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Resumen

En Uruguay, la soja (Glycine max) es actualmente el cultivo mas importante en términos
de superficie cultivada. Debido a que este cultivo tiene su desarrollo durante el verano, por
lo general esta expuesto a periodos de sequia, lo que causa reduccién en el rendimiento con
grandes pérdidas econdmicas. La identificacidon de los componentes genéticos implicados en
las respuestas al estrés facilitard la mejora de los cultivos a nuestras condiciones
ambientales. En este sentido, hemos identificado dos genes que se inducen en respuesta a
déficit hidrico en genotipos de soja tolerantes a la sequia. Uno de ellos codifica para una
nucleorredoxina (NRX) de tipo 2 (GmNRX2.1) y otro codifica para un factor de iniciacion de la
traduccion, GmelFiso4G.

Las NRXs son tiorredoxinas (Trx) atipicas de dominio multiple, que estan acopladas a un
dominio C1, de unién a diacilglicerol (DAG), rico en cisteinas. Este trabajo aborda la
caracterizacion funcional de la GmNRX2.1 mediante sobre-expresion del gen en plantas. La
secuencia de cDNA fue aislada a partir de mRNA de una variedad de soja tolerante a la
sequia (N7001) y clonada en vectores binarios para la expresién en plantas como fusiones al
epitope de hemaglutinina (HA) y a la proteina fluorescente verde (GFP). Se realizaron
estudios de expresidn transitoria en tabaco, hallando que la proteina tendria una
localizacion citosélica y, posiblemente, nuclear. Se generaron lineas transgénicas de
Arabidopsis thaliana que sobre-expresan la GmNRX2.1. Plantas de la generacién T3 fueron
caracterizadas genotipicamente y se realizaron ensayos fenotipicos in vitro en condiciones
de estrés osmotico y salino. Asimismo, se realizaron ensayos de deshidratacidn en tierra. A
pesar de que los fenotipos in vitro no fueron partricularmente evidentes, las plantas
transgéncias mostraron ventaja frente a las wt en los ensayos de deshidrataciéon. Con el
objetivo de realizar la caracterizacion bioquimica de la proteina GmNRX2.1 recombinante, se
generaron construcciones de la proteina wt completa, asi como para el mutante de sitio
activo (C227S), el dominio Trx C-terminal aislado (TrxC) y el dominio C1 aislado. Estas
construcciones seran utilizadas en el futuro para realizar la expresion heterdloga en
Escherichia coli y en el sistema de expresién vegetal, Nicotiana benthamiana.

La participacién del gen GmelFiso4G en la respuesta frente a sequia en soja fue
establecido en un trabajo previo de nuestro grupo. Se determind que las plantas
transgénicas de A. thaliana que sobre-expresan este gen presentaron tolerancia aumentada
frente a estrés osmoético, salino y por baja temperatura. Tratandose de un factor de
iniciacidn de la traduccién y habiendo obtenido un fenotipo de tolerancia tan evidente, en el
presente trabajo se abordd la caracterizacion funcional del gen a través de la evaluacién del
efecto de la sobre-expresién del GmelFiso4G sobre el perfil del proteoma de las plantas. Con
dicho cometido, hemos optado por utilizar la técnica de 2D-DIGE (two-dimensional
Difference Gel Electrophoresis). En este trabajo se optimizaron las condiciones de extraccion
de proteinas y la separacién de las mismas mediante electroforesis bidimensional. Se
pusieron a punto dos condiciones para realizar la extraccion de proteinas y se determinaron
las condiciones adecuadas para la eliminaciéon de la proteina RubisCO utilizando columnas de
afinidad anti-RubisCO.



1. Introduccion



Entre los cultivos oleaginosos, la soja ocupa una posicidén de liderazgo a escala global.
Actualmente, es el cuarto cultivo mundial cosechandose en promedio unas 220 millones de
toneladas que son destinadas al consumo humano, la producciéon de biocombustibles y
fundamentalmente a la alimentacion de ganado (FAO, 2013). Entre los aflos 1995 y 2011 la
produccion de soja se incrementé en un 198 % en Brasil y en un 287 % el Argentina, y los
productos de exportacién derivados de dicho cultivo (granos, aceite y carne) aumentaron
329 y 980 %, respectivamente (FAO, 2014). En Uruguay, la soja es el principal cultivo de
secano, ocupando mas de 1 milldn de hectareas cultivadas y algo mas de 3 millones 500 mil
toneladas producidas segun datos del Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP)
de la zafra 2013-2014 (Anuario Estadistico Agropecuario 2014, www.mgap.gub.uy), cuya
exportacion representd en dicho periodo una ganancia cercana a los USS 1900 millones. La
actividad agricola ha crecido enormemente en los ultimos aflos en nuestro pais y en
particular en el afo 2014 las ganancias debidas solamente a la exportacién de soja
superaron a las ganancias generadas por exportaciones de carne y ganado en pie (Anuario
Estadistico Agropecuario 2014, MGAP).

La fuente principal de agua para estos cultivos radica en las precipitaciones; sus
fluctuaciones, tanto en cantidad como distribucién, originan periodos con deficiencias
hidricas que pueden llevar a grandes pérdidas econdmicas anualmente. Sin ir mas lejos, la
sequia registrada este afo 2015 ha implicado en el acumulado del aifio una caida en las
exportaciones de un 18.4 %, sumando USS 675 millones segun cifras del Instituto Uruguay
XXI (http://www.uruguayxxi.gub.uy/). La agricultura de secano es el sistema de produccion
predominante a escala global y la sequia es de los factores ambientales que mas restringe la
productividad de los cultivos, asi como la expansidn de la agricultura hacia zonas marginales
(FAO, 2011). La mejora de los cultivos frente al estrés abidtico, sea de la forma clasica o por
ingenieria genética, es altamente dependiente de la identificacion de componentes
genéticos que determinen la tolerancia. La identificacion, aislