folta y Davis, 2006). Paraddjicamente, el pequeio tamafo de
genoma basico del género de las frutillas (x = 7, aproximadamente 240 Mpb; Shulaev y
col., 2011), ofrece ventajas sustanciales para el desarrollo de estudios genémicos.

Fragaria vesca ssp vesca, cultivada por siglos en jardines europeos, es la variedad
diploide mas cercana a la variedad cultivada por excelencia, Fragaria x ananassa
(Ontivero y col., 2000; Potter y col., 2000). Su amplio rango de crecimiento en
condiciones templadas, compatibilidad con la endogamia y larga historia de cultivo,
combinado con una seleccion de rasgos recesivos favorables, tales como floracién de
dia neutro, ausencia de estolones y produccién de formas amarillas de frutos, ofrecen
una extensa diversidad genotipica. En términos mas generales, F. vesca ofrece muchas
ventajas como sistema gendomico de referencia para la familia de las rosaceas
(Rosaceae), ademas de su genoma de tamano pequeno, presenta tiempos cortos de
generaciéon para una planta perenne (cercanos a los 4 meses), facilidad en la
propagacion vegetativa, y una planta herbacea de tamafo pequefio, comparado con las
especies arboreas tales como el durazno y la manzana. Ademas, el fruto es un excelente

modelo para el estudio del desarrollo y maduracion de frutos del tipo no-climatérico, con
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la particularidad de presentar un metabolismo secundario Unico, que incluye la sintesis

de diversos compuestos asociados al aroma y al sabor del fruto (Manning, 1993).

Se han desarrollado sistemas robustos de transformacion mediada por infeccion
con Agrobacterium tumefaciens y de regeneracién por cultivo in vitro de tejidos para
F. vesca (Slovin y col., 2009; Oosumi y col., 2006; Alsheikh y col., 2002), facilitando la
produccion de herramientas para estudios de genética directa y reversa, asi como
también estudios estructurales y funcionales (Alsheikh y col., 2002; Oosumi y col., 2006;
Oosumi y col., 2010; Ruiz-Rojas y col., 2010). Todas estas propiedades y herramientas
hacen de F. vesca un modelo atractivo para el desarrollo de genémica funcional, no sélo
para el género Fragaria, sino también para todas las plantas pertenecientes a la familia
de las rosaceas. Esta familia se encuentra en tercer lugar entre las familias cultivables
de mayor relevancia econdémica a nivel mundial. Sin embargo, el estudio y mejoramiento
genético de la mayoria de los cultivos de las rosaceas se ha visto dificultado por varios
factores, entre los que se destacan el gran tamafio de sus genomas, su intolerancia a
la endogamia y sus largos ciclos de vida.

Dadas sus propiedades y a la disponibilidad de herramientas de trabajo existentes,
un consorcio internacional eligié a F. vesca para secuenciar su genoma Yy destinarlo
como referencia genémica para el género (Shulaev y col., 2008; Shulaev y col., 2011).
Se eligié para el secuenciado a una cuarta generacion de una linea endogamica de F.
vesca ssp vesca cv Hawaii 4 (Repositorio Nacional de Germoplasma Clonal, numero de
acceso # P1551572) conocida como “H4x4”, principalmente por su susceptibilidad a la
transformacioén de alto rendimiento (Oosumi y col., 2006). F. vesca ssp vesca cv Hawaii
4 es una variedad de dia neutro, produce un abundante nimero de semillas luego de
una auto-fecundacion y completa su ciclo de vida entre 4 y 6 meses independientemente
de la estacion. Presenta frutos blancos/amarillentos y produce plantas nuevas (clones

idénticos al parental) a partir de tallos modificados denominados estolones.
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1.8. Objetivos de la tesis

El objetivo general del presente trabajo de Tesis fue desarrollar una estrategia que
permita controlar el metabolismo de la pared celular vegetal en forma global haciendo
uso de modulos de unién a carbohidratos (CBM), de modo tal de mantener la integridad

de la pared, con un concomitante retraso en el ablandamiento del fruto.

Objetivos especificos:

e Adaptar un protocolo para la medicién de actividad expansina en frutillas, de
modo tal de ganar una herramienta que permita caracterizar el proceso de
maduracion de estos frutos desde el punto de vista de esta actividad.

o Evaluar el efecto de la sobreexpresion del CBM-FaEXP2 en la pared vegetal en
frutos de F. vesca cv Hwaii 4.

e Caracterizar in-vitro las propiedades de union del CBM-FaARA1, perteneciente
a una o-L-arabinofuranosidasa vegetal de la familia GH51, contribuyendo al

conocimiento de esta familia de proteinas en un aspecto no antes caracterizado.
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2. Adaptacién de un equipo comercial a la medida de
actividad expansina

Resumen

Las expansinas pertenecen a una amplia familia de proteinas de origen diverso,
pudiendo encontrarselas en plantas, varias especies de hongos y bacterias. Son
relevantes para el metabolismo de la pared celular y cumplen un rol de importancia en
el proceso de maduracién y ablandamiento de frutos carnosos. Si bien es posible
identificar un dominio catalitico similar al de las glicosil hidrolasas en la secuencia de
estas proteinas, a la fecha no se les ha comprobado actividad hidrolitica alguna. Sin
embargo, se ha demostrado que son las responsables del fenédmeno conocido como
“crecimiento acido”, en el que, a pH acido, inducen la relajacién de paredes celulares
aisladas aumentado su tasa de estiramiento ante un esfuerzo constante. La evaluacion
de su actividad bioldgica es dificultosa, dado que se realiza mediante un bioensayo en
el cual se miden parametros mecanicos de la pared celular vegetal. Los pocos intentos
destinados a la caracterizacion de la actividad de estas proteinas se han llevado a cabo
usando extensémetros no comerciales, disefiados y construidos especialmente para tal
fin, lo cual ha restringido significativamente su estudio a unos pocos laboratorios en el
mundo.

En este capitulo se describe la adaptacion de un texturémetro comercial a la
medida de la actividad expansina usando un método basado en el fendmeno del
crecimiento acido, con el objetivo de desarrollar un protocolo que permita evaluar en
forma cuantitativa la actividad de estas proteinas durante el proceso de maduracion de

frutos de Fragaria.




Objetivos

La meta propuesta para la presente seccion de la tesis fue adaptar y validar un
protocolo para evidenciar el fendmeno de crecimiento acido y medir actividad expansina
usando un texturémetro comercial, equipo comun en los laboratorios dedicados a la
ciencia de los alimentos o tecnologia poscosecha.

En caso de ser exitosa, esta estrategia facilitaria la medida de la actividad de
expansina en mas laboratorios; asimismo, seria empleada en la medicién de actividad
expansina en los distintos eventos de transformacion de Fragaria vesca cv H4 descriptos

en el siguiente capitulo.
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2.1.1. Material Vegetal
2.1.1.1 Obtencion de hipocdtilos de pepino

Se utilizé el extremo apical de hipocaétilos de pepino (Cucumis sativus cv. Ponsett)
como matriz de pared celular en la medicion del fendmeno de crecimiento acido y las
medidas de actividad expansina. Semillas de pepino (Cucumis sativus cv. Ponsett) se
sanearon con una solucion de lavandina comercial al 4% (p/v). Se sumergieron las
semillas en la solucion de lavandina por 5 minutos con agitacion, se las lavé cinco veces
con agua destilada y finalmente se las sembré en una mezcla de tierra:perlita en una
relacion 3:1, o apoyo directamente sobre papel humedo. La germinacién se llevé a cabo
en oscuridad a 28 °C por 4 dias. Pasados los 4 dias se seleccionaron hipocétilos de
entre 8 cm y 10 cm de longitud (Fig. 2.1.1) y se les seccioné los 3 cm apicales,
descartandose luego tanto los cotiledones como la regién basal. Las secciones se
congelaron en nitrégeno liquido y se las conservo a -80 °C hasta el momento de su uso

(no mas de una semana).

Fig. 2.1.1. Hipocdtilos etiolados de pepino (Cucumis sativus cv. Poinsett).
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2.1.1.2. Frutos de Fragaria x ananassa
Se obtuvieron frutillas (Fragaria x ananassa Duch. cv Camarosa) de productores
locales (La Plata, Pcia. Buenos Aires, Argentina). Los frutos se cosecharon en distintos
estadios de maduracién: blanco (B), 50% rojo (50% R) y 100% rojo (100% R) (Fig. 2.1.2).
Se los secciond, congeld en nitrégeno liquido y conservo a -20 °C hasta el momento de

SuU uso.

T
1%

Blanco 50% Rojo 100% Rojo

Fig. 2.1.2. Fotografia de las muestras de frutillas (Fragaria x ananassa Duch., cv Camarosa)
utilizados en el ensayo. A) Frutos blancos; B) Frutos 50% rojos; C) Frutos 100% rojos.

2.1.2. Extractos proteicos
2.1.2.1. Extracto de hipocdtilos de pepino

El protocolo se adaptd del descripto por McQueen-Mason et al. (1992). Se
molieron 5 g de secciones apicales de hipocétilos de pepino en nitrdgeno liquido. El
polvo se resuspendid en 50 mL de buffer A [HAc/NaAc 50 mM, pH 4,5; EDTA (acido
etilendiamintetracético) 2 mM, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mM]. L
suspension se homogeneizo, se centrifugd a 10.000 x g durante 30 min a 4 °C y se
descartd el sobrenadante. El residuo insoluble se lavé con 1 volumen de buffer A, se
repitid el paso de centrifugacion y se volvio a descartar el sobrenadante. El residuo
insoluble se resuspendié en 10 mL de buffer B (HEPES 50 mM, pH 6,8; NaCl 1 M, EDTA
2 mM, metabisulfito de sodio 3 mM) y se extrajo durante 1,5 h a 4 °C con agitacién

suave. Luego del periodo de incubacion en frio, la suspension se centrifugd a 10.000 x
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g durante 10 min a 4 °C y se recuperé el sobrenadante (extracto proteico). Las proteinas

extraidas a partir del material vegetal se concentraron mediante un paso de precipitacion
con acetona. Se agregaron al extracto tres volimenes de acetona a -20 °C, se
homogeneizo e incubd a -20 °C durante 15 min. La suspension resultante se centrifugo
a 10.000 x g durante 5 min y se descarto el sobrenadante. El residuo insoluble (proteinas
precipitadas) se lavé con acetona fria y se repitidé el paso de centrifugacion anterior.
Finalmente, la fraccién proteica precipitada se resuspendié en buffer C (HAc/NaAc 50

mM, pH 4,5) y se conservé a 4 °C hasta su uso (no mas de una semana).

2.1.2.2. Extractos de frutilla

El protocolo de extraccion se adapté del descripto en Harrison y col., (2001). Se
prepararon extractos proteicos independientes de frutos de Fragaria x ananassa en los
siguientes estadios de madurez fisioldgica: blanco (B), 50% rojo (50% R) y 100% rojo
(100% R). Se molieron 5 g de frutos en cada estadio de madurez en nitrégeno liquido y
se resuspendieron en 25 mL de buffer D (MOPS [4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico]
25 mM, pH 7,0, CTAB [bromuro de hexadeciltrimetilamonio] 0,5% p/v, glicerol 30% p/v)
a temperatura ambiente. La suspension se centrifugé a 10.000 x g durante 5 min a
temperatura ambiente. Se recuperd el sobrenadante, filtré con papel de filtro y precipitd
con 3 volumenes de acetona a -20 °C durante 15 min. La mezcla se centrifugd a 5.000
X g a 4 °C durante 10 min. Se lavo el residuo insoluble con acetona fria y se repitié el
paso de centrifugacion. Las proteinas precipitadas se secaron al vacio y finalmente se
las redisolvié en 3 mL de buffer C (HAc/NaAc 50 mM pH 4,5). Los extractos proteicos

se conservaron a 4 °C hasta el momento de uso (no mas de una semana).

2.1.3. Crecimiento dcido y actividad expansina
2.1.3.1. Acondicionamiento de hipocdtilos
Hipocdtilos nativos: este material se utiliz6 como matriz de pared celular en los
ensayos de medicion y caracterizacion del fendbmeno de crecimiento acido. Los

extremos apicales de los hipocétilos de pepino aun congelados se sometieron a un
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proceso de abrasién con arena de cuarzo, se los lavé con agua destilada y se los

comprimio entre dos porta objetos para microscopia con un peso constante de 500 g
durante 5 min. Al material preparado de este modo se lo rotulé como “hipocdtilos nativos”
y se lo conservo a 4 °C hasta su uso (dentro del mismo dia de preparados; Fig. 2.1.3).

Hipocdtilos inactivados: este material se utilizdé como control negativo del
fendmeno de crecimiento acido y como matriz de pared celular en las mediciones de
actividad expansina. Hipocétilos nativos se sometieron a un proceso de inactivacion
térmica en un bano de agua a 95 °C por 20 s. Se los rotulé como “hipocétilos inactivados”
y se los conservé a 4 °C hasta el momento de su uso (dentro del mismo dia de

preparados; Fig. 1.2.3).
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895°C, 20s

Hipocdtilos inactivados

Fig. 2.1.3. Acondicionamiento de los hipocétilos. 1) Seccién del extremo apical (3 cm) y abrasidn
de la epidermis con arena de cuarzo. 2) colocacién de los hipocétilos entre dos porta objetos.
3) Compresion con 500 g por 5 min. 4) Obtencién de hipocdtilos nativos, a ser usados en los
ensayos de crecimiento acido. 5) Inactivacién de hipocétilos nativos por tratamiento térmico
a 95 °Cdurante 5 min. 6) Obtencién de hipocétilos inactivados, a ser utilizados como controles
negativos y como matriz en los ensayos de actividad expansina.
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2.1.3.2. Fenémeno de crecimiento acido

El fendmeno de crecimiento acido se evalu6é determinando el cambio en la tasa
de estiramiento de hipocétilos nativos con el cambio de pH del medio, de pH 6,8 a pH
4,5. El ensayo se llevo a cabo aplicando una tensién constante de 20 g durante 4000 s,
registrandose el estiramiento de la matriz de pared celular en pm. Durante los primeros
900 s la cubeta se llen6é con buffer HEPES [acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-
etanosulfénico] 50 mM, pH 6,8; a partir de los 900 s el medio se cambié a buffer
HAc/NaAc 50 mM pH 4,5. El crecimiento acido se calculé luego como la tasa de
estiramiento en el paso correspondiente a pH 4,5 y se lo compard contra un control en
el que se uso6 un hipocoatilo inactivado térmicamente. Se hicieron 10 réplicas para cada
condicion.

Se analizé también el efecto de dos agentes quimicos conocidos por inhibir el
fendmeno del crecimiento acido, el NaCl y la urea. El ensayo fue idéntico al descripto
anteriormente, con la salvedad del agregado al buffer pH 4,5 de urea 8 M o NaCl en
alguna de las siguientes concentraciones 0,1 M, 1 M o 3 M. Todas las medidas se
realizaron por quintuplicado.

Todos las mediciones se llevaron a cabo utilizando un texturdmetro comercial
(TA.TXplus Stable Micro Systems Texture Technologies®, Scarsdale, NY) equipado con
pinzas miniatura (A/MTG), una celda de carga PL/CEL/30, para una maxima carga de
30 kg, y una cubeta disefiada especialmente para el ensayo (Fig.2.1.4). La cubeta de
12 mm de largo y 4 mm de diametro externo se construyo a partir de una jeringa plastica
de 1 mL de volumen. Se practicé un pequefio orificio en su lateral inferior, en el que se
conecto por medio de una canula (30 cm de largo, 1 mm de diametro interno) una valvula
de tres vias (T) a la que se conectaron dos jeringas de 1 mL; este dispositivo permitio el
intercambio del buffer contenido en la cubeta, sin tocar la muestra de hipocétilo ni
detener el ensayo (Fig. 2.1.5). Ambos extremos de la cubeta estaban abiertos a la
atmésfera de modo tal de permitir el paso de la matriz de pared celular. El hipocétilo se

hizo pasar por la cubeta y sus extremos se ajustaron con las pinzas provistas por el
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equipo. Previo al ajuste del hipocoétilo, el fondo de la cubeta se sellé con una pequehia

cantidad de arcilla (plastilina) de modo tal de formar un cierre hermético que impida la
pérdida del buffer contenido en su interior. Los datos se adquirieron usando el programa

Exponent Lite Analysis Software®, provisto por el equipo, a razén de 1 dato por s.

Fig. 2.1.4. Texturdmetro comercial
TA.TXplus Stable Micro Systems
Texture Technologies®, Scarsdale,
NY, con el dispositivo empleado

. en los ensayos de medicién del

fendmeno de crecimiento acido y

actividad expansina.

Figura 2.1.5. Fotografia del dispositivo empleado en los ensayos de medicion del
fendmeno de crecimiento acido y actividad expansina. (1) cubeta “ad hoc”;
(2) pinzas miniatura (A/MTG); (3) vélvula T; (4) jeringa 1; (5) jeringa 2. La
flecha ( ﬁ ) indica el sentido del estiramiento
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2.1.3.3. Actividad expansina

El ensayo se llevé a cabo de modo similar al protocolo descripto para la medicion
del fendmeno de crecimiento acido. En este caso se utilizaron hipocétilos inactivados
térmicamente como matriz de pared celular. Los primeros 900 s del ensayo se llevaron
a cabo a pH 4,5 (acético/acetato de sodio 50 mM); a dicho tiempo se cambié el medio
por una solucién de extracto proteico al mismo pH. La medida de actividad expansina
se realizo usando el estiramiento de la matriz de pared celular en presencia del extracto
proteico. Como control de la inactivacidon térmica se utilizaron hipocaétilos inmersos en
solucion buffer de la misma composicion que el utilizado para el extracto de proteinas
ensayado.

Para evitar ambigliedades, se definieron tres formas para referirse a la actividad
expansina. Se defini6 actividad expansina como el estiramiento de la matriz de la
pared celular (um) por unidad de tiempo (min); actividad expansina neta (um min™)
como el resultado de la resta del estiramiento mecanico del control inactivado al
estiramiento en presencia del extracto proteico; actividad expansina especifica
calculada como el cociente entre el valor de la actividad expansina neta y la
concentracion de proteina total en el extracto (um mL min™ ug™).

Se evalud la actividad expansina en extractos proteicos de hipocdétilos de pepino
y frutos de Fragaria x ananassa en estadios B, 50% R y 100% R. También se hizo un
ensayo de dosis-respuesta del extracto proteico de frutilla 100% R, usando 6
concentraciones diferentes de proteina (5, 10, 25, 50, 100, 250 uyg mL"). Todas las

determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

2.1.4. Cuantificacion de proteinas

Todas las cuantificaciones se llevaron a cabo mediante el método de Bradford,

usando Albumina de suero bobino como referencia (Bradford, 1976).
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2.1.5. Analisis de datos

Los datos correspondientes a los ensayos de crecimiento acido y determinacion
de actividad expansina se analizaron mediante ANOVA, las medias se compararon con

el test de Tukey o Dunnett (p < 0,05) dependiendo de cada caso.
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2.2.1. Crecimiento acido

El fendmeno de crecimiento acido es el principio en el cual se basa la medida de
actividad expansina. Como tal, el primer paso en la adaptacién del uso de un
texturometro comercial a la medida de actividad expansina fue la puesta a punto de la
medida de este proceso haciendo uso del instrumental descripto en la seccion 2.1.3.2.

En los resultados se observé un incremento significativo en la tasa de estiramiento
de los hipocétilos nativos con el cambio del pH del medio de 6,8 a 4,5, comparada con
la propia de los controles inactivados térmicamente (Fig. 2.2.1). Para el caso de los
controles inactivados, si bien fue posible medir una tasa de estiramiento, no se observé
respuesta al cambio del pH del medio. Si se comparan las tasas de estiramiento a pH
4,5 de ambos casos, la observada para hipocétilos nativos es aproximadamente 7 veces

mayor que la propia de los controles inactivados térmicamente (Fig. 2.2.2).

1000 pH6,8 pH 4,5
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Se evaluo la sensibilidad del método agregando al buffer pH 4,5 agentes quimicos
con efecto inhibitorio conocido sobre el crecimiento acido, tal como el NaCl y la urea. En
todos los casos ensayados se observd una disminucion significativa de la tasa de

estiramiento a pH 4,5 de hipocétilos nativos, en comparacién con el control sin agentes
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inhibitorios. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con NacCl

0,1 M, NaCl 1,0 My urea 8 M, obteniéndose en todos los casos una tasa de estiramiento
a pH 4,5 aproximadamente cuatro veces mayor que para los controles inactivados
térmicamente (Fig. 2.2.2). El mayor efecto inhibitorio se observé con NaCl 3,0 M (Fig.
2.2.2), obteniéndose una tasa de estiramiento comparable a la propia de los controles
inactivados térmicamente. Todos nuestros resultados coinciden con los descriptos

previamente por Cosgrove (1989).

Fig. 2.2.2. Efecto de agentes quimicos sobre el
o204 a crecimiento 4cido. Se muestran las tasas de
E estiramiento de hipocétilos nativos vy
€ 45 desnaturalizados, asi como también el efecto
2 del NaCl y la urea sobre el fendmeno del
g c c . crecimiento acido. Los datos corresponden a
2 10 —{\ las medias * el error estandar de diez ensayos
E \ independientes para el caso de hipocétilos
% \ b,c nativos y desnaturalizados. Para el andlisis del
z 5 b \\\ efecto de los agentes quimicos los resultados
° \ corresponden a las medias + el error estandar
g 0 \I | | de cinco réplica§ independientes. Los da’.cos se
& QS & & analizaron medlanjte ANOVA vy las medias se
O 9 &2 compararon mediante un test de Tukey
‘\”P MR A (p<0,05). Letras distintas indican diferencias

significativas.

2.2.2. Actividad expansina

La actividad expansina se evalué midiendo la capacidad de un extracto proteico
de reconstituir el fendbmeno de crecimiento acido en hipocdtilos desnaturalizados
térmicamente. Por este motivo, a los ensayos destinados a la medida de actividad
expansina se los denomind “ensayos de reconstitucion”.

Como primera medida, se ensayaron extractos proteicos provenientes de
hipocétilos de pepino y de frutilla 100% R, intentando repetir los ensayos descriptos por
McQueen-Mason y col., (1992) y Harrison y col. (2001) en los que se usa el
extensometro “ad hoc’. La tasa de estiramiento de los hipocdtilos inactivados

térmicamente resultd ser significativamente mayor en todos los casos en los que se
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agrego extracto proteico, comparado con los controles a los que se les agregd

solamente buffer (Fig. 2.2.3). Se observé un incremento de 2,6 veces en la tasa de
estiramiento a pH 4,5 para el caso del extracto de pepino y uno de 4 veces para el caso
del extracto de frutilla 100% R. En ambos casos se atribuye el incremento a la actividad

de las expansinas presentes en los extractos proteicos.

Fig. 2.2.3. Actividad expansina. Tasas de
estiramiento de hipocdtilos 151
desnaturalizados térmicamente, a pH 4,5

en presencia y ausencia de extractos

proteicos de hipocétilos de pepino o
frutilla (100% R). En todos los casos se

usé una concentracion de proteinas de

-
o
1

250 pg/mL. Los resultados corresponden
a las medias de actividad * el error
estdndar de tres determinaciones

Actividad ( pm min™)

independientes. Los resultados se
analizaron mediante ANOVA y las medias

/77

de actividad expansina se compararon 0-
contra el control negativo (hipocétilos QO & N
inactivados) mediante un test de Dunnett
(p<0,05). Los  asteriscos indican ¥ ,éfb(’
diferencias significativas.

2.2.3. Variacion de actividad expansina durante la maduraciéon

Ante la posibilidad de poder determinar actividad expansina en extractos
proteicos, se decidid caracterizar el proceso de maduracién del fruto de Fragaria x
ananassa cv. Chandler desde el punto de vista de la actividad total de esta proteina. Se
hicieron extractos proteicos siguiendo el protocolo descripto en la seccion 2.1.2.2 de
frutos en los estadios B, 50% Ry 100% R y se evalud la actividad expansina en cada
uno de ellos (Fig. 2.2.4).

Se encontraron diferencias significativas en la actividad expansina neta de los
estadios 100% R y 50% R comparados con el control en ausencia de extractos
proteicos. No fue posible diferenciar estadisticamente la actividad expansina medida en

los estadios 100% R y 50% R entre si, ni tampoco entre los estadios B y el control sin
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extracto proteico. Si bien tampoco se observan diferencias significativas en la actividad

expansina neta en los estadios B y 50% R, el conjunto de resultados permite observar
una tendencia creciente en la actividad expansina a lo largo del proceso de maduracion

del fruto.

Fig. 2.2.4. Actividad expansina y maduracion de
154 frutilla.  Se  muestran las tasas de
estiramiento de hipocétilos desnaturalizados

C térmicamente en presencia de extractos

b T proteicos de frutos de distintos estadios de

10+ ,C N madurez, Blanco (B); 50% R y 100% R. En
a’b § todas las determinaciones se usaron

s § diluciones de los extractos de concentracién

250 pg mLL. Como control (-) se utilizaron

§ hipocdtilos inactivados térmicamente. Los
§ resultados corresponden a las medias de

\ actividad expansina neta + SE de tres
\ determinaciones  independientes. Los
% resultados se analizaron mediante ANOVA y
QD Q \q. oq. las medias se compararon con un test de

\QQ Tukey (p<0,05). Distintas letras indican
diferencias significativas.

Actividad ( pm min)
Y

2.2.4. Dosis respuesta

Con el objeto de determinar tanto la sensibilidad del método cémo la
concentracidon minima de proteina necesaria en los extractos para la medicion de la
actividad expansina en frutilla, se decidio llevar a cabo una curva dosis/respuesta,
usando para ello un extracto proteico correspondiente a frutos 100% R a distintas
concentraciones (Fig. 2.2.5). Los resultados indicaron que es posible medir actividad

expansina en el extracto 100% R incluso a concentraciones de proteina de 75 pg/mL.

2.2.5. Actividad expansina: definicion de una unidad enzimatica

Una de las dificultades que se presentan a la hora de trabajar con expansinas es
la falta de acuerdo para expresar la actividad de la enzima. Si bien en la mayoria de los
intentos por caracterizar a estas enzimas se usan ensayos basados en el crecimiento

acido, no existe consenso en la forma de expresar la actividad de las expansinas.
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En el presente trabajo lo resultados se muestran utilizando la definicion original de

los primeros trabajos en los que se describen estas proteinas, por lo cual actividad
expansina (um min™") se refiere al estiramiento total del tejido a pH 4,5. Sin embargo,
con el objetivo de facilitar la comparacion de la actividad expansina en futuros trabajos
se definieron dos unidades de actividad expansina, de forma analoga a las unidades
utilizadas para la descripcion de enzimas convencionales. Se definié actividad

expansina neta (um min") a la diferencia entre el estiramiento observado en presencia

del extracto proteico y el estiramiento mecanico del control. Se definié como actividad

expansina_especifica (um min' pug mL") al cociente entre el valor de la actividad

expansina neta y la concentracién de proteinas del extracto.
En la tabla 2.2.1 se resumen los resultados obtenidos para cada caso,
discriminando entre actividad expansina, actividad expansina neta y actividad expansina

especifica. Se aclara en cada caso la concentracion de proteinas del extracto ensayado.
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Fig. 2.2.5. Dosis-respuesta. Determinacion
de la actividad expansina en distintas *
diluciones del extracto proteico de frutos
100% R. Los datos mostrados
corresponden a las medias de actividad
expansina * el error estdndar de tres
determinaciones independientes. Los
resultados se analizaron mediante
ANOVA vy las medias de actividad se
compararon contra el control negativo
(hipocétilos inactivados térmicamente)
mediante un test de Dunnett (p<0,05).
Los asteriscos indican diferencias
significativas entre los extractos y el 0-
control de hipocétilos inactivados. D 2 0 H P P \QQ '1?9

-_—
<

Actividad ( pm min™)
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Tabla 2.2.1. Actividad Expansina, actividad expansina neta y actividad expansina

especifica.
Extracto Concentra'mon ACt'V'd?d Act. Exp. Net Act. Exp. Especifica
Proteico de Proteina Expansina (um.min-1)e (um mL.min-lug)e
(ug.mL") (Mm.min-") ) '

Hipocotilos 250 6,6129+0,6111 4.23+0.61 0.0169+0.0024
de pepino

Frutilla

100%R 250 10,741920,6551 7.93+0.73 0.0317+0.0029

il 250 7.7097+1,6234 4.49+1.62 0.01790.0065

50%R (U5, A= 9D,
Frutilla W 250 6,6194+0,7946 3.40+0.79 0.0136+0.0032

Frutilla

e 5 3,16130,1333 ND ND

Frutilla 10 3,4194+0,2219 0.2040.22 0.000840.0009

100%R P FTIAEL, REURD- HUVOEL.

Frutilla 25 5,1226+0,8563 1.90£0.86 0.0076+0.0034

100%R 1 ££0E5, ~IUED. U MOEL

Frutilla

100%R 50 4,5677+0,5824 1.34+0.58 0.0054+0.0023

Frutilla

e 75 6,4903+0,4652 3.27+0.47 0.013120.0019

Frutilla

100%R 100 5,4774+0,9872 2.25+0.99 0.0090+0.0039

Frutilla

e 250 11,1484+0,7266 7.93+0.73 0.0317+0.0029

@ Actividad expansina, calculada como la tasa de estiramiento correspondiente al paso a pH 4,5
(um.mint). Los datos corresponden a las medias * el error estdndar de tres determinaciones
independientes.

® Actividad expansina neta, calculada como la resta de la tasa estiramiento del control inactivado
a la tasa estiramiento dada la presencia del extracto proteico (um.min™). Los datos corresponden
a las medias * el error estandar de tres determinaciones independientes.

¢ Actividad expansina especifica, calculada como el cociente entre la actividad expansina netay la
concentracién de proteina del extracto (um mL.minpg?). Los datos corresponden a las medias
+ el error estdndar de tres determinaciones independientes.

ND: no detectado.
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La teoria del crecimiento acido fue propuesta por primera vez en 1970 por R.
Cleland, A. Hager y colaboradores, vincula a las auxinas con la expansion celular
observada en ciertos tejidos vegetales, principalmente en coleoptilos de cereales y otras
gramineas. Establece que las auxinas inducen la acidificacién de las inmediaciones de
la pared celular vegetal estimulando la sintesis de bombas que secretan protones desde
el citoplasma al apoplato. La acidificacion del medio activa enzimas encargadas de
interferir con las uniones de soporte de carga de la pared celular. Este fendmeno permite
la expansion de la pared producto de la presidén de turgencia de la célula y, por lo tanto,
la expansion celular.

No fue sino hasta 1989 que Daniel J. Cosgrove (Cosgrove, 1989) comprobd que
el fendmeno esta mediado por proteinas, llegando a la conclusiéon de que es un
fendbmeno dependiente de enzimas. De acuerdo con el autor, el fendmeno del
crecimiento acido imita el proceso de extension celular in vivo, pudiendo utilizarse su
medida en diversos tejidos vegetales para discernir entre las paredes celulares en activo
crecimiento de las que no encuentran atravesando dicho proceso. La sensibilidad de la
técnica utilizada en su medicion seria suficiente para poder diferenciar entre las dos
condiciones.

En 1992 Mc Queen-Mason y colaboradores (McQueen-Mason y col., 1992)
demostraron que la pared celular de hipocdtilos inactivados térmicamente podia
recuperar su capacidad de extension a pH acido, agregando al medio un extracto
proteico obtenido a partir de hipocétilos de pepino. Luego, identificaron a los agentes
responsables de dicho fendmeno, una familia diversa de proteinas a las que se las
denomind expansinas. Desde su descubrimiento se han identificado un alto numero de
homologos en distintas especies de diferentes reinos (Cosgrove, 2015).

Originalmente, la actividad expansina se evalué en forma cualitativa por medio de

ensayos de reconstitucion del fendmeno de crecimiento acido. Con el correr de los afos
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se han ido desarrollando diversos métodos para el estudio de distintos aspectos de la

mecanica de la pared celular vegetal. Los métodos mas relevantes en el uso de un
extensometro son: (1) fuerza de ruptura, (2) elasticidad y plasticidad, (3) relajacién luego
de un estrés y (4) crecimiento acido (Cosgrove, 2011). Algunas de estas técnicas se
adaptaron a la medida de la actividad expansina, tal como el ensayo de relajacion de la
pared celular luego de un estrés inducido por estiramiento (Goulao y col., 2007). Esta
ultima técnica, si bien permite determinar actividad expansina, resulta ser poco sensible
a pequenas variaciones (Cosgrove, 2011) y presenta la desventaja adicional de que el
analisis matematico de los datos obtenidos en el ensayo es dificultoso. En cambio, el
ensayo de reconstitucion del fenémeno de crecimiento acido se ha convertido en la
técnica de preferencia para la evaluacion de la actividad expansina dada la sencillez en
su desarrollo y analisis, asi como su alta sensibilidad para detectar la accién de
a- y B-expansinas (Cosgrove, 2011). Sin embargo, a la fecha, para poder llevar a cabo
los ensayos se requiere de la construccion de un extensémetro “ad-hoc”, similar al
empleado por McQueen-Mason y col., (1992), Cosgrove y col., (2002) y Harrison y col.,
(2001), lo que ha restringido considerablemente el estudio de la actividad de esta familia
de proteinas.

Esta dificultad experimental ha llevado a que la mayoria de los estudios realizados
sobre expansinas se basen en datos de expresién génica a nivel de ARNm (Northern-
blot o RT-gPCR) y a nivel de proteina por ensayos de inmuno deteccion con anticuerpos
especificos (Western-blot), mientras que existen escasos reportes sobre la actividad de
estas proteinas.

Para el caso particular de frutilla, Dotto y col., (2006) reportaron la expresion de
cinco expansinas diferentes (FaEXP1, 2, 4, 5y 6) tanto a nivel de ARNm (Northern-blot)
como de proteina (Western-blot). De acuerdo con sus resultados, FaEXP2 y FaEXP5
son expansinas especificas de fruto, y sus niveles de expresidon se incrementan
significativamente a lo largo del proceso de maduracién. Para el caso de FaEXP1, si

bien se detectd su expresion a nivel de ARNm en otros tejidos (altos niveles en: raices,




2.3. Discusion

hojas, sépalos, estambres; baja intensidad en: ovarios, tallos y peciolos), en fruto los

niveles de ARNm aumentan con la maduracién al igual que FaEXP2 y FaEXPS5. La
expresion de FaEXP4 y FAEXP6 se detecto en varios tejidos, al igual que para el caso
de FaEXP1, sin embargo, sus niveles de ARNm no se ven alterados sustancialmente a
lo largo de la maduracion. Los ensayos de expresiéon a nivel de ARNm reportados en
Dotto y col., (2006) se complementaron con estudios a nivel de proteina por medio de
inmunodeteccidn por western-blot, usando anticuerpos anti-expansina generados contra
la expansina 1 de tomate LeEXP1. Los resultados mostraron una acumulaciéon de
expansinas en el estadio 100% Rojo, siendo bajo el contenido de estas proteinas para
el estadio 50% Rojo y nulo para el estadio Blanco.

Los resultados de Dotto y col., (2006) se condicen con los reportados por Harrison
y col., (2001), quien utilizé un anticuerpo generado contra la expansina 1 de pepino (Cs-
EXP1). Cabe destacar que en ninguno de los trabajos mencionados se utilizd
anticuerpos generados contra expansinas de frutilla, usandose anticuerpos heterélogos
y promiscuos capaces de reconocer a mas de una expansina.

Harrison y col., (2001) también reportaron un ensayo de caracter cualitativo en el
que se muestra actividad expansina de extractos de frutilla en distintos estadios de
madurez. En dicho ensayo se utilizaron tiras de una matriz compuesta por
celulosa/xyloglucanos, estiradas a fuerza constante de 11 gr en presencia y ausencia
de los extractos proteicos (1,5 mg mL"). Sus resultados muestran una tendencia al
incremento en la actividad expansina durante la maduracion del fruto, siendo la actividad
baja para el estadio blanco e incrementandose significativamente hacia el estadio sobre-
maduro.

Ambos reportes (Dotto y col., 2006; Harrison y col., 2001) revelan la importancia y
la necesidad de un estudio mas completo de las expansinas y su rol en el proceso de
maduracion de los frutos de Fragaria x ananassa.

Los resultados del presente capitulo demuestran que es posible realizar dicho

estudio en forma confiable y reproducible usando un texturémetro comercial, equipo
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comun en laboratorios dedicados al estudio de frutos y tecnologia poscosecha, equipado

con una cubeta “ad-hoc”, de facil construccion a partir de una jeringa plastica de 1 mL.
Como método de medida se eligid al ensayo de reconstituciéon del fenédmeno del
crecimiento acido de la pared celular vegetal dada su sencillez a la hora del desarrollo
de la medida y por su mayor sensibilidad en comparacion con otras técnicas destinadas
al mismo fin.

El protocolo adaptado permitié reproducir el fenobmeno de crecimiento acido,
obteniéndose resultados similares a los obtenidos con el extensémetro “ad hoc”
(Cosgrove, 1989). Se observd un aumento significativo de siete veces en la tasa de
estiramiento de los hipocdtilos nativos con el cambio de pH del medio de 6,8 a 4,5,
comparados con la propia de los controles inactivados térmicamente. También se pudo
apreciar el efecto inhibitorio del NaCl y de la urea sobre el fendmeno de crecimiento
acido. Cabe senalar que el NaCl es utilizado en los buffers de extraccion de expansinas
y otras proteinas asociadas a la pared celular vegetal. En tales casos, la alta fuerza
ionica del medio rompe la asociacion entre las proteinas y los componentes de la pared
celular, facilitando su extraccion. En el caso de su efecto sobre el crecimiento acido, es
posible que la pérdida del contacto intimo entre las expansinas y la pared celular sea la
responsable del efecto inhibitorio del crecimiento acido, efecto que aumenta con el
incremento de la concentracion de la sal. Por el contrario, la urea es un agente
caotropico que a altas concentraciones desnaturaliza las estructuras de las proteinas.
Por lo tanto, su efecto inhibitorio probablemente se deba a la desnaturalizacion de las
expansinas propias del hipocétilo. Probablemente la inhibicion no es completa dado el
tiempo del ensayo y la capacidad del agente de difundir al interior de la matriz celular.

En lo que respecta a las medidas de actividad expansina en los extractos de
frutilla, nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Harrison y col., (2001) en
los que se uso el extensdmetro “ad hoc”. Se detecté un incremento continuo de la
actividad expansina a lo largo del proceso de maduracion del fruto, sin embargo, resulta

dificil hacer una comparacion entre los resultados propios y los reportados por Harrison
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y col., (2001). Si bien estos ultimos autores presentan sus resultados como valores

medios de tres medidas con su correspondiente error estandar, sus resultados no
incluyen ningun analisis estadistico. De todos modos, tampoco seria correcto hacer una
comparacion directa entre los resultados, pues el protocolo utilizado por Harrison y col.,
(2001) presenta variaciones respecto al utilizado en nuestro caso (distinta matriz de
pared celular, distinta fuerza de estiramiento, distinta concentracién de proteinas). A
pesar de ello, las tendencias y valores absolutos de actividad expansina reportados en
cuanto a la actividad a lo largo de la maduracion son muy similares a nuestros resultados
obtenidos siguiendo el protocolo descripto en las secciones 2.1.2.2y 2.1.3.3. Este es un
ejemplo mas de la dificultad que se tiene como consecuencia de la falta de
homologacion de la expresidon de la actividad de estas enzimas. Tal vez expresandola
usando la definicion de actividad especifica propuesta en esta secciéon los valores
podrian ser comparados en forma mas directa.

Se destaca el hecho de que también hay coincidencia entre el comportamiento de
la actividad expansina observado y los perfiles de expresion reportados en Dotto y col.,
(2006) y Harrison y col., (2001).

En nuestro caso particular, el limite de sensibilidad del método adaptado para el
extracto proteico de un fruto 100% R se determind en una concentracion de proteinas
de 75 ug mL™". Pudo detectarse actividad expansina por encima de 75 uyg mL™!, mientras
que, por debajo de ese valor, no se observo diferencia estadistica entre las actividades
medidas y el control negativo.

Es importante destacar la importancia de la composicién del buffer de extraccion
de expansinas para un tejido determinado en el éxito de la medida de la actividad
expansina. Al igual que Harrison y col., (2001), nosotros no logramos tener éxito en la
medida de actividad expansina cuando usamos en frutilla el buffer de extraccion
disefiado para hipocétilos de pepino y viceversa (uso en pepino del buffer de extraccién

disefiado para frutilla).
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Todos los ensayos de medida de actividad se realizaron usando el equipo

TA XTplus Stable Micro Systems Texture Technologies®, equipado con una celda de
carga PL/CEL/30, para una carga maxima de 30 kg. El equipo ofrece la posibilidad de
usar una celda de carga de menor capacidad, tal como la PL/CEL/5 o PL/CEL/1 para 5
kg o 1 kg de capacidad maxima de carga respectivamente. Si bien en las condiciones
utilizadas el equipo demostré ser lo suficientemente sensible como para realizar los
ensayos, la fuerza aplicada sobre la matriz de pared celular se encuentra cercana al
limite inferior del rango de uso de la celda. Por lo tanto, teniendo en cuenta el orden de
magnitud de la fuerza necesaria para este bioensayo, es posible que el uso de una celda
con una menor capacidad de carga mejore la precision de la medida de la fuerza
aplicada sobre la matriz de pared celular, con el concomitante aumento en la
sensibilidad del ensayo. Las mismas consideraciones son aplicables a texturometros

similares de otras marcas.
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3. Sobreexpresion de CBM-FaEXP2 en
Fragaria vesca cv Hawaii 4

Resumen

Uno de los factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de frutos
carnosos es su firmeza, impuesta en gran medida por la resistencia mecanica que ofrece
la pared celular vegetal. El fenédmeno del ablandamiento de frutos es un proceso
altamente regulado en el que participan diversos actores en forma concertada y
redundante. Las expansinas (EXPs) son proteinas no hidroliticas relevantes para el
metabolismo de la pared celular vegetal, principalmente en procesos donde es
necesaria la relajacion de la pared, tal como lo es el fenomeno de ablandamiento. Estas
proteinas se caracterizan por presentar un modulo catalitico similar al de las glicosil-

hidrolasas y un médulo de union a carbohidratos con fuerte afinidad por celulosa.

En el presente capitulo se analiza la posibilidad de utilizar la sobre-expresion del
modulo de unién de carbohidratos de la expansina dos de Fragaria x ananassa
(FaEXP2) para controlar el fendbmeno de ablandamiento usando Fragaria vesca cv
Hawaii 4 como sistema modelo. La idea central es que la expresion de una proteina con
la capacidad de unirse a carbohidratos, pero carente de actividad hidrolitica sobre los
mismos, generaria una competencia por el sustrato con el resto de las enzimas
involucradas en el metabolismo de la pared celular, lo cual provocaria una reduccion
global del metabolismo de la pared celular.

Se analizan distintos parametros de calidad, la expresion de genes relacionados
con el metabolismo de la pared celular y la actividad expansina y poligalacturonasa en

frutos transgénicos sobreexpresantes de CBM-FaEXP2.




Objetivos

El objetivo propuesto para esta seccion de la tesis fue evaluar el efecto de la
sobreexpresion del CBM-FaEXP2 sobre el ablandamiento en frutilla, para lo cual se
analizaron plantas transgénicas de Fragaria vesca cv Hawaii 4 sobreexpresantes de

dicha proteina recombinante.




3.1. Materiales y Métodos
3.1.1. Material vegetal

Se caracterizaron plantas transgénicas de Fragaria vesca sobreexpresantes de
CBM-FaEXP2 en la pared celular. Estas plantas fueron obtenidas previamente por otros
integrantes del grupo, pero no habian sido caracterizadas. A continuacién, en las
secciones 3.1.1.1 y .3.1.1.2, se describe brevemente la construccién generada y el
método de transformacién utilizado por la Dra. Cristina Nardi y el Dr. Hernan Rosli,

respectivamente.

3.1.1.1. Clonado y construccion del plasmido pK7WG2D. 1[CBM-FaEXP2]

El clonado y la construccion del plasmido pK7WG2D.1[CBM-FaEXP2] fue
realizado por la Dra. Cristina Nardi en el laboratorio de Fisiologia de la Maduracién y
Senescencia de Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas (IIB INTECH, CONICET-
UNSAM) con sede en Chascomus, provincia de Buenos Aires.

Se siguid el disefio descripto por Nardi y col.,, (2015) en el armado de la
construccion destinada a la sobreexpresién de la proteina recombinante CBM-FaEXP2
en la pared celular vegetal de Fragaria vesca cv. Hawaii 4. Se utilizd el programa en

linea SignalP 4.0 del sitio http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Petersen y col., 2011)

y la base de datos ProSite [http://prosite.expasy.org/; (Sigrist y col., 2013)] para

identificar y delimitar el péptido transito (PT) y los dominios conservados en la proteina
CBM-FaEXP2, respectivamente.

La secuencia codificante para el péptido transito se fusioné a la propia del moédulo
de unién a carbohidratos (CBM) en dos reacciones de PCR consecutivas (PCR1 y
PCR2) usando cebadores especificos y un plasmido con el ADNc completo del gen
FaExp2 como molde. Luego se hizo uso del sistema de recombinacién GateWay® para
generar los respectivos clones de entrada y de expresion con el producto de la PCR2 y
reacciones BP y LR estandar, con los plasmidos pDONR221 y pK7WG2D.1

respectivamente. El vector binario pK7WG2D.1 tiene como marcadores de seleccién un
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gen de resistencia a kanamicina y el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) vy, el

promotor 35S del virus del mosaico del coliflor (P35S-CaMV) para dirigir la expresién
del gen de interés (GOI, neologismo del inglés “gen of interest”).

El par de cebadores usados en la reaccion PCR1 consistié de: Cebador sentido
1F, un cebador quimérico que contiene el sitio de recombinacién attb1 (en minusculas)
y 22 nucleétidos complementarios a la secuencia que codifica al péptido transito
(mayusculas): 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAatggcttttacttcatgcttg-
3’; cebador antisentido, 1R, cebador quimérico que contiene secuencia complementaria
al péptido transito (PT) y 23 nucleétidos complementarios al extremo 5’ de la secuencia

que codifica al CBM (subrayado): 5-TGCCCGTTGATTGTGAATCTGATggcataggtgcctct

ga-3’. El producto de PCR se purifico haciendo uso del kit GE Healthcare PCR
purification kit, y luego se utilizé en la reaccion PCR2 como cebador sentido.

El par de cebadores usados en la reaccion PCR2 estaba formado por: Cebador
sentido  2F, producto  de la reaccion de PCR1: 5-GGGGACA
AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAatggcttttacttcatgcttgGCTATTACTCTTCTGGTATC

TGTCCTCAACCTCTGCAtcagaggcacctatgccATCAGATTCACAATCAACGGGCA-3';

Cebador antisentido 2R, cebador quimérico que contiene la secuencia del sitio de
recombinacion attb2 (minusculas), un codén de stop (subrayado) y 21 nucledétidos
complementarios al extremo 3 de la secuencia que codifica al CBM,

5’-ggggaccactttgtacaagaaagctgggtaCTAGAATTGACCGCCTGAAAACGT-3'.

3.1.1.2. Transformacioén de Fragaria vesca

La transformacion de explantos de F. vesca Hawaii 4 (P1551572) fue realizada por
el Dr. Hernan Rosli en colaboracion con el Dr. Kevin Folta (Universidad de Florida,
Gainseville). El constructo pK7WG2D.1[CBM-FaEXP2], portador de los elementos
necesarios para la sobreexpresion de la proteina recombinante CBM-FaEXP2 en la
pared celular de F. vesca, fue utilizado para transformar células competentes de

Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101. A partir de las mismas, se infectaron
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explantos de hoja de F. vesca cv. Hawaii 4 (P1551572) mediante co-cultivo y finalmente

se regeneraron plantas transformadas por medio del cultivo “in vitro” de los tejidos
transformados. Los callos obtenidos fueron cultivados en medio de multiplicacion en
placa, utilizando el antibidtico kanamicina como presion de seleccion, y luego se
agregaron diferentes reguladores del crecimiento a fin de provocar la diferenciacion y la
regeneracion de la planta.

Una vez regenerados, los eventos se propagaron y mantuvieron mediante
clonacion por estolén.

3.1.1.3. Clasificacion de los frutos de acuerdo al estadio de madurez

El cultivar F. vesca cv. Hawaii 4 presenta la particularidad de que los frutos no
desarrollan el color rojo caracteristico de la mayoria de las variedades de frutilla durante
la maduracién, permaneciendo practicamente blancos durante la totalidad de su
desarrollo. Este hecho dificulté una rapida clasificacion visual de los distintos estadios
de madurez. Sin embargo, se pudieron distinguir 5 estadios de madurez fisiolodgica (Fig.
3.1.1), en funcion de distintas caracteristicas morfologicas de los frutos. Dichos estadios
se numeraron en forma arbitraria del 1 al 5 siguiendo el desarrollo del fruto. El estadio 1
(E1) se caracterizo por un fruto pequefo aun verde con los aquenios en contacto entre
si. En el estadio 2 (E2), comienza a perderse el color verde y se distingue una pequefia
separacion entre los aquenios. En el estadio 3 (E3) se denota un incremento en el
tamafo del fruto, no se aprecia el color verde, los aquenios se encuentran separados,
pero aun no toman el color pardo caracteristico de los estadios sucesivos. En el estadio
4 (E4) el fruto adquiere el tamafio final, al igual que el color de los aquenios. El estadio
5 (E5) se caracteriza por el color pardo de los frutos, indicio del comienzo de su

descomposicion (Fig. 3.1.1).
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Estadio 1

Estadio 2

Estadio 3

Estadio 4

Estadio 5

Fig. 3.1.1. Estadios de madurez fisioldgica de frutos de Fragaria vesca cv. H4.

3.1.2 Extraccion de ARN
3.1.2.1. Método del borato caliente
Se hizo extraccion de ARN total de frutos F. vesca cv. H4 a partir de estadio tres
de maduracion (E3), tanto en frutos de tipo salvaje como de los provenientes de los
distintos eventos de transformacion, utilizando el método del borato caliente (Wan y
Wilkins, 1994). EI mismo se desarroll6 en 3 etapas de un dia cada una.

Dia 1
Se trituraron 2 g de tejido con nitrégeno liquido y se agregaron 15 mL de buffer de

extraccion (borato de sodio decahidratado [Borax] 0,2 M, EDTA 30 mM, SDS 1% p/vy
deoxicolato de sodio 1% p/v, pH 9) suplementado con DTT 10 mM, nonidet P-40 1% v/v
y PVP-40 2% plv, precalentado a 80 °C. A cada homogenato se le agreg6é 150 L de
solucién de Proteinasa K (Promega, 20 mg mL™") y se lo incubd a 42 °C durante 90 min.
Posteriormente se le agreg6 a cada muestra 100 yL de KCI 2 M por cada 1 mL de buffer
de extraccion agregado y se incubaron las muestras en hielo durante 60 min. Se

centrifugd a 10.000 x g durante 20 min a 4 °C, se recuperé el sobrenadante y se agrego
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un volumen de LiCl 8 M igual a 1/3 del volumen recuperado; se dej6 a 4 °C durante toda

una noche para precipitar el ARN.

Dia 2
Se centrifugaron las suspensiones a 10.000 x g durante 20 min a 4 °C y se

descarto el sobrenadante. Se lavé el residuo insoluble (mayormente ARN) 2 veces con
LiCl 2 M, centrifugando luego de cada lavado a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. El
residuo insoluble obtenido se resuspendié en 2 mL de buffer Tris-HCI 10 mM, pH 7,5y
se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. Se recuperaron los sobrenadantes, se
les agregd 200 uL de KAc 2 M, pH 5,5 y se los incubd en bafio de agua-hielo durante
30 min para precipitar los polisacaridos. Se centrifugé a 10.000 x g a 4 °C durante 10
min, y se recuperaron los sobrenadantes. A cada uno de ellos se les agrego 2,5
volumenes de etanol absoluto y se los incubé a -80 °C durante 2,5 h. Posteriormente se
centrifugd a 9.000 x g durante 30 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. El residuo
insoluble obtenido, constituido mayormente por ARN, se lavé con etanol 70% v/v, se
centrifugd a 11.000 rpm durante 10 min a 4 °C, se descarté el sobrenadante y se
eliminaron los residuos de etanol por evaporacion al vacio. EI ARN precipitado se
disolvi6 en 300 pL de agua mQ tratada con DPEC (Dietilpirocarbamato) y se lo volvié a
precipitar agregando 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2,5 volumenes de
etanol absoluto. Las muestras se dejaron precipitando durante toda una noche a -20 °C.

Dia 3
Luego del paso de precipitacion, las muestras se centrifugaron a 16.000 x g

durante 20 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. Se lavo el material precipitado con
etanol 70% v/v, centrifugando luego a 16.000 x g por 5 min a 4 °C para separar el
material precipitado. Luego de eliminar el etanol residual en los precipitados por
desecado al vacio, se disolvié el ARN en 30 pL de agua mQ tratada con DEPC.

Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su uso.
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3.1.2.2. Método del CTAB modificado

Se extrajo ARN total de frutos de F. vesca cv H4 tipo salvaje y de cuatro eventos
de transformacioén (CBM2, CBM3, CBM4 y CBM 5) en cuatro estadios de madurez (E2,
E3, E4 y E5), siguiendo el protocolo del CTAB modificado (Amaya y col, 2016), ajustado
al material y equipos disponibles en el laboratorio.

Se pesaron 200 mg de fruto pulverizado en presencia de nitrégeno liquido en tubos
eppendorf pre-enfriados de 1,5 mL, se agregdé 600 pL de buffer de extraccién
precalentado a 65 °C, se homogeneizo por agitacién con vortex e incub6 a 65 °C durante
10 min. Luego de la incubacién en caliente, se centrifugd a 10.000 x g a 4 °C durante 5
min, se elimino el residuo sdélido y se separd el sobrenadante. Se hizo una extraccién
organica agregando el mismo volumen de solucién de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1 v/v) y luego de homogeneizar en vortex, la muestra se centrifugd a 11.000 x g a 4
°C por 10 min para separar las fases. Se recuperd la fase acuosa y se repitio el paso de
extraccion organica una vez mas. Luego de los pasos de extraccion organica, se
precipité el ARN total extraido del tejido agregando a la fase acuosa recuperada LiCl
hasta una concentracion final de 3 M (3/5 del volumen recuperado en caso de usarse
una solucién stock de LiCl 8 M), y se dejé en agua-hielo durante 60 min. EI ARN
precipitado se separo por centrifugacién a 17.000 x g a 4 °C durante 40 min. Se descart6
el sobrenadante y el precipitado se disolvié en 500 yL de SSTE precalentado a 65 °C.
Una vez resuspendido, se repitid el paso de extraccién organico con solucion de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v). La fase acuosa se trasvaso a un tubo limpio, se
agregaron 2 volumenes de etanol absoluto y 0,2 volumenes de solucién de acetato de
sodio 3 M y se precipité el ARN durante 60 min a -20 °C. Se centrifugé a 17.000 x g
durante 30 min y se eliminé el sobrenadante. El material precipitado se lavé con 500 pL
de solucién de etanol 70% (v/v), se secé al vacio y finalmente se disolvié en 25 pL de
de agua mQ tratada con DEPC. El contenido y pureza de las muestras de ARN se

determiné espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 260 nm y 280 nm y

luego se almacenaron a -80 °C hasta el momento de su uso.
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Buffers utilizados:

Buffer de extraccién de ARN Buffer SSTE
e 2% (p/v) CTAB e 10 mM Tris-HCl
o 2% (p/v) PVP-40 e 1mMEDTA
e 2 M NaCl e 0.5%SDS
e 100 mM Tris-HCI e 1M NaCl
e 25 mM EDTA e pHB&.0
e 2% beta-mercaptoetanol
e pHS8.0
Notas:

e Usar guantes en todo momento.

e Esterilizar todo el material y soluciones en autoclave.

e Mantener las muestras en hielo en todo momento, salvo en el paso de disolucion del
ARN en buffer SSTE, para evitar la precipitacion del SDS.

e Almacenar tanto el buffer de extraccion como el SSTE a 30 °C para mantener los
reactivos en solucién.

3.1.3. Analisis del ARN total
Para chequear la integridad del ARN extraido, cada muestra de ARN total (2 pL)

fue analizada mediante electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes (agarosa
1% pl/v, formaldehido 1% v/v, buffer MOPS 1X [MOPS 200 mM, acetato de sodio 50
mM, EDTA 10 mM, pH 7,0]). Previo a su siembra en el gel, se agregdé a cada muestra
15,5 uL de buffer MOPS 1X, formamida 50% v/v, formaldehido 20% v/v y bromuro de
etidio 0,3 ug uL™", y se desnaturalizé durante 10 min a 65 °C. A cada muestra se le
agrego 3,5 pL de buffer muestra para ARN 6X (glicerol 50% p/v, EDTA 1 mM, azul de
bromofenol 0,4% pl/v, xilencianol 0,4% p/v). Finalmente, las muestras se sembraron y
corrieron en el gel de agarosa desnaturalizante a un voltaje constante de 70 V usando
como buffer MOPS 1X. La integridad del ARN se determiné visualmente usando un

transiluminador evaluando la integridad de las bandas correspondientes al ARNr.

3.1.4. Purificacion del ARN

Los extractos de ARN se trataron con RQ1 DNAsa (1 U yL™") para eliminar posibles
contaminaciones con ADN gendmico. Se armaron las siguientes mezclas de reaccion

para cada muestra de ARN total a purificar:
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o Buffer DNAsa 10X: 2,5 yL

e RQ1 DNAsa: 1 L de solucién de enzima cada 1 uyg de ARN
e ARN: 4-6 pg

e H,ODEPCc.s.p.: 25 uL

Armadas las mezclas de reaccién, se las incubo6 a 37 °C durante 30 min. Luego
se llevod la mezcla a un volumen de 100 pL con H2O DEPC vy se realizé una extraccion
agregando 100 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Las mezclas se
homogeneizaron en vortex y luego se centrifugaron a 11.000 x g durante 10 min a 4 °C.
Se separo la fase acuosa y se precipitd el ARN purificado agregando 2,5 volimenes de
etanol absoluto y 0,2 volumenes de acetato de sodio 3 M, pH 5,2, e incubando durante
60 min a -20 °C. El material precipitado se separé por centrifugacion a 17.000 x g por
45 min a 4 °C, se lavé con 200 pL de etanol 70% (v/v) y se volvio a centrifugar a 17.000
x g durante 10 min a 4 °C. Luego de eliminar los residuos de etanol por desecado al

vacio, el ARN purificado se disolvié en 15 pyL de H.O mQ tratada con DEPC.

Se constaté la ausencia de contaminacion de ADN gendmico en el ARN purificado
por medio de PCR con cebadores especificos. La ausencia de producto de amplificacion
dio cuenta de la ausencia de ADN genémico. El ARN purificado se utilizé como molde

en la transcripcion reversa para generar el ADN complementario (ADNCc).

3.1.5. RT-PCR

Se obtuvo ADN complementario (ADNc) de los distintos extractos de ARN por
medio de una reaccion de transcripcion reversa utilizando la enzima M-MLV (Moloney
murine leucemia virus reverse transcriptase, Promega, 200 U yL™"). Se mezclaron 2 ug
de ARN purificado con 0,3 pmoles de hexameros generados al azar (Random primers,
Biodynamics). La mezcla se incubd primero a 70 °C durante 10 min, luego 5 min en hielo
y finalmente 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 0,1 pmoles
de dNTPs, 5 pL de buffer de reaccion M-MLV 5X, 1 uL de enzima M-MLV vy la cantidad
necesario de H»O para alcanzar un volumen final de 25 uL. Luego, la mezcla de reaccién

se incubo a 37 °C por 90 min para generar el ADNc y a 95 °C por 5 min para inactivar
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la enzima M-MLV. ElI ADNc generado se almacend a -20 °C hasta el momento de su

uso.

El ADNc obtenido a partir del ARN extraido con el método del borato caliente se usé
como molde para el chequeo de la transformacion de las plantas. El ADNc obtenido a
partir de ARN extraido con el método del CTAB modificado se usé como molde para el

analisis de expresion de genes.

3.1.6. Caracterizacion de frutos sobreexpresantes de F. vesca
3.1.6.1. Peso de los frutos
Se registro el peso de los frutos luego de la cosecha. Se registro el peso de 15

frutos por evento de transformacion, para cada estadio de madurez fisioldgica.

3.1.6.2. Firmeza del fruto

La firmeza de los frutos se evalud utilizando un Texturémetro TX. TAplus, Stable
Micro System Texture Technologies®, Scarsdale, NY, equipado con una sonda Perspex
cilindrica de 25 mm de diametro (codigo: P/25P) y una celda de carga de 30 kg
(PL/CEL/30). Se realizdé un ensayo de compresion, midiéndose la fuerza maxima en gr
necesaria para generar una deformacion del fruto de 0,5 mm. Se usaron las siguientes
condiciones para la medida: modo del ensayo: compresién; velocidad pre-ensayo: 0,25
mm s'; velocidad durante el ensayo: 0,25 mm s'; velocidad post-test: 10 mm s™;
objetivo a cumplir: distancia de 0,5 mm. Los datos de fuerza en funcién de la distancia
comprimida se adquirieron con el programa “Exponent Lite Analysis” provisto por el
equipo, a razoén de 200 datos por segundo. Se midi6 la firmeza de 10 frutos de cada

evento de transformacion por estadio de madurez fisiolégica.

3.1.6.3. Contenido de azucares solubles en alcohol
Se hicieron extractos etandlicos de frutos de F. vesca cv H4, tanto tipo salvaje
como de cuatro eventos transgénicos (CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5), en tres estadios
de madurez (E3, E4 y E5). para ser utilizados en la determinacién de azucares totales.

Frutos congelados se molieron en nitrégeno liquido, luego 1 g del polvo resultante se
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resuspendidé en 6 mL de etanol absoluto. La mezcla se homogeneizo, se centrifugd a

10.000 x g durante 10 min a 4 °C y se diluyd 1 mL del sobrenadante a 5 mL finales con
agua destilada.

El contenido de azucares totales se determiné por el método de antrona. Se
mezcld 0,1 mL del extracto etandlico diluido con 1 mL de una solucidn de antrona
(2 g L") disuelta en H,SO, 66% (v/v). Las mezclas se incubaron a 100 °C por 12 min,
se las enfrié en bafio de agua en oscuridad por 20 min y finalmente se determiné el
contenido de azucares totales espectrofotométricamente a 625 nm. Se usoé glucosa
como patrén de referencia.

Las medidas se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como g de

glucosa por kg de fruto.

3.1.6.4. Aislamiento de polisacaridos de la pared celular

Se analizo el contenido de pared celular en frutos de F. vesca cv H4 tipo salvaje y
de cuatro eventos transgénicos (CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5), en cuatro estadios de
madurez (E2, E3, E4 y E5). Los polisacaridos totales de pared celular se obtuvieron
como residuo insoluble en alcohol (RIA) de acuerdo con d’Amour y col., (1993), con
algunas modificaciones. Aproximadamente 1 g de frutos congelados se
homogeneizaron con 4 volumenes de etanol absoluto. La mezcla se hirvié con reflujo
durante 30 min; el homogenato se centrifugd a 10.000 x g por 30 min, descartandose
luego el sobrenadante. El residuo sdlido se lavo tres veces con 5 ml de etanol absoluto,
repitiéndose el paso de centrifugacion en cada ocasion. Finalmente, el residuo se seco
a 37 °C hasta la obtencién de peso constante. Los resultados se expresaron como mg

de RIA cada 100 mg de tejido.

3.1.6.5. Medida de actividad expansina total

Se midi6 la actividad expansina en frutos de F. vesca cv H4 tipo salvaje y de 4
eventos de transformacién (CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez

(E3, E4 y E5). Los extractos proteicos se realizaron de acuerdo a lo descrito en la
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seccion 2.1.2.2 y la determinacién de la actividad expansina de acuerdo a lo descrito en

la seccion 2.1.3.3.

3.1.6.6. Medida de actividad poligalacturonasa (PG)

Se midi6 la actividad PG en frutos de F. vesca cv H4 tipo salvaje y de 3 eventos
de transformacion (CBM3, CBM4 y CBM5) en tres estadios de madurez (E3, E4 y E5).
La metodologia utilizada para la estimacién de la actividad se adapt6 de Nogata y col.,
(1993). Se pesd 1 g de frutos congelados y se le agregé 3 mL de buffer acetato de
sodio/acido acético 0,05 M, PVPP 1% p/v (pH 6,0). La mezcla se homogeneizé y luego
se centrifugé a 12.000 x g durante 30 min. Se descart6 el sobrenadante. El residuo
sélido se lavd con 3 mL de acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0) y luego se
centrifugd a 12.000 x g durante 30 min. Se descarto el sobrenadante y se repitio el paso
de lavado una vez mas. El residuo sodlido resultante del segundo lavado se extrajo con
3 mL de acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0), NaCl 1 M con agitacion a 4 °C
durante 2 h. Se centrifugdé a 12.000 x g durante 30 min y se dializé el sobrenadante
durante 16 h contra 20 volumenes de buffer acetato de sodio/acido acético 0,05 M, pH
6,0, a fines de eliminar el NaCl. El extracto dializado se utilizé para la determinacién de
la actividad poligalacturonasa total (tanto endo- como exo-). Se prepard una mezcla de
reaccion conteniendo 350 pL de acido poligalacturénico (0,3% p/v) disuelto en buffer
acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0), 350 uL de buffer acetato de sodio/acido
acético 0,05 M (pH 6,0) y 700 uL de extracto. La cinética se llevé a cabo a 37 °C, se
tomaron alicuotas a las 0, 6, 12 y 24 h y se congelaron inmediatamente con nitrégeno
liquido para interrumpir la reaccion.

El contenido de acido galacturénico liberado se determiné siguiendo el protocolo
descripto en Diaz y col., (2007); 100 uL de reactivo de cobre (NaCl 23,3% p/v, acetato
de sodio 5,4% p/v, CuS0O4+*5H,0 0,5% p/v, pH 4,8) se anadieron a 100 uL de cada
muestra a hidrolizar. Se incubaron las muestras a 100 °C durante 15 min previo al

agregado de 0,8 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido (dilucién en agua destilada
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1:40), y luego se midi6é la absorbancia a 750 nm. Se realizdé una curva de calibracion

utilizando cantidades variables de acido galacturénico 1 mM (Fluka). La actividad PG se

expres6 como nmol de acido galacturénico liberado por min y por kg de fruto.

3.1.6.7. Analisis de expresion de genes por RT-qgPCR

Se buscaron en la base de datos GenBank del sitio web NCBI las siguientes
secuencias nucleotidicas de siete genes reportados de Fragaria x ananassa
involucrados en el metabolismo de la pared celular: Fragaria x ananassa expansina 1
(FaExp1; AF163812.2); Fragaria x ananassa expansina 2 (FaExp2; AF159563);
Fragaria x ananassa expansina 4 (FaExp4; DQ183068); Fragaria x ananassa expansina
5 (FaExp5; AF226702); Fragaria x ananassa expansina 6 (FaExp6; AF226703); Fragaria
X ananassa poligalacturonasa 1 (FaPG1; DQ458990.1) Fragaria x ananassa
pectinesterasa 1 (FaPE7; AY324809.1). Asimismo, se busco la secuencia del gen de
Fragaria x ananassa codificante para la proteina gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (FaGAPDH1; AB363963), a ser usado como gen de referencia. En
funcion de dichas secuencias se buscaron los genes ortélogos en el genoma de Fragaria
vesca y se usaron sus secuencias en el disefio de cebadores especificos para gPCR
utilizando el software Primer3.

Se pusieron a punto las concentraciones de cada juego de cebadores para
obtener eficiencias de amplificacién cercanas al 100% y se realizd una cuantificacion
relativa de la expresion de los siete genes a nivel de ARN mensajero, mediante
reacciones de amplificacion en cadena por la ADN polimerasa en tiempo real (RT-
gPCR). Las mismas se llevaron a cabo utilizando un equipo StepOne Plus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) utilizando SYBR Green | como método de deteccion.
Se siguieron las especificaciones del kit FastStart Universal SYBR Green Master Mix
(Roche) para reacciones con un volumen final de 10 pL.

Se usb el siguiente programa de ciclado: 95 °C durante 10 min; 40 ciclos de 95 °C

durante 15 s y 60 °C durante 1 min, con un paso de medicién de fluorescencia al final
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de cada ciclo de 15 s. Al final al programa de ciclado se le agrego la obtencién de una

curva de disociacion para cada reaccion, de modo tal de detectar posibles

contaminaciones.

El analisis se llevé a cabo utilizando muestras de ADNc de frutos tipo salvaje y de
cuatro eventos de transformacién (CBM2, CBM3 CBM4 y CBM5) en cuatro estadios de
madurez (E2, E3, E4 y E5). Se incluyeron 3 réplicas biolégicas de cada condicién
analizada. La cuantificacion relativa se realizo utilizando a una de las réplicas bioldgicas
de frutos tipo salvaje en estadio dos (E2) de maduraciéon como normalizador. Como gen

de referencia se utilizé el gen GAPDH1 de Fragaria vesca.

3.1.6.8. Analisis secuencial de las proteinas ortélogas predichas en F. vesca
Teniendo presente la condicion de “predicho” para los genes encontrados en el
genoma de F. vesca, se decidid realizar un analisis de las secuencias proteicas
predichas de modo tal de confirmar que las proteinas putativas presentan las
arquitecturas tipicas de las proteinas en estudio. Se utilizé la base de datos ProSite

[http://prosite.expasy.org/; (Sigrist y col., 2013)] para identificar y delimitar los dominios

conservados de las proteinas. Asimismo, se hizo un alineamiento multiple de las
secuencias proteicas de todas las expansinas de F. vesca correspondientes a los genes
analizados por RT-gPCR, incluyendo también la secuencia de la proteina FaEXP2, a
modo de referencia. Se calcularon las matrices de identidad tanto para las proteinas
completas como para cada dominio identificado por separado. Todo el analisis se llevo
a cabo empleando el programa en linea Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y los
alineamientos multiples se construyeron y editaron con el programa JalView 2

(Waterhouse et al., 2009).
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3.2. Resultados

3.2.1. Analisis de las lineas transgénicas
y verificacién de la expresion del gen CBM-FaEXP2

El trabajo se inici6 a partir de plantas de Fragaria vesca preexistentes,
transformadas para sobreexpresar el médulo de unién a carbohidratos de la Expansina
2 de Fragaria x ananassa (CBM-FaEXP2).

Se describe brevemente la generacién de estas plantas, realizada previamente
por la Dra. Cristina Nardi y el Dr. Hernan Rosli

Se uso la base de datos de dominios conservados del sitio prosite en la busqueda
y reconocimiento de dominios putativos en la secuencia proteica de la expansina 2 de
Fragaria x ananassa (FaEXP2). Se encontrd que la proteina presenta la arquitectura
tipica de las expansinas, la cual consiste en un péptido transito en el extremo N-terminal,
seguido por dominio similar al de las glicosil hidrolasas (EG45, Fig. 3.2.1) y un CBM
putativo en el extremo C-terminal de la proteina (Fig. 3.2.1).

Siguiendo la estrategia de clonado mencionado en la seccion 3.1.1. se consiguio
fusionar el CBM presente en el extremo C-terminal de la proteina FaEXP2 a la secuencia
que codifica para el péptido transito que dirige la expresion de la proteina nativa a la
pared celular, eliminando de ese modo el dominio que presenta similitud con las glicosil

hidrolasas (EG45, Fig. 3.2.1).
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Fig. 3.2.1. Esquema de la estrategia de clonado utilizada. Se muestran las dos reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR1y PCR2) utilizadas en la generacién de la construccién destinada
a la sobreexpresion de la proteina CBM-FaEXP2 en la pared celular de F. vesca (ver seccidn
3.1.1). Se detallan los dominios identificados sobre la secuencia nucleotidica del gen FaExp2.
PS: péptido transito; EG45: dominio similar al de las glicosil hidrolasas; CBM: mddulo de union
a carbohidratos; regla: escala en pares de bases. Las flechas indican las regiones de anillado
de los cebadores utilizados. Para ambas reacciones se muestran esquemas de los productos
de amplificacion.

Luego, se introdujo el constructo descripto en A. tumefaciens GV3101, a fin de
transformar F. vesca (3.1.1.2). Luego de pasar por la etapa de regeneraciéon de los
explantos de hoja de F. vesca cv H4 transformados con el constructo de interés, se
recuperaron 7 eventos de transformacion independientes, rotulados en forma arbitraria
como CBM1 a CBM7.

A partir de este material inicial, severifico la expresion tanto del transgen de interés
(CBM-FaExp2) como del gen codificante para el marcador de seleccion de resistencia
a kanamicina, por medio de RT-PCR a tiempo final, usandose cebadores especificos
para cada gen y ARN extraido de frutos en estadio 3 como molde. Como control de la
estabilidad del ADNc se us6 el gen de una endoxilanasa y cebadores especificos,

probados en ensayos previos del grupo de investigacién. Como control negativo de
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transformacion se utilizd material proveniente de una linea de F. vesca cv H4 sin

transformar (WT).

Todas las muestras evaluadas dieron resultado positivo a la amplificacion del
control endogeno de endoxylanasa, sin embargo, sélo los eventos de transformacion
dieron resultado positivo a la amplificacién tanto del transgen como del gen de
resistencia al antibiotico kanamicina (Fig. 3.2.2. a 3.2.4). La evidencia indica que luego
de la regeneracion de los callos transformados se recuperaron 7 eventos transformados

de forma independiente.

Fig. 3.2.2. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento de 166 pb del gen
de endoxylanasa. WT: evento sin transformar; CBM1 a CBM7
eventos transformados; C (-) control de PCR sin molde.

Fig. 3.2.3. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento de 251 pb del gen
de resistencia a kanamicina. WT: evento sin transformar; CBM1 a
CBM7 eventos transformados; C (-) control de PCR sin molde.
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Fig. 3.2.4. Amplificacién por RT-PCR de un fragmento de 301 pb del
transgen CBM-FaEXP2. WT: evento sin transformar; CBM1 a CBM7
eventos transformados; C (-) control de PCR sin molde.

3.2.2. Extraccion de ARN total

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se usaron dos métodos de extraccion
de ARN total, uno de ellos fue el método del borato caliente (Wan y Wilkins, 1994),
conocido por su robustez y alta calidad del producto final, y el otro fue el método del
CTAB modificado (Amaya y col, 2016), probado exitosamente en frutilla. Con el primer
método se hicieron las extracciones de ARN total para poder realizar los chequeos de
los distintos eventos de transformacién, obteniéndose material en buena cantidad y de
muy buena calidad (Fig. 3.2.5 y Tabla 3.2.1). El inconveniente con el método del borato
caliente fue la cantidad de tejido inicial (2 g), prohibitivo para hacer extracciones
necesarias para llevar a cabo el analisis de expresién de genes tal como se lo describi6
en la seccion 3.1.7.7, dada la cantidad de frutos necesarios. Por ello se probé y decidio
hacer uso del protocolo del CTAB modificado en el cual se puede partir de 0,2 g de
tejido, y completar la extraccion de ARN en un dia de trabajo. Los resultados obtenidos
con este método fueron muy buenos, se obtuvo ARN de muy buena calidad y en una
cantidad excelente (Fig. 3.2.5 y Tabla 3.2.1). Teniendo presente la cantidad de tejido
inicial para ambos protocolos, el método del CTAB modificado resulté ser mucho mas
eficiente. Se utilizd este método en la extraccion del ARN total de los frutos para llevar

a cabo el analisis de expresion de genes comparativo previsto.
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Fig. 3.2.5. Analisis de integridad de ARN. Se muestran ejemplos de muestras de ARN de frutos de
F. vesca cv. H4 tipo salvaje en el estadio 3 de maduracion. A) ARN obtenido con el método del
borato caliente. B) ARN obtenido con el método del CTAB modificado.

Tabla 3.2.1. Comparacion entre los dos métodos de extraccién de ARN utilizados. Las muestras
comparadas son las mismas que se muestran en los geles de la Fig. 3.2.5.

A 1(WT)
A2 (WT)
A2 (WT)

B 1(WT)

B 2 (WT)

B3 (WT)

Método pg pLt

Borato Caliente

Borato Caliente

Borato Caliente
CTAB Modificado
CTAB Modificado

CTAB Modificado 1,50

260/280  (pg Totales)

2,15
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3.2.3. Caracterizacion de los frutos
3.2.3.1. Peso

Todos los frutos provenientes de eventos de transformacién presentaron
caracteristicas fenotipicas similares a las de los frutos tipo salvaje (WT), en cuanto a
tamano, forma y color.

Al analizar el perfil del peso de los frutos tipo salvaje entre los estadios E2 a E5
(Fig. 3.2.6), si bien no se observan diferencias significativas en el peso de los frutos a lo
largo del proceso de maduracion, se ve una tendencia de aumento del peso del fruto del
estadio dos (E2) al cuatro (E4), con una sucesiva disminucién del peso hacia el estadio
cinco (E5) (Fig. 3.2.6).

Al comparar el peso de frutos de los eventos transgénicos con el peso de los frutos
tipo salvaje, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los estadios de

madurez analizados (Fig. 3.2.7).

Fig. 3.2.6. Perfil del peso de frutos de F.
vesca cv H4 tipo salvaje. Se nuestros
de los de frutos en 4 estadios de
madurez (E2, E3, E4 y E5). Los
resultados se analizaron mediante

1.5+

ANOVA vy las medias se compararon
por medio de un test de Tukey

&
\ (p<0,05).
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Fig. 3.2.7. Peso de frutos en distintos estadios de madurez fisioldgica en planta. WT: frutos tipo
salvaje; CBM1 a CBM7 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez.
Los resultados se analizaron mediante ANOVA en cada estadio de madurez. Las medias de los
eventos transformados se compararon contra la media de frutos tipo salvaje mediante un test
de Dunnett (p<0,05).

3.2.3.2. Firmeza
Como primera instancia se analizo el perfil de firmeza en frutos de F. vesca cv H4
tipo salvaje entre los estadios dos (E2) y cinco (E5). El cultivar se caracterizé por
presentar frutos blandos. Comparados con frutos de Fragaria x ananassa la firmeza

medida en F. vesca se encuentra casi un orden de magnitud por debajo de los valores
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esperados para la variedad comercial. Asimismo, al igual que en la variedad comercial,

se observd una disminucion progresiva en la firmeza con el avance de la maduracion
(Fig. 3.2.8), siendo la disminucién entre los estadios dos (E2) y tres (E3) la de mayor
relevancia. No se observo diferencia estadistica en los valores de firmeza media entre
los estadios cuatro (E4) y cinco (E5) (Fig. 3.2.8).

En lo que respecta a los eventos transformados, no se observaron diferencias
significativas en la firmeza de los frutos transgénicos comparados con los frutos tipo
salvaje en los estadios 2 y 5, pero si se encontraron diferencias significativas en los
estadios 3 y 4 (Fig. 3.2.9). Para el estadio 3 (E3) se observa que los eventos CBM1,
CBM 3, CBM 4, CBM5, CBM6 y CBM7 presentan una firmeza mayor a la de los frutos
tipo salvaje (Fig. 3.2.9). Para el caso del estadio 4 la diferencia se mantiene para los
eventos CBM1, CBM3, CBM4 y CBM7, pero deja de observarse en los eventos CBM5

y CBMS6 (Fig. 3.2.9).

Fig. 3.2.8. Perfil de la firmeza de frutos tipo
salvaje de F. vesca cv H4. Se muestra la
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Fig. 3.2.9. Firmeza de frutos en distintos estadios de madurez fisioldgica en planta. WT: frutos
tipo salvaje; CBM1 a CBM7 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. Los resultados se analizaron mediante ANOVA por estadio de madurez. Las medias
de los eventos transformados se compararon contra la media de frutos tipo salvaje mediante
un test de Dunnett (p<0,05). Los asteriscos (*) indican diferencia estadistica con el tipo salvaje.

3.2.3.3. Aislamiento de polisacaridos de la pared celular
Se aislaron los componentes de la pared celular vegetal de frutos como residuos
insolubles en alcohol (RIA). En el analisis se incluyeron frutos tipo salvaje y frutos de
cuatro eventos transformados (CBM2, CBM3, CBM4, CBM5) en cuatro estadios de
madurez (E2, E3, E4 y E5). Se estudio el perfil de RIA en la maduracion para cada

evento (Fig. 3.2.10), y también se comparoé el contenido de RIA de los distintos eventos
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transformados con el propio de los frutos tipo salvaje en cada uno de los estadios de

madurez analizados (Fig. 3.2.11).

No se observaron diferencias en los perfiles de RIA de los distintos eventos

analizados (Fig. 3.2.10). Hay una caida pronunciada en el contenido de RIA entre los

estadios E2 y E3, para luego mantenerse hasta el final de la maduracién, a excepcion

del evento CBM5, donde también se verifica un descenso en el contenido de RIA entre

E3 y E4. Para la mayoria de los eventos, no se observan diferencias significativas en el

contenido de RIA correspondiente a los tres ultimos estadios de madurez (E3, E4 y E5).

Sin embargo, se repite un patrén de disminucion entre los estadios E3 y E4 vy, un leve

aumento entre E4 y ES5.
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Fig. 3.2.10. Perfil de contenido de pared celular expresado como RIA de frutos de F. vesca cv H4.
WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5: frutos de eventos transformados; E2,
E3, E4 y E5: estadios de maduracion Los resultados para cada evento se analizaron mediante
ANOVA vy las medias se compararon mediante un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas
indican diferencias estadisticamente significativas entre estadios del WT o de cada evento.
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En lo que respecta a la comparacion del contenido de RIA de los eventos

transgénicos con el tipo salvaje, s6lo se observaron diferencias significativas en dicho

contenido en frutos del evento CBM5 en el estadio tres (E3) de maduracion (Fig. 3.2.11).

Si bien no se observaron diferencias significativas en el contenido de RIA en los estadios

dos, cuatro y cinco entre ninguno de los eventos transformados y tipo salvaje, cabe

destacar que en los estadios dos, tres y cuatro (E2, E3 y E4) existe una tendencia a un

mayor contenido RIA para los eventos transformados (Fig. 3.2.11).
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Fig. 3.2.11. Residuos insolubles en alcohol de frutos en distintos estadios en planta. WT: frutos
tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5: frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5:
estadios de maduracién Los resultados se analizaron mediante ANOVA por estadio de
madurez. Las medias correspondientes a los frutos transformados se compararon contra la
media de los frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los asteriscos (*)
indican diferencia estadistica con respecto al WT.

3.2.3.4. Azucares totales solubles en alcohol

Se analiz6 el contenido de azucares totales en frutos tipo salvaje y en frutos de

cuatro eventos transformados (CBM2, CBM3, CBM4 y CBMb5) en tres estadios de

madurez (E3, E4 y E5). Al igual que para el caso del analisis del contenido de pared

como RIA, se estudié tanto el perfil de cada evento en los distintos estadios de madurez,
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como una comparacion del contenido de azucares totales de los frutos transgénicos con

frutos tipos salvaje en cada estadio de madurez. En lo que respecta a los perfiles, no se
observé un Unico comportamiento (Fig. 3.2.12). Para el caso de los frutos tipo salvaje
se observo una disminucién en el contenido de los azucares totales disueltos en alcohol
del estadio tres (E3) al estadio cinco (E5), mientras que no se observé un perfil definido
para el caso de los eventos transgénicos (Fig. 3.2.12). CBM3 presenté un perfil similar
al de los frutos tipo salvaje, mientras que en CBM2 y CBM4 no se observaron diferencias
estadisticas en el contenido de azucares totales en los tres estadios de maduracion
estudiados. En CBM5 se observaron diferencias significativas entre los estadios E4 y
E5, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas entre ninguno de estos dos

estadios y el estadio E3 (Fig. 3.2.12).
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Fig. 3.2.12. Perfil de contenido de azlcares totales de frutos de F. vesca cv H4. WT: frutos tipo
salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E3, E4 y E5: estadios
de madurez. Los resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se
compararon mediante un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa.
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Al comparar el contenido de azucares de los distintos eventos transgénicos con

los frutos tipo salvaje en cada estadio, se observaron diferencias significativas en todos
los casos, al menos en uno de los eventos transgénicos (Fig. 3.2.13). En el estadio tres
(E3) todos los eventos transgénicos presentaron un menor contenido de azucares
totales que los frutos tipo salvaje (Fig. 3.2.13). En el estadio cuatro (E4), se observé la
misma tendencia, a excepcién del evento CBM3, que a pesar de tener una media menor
a la de los frutos tipo salvaje, no presentd diferencia estadistica con el control sin
transformar (Fig. 3.2.13). En el estadio cinco (E5), s6lo se observaron diferencias
significativas en el evento CBM5, con un contenido de azucares mayor al de los frutos

tipo salvaje (Fig. 3.2.13).
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Fig. 3.2.13. AzUcares totales en tres estadios de madurez fisiolégica en planta. WT: evento sin
transformar; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 eventos transformados; E3, E4 y E5: estadios de
madurez. Los resultados se analizaron mediante ANOVA por estadio de madurez. Las medias
correspondientes a los eventos transformados se compararon contra la media de los frutos
tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los asteriscos (*) indican diferencias
significativas con el tipo salvaje.
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3.2.3.5. Genes ortélogos en F. vesca y
puesta a punto de cebadores para RT-PCR

Se buscaron en el GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) las

secuencias nucleotidicas de los siete genes involucrados en el metabolismo de la pared
celular, mencionados en la seccién 3.1.7.7. A excepcién de los genes FaExp2, FaExp4
y FaPG1, las secuencias disponibles en la base de datos corresponden a secuencias
parciales de los genes de interés. Se usaron dichas secuencias en la busqueda de los
genes ortélogos en el genoma de F. vesca. Se encontraron los siete genes de interés,
sin embargo, los mismos estan identificados en el genoma de F. vesca como genes
predichos dada su homologia secuencial con genes previamente caracterizados vy, por
lo tanto, sus nombres son diferentes a los de los genes conocidos en Fragaria x
ananassa (Tabla 3.2.1), a pesar de que sus secuencias en la mayoria de los casos sean
100% idénticas. Interesantemente los genes ortélogos de FaEXP1 y FaEXP6 en F.
vesca tienen el mismo nombre FVEXPG, a pesar de ser genes diferentes. Por tal motivo
en el presente trabajo se las considera isoformas de la misma enzima, y se las nombré
arbitrariamente como FvEXP6a al analogo de FaEXP1 y FVvEXP6b al analogo de
FaEXP6.

Se usaron las secuencias de los genes ortélogos encontrados en el disefio de
cebadores especificos para PCR en tiempo real. Las concentraciones de los cebadores
disefados se ajustaron para obtener eficiencias de amplificacién cercanas al 100%

(Tabla 3.2.2).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Tabla 3.2.1. Genes analizados. Se muestra la notacién de los genes caracterizados
previamente en Fragaria x ananassa y la propia de los ortélogos predichos en F. vesca.
Para cada secuencia se indica su nimero de referencia, GenBank para el caso de Fragaria

x ananassa y NCBI para el caso de F. vesca.

Fragaria x ananassa GeneBank Gen ortélogo en Referencia NCBI
(Fxa) Fxa F. vesca F. vesca
Fakxpl AF163812.2 FvExpba XM_004302701.2
expansina 1 expansin-A6, isoforma a
Fakxp2 AF159563 FVExp10 XM_004307684.2
expansina 2 expansina-Al10
Fabxp4 DQ183068 FVExpl XM_004297244.2
expansina 4 expansina-Al
Faxp> AF226702 FvExp1-like XM_004299299.2
expansina 5 expansina-Al-like
Fatxpb AF226703.1 FVEXPGD XM_004300379.2
expansina 6 expansina-A6, isoforma b
_ fapGl DQ458990.1 FvPGHlike XM_004293396.2
poligalacturonasa 1 exo-poligalacturonasa-like
FaPEl FVPPE8B-like
tinesterasa 1 AY324809.1 pectinesterasa/pectinesterasa | XM_004287634.2
pectinesterasa inhibidor PPE8B-like
FaGAPDH1 I Sﬁipcazf fat
gliceraldehido-3-fosfato AB363963 gliceralaehido-=-1ostaro XM_004309993.2

deshidrogenasa 1

deshidrogenasa GAPC2,
citosolica

Tabla 3.2.2. Nombres y secuencias de los cebadores usados en las reacciones de RT-gPCR.
Para cada juego de cebadores se muestra la concentracidén de uso en las reacciones de
PCR, asi como el tamafio del producto de amplificacién. Fw: cebador sentido; Rv: cebador

antisentido.
. Concentracion Amplicon
Secuencia (5' => 3') P
(nM) (bp)
FaEXP1 oF AAAGGGAATGAGAGGGTG
oA L FVEXp6a 500 162
FaEXP1 gRv ACTGGCTTACATAAACTTGAC
FaEXP2 oF AAAGGGAGGGATCAGATTC
oA L FVExp10 400 182
FaEXP2 gRv CTTGTCCGTTGAGGTAGT
FaEXP4 oF TCTTCTTGGTGGGTCTTC
Al L FvExpl 300 147
FaEXP4 gRv GGCTGTAGAGGTTTCCATA
FaEXP5 oF AATACAGAGCTGGAATCGT
RO AW | FvExpl-like 500 109
FaEXP5 gRv ATTAGGACCAGGTTGAAGTAT
FaEXP6 oF AATCTTTACAGCCAGGGAT
A L FVEXp6b 500 142
FaEXP6 qRv AAATCGAAGGACTTCCAGA
FaPG1qFw . AATGTGAGATTCGACAGAGTG o0 -
FaPG1-gRv GTGGAAATTTTTGCTGTTAAGTG
FaPELqFw FVPPESB- CAAGTGCACCCAACTTCTGA <00 s
FaPE1-gRv like CTGAGCTACCACAACGTCCA
FaGAPDHLGFw | . | TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG 100 -
FaGAPDH1-gRv AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG
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3.2.3.6. Identificacion de dominios en los genes
predichos en F. vesca analizados RT-qPCR

Se hizo un analisis de dominios conservados en las secuencias proteicas de los
genes putativos de F. vesca analizados por pcr en tiempo real, de modo tal de confirmar
la naturaleza de los genes en estudio. En todas las secuencias se encontraron los
elementos caracteristicos de cada proteina.

Para el caso de las expansinas, todas presentaron la arquitectura caracteristica
de estas proteinas, con un péptido transito en el extremo N-terminal (que dirige la
expresion a la via secretoria), seguido por un dominio similar al de las glicosil hidrolasas
y por ultimo un médulo de unién a carbohidratos en el extremo C-terminal. Para el caso
de FVvPG1 se encontro el sitio activo caracteristico de las poligalacturonasas entre los
residuos 242 y 255. También se identifico el sitio activo caracteristico de las

pectinesterasas en la secuencia proteica de FvPPES8B-like entre los residuos 343 y 352.

3.2.3.7. Analisis de Expansinas por alineamiento multiple

Se compararon las secuencias proteicas de las expansinas estudiadas por PCR
en tiempo real a través de alineamientos multiples de secuencias (Fig. 3.2.14), se
calcularon matrices con porcentajes de identidad tanto para las secuencias de las
proteinas completas como para las secuencias correspondientes a los dos dominios
identificados en estas proteinas (Tablas 3.2.3, 3.2.4, 3.2.5 y 3.2.6). Al analizar las
secuencias completas se observa un alto grado de conservacién entre las expansinas
estudiadas, siendo el rango de los porcentajes de identidad observados entre 67-100%.
La secuencia de la proteina FaEXP2 de donde se extrajo el CBM para realizar el estudio
del efecto de la sobreexpresion de un CBM sobre el fruto, presentd un alto grado de
similitud con las expansinas propias de F. vesca, siendo el rango de porcentajes de
identidad entre 68%-84%. Las secuencias correspondientes a FaEXP2 y su analogo
FVEXP10 resultaron ser un 100% idénticas, la Unica diferencia observada es que la

proteina de F. vesca tiene un residuo mas en el extremo C-terminal.
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El alto grado de conservacién se mantiene en los dos dominios identificados,

aunque la conservacion del dominio catalitico (rango: 75%-90%) es un poco mas alta
que la observada en el CBM (rango: 66%-86%). La mayor divergencia se observo en el
péptido transito, dénde los porcentajes de identidad observados resultaron ser muy

bajos en comparacién al resto de las secuencias analizadas (rango de porcentajes de

identidad: 13%-39%).

Tabla 3.2.3. Matriz de identidad para las secuencias completas de las expansinas estudiadas. Los
valores se expresan como porcentaje (%) de identidad.

Proteinas completas

100,00 82,56 70,24 70,12 68,00 69,88
82,56 100,00 68,77 68,65 67,33 69,20
70,24 68,77 100,00 100,00 74,00 75,50
70,12 68,65 100,00 100,00 73,90 75,40

68,00 67,33 74,00 73,90 100,00 83,94
69,88 69,20 75,50 75,40 83,94 100,00

Tabla 3.2.4. Matriz de identidad para las secuencias correspondientes a los dominios cataliticos

identificados en las expansinas estudiadas. Los valores se expresan como porcentaje (%) de
identidad.

Dominios cataliticos |

100,00 89,57 80,53 80,53 75,22 82,30
89,57 100,00 77,88 77,88 75,22 81,42
80,53 77,88 100,00 100,00 77,88 81,42
80,53 77,88 100,00 100,00 77,88 81,42
75,22 75,22 77,88 77,88 100,00 89,38
82,30 81,42 81,42 81,42 89,38 100,00

Tabla 3.2.5. Matriz de identidad para las secuencias correspondientes a los mddulos de union a
carbohidrato identificados en las expansinas estudiadas. Los valores se expresan como
porcentaje (%) de identidad.

Moddulos de Unidn a Carbohidratos

100,00 82,50 72,50 72,50 71,25 66,25
82,50 100,00 70,00 70,00 71,25 68,75
72,50 70,00 100,00 100,00 82,50 78,75
72,50 70,00 100,00 100,00 82,50 78,75

71,25 71,25 82,50 82,50 100,00 86,25
66,25 68,75 78,75 78,75 86,25 100,00
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Tabla 3.2.5. Matriz de identidad para las secuencias correspondientes a los péptidos transito
identificados en las expansinas estudiadas. Los valores se expresan como porcentaje (%) de

identidad.
Péptidos Transito
100.00 33.33 29.41 29.41 20.00 33.33
33.33 100.00 38.89 38.89 22.22 21.05
29.41 38.89 100.00 100.00 14.29 13.33
29.41 38.89 100.00 100.00 14.29 13.33
20.00 22.22 14.29 14.29 100.00 35.00
33.33 21.05 13.33 13.33 35.00 100.00

FYEXPBa ASLHERLLECIASEIEASEEMYANAGTR S QR UL LN g i AN G GACGYGNLY SQGYGVNTAALSTAL FNNG
FYEXPED
FYEXPI0
FaExp2
FVEXPT
FVEXP1-like
”IHV A‘:
Consensus A o 1l L
CoAs OQMNGy =
MA++MAF++C+A+TLLV+LLNLC+R+++RYYGGGWVGHHATFYGGGDRSGTMGGJ\.CGYGNLYSQGYGTNTAALSTALFNNG

FYEXFBa LSCGACFEI KCGDDPRWCTAGKPS I FYTATNFCPPNFAQPSDNGGWCNPPRTHFDL AMPMFLKI AEYKAG I VPVSYRRVPC
FYEXPED
FYEXP10 - - ) ) ) )
FakExp2 LSCGSCYEMRCDNDPRWCLPGEIS | I VTATNFCPPNFAQANDNGGWCNPPLQHFDLAEPAFLQI AQYRAGIVPVSFRRVAC
FYEXP1 LGCGSCYE | RCVNDPKWCLPGEES | VWTATNFCPPNNALPNNAGGWCNPPOQHHFDLSQPVFQHI AQYKAGVVPVSYRRVPC
FYEXP1-like LSCGACFE | KCVNDPKWCL PGEES | LVTATNFCPPNNHLPNNNGGWCNPPOHHFDLAOPVFOHIAOYRAGIVPVSYRRVPC

Consensus
FYEXFEBa 162 FNLVLVTNVAGAGD | VSVSVKGTNT GWWMPMSRNWGONWQSNSVLVGQALS FRVRGSDRRSSTTYNVEL¥
FYEXPED 161 FNLVLVSNVAGAGD | VRVSVYKGSRT GWMSL SRNWGONWQSNSVLVGQASLSFRVTGSDRRSST SWN | iyl
FYEXP10 157 FNLVLITNVAGAGDVHSVS | KGSKGGWISMSRNWGONWOSNNYLNGOQALSFQVTTSDGRTVT SNNVEsTS
FaExp2 157 FNLVLITNVAGAGDVHSVS | KGSKGGWISMSRNWGONWASNNYLNGOQALSFQVTTSDGRTVT SNNVEsT
FYEXP1 154 FNLVLITNVGGAGDVHSVSVKGSRT GWOAMSRNWGONWOSNSYLNGOQALSFKVTTSDGRTVVSY NA st
FYEXP1-like 153 FNLVLITNVGGAGDVQOSVS | KGSRTNWIPMSRNWGONWOSNSYLDGASLSFKVTTSDGRTVVSNN A ss)

Consensus
FYEXFPEa 243 260
FYEXPEh 242 259
FYEXP10 238 253
FaExp2 238 252
FYEXP1 235 251
FYEXP1-like 234 250

Consensus

HPHNWOFGQTFSG+QFRV
Fig. 3.2.14. Alineamiento multiple de las secuencias proteicas de seis expansinas: FVEXP6a,

FVEXP6b, FVEXP10, FaEXP2, FVEXP1 y FvEXP1-like. En verde se indican las secuencias
correspondientes a los péptidos transito; en azul a los dominios simil glicosil hidrolasas; en
rojo a los médulos de unién a carbohidrato.
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3.2.3.8. Expresion relativa

Se realizé un analisis comparativo de la expresién de siete genes involucrados en
el metabolismo de la pared celular (ver seccién 3.1.7.8), contrastando los niveles de
expresion relativos de ARNm de dichos genes en frutos de eventos transgénicos con
los correspondientes a frutos tipo salvaje. Para cada gen estudiado se realizaron dos
analisis complementarios. En el primero, se estudiaron los perfiles de expresion para
cada evento por separado, de modo de evaluar posibles cambios con respecto al perfil
de expresion observado en frutos tipo salvaje. En el segundo, se compararon los niveles
de expresion por estadio, siempre contrastando los valores medios de expresion
relativos de frutos transgénicos con los correspondientes al de frutos tipo salvaje en
cada estadio. En ambos analisis se relativizaron los valores de expresion a una de las
réplicas biolégicas de frutos tipo salvaje en estadio dos de maduracion (WT E2).

3.2.3.8.1. FvExp6a

El perfil de expresion del gen FvExp6a en frutos tipo salvaje se caracterizé por una
continua disminucién de los niveles de ARNm con el avance de la maduracion (Fig.
3.2.14). Los perfiles observados en los eventos transgénicos resultaron ser similares al
de los frutos tipo salvaje (Fig. 3.2.15). Sin embargo, en los eventos CBM3, CBM4 y
CBMB5, la disminucion resulté ser menos pronunciada que los frutos tanto del tipo salvaje
como los del evento CBM2, entre los estadios dos y tres (E2-E3).

Al comparar la expresion del gen por estadio, a excepcién del evento CBM2 en el
estadio 3 (E3), se observd una tendencia hacia una mayor expresion en los frutos
correspondientes a eventos transformados que en los frutos tipo salvaje, que en algunos

casos fue estadisticamente significativa (Fig. 3.2.16).
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Fig. 3.2.15. Perfiles de expresidn relativa de FvExp6a en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo
salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificacion se relativizé a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre
estadios de una misma planta.
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Fig. 3.2.16. Analisis comparativo de la expresion de FvExp6a en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a la
expresion en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizé a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los

asteriscos (*) indican diferencia estadistica con respecto al tipo salvaje.
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3.2.3.8.2. FVExp6b

Los resultados obtenidos para los perfiles de expresion a nivel de ARNm del gen

FvExp6b en frutos tipo salvaje fueron similares a los obtenidos para la isoforma

FvExp6a. Se observoé una continua disminucién en los niveles de su ARNm con el

avance de la maduracion del fruto (Fig. 3.2.17). Los perfiles correspondientes a los

eventos transgénicos resultaron ser similares al propio de los frutos tipo salvaje, con la

diferencia de una disminucién de la expresion menos pronunciada en los eventos CBM3,

CBM4 y CBM5 entre los estadios dos y tres (E2-E3).

En la comparacion de los niveles de expresion por estadio, solo se observaron

diferencias significativas en los estadios tres y cuatro, siendo en ambos casos la

expresion observada en los frutos de los eventos CBM3, CBM4 y CBM5 mayor a la

correspondiente de los frutos tipo salvaje (Fig. 3.2.18). La misma tendencia se observo

en todos los eventos en el estadio cinco (E5; Fig. 3.2.18).
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Fig. 3.2.17. Perfiles de expresién relativa de FvExp6b en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo
salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificacion se relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.18. Analisis comparativo de la expresion de FvExp6b en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a la
expresion en el tipo salvaje en estadio dos. WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5
frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.

3.2.3.8.3. FvExp10

El perfil de expresion del gen FvExp10 para los frutos tipo salvaje se caracterizd
por una clara disminucién en los niveles de ARNm con la maduracion (Fig. 3.2.19). Los
perfiles observados para los eventos transgénicos presentaron las mismas
caracteristicas, con la salvedad de que en los eventos CBM4 y CBM5 la disminucion de
los niveles de ARNm resulté ser menos pronunciada que en el resto de los eventos
analizados (Fig. 3.2.19).

En todos los estadios de madurez analizados se obtuvieron diferencias
significativas con los niveles de expresion de los frutos tipo salvaje, al menos en uno de
los eventos transgénicos analizados (Fig. 3.2.20), siendo en todos los casos la expresion
observada en los frutos transgénicos mayor que la correspondientes a los frutos tipo
salvaje. A pesar de no resultar significativas, se aprecié una tendencia general a una
mayor expresion en los eventos transgénicos que los frutos tipo salvaje, sobre todo en

los estadios tres, cuatro y cinco (E3, E4 y E5).
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Fig. 3.2.19. Perfiles de expresidn relativa de FvExpl10 en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo
salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificacion se relativizé a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.20. Analisis comparativo de la expresion de FvExp10 en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a la
expresion en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizé a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.
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3.2.3.8.4. FvExp1

El perfil de expresion del gen FvExp1 en frutos tipo salvaje se caracterizd por una
marcada disminucion en los niveles de ARNm entre los estadios dos y tres (E2-E3; Fig.
3.2.20). Si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de expresién del gen entre los estadios tres (E3), cuatro (E4) y cinco (E5), los
resultados mostraron una clara tendencia hacia la disminucién en los niveles de ARNm
con la maduracion del fruto (Fig. 3.2.21). Los perfiles de expresién observados en los
eventos transgeénicos resultaron ser similares al obtenido para los frutos tipo salvaje,
(Fig. 3.2.21), siendo la disminucién entre los estadios dos y tres (E2 y E3) la de mayor
relevancia (Fig. 3.2.21).

No se detectaron diferencias significativas en la comparacion de la expresion
relativa en los eventos transgénicos con los frutos tipo salvaje en el estadio dos de
maduracién (Fig. 3.2.22). Sélo se observaron diferencias significativas para el evento
CBM4 en el estadio tres (E3), para el CBM5 en el estadio cuatro (E4) y para el CBM2
en el estadio cinco (E5), en todos los casos observandose una mayor expresién para

los eventos transgénicos que para los frutos tipo salvaje en cada estadio (Fig. 3.2.22).
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Fig. 3.2.21. Perfiles de expresidn relativa de FvExp1 en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo salvaje;
CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificacion se relativizd a una de las réplicas biolégicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.22. Andlisis comparativo de la expresidon de FvExpl en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a la
expresion en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.

3.2.3.8.5. FvExp1-like

La expresion del gen FvExp1-like a nivel de ARNm en frutos tipo salvaje se
caracteriz6 por disminuir entre los estadios dos y tres (E2-E3), mantenerse
practicamente constante entre los estadios tres y cuatro (E3-E4), y finalmente aumentar
entre los estadios cuatro y cinco (E4-E5; Fig. 3.2.23). Los perfiles observados en los
distintos eventos transgénicos resultaron ser similares al descripto para los frutos tipo
salvaje, salvo en el evento CBMS5 en el que no se observo el aumento en la expresion
al final de la maduracion entre los estadios cuatro y cinco (E4-E5), como en el resto de
los eventos analizados (Fig. 3.2.23).

En la comparacion de la expresion relativa del gen entre los frutos de los eventos
transgénicos y los frutos tipo salvaje por estadio, se observaron diferencias significativas
en todos los estadios de maduracién, al menos para uno de los eventos transgénicos

(Fig. 3.2.24). En el estadio dos (E2) se observd una tendencia hacia una menor
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expresion en los eventos transgénicos que en los frutos tipo salvaje, siendo la observada

en el evento CBM2 estadisticamente significativa (Fig. 3.2.24). En el estadio tres (E3)
s6lo se observaron diferencias significativas en los eventos CBM3 y CBM4, siendo la
expresion en los frutos de esos eventos mayor a la de los frutos tipo salvaje (Fig. 3.2.24).
En el estadio cinco (E5) se observaron diferencias significativas en los eventos CBM4 y

CBMS5, siendo mayores los niveles de ARNm en el primero y, menores en el segundo.
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Fig. 3.2.23. Perfiles de expresion relativa de FvExpl-like en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos
tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5:
estadios de madurez. La cuantificacidn se relativizé a una de las réplicas biolégicas de frutos
WT E2. Los resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA vy las medias se
compararon mediante un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.24. Andlisis comparativo de la expresiéon de FvExp1-like en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a
la expresidn en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.

3.2.3.8.6. FvPPE8B-like

El perfil de la expresion del gen FVPPESB-like en frutos tipo salvaje se caracterizé
por una rapida disminucion en los niveles de ARNm del gen con el avance de la
maduracion (Fig. 3.2.25). Los perfiles observados en los eventos transgénicos
resultaron ser muy similares al propio de los frutos tipo salvaje, con la salvedad de que
en los frutos del evento CBM4 la caida en los niveles de ARNm entre los estadios dos y
tres (E2-E3) no fue tan pronunciada como en el resto de los eventos analizados (Fig.
3.2.25).

No se detectaron diferencias significativas entre los niveles de expresion en frutos
de los distintos eventos transgénicos y tipo salvaje en el estadio dos (E2) de maduracion
(Fig. 3.2.26). En el estadio tres (E3) sélo se observé una mayor expresion respecto a
los frutos tipo salvaje en el evento CBMS3, siendo esta mayor al de los frutos sin
transformar (Fig. 3.2.26). A excepcion del evento CBM4 en el estadio cinco (E5), todos
los eventos mostraron una mayor expresién del gen FvPP8B-like que los frutos tipo

salvaje en los estadios cuatro y cinco (E4 y E5; Fig. 3.2.26).
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Fig. 3.2.25. Perfiles de expresidn relativa de FVPPE8B-like en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo
salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificaciéon se relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.26. Anadlisis comparativo de la expresién de FVYPPE8B-like en frutos de F. vesca cv. H4, relativa
a la expresion en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.
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3.2.3.8.7. FvPG1

El perfil de los niveles expresion relativa para el gen FvPG 1 durante la maduracion
de frutos tipo salvaje se caracterizé por una rapida disminucion de los niveles de ARNm
entre los estadios dos y tres (E2-E3), para mantenerse practicamente constante hasta
el final de la maduracion del fruto (Fig. 3.2.27). El evento CBM2 presentd un perfil de
expresion similar al observado en los frutos tipo salvaje, sin embargo, en los eventos
CBM3, CBM4 y CBM5 se obtuvieron perfiles diferentes al observado en los frutos tanto
tipo salvaje como a los del evento CBM2. En el evento CBM3 la expresion se mantuvo
constante entre los estadios dos y tres (E2-E3), disminuy6 entre los estadios tres y
cuatro (E3-E4) y se mantuvo constante hasta el final de la maduracién (E4-E5; Fig.
3.2.27). En los eventos CBM4 y CBM5 se observaron perfiles de expresion similares,
caracterizados por un ligero aumento en los niveles de ARNm entre los estadios dos y
tres (E2-E3), para luego disminuir en forma continua hacia el final de la maduracién (E3-
E5; Fig. 3.2.27).

No se detectaron diferencias significativas en la expresién relativa del gen FvPG1
entre los frutos de los eventos transgénicos y frutos tipo salvaje en el estadio dos (E2)
de maduracién (Fig. 3.2.28). En el estadio tres (E3) se observé una tendencia hacia una
mayor expresion del gen a nivel de ARNm en los cuatro eventos transgénicos
analizados, siendo la correspondiente a los eventos CBM3, CBM4 y CBM5
estadisticamente significativa (Fig. 3.2.28). Para estos tres eventos la expresion relativa
resulté ser aproximadamente unas cuatro veces superior a la observada en los frutos
tipo salvaje. En el estadio cuatro (E4), la expresion del gen resultdé ser mayor a la
observada en frutos tipo salvaje en los cuatro eventos transgénicos analizados,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas en todos los casos (Fig.
3.2.28). En el estadio cinco (E5) s6lo se observaron diferencias significativas en la
expresion relativa entre los frutos del evento CBM2 y los frutos tipo salvaje (Fig. 3.2.28).
La misma tendencia, aunque no estadisticamente significativa se observo en los eventos

CBM4 y CBMS.
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Fig. 3.2.27. Perfiles de expresion relativa de FVPG en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo salvaje;
CBM2, CBM3, CBM4 y CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de
madurez. La cuantificaciéon se relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los
resultados para cada evento se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon mediante
un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Fig. 3.2.28. Andlisis comparativo de la expresion de FVPG en frutos de F. vesca cv. H4, relativa a la
expresion en el tipo salvaje en estadio dos (E2). WT: frutos tipo salvaje; CBM2, CBM3, CBM4 y
CBMS5 frutos de eventos transformados; E2, E3, E4 y E5: estadios de madurez. La cuantificacion se
relativizd a una de las réplicas bioldgicas de frutos WT E2. Los resultados se analizaron mediante
ANOQOVA por estadio de madurez. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se
compararon con la media de frutos tipo salvaje mediante un test de Dunnett (p<0,05). Los
asteriscos (*) indican diferencia estadistica al tipo salvaje.
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3.2.3.9. Actividad Poligalacturonasa (PG)

Se midié la actividad poligalacturonasa en frutos tanto tipo salvaje como
provenientes de los eventos CBM3, CBM4 y CBMS5, en tres estadios de madurez (E3,
E4 y E5; ver seccién 3.1.7.7).

Se realizé un andlisis de los perfiles de actividad PG para cada evento por
separado, (Fig. 3.2.29. A). En frutos tipo salvaje se observé un aumento de la actividad
PG entre los ultimos estadios de madurez (E4-E5) (Fig. 3.2.29. A). Ninguno de los
perfiles observados en los eventos transgénicos coincidié con el de los frutos del tipo
salvaje (Fig. 3.2.29. A). En el evento CBM3 se observo una continua disminucién en la
actividad PG con la maduracion, mientras que en los eventos CBM4 y CBMS5 no se
observaron diferencias significativas en la actividad PG en ninguno de los estadios de
madurez analizados (Fig. 3.2.29 A).

Al comparar la actividad de los eventos transgénicos con la observada en frutos
tipo salvaje por estadio de madurez, en todos los estadios la actividad en los eventos
transgénicos resulté ser inferior a la medida en los frutos tipo salvaje, siendo la diferencia

estadisticamente significativa en la mayoria de los casos (Fig. 3.2.29. B).
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Fig. 3.2.29. Actividad PG en frutos de F. vesca cv. H4. WT: frutos tipo salvaje; CBM3, CBM4 y CBM5
frutos de eventos transformados; E3, E4 y E5: estadios de madurez. Actividad normalizada en
funcion del peso del tejido, expresada como nmol de acido galacturdnico liberado por miny
por kg de fruto. A) Perfiles de actividad PG de cada evento analizado, los resultados se
analizaron por evento mediante ANOVA y las medias se compararon utilizando un test de
Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas. B) Analisis
comparativo de la actividad PG en frutos de F. vesca cv H4 entre los eventos transformados y
los frutos del tipo salvaje. Los resultados se analizaron por estadio de madurez mediante
ANOVA. Las medias correspondientes a los eventos transgénicos se compararon con la media
de frutos tipo salvaje utilizando un test de Dunnett (p<0,05). Los asteriscos (*) indican
diferencia estadistica al tipo salvaje.
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3.2.3.10. Actividad Expansina

Con el objetivo de determinar la mejor condicién para la determinacién de la
actividad expansina en frutos de F. vesca cv. H4 se realizé una curva dosis respuesta
para cada extracto de frutos tipo salvaje, en cada uno de los estadios de madurez
analizado. En todos los casos se determiné tanto la extension total neta del hipocétilo
en el tiempo de ensayo a pH 4,5, como la actividad expansina especifica (Fig. 3.2.30,
Fig. 3.2.31 y Fig. 3.2.32). Se eligi6 como mejor condicion a la mayor concentracion de
proteinas del extracto que cumpla con el requisito de mayor actividad neta para una
misma actividad especifica. Con ello se buscé la existencia de un punto de saturacion
en el sistema de medicion elegido.

Para el estadio tres (E3) de maduracién, se eligi6 como mejor condicién a una
concentracion de proteinas de 200 yg mL™. La extensidn total neta resulté en un
aumento continuo con la concentracion del extracto analizado (40, 100 y 200 ug mL™;
Fig. 3.2.30 A), mientras que no se observaron diferencias significativas en la actividad
expansina especifica entre las distintas concentraciones ensayadas (Fig. 3.2.30 B). Si
se observaron diferencias significativas entre la actividad especifica determinada en
presencia de las distintas diluciones del extracto proteico y el control sin proteina (Fig.
3.2.30 B).

Para el estadio cuatro (E4) de maduracion, se eligi6 como mejor condicion a una
concentracion de proteinas de 250 ug mL™. En este estadio en particular se ensayaron
las siguientes concentraciones del extracto proteico: 0, 100, 250 y 500 ug mL™". Se
observé un aumento continuo de la extension total neta hasta la de 500 ug mL"’
(Fig. 3.2.31 A). No se observaron diferencias significativas en la actividad expansina
especifica a las distintas concentraciones ensayadas (Fig. 3.2.31 B). Todas las
determinaciones en presencia de proteina presentaron diferencias significativas con el
control sin proteina (Fig. 3.2.31 B). Se eligio como mejor condicién a 250 ug mL" por el
hecho de no llegar a concentraciones de mas 500 ug mL™" en los extractos de todos los

eventos analizados.
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Finalmente, para el estadio cinco (E5), se eligi6 como mejor condiciéon a una

concentracion de proteinas de 200 yg mL™. La extensién total neta resulté en un
aumento continuo con la concentracion del extracto analizado (0, 100, 200 y
400 yg mL"; Fig. 3.2.32 A), mientras que no se observaron diferencias significativas en
la actividad expansina especifica entre las distintas concentraciones ensayadas (Fig.
3.2.32 B). Si se observaron diferencias significativas entre la actividad especifica
determinada en presencia de las distintas diluciones del extracto proteico y el control sin
proteina (Fig. 3.2.32 B). Se eligi6 como mejor condicion a 200 ug mL™" por el hecho de
no llegar a concentraciones de mas 400 ug mL™" en los extractos de todos los eventos

analizados.
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Fig. 3.2.30. Dosis/respuesta para la actividad expansina total en frutos de F. vesca cv. H4 tipo
salvaje en estadio tres (E3) de maduracion. A) Actividad neta expresada como um min™. B)
Actividad expansina especifica expresada como pmemLemintemg®. En ambos casos los
resultados se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon entre si utilizando un
test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias significativas.




3.2. Resultados

A 400- d B 25

B T _ b

§ 300. C % %FE’ 201 b b

£ § 2. 15

g 200- g § §'§ R

S b §§§§ §§§ g E 10 §§§

7 | = £

a2 NN 12 \
Concentraciéon (mg mL™") Concentraciéon (mg mL™")

Fig. 3.2.31. Dosis/respuesta para la actividad expansina total en frutos de F. vesca cv. H4 tipo
salvaje en estadio cuatro (E4) de maduracion. A) Actividad neta expresada como um min™. B)
Actividad expansina especifica expresada como pmemLemintemg™. En ambos casos los
resultados se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon entre si utilizando un
test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias significativas.
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Fig. 3.2.32. Dosis/respuesta para la actividad expansina total en frutos de F. vesca cv. H4 tipo
salvaje en estadio cinco (E5) de maduracion. A) Actividad neta expresada como pm min. B)
Actividad expansina especifica expresada como pmemLemintemg™. En ambos casos los
resultados se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon entre si utilizando un
test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias significativas.




3.2. Resultados

Se construyo el perfil de actividad expansina especifica durante la maduracién de

frutos tipo salvaje con los resultados obtenidos en los ensayos dosis respuesta para
cada estadio de madurez (E3, E4 y E5; Fig. 3.2.33 A), observandose un aumento
continuo en la actividad expansina especifica con la maduracion (Fig.3.2.33 A). En lo
que respecta a los perfiles de los distintos eventos transgénicos, se observé un
comportamiento distinto al de los frutos tipos salvaje. Si bien no se obtuvieron
diferencias significativas en las actividades especificas entre los estadios tres (E3) y
cuatro (E4), se observa en todos los eventos transgénicos una tendencia hacia una
ligera disminucion en la actividad antes de aumentar considerablemente en el estadio
cinco (E5; Fig. 3.2.33 A).

Al comparar por estadio la actividad expansina determinada en los frutos
transgénicos con la propia de los frutos tipo salvaje, en el estadio tres (E3) de
maduracién soélo se observaron diferencias significativas en la actividad expansina
determinada en el evento CBM5, siendo esta menor a la observada en frutos tipo salvaje
(Fig. 3.2.33 B). En los estadios cuatro (E4) y cinco (E5) en cambio, todos los frutos
provenientes de eventos transgénicos presentaron una menor actividad expansina que
en los frutos tipo salvaje, siendo la diferencia en todos los casos estadisticamente

significativa (Fig. 3.2.33 B).
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Fig. 3.2.34. A) Perfil de la actividad expansina especifica (umemLemintemg™) en frutos de F. vesca
cv. H4 entre los estadios tres y cinco (E3-E5) de maduracion. WT: frutos tipo salvaje; CBM2,
CBM3, CBM4 y CBMS5: eventos transfomados; E3, E4 y E5: estadios de maduracon. Los
resultados se analizaron por estadio de madurez mediante ANOVA y las medias se compararon
entre si utilizando un test de Tukey (p<0,05). Letras distintas indican diferencias significativas.
B) Comparacion entre la actividad expansina especifica (umemLemintemg?) en frutos de
cuatro eventos transgénicos (CBM2, CBM3, CBM4 y CBM5) y frutos tipo salvaje (WT), en los
estadios tres, cuatro y cinco de maduracién (E3, E4 y E5). Los resultados se analizaron
mediante ANOVA y las medias de los eventos transgénicos se compararon con la propia de los
frutos tipo salvaje por estadio, utilizando un test de Dunnett (p<0,05). Los asteriscos (*)
indican diferencias significativas con la actividad observada en frutos tipo salvaje.
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Uno de los factores determinantes de la calidad y vida poscosecha de un fruto es
su firmeza, dada principalmente por la rigidez mecanica impuesta por la pared celular.
En el area de la tecnologia poscosecha es constante el estudio y desarrollo de nuevas
estrategias que permitan controlar el ablandamiento de los frutos. Tradicionalmente las
mismas se disefan en base a tratamientos fisicos y quimicos, pero con el advenimiento
de las herramientas de la ingenieria genética y la biologia molecular se han desarrollado
estrategias utilizando estas tecnologias, principalmente valiéndose del silenciamiento
de genes clave del metabolismo de la pared celular. Si bien se ha conseguido reducir la
expresion de estos genes a niveles muy bajos, no se han obtenido grandes diferencias
en la firmeza final del producto, lo que nos habla de un fendmeno altamente regulado
en el que participan varios actores en forma concertada y redundante.

En este capitulo se presentd el desarrollo de una estrategia basada en la
ingenieria genética y biologia molecular, con la que se intentd conseguir una
disminucion general del metabolismo de la pared celular sobreexpresando el modulo de
union a carbohidratos de la expansina dos de Fragaria x ananassa (CBM-FaEXP2) en
la pared celular de F. vesca. Por su caracter de modulo, un CBM deberia mantener tanto
su plegamiento como sus propiedades fuera del contexto de la proteina a la que
pertenece. Previamente, se caracterizd in-vitro a la proteina recombinante CBM-
FaEXP2, producida en células de E. coli (Nardi y col., 2013), demostrandose que el
modulo aislado mantiene su capacidad de unidn a carbohidratos, pudiendo unirse en
forma promiscua a celulosa, xilano y pectinas. Su sobreexpresion en la pared deberia
entonces generar una competencia por los sustratos con el resto de las enzimas
involucradas en el metabolismo de la pared, provocando una reduccion general del
mismo, con un concomitante efecto sobre las propiedades y caracteristicas del fruto.

Existen antecedentes del uso de una estrategia similar en A. thaliana, en la que

se estudio la sobreexpresion constitutiva del CBM-FaEXP2 en la pared celular (Nardi y




3.3. Discusion

col., 2015). En esa ocasion la sobreexpresion generd una alteracién en el metabolismo

de la pared, que se tradujo en plantas mas altas, paredes con mayor contenido de
carbohidratos y enriquecidas en pectinas, células de mayor tamafo, disminucion en la
expresion de algunos genes (AtPG, AtB-Gal, AtB-Xyl5, AtExp8, AtExpb, Ata-Arat) y en
la actividad de algunas enzimas del metabolismo de la pared celular (PG, B-Gal, B-Xyl,
a-Ara).

La misma estrategia aplicada en F. vesca cv H4 en esta tesis dio lugar a frutos
que no se diferenciaron en su morfologia y desarrollo al compararlos con frutos tipo
salvaje, mientras que si se observaron diferencias en cuanto a su firmeza, contenido de
azucares solubles, expresion de genes relacionados al metabolismo de la pared celular
y actividad de poligalacturonasa, principal enzima que degrada pectinas de la pared
celular.

En lo que respecta a las caracteristicas fenotipicas de los frutos, no se observaron
diferencias en color, tamano y peso entre los eventos transgénicos y los frutos tipo
salvaje, ni tampoco se observaron diferencias fenotipicas entre las plantas enteras, lo
cual constituye una marcada diferencia con lo reportado previamente en A. thaliana
(Nardi y col., 2015).

En cuanto a la firmeza del fruto, tanto para los controles como para las lineas
transgénicas se observa que el principal descenso de la misma ocurre entre los estadios
E2 y E4, y luego continua descendiendo levemente en el estadio E5. Excepto en la linea
CBM2, los frutos de todas las lineas transgénicas presentaron mayor firmeza (14-33%)
que los controles en el estadio E3. Dicha diferencia también persistio en el estadio E4
para las lineas 1, 3, 4 y 7 (14-24%) (Fig. 3.2.10). En el caso del estadio E2, los frutos
provenientes de varias de las lineas transgénicas presentaron una clara tendencia hacia
una mayor firmeza, pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Cabe senalar, que el cultivar F. vesca cv. H4 poduce un fruto blando con valores de
firmeza que rondan en el limite inferior de operacion del equipo empleado en las

mediciones. Este hecho, sumado al pequefio tamafo y la irregularidad en la forma de
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los frutos redujo la precisiébn de la medida, aumentando considerablemente su

dispersién. Es probable que el uso de un método destructivo para la medicion de la
firmeza, en el que cual la forma del fruto no influya de la misma manera en la medicién,
sea mas apropiado para estos frutos.

Los perfiles observados correspondientes al contenido de pared aislado como
residuos insolubles en alcohol fueron similares a los descriptos en reportes previos para
las variedades de frutillas comerciales (Rosli y col., 2004), con la salvedad del pequefio
aumento observado al final de la maduracién en todos los eventos analizados. Se
destaca el hecho de que el fendmeno coincide con el decaimiento del peso del fruto
observado entre los estadios cuatro y cinco (E4 y E5, Fig. 3.2.7). Teniendo en cuenta
que el valor del contenido de AIR se normaliza en funcion del peso fresco de tejido
utilizado, es probable el aumento observado sea un artefacto producto del parametro de
normalizacion elegido. Seria necesario hacer uso del peso seco del tejido para
corroborar lo antes dicho.

En cuanto a la comparacion del contenido de pared de los eventos transgénicos con
el propio de los frutos tipo salvaje, si bien sélo se detectaron diferencias significativas
para el evento CBM5 en el estadio tres (E3), se observé una ligera tendencia hacia un
mayor contenido en los eventos transgénicos, principalmente en los estadios tres y
cuatro (E3 y E4, Fig. 3.2.12), coincidiendo con los estadios en los que se detectaron las
mayores diferencias en firmeza.

Se conoce que el metabolismo de la pared celular es un fendmeno altamente
regulado de modo tal de mantener la homeostasis de la misma (Hofte, 2015; Wolf y col.,
2012), por lo que es de esperar que los cambios ocurridos luego de provocar una
modificacion en su metabolismo, de existir, sean sutiles. Para el caso del uso de la
estrategia en A. thaliana se reportaron plantas transgénicas con mayor contenido de
pared (Nardi y col., 2015), sin embargo, las mayores diferencias resultaron en la
proporcion de los polisacaridos que la componen, observandose un enriquecimiento en

el contenido de pectinas en la pared de las plantas transgénicas en detrimento del
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contenido de celulosa (Nardi y col., 2015). De este modo, es posible que la diferencia

de firmeza hallada en los frutos transgénicos sea debida no solo a variaciones en el
contenido de pared celular, sino también a un cambio en las proporciones de los
componentes que la constituyen. Un futuro analisis de la composicién de la pared
permitiria corroborar o descartar esta hipotesis.

Con respecto al contenido de azucares totales solubles en alcohol, se detectd un
menor contenido en los frutos transgénicos en dos de los 3 estadios estudiados (E3 y
E4, Fig. 3.2.14). Nuevamente, los estadios en los que se observan las diferencias en el
contenido de azucares solubles se condicen con los estadios en los que se observa
mayor firmeza en los eventos transgénicos, asi como también una tendencia hacia un
mayor contenido de pared como residuos insolubles en alcohol. De este modo, podria
existir una relacion entre una mayor integridad de la pared celular y un menor contenido
de azucares solubles totales. La degradacion de la pared puede conducir a un aumento
de azucares solubles (Posé y col., 2011).

Al comparar los perfiles de expresion de los cinco genes de expansinas analizados
(FvExp6a; FvExp6b; FvExp10; FvExp1; FvExp1-like), un gen de poligalacturonasa
(FvPG1), y un gen de pectin-metil-esterasa (FVPPE8B-like), no se observaron mayores
diferencias entre los correspondientes a los eventos transgénicos con los propios de los
de los frutos tipo salvaje, a excepcion del gen FvPG1, en el que los eventos CBM3,
CBM4 y CBMS5 si presentaron perfiles de expresién diferentes al de los frutos tipo
salvaje. La presencia del CBM-FaEXP2 en la pared no afectaria el perfil de expresion
de estos genes a lo largo de la maduracion. De nuestro conocimiento este el primer
trabajo en el que se reportan los perfiles de expresion de genes del metabolismo de la
pared celular durante la maduracién de F. vesca cv H4, lo cual nos impide corroborar
estas tendencias contra datos de la bibliografia. En cambio, existen diversos trabajos en
los que describen los perfiles de expresién de los mismos genes en diferentes cultivares

de Fragaria x ananassa:
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Autores Gene/s en Estudio Cultivar de Fragaria ananassa
FaEXP2; FaEXP3; FaExp4;
FaExp5; FaExp6; FaExp7
FaExpl; FaEXP2; FaExp4;
FaExp5; FaExp6
FaExpl; FaEXP2; FaExp4;
FaExp5; FaExp6

Harrison y col., 2001 Brighton

Dotto y col., 2006 Selva, Camarosa y Toyonoka

Figueroa y col., 2009 Chandler y F. chiloencis

Villarreal y col., 2008 FaPG1 Selva, Camarosa y Toyonoka
Zhou y col, 2015 FaPG1 Sweet Charlie y Toyonoka
Castillejo y col., 2004 FaPE1 Chandler

En dichos estudios se observa que los perfiles de expresion a lo largo de la
maduracion pueden variar considerablemente entre los distintos cultivares, presentando
perfiles de aumento o disminucién en la expresion dependiendo del cultivar de que se
trate, siendo los perfiles de disminucion los menos frecuentes.

Para el caso particular de expansinas (Harrison y col., 2001; Dotto y col., 2006;
Figueroa y col., 2009), todos los reportes corresponden a ensayos de Northern-blot. Un
hecho consistente en estos reportes es que para todos los cultivares y especies
analizadas de Fragaria, la expresion del gen FaExp2 tiende a aumentar con la
maduracion del fruto, o a lo sumo presentar altos niveles de expresion desde estadios
iniciales del proceso de maduracién y mantenerlos constantes. Lo mismo no ocurre en
F. vesca, donde se observo que la expresion del gen FvExp10 (analogo de FaExp2)
presentd una elevada expresion en el estadio dos (E2, equivalente a verde grande),
para luego disminuir constantemente hacia el final de la maduracién del fruto
(Fig. 3.2.19). A excepcion del gen FvExp1-like (analogo de FaExpb), el resto de los
genes estudiados en F. vesca presentd un perfil de disminucién en la expresién a nivel
de ARNm con la maduracion.

Al comparar los niveles de expresion de los genes de los eventos transgénicos
con los de los frutos tipo salvaje por estadio, se observé una clara tendencia hacia una
mayor expresion en los eventos transgénicos que en los frutos tipo salvaje. Caso

contrario a lo reportado en A. thaliana (Nardi y col., 2015), en el que la sobreexpresion
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del CBM-FaEXP2 en la pared celular resulté en una disminucién de algunos genes del

metabolismo de la pared (AtPG, AfB-Gal, AtB-Xyl5, AtExp8, AtExpb, Ata-Arat) en las
plantas transgénicas comparadas con los controles.

En lo que respecta al analisis de la actividad expansina en el fruto de F. vesca, las
mediciones se lograron realizar sin ningun inconveniente utilizando el protocolo
descripto en el capitulo dos del presente manuscrito (2.1.3.), con la suficiente
sensibilidad para analizar la actividad de estas enzimas a lo largo de la maduracion de
los frutos.

El perfil de actividad de expansina especifica de los controles y de los transgénicos
fue similar, observandose un aumento continuo con la maduracion del fruto, hasta
alcanzar el valor maximo en E5 (Fig. 3.2.34). Este perfil de actividad es similar al
observado en Fragaria x ananassa, descripto en el capitulo uno de este manuscrito
(2.2.3.) y en los reportes previos (Harrison y col., 2001). La comparacion de la actividad
expansina especifica de frutos controles o transgénicos en el mismo estadio indicé que
estos ultimos poseian valores significativamente mas bajos en los estadios E4 y E5;
incluso el evento CBM5 poseia menor actividad desde el estadio anterior (E3) (Fig.
3.2.34).

Al analizar en conjunto los perfiles de actividad expansina con los perfiles de
expresion de los genes de expansina estudiados, sélo se observé una correlacion entre
el perfil de expresion de FvExp1-like (Fig. 3.2.23 y Fig. 3.2.24), que es el unico que se
incrementa entre los estadios E3-E5, al igual que la actividad expansina especifica. Este
gen es analogo a FaExp5 de Fragaria x ananassa, cuya expresion es especifica del
fruto (Harrison y col., 2001; Dotto y col., 2006). Casualmente, en el estadio 3 sdlo se
encuentran diferencias significativas en el evento CBM5 en ambos estudios, mientras
que para los estadios 4 y 5 en ambos casos se observan las mismas diferencias. En
Fragaria x ananassa se han reportado varios genes de expansina que se expresan en
el fruto a lo largo de la maduracion (Harrison y col., 2001; Dotto y col., 2006; Figueroa y

col., 2009).
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De acuerdo a sus niveles de expresion en cultivares de frutilla comercial de firmeza

contrastante, se ha correlacionado un mayor ablandamiento del fruto a una expresion
mayor, 0 mas temprana, de los genes FaExp1, FaExp2 y FaExp5 (Dotto y col., 2006).
En el caso de F. vesca, podria suponerse que el gen FvExp1-like (analogo al gen
FaExp5) contribuye significativamente al ablandamiento del fruto, con el sustento de la
correlacion positiva entre los perfiles de actividad y los de expresion del gen a nivel de
ARNm, y la correlacion negativa del resto de los genes de expansina analizados.

De forma similar a lo observado para el caso de actividad expansina, en el analisis
de la actividad PG, se observo que los frutos transgénicos presentaron menor actividad
que los frutos del tipo salvaje.

Los resultados obtenidos en las determinaciones de actividad expansina y
poligalacturonasa se contrapusieron en gran medida con las cuantificaciones relativas
de la expresion de los genes analizados. En general, las actividades medidas en los
eventos transgénicos resultdé ser menor que en los frutos tipo salvaje, mientras que se
observo una mayor expresion de los genes a nivel de ARNm en los eventos transgénicos
que en los frutos tipo salvaje. Cabria de esperar que un mayor nivel de ARNm se
tradujera en una mayor cantidad de proteina y por lo tanto en mayor actividad, pero no
fue el caso observado para las enzimas medidas.

En A. thaliana, la sobreexpresion de CBM-FaEXP2 en la pared celular vegetal (Nardi
y col., 2015), afecté de modo similar la actividad de un conjunto de enzimas relacionadas
a la degradacién de la pared celular, disminuyendo la actividad de (PG, B-
Galalactosidasa, B-Xylosidasa y a-Arabinofuranosidasa). Sin embargo, el efecto sobre
la expresion fue el opuesto al observado en esta tesis, y la expresion de los genes
relacionados (AtPG, AtB-Gal, AtB-Xyl5, AtExp8, AtExp5 y Ata-Arat1) fue menor en las
plantas transgénicas, lo cual correlaciona con los datos de actividad enzimatica (Nardi
y col., 2015).

Se ha reportado que el CBM-FaEXP2 tiene la capacidad de disminuir la actividad de

enzimas del metabolismo de la pared celular (poligalacturonasa, pectinasa,
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endoglucanasa, xilanasa, endoglucanasa), al menos “in-vitro” (Nardi y col., 2013). El

hecho de que se observe una disminucion en la actividad de enzimas de pared tanto en
A. thaliana como en frutos de F. vesca, sugiere que el mismo fendmeno podria ocurrir
“in-vivo” en plantas sobreexpresantes de un dominio de expansinas.

Actualmente se sabe que las plantas cuentan con complejos mecanismos para
mantener la homeostasis de la pared celular vegetal (Hofte, 2015; Wolf y col., 2014;
Wolf y col., 2012). Cambios tanto en el metabolismo como en la composicion de la pared
resultan en la induccién de cambios compensatorios en el propio metabolismo de la
pared de modo tal de mantener su homeostasis. Por ejemplo, se ha reportado que en
plantas de A. thaliana con pectinmetilesterasa (PME) inhibida debido a la
sobreexpresion del inhibidor de pectinmetilesterasa (PMEI), se observa un aumento en
la via se sefializacion de los brasinoesteroides, conocida por desencadenar cambios
compensatorios aumentando la expresion de agentes que aumentan la relajacion de la
pared celular, entre ellos la expansinas y la misma PME (Hofte, 2015; Wolf y col., 2014).
En ese caso, la modificacion en la expresién de PME se produce como consecuencia,
y a modo de compensacion, de la pérdida de los puentes de Calcio dada la inhibicion
de la PME (Wolf y col., 2014; Wolf y col., 2012; Peaucelle y col., 2012).

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de los frutos de F. vesca
sobreexpresantes de CBM-FaEXP2 se corresponden con un metabolismo de la pared
celular alterado, en el que se disminuye la actividad de al menos dos enzimas claves
para el metabolismo de la pared, como lo son las expansinas y PG, quedando pendiente
la evaluacion de otras enzimas de pared tal como PE, p-Gal, B-Xyl, a-Ara y EGasa. El
fendmeno reportado es similar al observado en A. thaliana sobreexpresantes de PMEI
(Wolf y col., 2014 y Wolf y col 2012), en las que también se observa un aumento en la
expresion a nivel de ARNm de expansina y PME. Es posible suponer un efecto de
compensacion similar en los frutos transgénicos de F. vesca sobreexpresantes de CBM-

FaEXP2.

102



CAPITULO 4

CARACTERIZACION DEL
CBM-FAARAI1




4. Caracterizacion del CBM-FaARA1

Resumen

Las o-L-arabinofuranosidasas (a-L-AFasas EC 3.2.1.55) son enzimas
involucradas en el catabolismo de diversos polisacaridos de la pared celular vegetal,
tales como pectinas y hemicelulosas, catalizando la hidrélisis de residuos de a-L-
arabinofuranosidos no reductores. Analisis bio-informaticos de las secuencias
aminoacidicas de las a-L-arabinofuranosidasas de Fragaria x ananassa predicen la
presencia de un dominio de unién a carbohidratos de la familia CBM_4 9 en estas
proteinas, asociado con afinidad por diversos carbohidratos. En este capitulo se
presenta la caracterizacion del perfil de afinidades del CBM putativo de la enzima a-L-
arabinofuranosidasa 1 de Fragaria x ananassa (CBM-FaARA1). La secuencia
correspondiente al CBM predicho se clond y expresé en células de E. coli. La proteina
recombinante resultante se purifico a partir de agregados proteicos (cuerpos de
inclusiéon) por medio de una cromatografia de afinidad al niquel en condiciones
desnaturalizantes. La proteina recombinante purificada y replegada se sometié a
ensayos de unién a carbohidratos y electroforesis en geles de retardo, encontrandose

que la misma posee afinidad por homogalacturonanos y celulosa.

104



Objetivos

El objetivo de este capitulo fue caracterizar las propiedades de union a
carbohidratos del CBM predicho en la secuencia de la enzima a-L-AFasa 1 de Fragaria
X ananassa, contribuyendo de esa forma al conocimiento de las a-L-AFasas, miembros

de la familia GH51, en un aspecto que aun no habia sido caracterizado.
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4.1. Materiales y Métodos

4.1.1. Analisis in silico de los CBM de arabinofuranosidasas
de Fragaria x ananassa

Se llevd a cabo una busqueda de dominios conservados en las tres proteinas FaARA
reportadas para Fragaria x ananassa (FaARA1, FaARA2 y FaARA3, numeros de
acceso: ABV08815.1, ABV08816.1 y EF635630.1, respectivamente), usando la base de
datos de dominios conservados del sitio NCBI (NCBI Conserved Domains Database,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, Marchler-Bauer et al., 2015). Se

delimitaron las secuencias de los dominios identificados y se analizaron mediante un
alineamiento multiple realizado con el programa Clustal Omega (Sievers et al., 2011).

Los alineamientos se editaron con el programa JalView 2 (Waterhouse et al., 2009).

4.1.2. Clonado y expresion heterdéloga de proteinas recombinantes

Con el objetivo de realizar un analisis comparativo de la capacidad de unién a
carbohidratos de los distintos dominios presentes en la enzima a-L-arabinofuranosidasa
1 de Fragaria x ananassa, se generaron dos construcciones independientes, disefiadas
para la expresion tanto del modulo de unién a carbohidratos (CBM-FaARA1) como del
dominio catalitico (DC-FaARA1), identificados en la secuencia de la enzima. También
se clond la secuencia completa de la proteina, para comparar su comportamiento frente
a carbohidratos con el propio del CBM-FaARA1.

Las construcciones disenadas para la expresion heterdloga de las tres proteinas
recombinantes se armaron haciendo uso de la tecnologia de recombinacion GateWay®
(Invitrogen™). Las secuencias nucleotidicas de los dominios identificados, asi como de
la region codificante para la a-L-arabinofuranosidasa 1 de Fragaria x ananassa completa
se delimitaron y clonaron por PCR haciendo uso de cebadores especificos para cada
caso y un plasmido con el ADNc completo del gen FaAra1 como molde, proveniente de
resultados previos del grupo. En las Tablas 4.1.1 y 4.1.2 se detallan las secuencias de

los cebadores usados en el clonado de cada construccién. En cada caso, se gener6 un
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vector de entrada mediante una reaccién de recombinacion BP entre el producto de

cada PCR y el plasmido pDONR221 (Invitrogen™) siguiendo las recomendaciones del
fabricante de la Clonasa BP. Los clones de expresion se construyeron mediante una
reaccién de recombinacion LR entre cada vector de entrada generado y el plasmido
pDEST17 (Invitrogen™), siguiendo las especificaciones del proveedor de la Clonasa LR.
Células de E. coli BL21(DE3) pLysS transformadas con cada clon de expresiéon se
cultivaron en 100 mL de medio LB suplementado con ampicilina (100 ug mL™) y
cloranfenicol (30 ug mL™), a 37 °C y con agitacion de 200 rpm hasta alcanzar una DO
600 nm = 0,5; luego se disminuyo la temperatura del cultivo a 30 °C y agrego IPTG (1 mM
final) para inducir la expresion de proteinas recombinantes. El cultivo se mantuvo en
esas condiciones durante 4 h. Las células se cosecharon por centrifugacion a 8000 x g

a4 °C por 10 min y los pellets se almacenaron a — 80 °C hasta su uso.

Tabla 4.1 Pares de cebadores utilizados en la construccion de los clones de expresion.

Construccion Cebador Molde Amplicon (pb)
GW-CBM/FL(FaAral) Fw
CBM-FaARA1 ABV08815.1 715
CBM(FaAral)-GW Rv
GW-DC(FaAral) Fw
DC-FaARA1 ABV08815.1 1180
DC/FL(FaAral)-GW Rv
GW-CBM/FL(FaAral) Fw
FL-FaARA1 ABV08815.1 2011
CD/FL(FaAral)-GW Rv

Tabla 4.2 Secuencias de los cebadores utilizados en la construccion de los clones de
expresion. Secuencias GateWay agregadas para la recombinacién especifica: en letra
negrita y cursiva; Codon de stop para bacteria: las tres letras subrayadas en cada
cebador anti sentido; Secuencias cebadoras especificas: letras sin adornar.

Cebador Secuencia 5'=>3'
GW-CBM/FL(FaARA1) Fw 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATCGAGGGCAGAGTTGAAGTCCAAACAGCACAG-3'
CBM(FaARA1)-GW Rv 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTAATGTCCCTTGTACGTGTCCAAAG-3'
GW-CD(FaARA1) Fw 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATCGAGGGCAGAGCCAGAAAAGGGTTGATATGG-3'
CD/FL(FaARA1)-GW Rv 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTAGCTAGAAGAGATAGAGGAAG-3'
GW-CBM/FL(FaARA1) Fw 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATCGAGGGCAGAGTTGAAGTCCAAACAGCACAG-3'
CD/FL(FaARA1)-GW Rv 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTAGCTAGAAGAGATAGAGGAAG-3'
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4.1.3. Purificacion de proteinas en condiciones desnaturalizantes

Se aplico la misma estrategia para todas las proteinas recombinantes. Los pellets
de células inducidas de E. coli BL21 (DE3) pLysS se resuspendieron en buffer A
(NazHPO4 8,0 mM, KoHPO4 1,4 mM, NaCl 286,0 mM, KCI2,6 mM, pH 7,4), PMSF
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 2,0 mM, DTT (1,4-Dithiothreitol) 0,1 mM y EDTA (acido
etilendiamintetracético) 5,0 mM; en una proporcion de 30 mL de buffer A por cada gramo
de peso humedo de pellet de células. La suspensiéon de células se incubd durante 30
min en hielo y luego se someti6 el preparado a 3 ciclos de sonicado en hielo (1 min de
sonicado, 1 minuto de descanso) en un equipo Sonics® Vibra-Cell VCX130 PB
configurado a un 30% de amplitud. Los lisados se centrifugaron a 10.000 x gy 4 °C
durante 20 min. El residuo insoluble conteniendo agregados de proteina recombinante
(cuerpos de inclusion) se disolvié en buffer B (buffer A suplementado con 1% de SDS
[Sodium Dodecyl Sulfate]) y la solucién resultante se usé como punto de partida en la
purificacion de las proteinas recombinantes mediante una cromatografia de afinidad al
niquel (NiAC) en condiciones desnaturalizantes. Se siguidé el protocolo descripto por
Schlager et al. (2012) con minimas modificaciones. La cromatografia se adapté a una
columna HisTrap HP (GE Healthcare) de 1 mL y a un cromatdgrafo Akta Prime Plus (GE
Healthcare). Se uso buffer C (buffer A suplementado con 0,1% p/v de sarkosyl (n-lauroil
sarcosinato de sodio) como buffer de lavado y equilibrado y, buffer D (buffer C
suplementado con 500 mM de imidazol [1,3-Diazol]) como buffer de elucion.

El cromatégrafo utilizado es un FPLC disefiado especificamente para purificacion
de proteinas. Permite monitorear la cromatografia en tiempo real midiendo la
absorbancia a 280 nm, la conductividad de la fase movil y el porcentaje (%) del buffer
B. También viene provisto de un colector automatico de fracciones, con lo cual fue
sencillo una vez terminada la cromatografia seleccionar aquellas fracciones
correspondientes a las proteinas purificadas.

La concentracion de la proteina purificada se determiné por medio del método de

Bradford usando seroalbumina bovina (BSA) como estandar (Bradford, 1976); luego la
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solucion de proteina se diluyé con buffer Tris-HCI 20 mM, Urea 8,0 M, pH 8,5 hasta una

concentracion final de 50 ug mL™". El replegado de la proteina recombinante se llevo a

cabo por medio de una dialisis a 4 °C por 18 h contra buffer Tris-HCI 20 mM, pH 8,0.

4.1.4. SDS-PAGE

La secuencia de purificacion de las proteinas recombinantes se analizé por SDS-
PAGE y Western blot. Los SDS-PAGEs se realizaron en geles de poliacrilamida al 12%
para el caso de la proteina recombinante CBM-FaARA1, y del 10% para el caso de las
proteinas RC-FaARA1 y FI-FaARA1, de acuerdo con Laemmli (1970) usando un equipo
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). Los geles se tifieron con nitrato de plata de

acuerdo con Blum et al. (1987).

4.1.5. Western blot

El Western blot se llevé a cabo usando el anticuerpo Penta-His™ Antibody

(QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Blogqueo
Se colocd la membrana de nitrocelulosa con las proteinas transferidas en un

recipiente pequeno (con el tamafio justo de la membrana) y se agrego la solucion de
bloqueo (PBS-T, BSA 5%, aproximadamente 20 mL). Se incubd durante toda la noche
a 50 rpm en la camara fria (4 °C). Se recupero6 la solucion de bloqueo y se la guardo a -
20°C.

Lavado 1
Se hicieron 3 lavados consecutivos con TBS TT (20 ml) durante 10 minutos a 80

rpm. Luego se escurrio bien la solucién de lavado y se paso directamente a la incubacion
con el anticuerpo primario.

Incubacion con anticuerpo primario
En el mismo recipiente en el que se hizo el bloqueo y lavado 1, se agreg¢ la

solucion del anticuerpo primario, lo suficiente como para cubrir la membrana y se incubo
1 h a temperatura ambiente y 50 rpm. Se recuperé la soluciéon de anticuerpo y se la

guardo en freezer (-20) °C inmediatamente.
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Lavado 2

Se hicieron 3 lavados consecutivos con TBS TT (20 ml) durante 10 minutos a 80
rpom. Luego se escurrio bien la solucién de lavado y se paso directamente a la incubacion
con el anticuerpo secundario.

Incubacion con anticuerpo secundario.
Se agrego la solucion del anticuerpo secundario, lo suficiente como para cubrir la

membrana. Se incubé 1 h a temperatura ambiente con agitacion a 50 rpm. Se recuper6
la solucidén de anticuerpo, se la congel6 y guardé en freezer (-20) °C inmediatamente.

Lavado 3
Se realizaron 4 lavados consecutivos con 20 ml TBS-TT, durante 10 minutos a 80

rpom. Se conservé la membrana sumergida en el uUltimo lavado hasta el momento de su
revelado por quimioluminiscencia.

Deteccion
El revelado del western-blot se llevd a cabo mediante una reaccion de

quimioluminiscencia, seguida de un paso de deteccidon de la sefial quimioluminiscente
usando el equipo CDGIT (detector de quimioluminiscencia de la empresa LICOR) y el
programa asociado, Image Studio Digits ver 5, para generar directamente una imagen
digital del western-blot.

En el caso de la reaccion de quimioluminiscencia se utilizaron reactivos
preparados en el laboratorio, soluciones Ay B (ver soluciones empleadas) Se mezclaron
partes iguales de las soluciones A y B (solucién de deteccion) y se incubd la membrana
con 5 mL de la solucion de deteccion durante 4 minutos. Luego se detecté la senal

quimioluminiscente empleando el modo de maxima resolucién del detector

Soluciones empleadas

e PBS (1x) e PBS-T-BSA 5%
NaCl 145 mM; PBS 1x
NaH2P0O4.H,O 1,47 mM; Tween-20 0,1 % (v/v).
NazHPO4 8,09 mM; BSA 5% (p/v)
pH 7,4 Conservar en freezer a -20 °C.
Conservar a temperatura
ambiente.
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TBS1X

NaCl 150 mM;

Tris 50 mM;

pH 7.,4.

Conservar a temperatura
ambiente.

TBSTT1X

TBS 1x

Tween-20 0,05 % (v/v)

Triton X-100 0,2 % (v/v)
Preparar la cantidad a usar en
el momento.

Anticuerpo Primario
Anticuerpo Anti-His, hecho en
ratén, monoclonal, Quiagen;
Dilucion: 1/5.000 en TBS, BSA

Anticuerpo Secundario
Anticuerpo Anti-mouse hecho
en conejo;

Dilucién 1/10.000 en TBS,
Leche 10%.

Solucion de Deteccion

Mezcla de las soluciones Ay B
1:1 (viv)

Solucién A (volumen final 5
ml)

4,592 ml de H20 destilada;
333 ul Tris 1,5M Tris 1,5 M pH
8,8;

25 ul de Cumarico 15 mg/ml
DMSO (aprox. 90 mM);

50 ul Luminol 44 mg/ml DMSO

4.1. Materiales y Métodos

3%. (aprox. 250 mM).

¢ Solucién B (volumen final 5
ml)
4,662 ml H20 destilada;
333 ul Tris 1,5 M pH 8,8;
5 ul de H202 30%

4.1.6. Caracterizacion de las propiedades de unién “in vitro”
4.1.6.1. Ensayos de union a carbohidratos

Se estudié la afinidad del CBM-FaARA1 recombinante a diferentes polisacaridos
de la pared celular vegetal, de acuerdo con Nardi y col.,, (2013), con algunas
modificaciones. Se usaron los siguientes polisacaridos como sustratos: celulosa
microcristalina, xilano de avena, gel de pectato de Calcio, y almidén (incluido cémo un
posible control de “no afinidad”).

Se enfrentaron distintas cantidades de proteina recombinante a 2,5 mg de sustrato
insoluble en un volumen final de 0,5 mL (20 mM Tris-HCI, pH 8,0; Fig. 4.1.1. B). Las
mezclas se incubaron durante toda la noche a 4 °C y 50 rpm y luego se las centrifugd a
15.000 x g durante 10 min. Se determind la proteina libre (mg mL™) en el sobrenadante
y se calculé la proteina unida (mg g') restando la proteina libre determinada a la
proteina total agregada y normalizando por la cantidad de sustrato agregado (Fig. 4.1.1

C). Para determinar la proteina total agregada se repiti6 el experimento sin
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carbohidratos (Fig. 4.1.1. A). Para cada par. CBM-FaARA1/sustrato se construyé una

isoterma de adsorcién graficando proteina unida (mg g') vs proteina libre (mg mL"; ver
esquema en la Fig. 4.1.1. D), se hizo una regresion lineal simple de la curva obtenida y
se calculd, de ser posible, una constante de afinidad aparente a partir de la pendiente
de la regresion resultante.

Se generd pectato de calcio de modo tal de obtener un sustrato insoluble
compatible con el ensayo propuesto, tratando acido poligalacturénico con CaCl,. Se
agregaron 20 pyL de una solucion de CaCl, 500 mM a 500 uL de solucion de acido
poligalacturénico (APL, 5 mg mL™") en buffer acético/acetato 50 mM, pH 4,5. Las mezclas
se homogeneizaron, incubaron a temperatura ambiente por 30 min y luego el gel
insoluble se separd de la suspensién por centrifugacion (2 min a 15.000 x g).

Todos los sustratos se lavaron y equilibraron con buffer tris-HCI 20 mM pH 8,0
previo su uso. En el caso de residuo insoluble del pectato de calcio, el gel se disgregd

con pipeta de modo tal de formar una suspension homogénea.
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Fig. 4.1.1. Esquema del disefio de un ensayo de unidn a carbohidratos.
4.1.6.2. Electroforesis en geles de retardo

Se hizo una estimacion de la afinidad de CBM-FaARA1 a carboximetil celulosa,
pectina de citrus, xilanos y almidén haciendo uso de la técnica de electroforesis en geles
de retardo. El protocolo usado se adapté del propio descripto por Tomme et al., (2000).
Se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% (p/v) en condiciones
nativas a pH 8,7 (ver tabla 4.3), en ausencia o presencia de carbohidratos a una
concentracién final del 0,1% (p/v). La electroforesis se llevé a cabo a temperatura
ambiente a amperaje constante (15 mAmp por gel) por el lapso de 2 h, utilizando 50 mM
Tris —25 mM Ac. Bérico pH 8,7 como buffer de corrida; tres réplicas para cada condicion.
Se destaca que siempre se corrieron simultdneamente una condicién a ensayar y un

control sin carbohidratos en el gel.

Se us6 anhidrasa carbonica como referencia de una proteina carente de afinidad
por carbohidratos. Los geles se tifieron con nitrato de plata para detectar las bandas de
proteina (Blum et al., 1987). Una vez tefidos, se tomaron fotografias digitales de los
geles y se midié la migracion (distancia recorrida desde la siembra en el gel) del CBM-
FaARA1 y de la anhidrasa carbdnica haciendo uso del programa ImageJ (Schneider et
al.,, 2012), y se calculd la movilidad de la proteina recombinante relativa a la de la

proteina de referencia para cada condicion.
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Tabla 4.3. Composiciones de los geles

Electroforesis en gel

Reactivo (mL) Gel Control de Afinidad
% Carbohidrato 0,0 0,1
Sc. Carbohidrato 0,5 % 0,0 2,0
H>Od 6,0 4,0
Acril-bis 30-0,8 2,0 2,0
Buffer Corrida 5X 2,0 2,0

4.1.7. Estabilizacion de la proteina recombinante
4.1.7.1. Hidrdlisis térmica de acido poligalacturénico

La hidrdlisis térmica del acido poligalacturénico (APG) se llevd a cabo de acuerdo
al protocolo descripto en Diaz et al. (2007), con el objetivo de obtener fracciones
hidrolizadas con polimeros de distintos tamafios para ser usados en el ensayo de
estabilidad de la proteina recombinante (ver seccion 4.1.6.3.). Soluciones de APG al 1%
(p/v), pH 4,5 se calentaron a 95 °C durante 1, 2, 3, 4 y 5 h; luego las muestras
hidrolizadas (hAPG1 a hAPG5) se enfriaron en hielo y guardaron a 4 °C hasta el

momento de su uso.

4.1.7.2. Determinacion de extremos reductores

Se uso el contenido en azucares reductores como una estimaciéon del grado de
hidrolisis de cada muestra. La determinacién se llevd a cabo de acuerdo al protocolo
descripto en Diaz et al. (2007); 100 uL de reactivo de cobre (NaCl 23,3 % p/v, acetato
de sodio 5,4% p/v, CuS04.5H,0 0,5 % plv, pH 4,8) se afadieron a 100 uL de cada
muestra hidrolizada, como se describié en el punto anterior. Se incubaron las muestras
a 100 °C durante 15 min previo al agregado de 0,8 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu
(diluciéon en agua destilada 1:40). Se dejé enfriar a temperatura ambiente y luego se
midié la absorbancia a 750 nm. Se construyd una curva de calibracién usando acido
galacturénico (AG) como patron de referencia. El contenido de azucares reductores de

cada muestra se expresé como nmol de acido galacturénico por plL.
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4.1.7.3. Replegado por dilucién directa
en presencia o ausencia de estabilizantes

Un stock de CBM-FaARA1 recombinante , de concentracion 920 ug mL" y
purificada en condiciones desnaturalizantes (ver seccion 4.1.3), se sometié a una
dilucion directa 1:10 en buffer Tris-HCI 20 mM pH 8,0 6 buffer acético/acetato 50 mM pH
4,5 en presencia de APG (0,5% p/V, concentracion final). Se realizé la misma dilucion a
pH 4,5 en presencia de distintintos hidrolizados de acido poligalacturéonico (hAPG1 to
hAPGS5, 0,5% p/v concentracion final) o de correspondiente mondmero (acido
galacturdnico 5% p/v concentracion final). Las mezclas se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente (tiempo necesario para que se de el fendmeno de agregacion de
la proteina recombinante en ausencia de estabilizantes) y luego se centrifugaron a
15.000 x g durante 2 min para separar posibles agregados proteicos. Finalmente, se
determiné la concentracién de proteinas en el sobrenadante de cada mezcla por el
método de Bradford (Bradford, 1976). Se utilizé una dilucién directa del stock de proteina
purificado manteniendo las condiciones desnaturalizantes como un control de no
agregacion (0% de pérdida de proteina debido a agregacion) y se calcul6 el porcentaje
de pérdida de proteina luego del proceso de renaturalizacién por dilucién directa relativo
a ese valor de referencia. Se hicieron diluciones directas en ausencia de agentes
estabilizantes tanto a pH 8,0 como a pH 4,5 como controles sin estabilizacion. Cada

condicion fue analizada por triplicado.

4.1.8. Efecto del CBM-FaARA1 sobre la actividad “in vitro” de enzimas del
metabolismo de pectinas

4.1.8.1. Medida de actividad pectinasa
La actividad pectinasa se evalué usando un extracto comercial realizado a partir
de Aspergillus niger (PEctinex 3XL®, Sigma-Alsdrich). El extracto comercial se utilizé en
una concentracion final de 0,0125% (v/v) y se determiné la actividad enzimatica usando
como sustrato tanto PGA 0,3% (p/v) como pectinas de citrus 0,3% (p/v) disueltas en

buffer acético/acetato 0,05 M, pH 6,0. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 0,
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20, 40 y 60 min a 37 °C, midiéndose a cada tiempo la cantidad de acido galacturénico

liberado segun el protocolo descripto en la seccion 4.1.6.2. Se expreso la actividad
pectinasa como nmol de acido galacturénico liberado por min y por ug de proteina

presentes en el extracto.

4.1.8.2. Extraccion y medida de actividad de PG de tomate

La metodologia utilizada para la estimacion de la actividad PG total se adapté de
Nogata y col. (1993). Diez gramos de frutos de tomate congelados (estadio rojo maduro)
se homogeneizaron con 30 mL de buffer acetato de sodio/acido acético 0,05 M, PVPP
1% plv, pH 6,0. La mezcla se centrifugd a 12.000 x g durante 30 min y se descarto el
sobrenadante. El residuo solido se lavo con 30 mL de acetato de sodio/acido acético
0,05 M, pH 6,0 y luego se centrifugd a 12.000 x g durante 30 min. Se descarté el
sobrenadante y el paso de lavado se repitid una vez mas. El residuo solido resultante
del segundo lavado se extrajo con 20 mL de acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH
6,0), NaCl 1 M con agitaciéon a 4 °C durante 3 h. Se centrifugd a 12.000 x g durante 30
min y se dializé el sobrenadante durante 14 h contra 20 volumenes de solucién de
acetato de sodio/acido acético 0,05 M, pH 6,0. El extracto dializado se utilizé para la
determinacion de la actividad poligalacturonasa total (tanto endo como exo). Se prepard
una mezcla de reaccién conteniendo 700 uL de acido poligalacturénico o pectina de
citrus (0,3% p/v) disuelto/a en buffer acetato de sodio/acido acético 0,05 M (pH 6,0) y
700 pL de extracto. La cinética se llevé a cabo a 37 °C, se tomaron alicuotas a los 0, 20,
40 y 60 min y se congelaron inmediatamente con nitrégeno liquido para interrumpir la
reaccion. Se cuantificé el acido galacturdnico liberado de acuerdo al método descripto
en la seccion 4.1.6.2. Se realiz6 una curva de calibracion utilizando cantidades variables
de acido galacturénico 1 mM (Fluka). La actividad PG se expres6 como nmol de acido

galacturénico liberado por min y por ug de proteina.
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4.1.8.3. Extraccion y medida de actividad de PME de tomate

Frutos congelados de tomate en estadio rojo maduro (10 g) se homogeneizaron
en un Omni-Mixer (OCI Instruments) con 30 mL de NaCl 1 M, PVPP 1% p/v como
solucion de extraccién. La mezcla se incubd durante 4 h a 4 °C con agitacion y
posteriormente se centrifugd a 12.000 x g durante 30 min. Se descarté el sdélido y el pH
de la solucién se ajusté a 7,5 con NaOH 2 M. El extracto resultante se utilizd para
determinar la actividad PME espectrofotométricamente (Hagerman y Austin, 1986). La
mezcla de reaccion contuvo 600 uL de pectinas de citrus (Sigma) 1% p/v (pH 7,5), 150
ML de azul de bromotimol 0,01% p/v en solucion de fosfato de potasio 0,003 M (pH 7,5)
y 100 yL de extracto. La cinética se realizé a 37 °C, monitoreando el cambio en la
absorbancia a 620 nm cada 30 s durante 5 min. Como consecuencia de la hidrélisis del
enlace éster se genera metanol, y el C-6 presente en los residuos de acido galacturénico
de las pectinas se transforma en un grupo carboxilo. La disociacion de este grupo
carboxilo genera protones que producen un descenso en el pH del medio de reaccion,
el cual es responsable del viraje del indicador. Por su parte, el viraje del indicador (desde
el azul hacia el amarillo) hace que la absorbancia a 620 nm descienda. Se prepard una
curva de calibracion con cantidades variables de acido D(+)-galacturénico 1 mM (Fluka).
La actividad PME se expres6 como nmol de acido galacturdnico liberado por min y por

Mg de proteina.

El efecto del CBM-FaARA1 sobre las actividades Pectinasa, PG y PME se evalud
agregando 40 ug de la proteina recombinante a la solucidon de sustrato previo al
agregado del extracto enzimatico. Se hicieron dos controles: el primero para detectar
posibles interferencias producto de la presencia del buffer desnaturalizante utilizado en
la purificacién de la proteina recombinante. En tal caso, se reemplaz6 un volumen de
proteina recombinante por un volumen equivalente de buffer desnaturalizante. El
segundo control se hizo con el objetivo de determinar posible actividad en la proteina

recombinante. En tal caso, para cada medida de actividad se prepararon mezclas de
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reaccion reemplazando el volumen de extracto enzimatico por un volumen equivalente

del mismo buffer en el cual se hallaba disuelto el extracto proteico.

4.1.9. Cuantificacion de proteinas

Todas las determinaciones de concentracién de proteinas se llevaron a cabo por
el método de Bradford (Bradford, 1976) usando albumina de suero bobino (BSA, bovine
serum albumin) como patron de referencia. Los resultados se expresaron como mg mL-
' para el caso particular de los ensayos de unién a carbohidrato y como pyg mL™" para el

resto de los ensayos.

4.1.10. Analisis de datos

Los datos correspondientes a los ensayos de union a carbohidratos se analizaron
por ANOVA para evaluar la bondad de ajuste de las regresiones lineales. El test-t se
utilizd para determinar la relevancia estadistica de las pendientes calculadas para cada
caso (p < 0,05). Para las electroforesis de afinidad en geles de retardo (ver seccion
4.1.5), la estabilizacién de la proteina recombinante (seccién 4.1.6) y el efecto del CBM-
FaARA1 sobre la actividad “in vitro” de enzimas del metabolismo de la pared celular
(seccion 4.1.7) los datos se analizaron mediante ANOVA y las medias se compararon

con un test de Tukey (p < 0,05).
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4.2.1. Anadlisis in silico de las proteinas FaARA

Se realizé una busqueda de dominios putativos presentes en las secuencias
proteicas de las tres a-L-arabinofuranosidasas descriptas en Fragaria x ananassa (Rosli
y col., 2009), utilizando la base de datos de dominios conservados del sitio NCBI (NCBI-

CDD; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, Marchler-Bauer y col., al.,

2015). Se encontré que las tres proteinas presentan la arquitectura tipica de las a-L-
AFasas de la familia de las glicosil hidrolasas GH51, la cual consiste en un péptido
transito en el extremo N-terminal, seguido por un CBM putativo y finalmente un dominio
a-L-AF catalitico en el extremo C-terminal de cada proteina (Fig. 4.2.1). Cabe destacar
que el gen codificante para la proteina FaARA3 presenta un codén de finalizacion de la
transcripcion prematuro, lo cual daria lugar a una proteina truncada con un dominio a-
L-AFasa mas corto (Fig. 4.2.1). El alineamiento multiple de las tres secuencias proteicas
muestra un alto porcentaje de similitud entre las tres proteinas, variando entre un 97%
y un 98% para las proteinas completas (Fig. 4.2.2).

Existe mas de un 99% de identidad entre los tres dominios CBM predichos en las
tres proteinas FaARAs. CBM-FaARA1 es 100% idéntico a CBM-FaARA3, mientras que
CBM-FaARA2 es un 99,3% idéntico a los otros dos, presentando una mutacién en la
posicion 140 donde una valina presente en CBM-FaARA1 y CBM-FaARA3 es

reemplazada por un residuo de acido glutamico (Fig. 4.2.1).
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Fig. 4.2.1. A) Representacion esquematica de las tres proteinas FaARA y de las proteinas
recombinantes CBM-FaARA1; DC-FaARA1 y FL-FaARA1. SP: péptido transito (signal peptide);
CBM_4 9: moddulo de union a carbohidratos PF02018; Alpha-L-AF: dominio a-L-
arabinofuranosidasa; 6xHis: cola de histidina para purificacion por afinidad al niquel; Escala:
longitud de la cadena proteica en amino acidos. Las flechas (a, b, c y d) indican las regiones
sobre las cuales se realizé el disefio de los cebadores utilizados en el clonado de las distintas
construcciones: a) GW-CBM/FL(FaAral) Fw; b) CBM(FaAral)-GW Rv; c) DC(FaAral) Fw; d)
GW-DC/FL(FaAral)-GW Rv.

Delimitacion de las zonas de cada proteina: FGARA1: SP, 1-18; CBM: 60-207; alpha-L-AF: 232-
647; FAARA2: SP, 1:20; CBM, 62-209; alpha-L-AF, 234-649; FaARA3: SP, 1-18; CBM, 60-207;
alpha-L-AF 232-481.

B) Alineamiento de las secuencias de los tres dominios CBM predichos en las tres proteinas
FaARA. Las secuencias codificantes para el CBM se identificaron usando la base de datos de
dominios conservados del sito NCBI. El alineamiento se realizé usando el programa Clustal

omega vy se editd con JalView2.
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Fig. 4.2.2. Alineamiento de las secuencias de las tres proteinas FaARAs. El alineamiento se realizé

con Clustal omega y se edité con JalView | | Péptido sefial; |:| CBM putativo; Dominio

alpha-L-AF domain. Los dominios se identificaron usando la base de datos de dominios
concervados del sitio NCBI.
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4.2.2. Clonado, expresion y purificacion del CBM-FaARA1 recombinante

Dado el alto porcentaje de similitud entre las secuencias aminoacidicas de los
CBM putativos de las proteinas FaARA, se decidio clonar solo el presente en FaARA1.
Se generaron dos constructos de acuerdo a lo descrito en la seccién 4.1.2; un clon de
entrada, pDONR221[CBM-FaARA1] y un clon de expresion pDEST17[CBM-FaARA1],
que codifica para una proteina CBM-FaARA1 recombinante con una etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-terminal, lo cual permite la purificacion de la proteina por
medio de una cromatografia de afinidad al niquel (Fig. 4.2.1). El constructo de expresién
se transformé en células competentes de E. coli BL21(DE3) plysS y luego se llevo a
cabo la expresidn de la proteina recombinante. La proteina se expresé en las células de
E. coli cdmo agregados proteicos insolubles también conocidos como cuerpos de
inclusion (Fig. 4.2.3). Estos cuerpos insolubles se aislaron de las células bacterianas,
se solubilizaron haciendo uso SDS como agente desnaturalizante, y luego se
sometieron a una cromatografia de afinidad al niquel en presencia de un agente
desnaturalizante mas suave (sarkosyl) para desplazar al SDS. EI CBM-FaARA1
recombinante eluyé como un unico pico al 40% del gradiente del buffer de elucién,
correspondiente a una concentracién de imidazol de 200 mM (Fig. 4.2.4). A fines de
obtener la proteina en forma nativa o replegada, se ensayaron diversas condiciones
experimentales. La proteina desnaturalizada purificada demostré ser propensa a
agregarse durante la eliminacion de los agentes desnaturalizantes (sarkosyl, restos de
SDS) a fines de facilitar el proceso de replegado, haciendo dificil la obtencién de
proteina nativa soluble. La concentracion inicial de proteina, asi como el pH del buffer
utilizado en su renaturalizacion fueron factores determinantes del proceso, siendo
particularmente dificil la obtencién de proteina soluble cuando el proceso de replegado
se llevaba a cabo a concentraciones de proteina superiores a los 50 pg mL™" y/o pH
inferior a 8,0.

Se ensayaron distintas técnicas de replegado, tales como dilucion directa de la

proteina desnaturalizada, replegado en columna haciendo uso de la afinidad de la
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proteina recombinante al niquel, asi como también el uso de distintos agentes

estabilizantes como glicerol, sacarosa y urea con el fin de aumentar los rendimientos en
proteina soluble luego del proceso de replegado. Sin embargo, los mejores resultados
se obtuvieron cuando la proteina purificada en condiciones desnaturalizantes primero
se diluia a una concentracion de 50 ug mL™" con un buffer tris-HCI 20 mM pH 8,5, urea
8 My luego se dializaba contra un buffer tris-HCI 20 mM pH 8,0 para eliminar los agentes
desnaturalizantes. Luego de ese proceso fue posible obtener proteina soluble en una
concentracion maxima de 50 ug mL™.

La expresion, purificacion y replegado de las proteinas recombinantes se siguio
por SDS-PAGE y western blot, utilizando un anticuerpo contra la etiqueta de poli-His

(Fig. 4.2.5).
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Fig. 4.2.3. Evaluacion por SDS-PAGE de la solubilidad de la proteina recombinante luego de su
expresion en células de E. coli BL21(DE3) pLysS. 1) Marcador de peso molecular (kDa); 2)
proteina soluble de un cultivo inducido de E. coli transformadas; 3) proteina total de un cultivo
inducido de células de E. coli transformadas. La banda correspondiente a la proteina
recombinante CBM-FaARA1 se indica con una flecha.
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Fig. 4.2.4. Cromatografia de afinidad al niquel (NiAC). Curva negra: absorbancia a 280
nm. Curva gris: gradiente del buffer de elucidn (% Buffer D). Fraccidn no retenida:
0-20 min; elucion de la proteina recombinante: 32-40 min. Buffer de lavado y
equilibrado (buffer C): Na;HPO4 8,0 mM; K;HPO4 1,4 mM; NaCl 286,0 mM; KCI 2,6
mM, sarkosyl 0,1% p/v, pH 7,4. Buffer de eluciéon (buffer D): buffer C suplementado
con 500 mM imidazol.
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Fig. 4.2.5. A) Analisis de las fracciones obtenidas durante la purificacién de CBM-FaARA
mediante SDS-PAGE. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12%, y se hizo una
tincion con nitrato de plata. B) Western blot con anticuerpo contra la etiqueta de
poli-His (Penta-His™ Antibody, QIAGEN). 1) Células de E. coli sin inducir; 2) Células
de E. coliinducidas; 3) Cuerpos de inclusion pre-aislados y desnaturalizados; 4) NiAC,
fraccidon no retenida 1; 5) NiAC Fraccién no retenida 2; 6) y 11) Marcador de masa
molecular (20,1-97 kDa); 7) NiAC, fraccion eluida (fraccién 1); 8) NiAC, fraccion
eluida (fraccién 2); 9) NiAC, fraccién eluida (fraccion 3); 10) NiAC, fraccion eluida
(fraccidn 4); 12-14) Réplicas independientes de proteina recombinante replegada.
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Si bien se consiguieron expresar y replegar satisfactoriamente las tres proteinas

recombinantes, solo se completd la caracterizacion de las propiedades de unién de la
proteina CBM-FaARA1, quedando aun pendientes la finalizacion de las
caracterizaciones de las proteinas DC-FaARA1 y FL-FaARA1. A continuacion se
muestran los esquemas de purificacién de las tres proteinas recombinantes, seguidos

por SDS-PAGE (Figs. 4.2.6 y 4.2.7).
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Fig. 4.2.6. A) Andlisis de las fracciones obtenidas durante la purificaciéon de FL-FaARA mediante
SDS-PAGE. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12%, y se hizo una tincién con nitrato de
plata. B) Andlisis de las fracciones obtenidas durante la purificacion de DC-FaARA1 mediante
SDS-PAGE. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10%, y se hizo una tincién con nitrato de
plata. El orden de las muestras sembradas en ambos geles es el mismo: 1, 5y 10) Marcador
de masa molecular (20,1-97 kDa); 2) Células de E. coli sin inducir; 3) Células de E. coliinducidas;
4) NiAC, fraccidn no retenida; 6) NiAC, fraccion eluida 1; 7) NiAC, fraccion eluida 2); 9) NiAC,
fraccién eluida 3); 10) NiAC, fraccion eluida 4.
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Fig. 4.2.7. Andlisis comparativo mediante SDS-PAGE de las tres proteinas recombinantes. Gel de
poliacrilamida al 12%,; tincién con nitrato de plata. 1, 2 y 3 corresponden a muestras de la
construccién CBM-FaARA1; 4, 5y 6 corresponden a muestras de la construccién DC-FaARA1;
7: marcador de peso molecular (20,1-97 kDa); 8, 9 y 10 corresponden a muestras de la
construccién FL-FaARA1L. 1, 4 y 8: Células de E. coli sin inducir; 2, 5y 9: Células de E. coli
inducidas; 3, 6 y 10: replegados purificados de CBM-FaARA1, DC-FaARA1 y FL-FaARA1,
respectivamente.
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4.2.3. Caracterizacion de las propiedades de union del CBM-FaARA1
recombinante

4.2.3.1. Ensayos de union a carbohidratos

Los ensayos de unién realizados en la presente tesis doctoral se usaron para
determinar la afinidad de la proteina CBM-FaARA1 recombinante a diferentes
carbohidratos insolubles, a fines de validar la prediccién hecha con el servidor NCBI-
CDD de la presencia de un médulo de union a carbohidratos en la proteina FaARA1.
Las propiedades de unién de la proteina recombinante se ensayaron frente a tres
polisacaridos de la pared celular vegetal (homogalacturonanos [APG], celulosa
microcristalina y xilanos de cebada). Se incluyé al almidon en los ensayos como un
posible control de no afinidad, teniendo presente su ausencia en la pared celular vegetal.
Asimismo, se uso6 albumina de suero bobino para cada sustrato ensayado como control
de una proteina sin afinidad por carbohidratos (Fig. 4.2.8). Se hicieron regresiones
lineales de cada isoterma de adsorcion construida para cada combinacion
proteina/sustrato y se las sometido a un ANOVA para evaluar la bondad del ajuste de
cada una de las regresiones.

De todas las condiciones estudiadas solo las isotermas de absorcion para la
proteina recombinante CBM-FaARA1 con homogalacturonano y celulosa microcristalina
mostraron regresiones lineales simples con relevancia estadistica. La diferencia entre
las pendientes calculadas para cada una de ellas también resulto ser estadisticamente
significativa, mostrando una afinidad mayor de la proteina recombinante por
homogalacturonanos (Kas = 795,41 mL g') que a celulosa microcristalina (Kag = 17,93
mL g™). Los diagramas de dispersidn correspondientes a las isotermas de adsorcién de
la proteina recombinante frente a xilanos de avena y almidon presentaron un
comportamiento erratico centrado en el 0 mg de proteina unida por g de sustrato,
interpretdndose que la union de la proteina recombinante por estos sustratos es
demasiado baja como para ser medida con precision. Tampoco se obtuvo relevancia

estadistica en el ajuste de este comportamiento por medio de regresiones lineales.
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Para todas las isotermas de adsorcion de BSA, los datos presentaron un

comportamiento erratico centrado en el valor cero de proteina unida (datos no
mostrados), comportamiento que no puede ser ajustado mediante una regresion lineal
simple. Para estos casos también se interpreta que la afinidad de la BSA por los distintos

sustratos es demasiado baja como para ser medida por el método empleado.

5
® PGA +CBM
v Celulosa + CBM
4 1 @ Xilano + CBM
& Almidén + CBM

Proteina Unida (mg g'1)
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Fig. 4.2.8. Isotermas de adsorcion de CBM-FaARA1 purificada a almidon, xilanos de
cebada, homogalacturonano y celulosa microcristalina. Las isotermas de adsorcién
con comportamiento lineal (lineas llenas) indican un equilibrio en la distribucién
entre fase sélida (proteina unida) y la fase liquida (proteina libre) a distintas
concentraciones de proteina; la pendiente de cada isoterma representa un valor de
Kad. PGA + CBM:y = 795.41 x — 0.19, R?= 0,9854; Celulosa + CBM:y = 17.93 + 0.20,
R?=0,7906.

4.2.3.2. Electroforesis en geles de retardo
La electroforesis en geles de retardo se usa comunmente para evaluar la afinidad
de una proteina a un sustrato soluble. En este caso se empled la técnica para evaluar
la capacidad de union de la proteina CBM-FaARA1 recombinante a carboximetil

celulosa, xilano de cebada, pectina de citrus y almidén soluble. Se usé anhidrasa
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carbdnica como referencia, siendo ésta una proteina cuya movilidad no se ve afectada

por la presencia de carbohidratos en el gel. CBM-FaARA1 mostré una movilidad relativa
significativamente menor en los casos en los que el gel contenia carboximetil celulosa
o pectina de citrus, mientras que la movilidad relativa de la proteina no se vio afectada
por la presencia de xilano de cebada o almidon (Fig. 4.2.9). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas cuando se comparé la movilidad relativa de
la proteina recombinante en geles sin carbohidratos (controles) o geles en los cuales se

embebid xilanos de avena o almidén (Fig. 4.2.9).
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4.2.4. Estabilizacion de la proteina recombinante

Como se mencioné anteriormente, la proteina recombinante CBM-FaARA1
demostré ser propensa a la agregacion durante el proceso de renaturalizacion,
dificultando la obtencién de proteina soluble en concentraciones superiores a los 50 ug
mL™" a pH 8,0. El fenébmeno de agregacion incluso se observo al cambiar mediante
didlisis el pH del medio de la solucién de la proteina replegada y estable de pH 8,0 a
pH 4,5.

Dada la afinidad de la proteina recombinante por APG, se ensayé a este
carbohidrato como posible agente estabilizante en el proceso de renaturalizacion de la
proteina recombinante. Se eligié la dilucién directa como técnica de replegado de
proteinas para este ensayo por su simpleza y por ser un método rapido para replegar
proteinas (Eiberle y Jungbauer, 2010; Gautam, 2012).

Para determinar si el tamafo del PGA estaba involucrado en el fenédmeno de
estabilizacion, se sometié al polimero a una hidrélisis térmica por 5 h previo a su uso
como agente estabilizante, tomando muestras del hidrolizado cada hora del proceso
(fracciones hAPG1 a hAPG5). Se sigui6 el proceso de hidrdlisis midiendo el contenido
de azucares reductores en cada muestra hidrolizada, graficando los valores expresados
como nmol de AG por microlitro (nmol pyL-1) versus el tiempo de hidrdlisis (Fig. 4.2.10).
El proceso mostré una respuesta lineal, con casi la ruptura de un enlace por hora
(y =0,9018 x + 0,2290).

No se observo una pérdida de proteina significativa a pH 8,0 o 4,5 cuando APG
0,5% (p/v) estaba presente en el buffer de replegado, comparando con el control de no
agregacion (proteina diluida en condiciones desnaturalizantes; Fig. 4.2.11).

Las 5 fracciones hidrolizadas de APG se analizaron como agentes estabilizantes
a pH 4,5, asi como también acido galacturénico, representante de una muestra
completamente hidrolizada del polimero. No se observaron pérdidas significativas de
proteina recombinante cuando los tres primeros hidrolizados de APG (hAPG1 a hAPG3)

estaban presentes en el buffer de replegado. La pérdida de proteina debido a
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agregacion aumento significativamente cuando APG se hidrolizé por mas de tres horas

(hAPG4, pérdida de un 33%; hAPG5, pérdida de un 64%), siendo la pérdida de proteina

observada para el caso de hAPG5 como estabilizante comparable a la observada con

el control de sin estabilizantes a pH 8,0. La mayor pérdida de proteina se observé para

el caso en el que AG se usé como agente estabilizante, obteniéndose los mismos

resultados que para el control sin estabilizantes a pH 4,5 (Fig. 4.2.11).
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Fig. 4.2.10. Contenido de azlcares reductores. Se realizé una hidrdlisis térmica de PGA en

condiciones acidas. Se tomaron muestras del hidrolizado a cada hora por un tiempo total de

5 h (fracciones hPGA1 a hPGAS). El contenido de azlcares reductores, expresado como nmol

de acido galacturénico (GA, galacturonic acid) por micro litro (nmol pL?), se midié en cada

muestra y se graficd vs el tiempo de hidrdlisis. Los resultados se ajustaron a una regresion
lineal simple (y = 0,9018 x + 0,2290; R? = 0,9846)
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Fig. 4.2.11. Estabilizacién de la proteina recombinante en el proceso de replegado en presencia
de distintos agentes estabilizantes. APG y sus fracciones hidrolizadas (hAPG1 a hAPG5) se
ensayaron como agentes estabilizantes, asi como también acido galacturdnico. Las barras
corresponden las medias de concentracién de proteina soluble (ug mL?) luego del proceso de
replegado de la proteina recombinante. Las barras de error representan el error estandar. Los
circulos representan la pérdida de proteina (%) para cada condiciéon ensayada luego del
replegado. Los datos se sometieron a ANOVA y las medias se compararon con el test de Tukey
(p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas.

4.2.5. Efecto del CBM-FaARA1 sobre enzimas del metabolismo de pectinas

Se evalué el efecto del CBM-FaARA1 recombinante sobre la actividad de enzimas
asociadas al metabolismo de pectinas: una pectinasa comercial (Pectinex,
SigmaAldrich), poligalacturonasa (PG) y pectina metil-esterasa (PME), donde estas
ultimas dos enzimas fueron extraidas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig,
estadio maduro). Las actividades pectinasa y PG se evaluaron utilizando tanto pectinas
de citrus como APG como sustratos, mientras que para la actividad PME se utilizaron

Unicamente pectinas de citrus. En el caso de PG, con ambos sustratos se observaron
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diferencias significativas en la actividad enzimatica cuando el CBM-FaARA1 estaba

presente en la mezcla de reaccion. Independientemente del sustrato, la actividad PG se
incrementé aproximadamente 4 veces en presencia de CBM-FaARA1 (Fig. 4.2.12).
Asimismo, no se detecto actividad PG en el CBM-FaARA1 (Fig. 4.2.12).

En el caso de pectinasa, la presencia del CBM-FaARA1 en la mezcla de reaccion
también incremento significativamente la actividad, aproximadamente 2,9 y 0,3 veces

cuando se utilizé pectina de citrus y APG, respectivamente, como sustratos (Fig. 4.2.13).

Finalmente, se analizé el efecto de CBM-FaARA1 sobre la actividad PME de
tomate, utilizando pectina de citrus como sustrato. No se observaron diferencias
significativas en la actividad PME en presencia del CBM-FaARA1, en comparacion con
la actividad de la enzima en ausencia de la proteina recombinante. Asimismo, no se

detect6 actividad PME en el CBM-FaARA1 (Fig. 4.2.14).
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Fig. 4.2.12. A) Actividad PG usando pectina de citrus como sustrato. B) Actividad PG usando PGA
como sustrato. Los resultados corresponden a las medias + error estandar de tres
determinaciones independientes. Los mismos se analizaron por ANOVA y las medias se
compararon con el test de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas.
ND: no detectado.
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Fig. 4.2.13. A) Actividad pectinasa usando pectina de citrus como sustrato. B) Actividad pectinasa

usando PGA como sustrato. Los resultados corresponden a las medias + error estandar de tres

determinaciones independientes. Los mismos se analizaron por ANOVA y las medias se

compararon con el test de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas.

ND: no detectado.
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Fig. 4.2.14. Efecto de CBM-FaARA1 sobre la actividad PME de tomate. El sustrato utilizado fue
pectina de citrus. Los resultados corresponden a las medias * error estandar de tres

determinaciones independientes. Los mismos se analizaron por ANOVA y las medias se

compararon con el test de Tukey (p < 0,05). Letras diferentes indican diferencias significativas.

ND: no detectado.
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Se ha reportado que las a-L-arabinofuranosidasas (a-L-AFasas; EC 3.2.1.55)
tienen roles de importancia en el desarrollo de plantas (Fulton y Cobbett, 2003) y en la
ontogenia y ablandamiento de frutos (Sozzi et al., 2002; Tateishi, 2008). Se las
encuentra en varias familias de glicosil hidrolasas (GH2, 3, 43, 51, 54, 62) y se las ha
incluido en diferentes familias de mdédulos de union a carbohidratos (1, 2, 3, 6, 13, 22,
35, 42 y aun no clasificados {NC}) de acuerdo a la base de datos CAZy (Lombard et al.,
2014). Dentro de esta diversidad de familias puede encontrarse un amplio espectro de
afinidades a carbohidratos (celulosa, xilanos, arabinoxilanos, arabinosa, arabinanos)
(Ichinose et al., 2008; Miyanaga et al., 2006, 2004; Ribeiro et al., 2010).

En el caso de frutilla (Fragaria x ananassa), se han reportado tres genes de a-L-
arabinofuranosidasas, y se han caracterizado sus perfiles de expresién y la actividad
enzimatica total durante la maduracion del fruto (Rosli etal., 2009). Este el primer reporte
que describe las propiedades de un CBM proveniente de una a-L-AFasa de una planta,
asi como también el primero en describir el comportamiento de un CBM perteneciente
a una proteina de la familia GH51. Se predijo que la proteina recombinante codifica un
CBM de la familia CBM_4_9 (PF02018). A la fecha, hay 93 secuencias listadas en la
familia PF02018 que corresponden a la arquitectura de a-L-AFasas de la familia GH51,
de las cuales el 5,4% (5 secuencias) provienen de Eucariotas, mientras que el otro
94,6% (88 secuencias) provienen de proteinas de bacterias. Independientemente de su
origen, la identificacion de la mayoria de los CBM en estas proteinas se ha llevado a
cabo por medio de andlisis bioinformaticos basados en la similitud secuencial, mas que
en determinaciones experimentales de la capacidad de unién a carbohidratos de las
proteinas.

Se logré clonar y expresar satisfactoriamente la proteina recombinante CBM-

FaARA1 en células de E. coli. Como se menciond anteriormente, la proteina
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recombinante se expreso en las células bacterianas en la forma de agregados proteicos

insolubles, mejor conocidos como cuerpos de inclusion, siendo necesario un paso de
desnaturalizacion previo a la purificacion y replegado de la proteina de interés. Se
adapto el protocolo descrito por Schlager et al. (2012) para la purificacion de la proteina
recombinante, con la diferencia de que se agrego un paso de aislamiento de los cuerpos
de inclusion previo a la cromatografia de afinidad. El agregado de este paso permitid
mejorar el rendimiento y la pureza del producto final. La proteina purificada en
condiciones desnaturalizantes presenté una alta tendencia a agregarse, un fenomeno
frecuente cuando se trabaja con proteinas recombinantes obtenidas en células de E.
coli en la forma de cuerpos de inclusion (Gautam, 2012; Yamaguchi et al., 2013). La
obtencion de la proteina soluble, en ausencia de agentes estabilizantes, fue muy
dificultosa cuando el proceso de replegado se hacia a concentraciones de proteina
superiores a 50 ug mL" a pH 8,0. El mismo fendmeno se observé cuando la proteina
replegada en esas condiciones se dializaba para cambiar el pH del medio de 8,0 a 4,5.
Los mejores resultados con respecto a la renaturalizacién de la proteina recombinante
se obtuvieron usando didlisis como técnica de replegado. Sin embargo, fue necesario
acondicionar la proteina purificada de modo de obtener un proceso de replegado
exitoso. Las condiciones desnaturalizantes (SDS, Sarkosyl) utilizadas en la
cromatografia se modificaron primero por el pasaje a un buffer del mismo pH
conteniendo urea 8 M, de modo tal de inducir la disociacion de las moléculas de
detergente de la proteina recombinante, asi como también ajustar la concentracién de
la proteina a un valor que permitiera su posterior renaturalizacién por dialisis. Esta
inestabilidad de la proteina recombinante fue el principal motivo por el cual los ensayos
de unidén a carbohidratos se hicieron a pH 8,0 y con 50 ug mL"" como la concentracion
maxima de proteina.

El punto isoeléctrico (Pl) calculado para la proteina FaARA1 es de 5,0, y se predice
que la proteina es secretada al apoplasto, dénde el pH fisiologico es 4,5. En esta

condicion, tanto FaARA1 como la recombinante CBM-FaARA1 (Pl 6,52) estarian
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cargadas positivamente. La situacion opuesta se tiene a pH 8,0, correspondiente al pH

en el que se llevaron a cabo los ensayos de union a carbohidratos. Por lo tanto, en las
condiciones del ensayo, tanto el CBM-FaARA1 como el homogalacturonano estarian
cargados negativamente, por lo cual la interaccion entre ambos no seria de naturaleza
electrostatica, lo que sugiere que otro tipo de fuerzas intermoleculares estarian
involucradas. Lo mismo podria aplicarse a la interaccion de la proteina con un sustrato
sin carga como la celulosa. Existen reportes de ensayos de union llevados a cabo a pHs
alcalinos (Georgelis et al., 2011). Se ha sugerido también que la capacidad de unién de
un CBM a su sustrato puede atribuirse, al menos en parte, a diversos residuos
aromaticos que constituyen la superficie hidrofébica del médulo (Shoseyov et al., 2006),
siendo entonces las interacciones hidrofébicas una de las fuerzas responsables de la
asociacion de un CBM a su sustrato.

Los resultados de los ensayos de unién a carbohidratos muestran que la proteina
recombinante CBM-FaARA1 posee alta afinidad por homogalacturonanos, sin embargo,
se observo que la proteina también es capaz de asociarse a celulosa microcristalina,
aunque con una afinidad significativamente menor (Fig. 4.2.5). Este fendmeno sugiere
que el CBM presente en la proteina FaARA1 seria en cierta medida promiscuo, siendo
capaz de reconocer mas de un sustrato. La promiscuidad de sustrato por parte de un
CBM ha sido reportada para otros CBM (Nardi et al., 2013; Obembe et al., 2007).

Existe evidencia experimental que sugiere que las pectinas se encuentran
asociadas en una mezcla compleja de homogalacturonanos, rhamnogalacturonanos de
tipo | y rhamnogalacturonanos de tipo Il (Vincken et al., 2003). El polisacarido
rhamnogalacturonano I, particularmente, es una cadena carbonada de
homogalacturonano con diversos grupos laterales, algunos de los cuales presentan
residuos de arabinofuranosa. Es posible entonces que la asociacion de una a-L-AFasa
con homogalacturonano a través de su CBM, provea acceso a residuos terminales de
arabinofuranosa asociados a otros polisacaridos o glicoproteinas de la pared celular

vegetal.
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Asi como para cualquier fenédmeno de adsorcioén, para un CBM una isoterma de

adsorcion tipica presenta una un comportamiento lineal a bajas concentraciones de
proteina y una meseta o plateau una vez que el sustrato se satura. En nuestro caso, la
concentracién maxima de proteina empleada en los ensayos de unién probablemente
haya sido demasiado baja como para alcanzar el punto de saturacion de los sustratos.

El analisis de la movilidad relativa realizado por medio de electroforesis en geles
de retardo, conteniendo diferentes polisacaridos embebidos en la matriz de acrilamida,
contribuy6 a la caracterizacion de las propiedades de unién de la proteina recombinante.
Los resultados se condicen con las conclusiones obtenidas a raiz de los ensayos de
union a carbohidratos.

Dada la alta afinidad de la proteina recombinante por homogalacturonano, se
decidié evaluar si este carbohidrato podia ser usado como un agente estabilizante en el
proceso del replegado de la proteina. El agregado de compuestos que estabilicen a la
forma nativa de una proteina al buffer de replegado, tal como cofactores o incluso
sustratos, suele usarse con frecuencia como estrategia para sobrellevar las dificultades
inherentes al proceso, disminuyendo en forma considerable el agregado de la proteina
de interés (Eiberle y Jungbauer, 2010; Gautam, 2012). EI polisacarido
homogalacturonano demostrd ser un buen agente estabilizante, permitiendo realizar el
replegado de la proteina recombinante incluso a pH 4,5 y a concentraciones de proteina
tan altas como 100 yg mL™", sin pérdidas significativas en la concentracion de proteina
soluble debido a la agregacion. A este pH se tuvo un incremento de 60 veces en la
concentracion de proteina soluble comparado a la misma condicién, pero sin el agente
estabilizante. El pH acido o alcalino (pH 4,5 — pH 8,0) no pareciera interferir en la
estabilizacion de la proteina en presencia del carbohidrato, lo cual sugiere que la carga
de la proteina no seria relevante en este proceso. Esto mismo también podria indicar
que la capacidad de unién del CBM al homogalacturonano no esta sujeta a la carga de
la proteina. EI APG tiene un pka ~3, por lo que en todas las condiciones ensayadas

presentd carga negativa, mientras que la proteina recombinante (P1=6.52) presento
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carga negativa a pH 8,0 y carga positiva a pH 4,5. Las tres primeras fracciones del

hidrolizado del homogalacturonano (hAPG1 a hAPG3) también probaron ser buenos
agentes estabilizantes en el proceso de replegado, sin embargo, el efecto estabilizante
se pierde gradualmente cuando la hidrdlisis del polimero supera las 3 h (hAPG4 y
hAPG5), perdiéndose por completo en el caso extremo en el que se us6 el monémero
(acido galacturdnico) en el buffer de replegado. El hecho de que el fendmeno se pierda
con el avance de la hidrélisis del polimero indica que el tamafo del mismo es relevante,
existiendo un minimo de estructura necesario para que el CBM reconozca y se una a
este carbohidrato.

Teniendo en cuenta la capacidad del homogalacturonano de unir y estabilizar a la
proteina recombinante “in vitro”, seria interesante analizar el posible rol “in vivo” de estos
polisacaridos en la estabilizacion de a-L-AFasas en la pared celular vegetal.

Respecto a la influencia de CBM-FaARA1 sobre la actividad de enzimas
intervinientes en el metabolismo de pectinas, se analizé su influencia sobre PG, PME, y
una pectinasa comercial. La caracterizacion de CBM presentes en enzimas del
metabolismo de la pared celular ha estado centrada, en general, al analisis de sus
propiedades de unién, y existen escasos antecedentes respecto a la influencia sobre la
actividad enzimatica. Se presenta una diferencia marcada al efecto del otro CBM que
se ha estudiado en el grupo. A diferencia del CBM-FaEXP2, que disminuia la actividad
“in vitro” de las enzimas, en este caso el CBM-FaARA1 tiende a aumentar la actividad
de PG y pectinasa, mientras que no afecté la actividad PME. La presencia del CBM,
probablemente a través de la unién CBM-sustrato, facilita el accionar de PG y pectinasa,
pero no el de PME. Sin embargo, es necesario profundizar el estudio del fenébmeno para
intentar dilucidar en que forma el CBM esta ejerciendo su efecto sobre la actividad

enzimatica.

138



CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS




5. Conclusiones y Perspectivas

5.1 Conclusiones

Se logré adoptar la técnica de medida de crecimiento acido y actividad expansina
al uso de un texturometro comercial, aumentando la posibilidad de que mas grupos de
investigacion alrededor del mundo puedan estudiar estos fendmenos. La técnica
adaptada demostrd ser lo suficientemente precisa como para analizar el proceso de
ablandamiento en frutilla, y probablemente en otros frutos. Asimismo, permitio
caracterizar el efecto de la sobreexpresion del CBM-FaEXP2 en la pared celular sobre
la actividad expansina de frutos transformados de F. vesca cv H4, en distintos estadios
de maduracion.

En lo que respecta a la sobreexpresion del CBM-FaEXP2 en la pared celular del
fruto de F. vesca cv H4, se concluye que la expresion de la proteina recombinante fue
capaz de modificar el metabolismo de la pared, reduciendo la actividad de expansina y
poligalacturonasa durante la maduracién, lo cual redundé en una mayor firmeza de los
frutos transgénicos. La estrategia de sobreexpresar un CBM de expansina en la pared
celular se constituye, entonces, en otra herramienta posible para ser utilizada a fines de
retrasar el ablandamiento y extender la vida poscosecha de un fruto. Los resultados
correspondientes a la expresion a nivel de ARNm y actividades enzimaticas, sugieren la
existencia de un mecanismo de compensacién para mantener la homeostasis del
metabolismo de la pared, ante la menor actividad de enzimas clave de su metabolismo.

En cuanto al analisis del CBM putativo proveniente de la enzima FaARA1, se
comprobd la capacidad de wunidbn a carbohidratos del modulo predicho
bioinformaticamente, presentando la proteina recombinante una alta afinidad por
homogalacturonano. La proteina también probd ser capaz de modificar, al menos in-
vitro, la actividad de enzimas de pared, observandose un aumento en la actividad de
enzimas asociadas al metabolismo de pectinas, fendmeno inverso al observado en

trabajos previos del grupo con el CBM-FaEXP2.
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5.2. Perspectivas

Si bien el protocolo de medicion de actividad expansina adaptado al texturometro
comercial nos permitié analizar la maduracion de frutos desde el punto de vista de esta
actividad, queda pendiente evaluar la posibilidad de aumentar la sensibilidad de la
técnica, ya sea tanto modificando la capacidad de carga del instrumento, como
utilizando matrices sintéticas de carbohidratos (mayor homogeneidad en el sustrato).

En lo que respecta a la sobreexpresion del CBM-FaEXP2 en F. vesca cv H4, el
material vegetal disponible podria ser utilizado para extender el analisis de expresion y
actividades enzimaticas a otros genes relacionados al metabolismo de la pared celular,
que no fueron incluidos en este estudio. Desde un punto de vista de aplicacion, el
proximo paso seria conducir dicha sobreexpresion con un promotor especifico del fruto
y dependiente del grado de madurez, preferentemente en un cultivo de relevancia
comercial como Fragaria x ananassa.

En cuanto al CBM-FaARAA1, sus propiedades de unién y efecto sobre enzimas del
metabolismo de pectinas, muy distintas a las descriptas para el CBM-FaEXP2, hacen
de este CBM un candidato atractivo a ser evaluado in-vivo, analizando como afectaria
al metabolismo de la pared celular su sobreexpresion en la pared, pudiendo usar como
modelos tanto A. thaliana como F. vesca. También seria interesante lograr dilucidar el
mecanismo mediante el cual este mddulo es capaz de aumentar la actividad de las

enzimas PG y pectinasa en la hidrdlisis de pectinas y homogalacturonano.
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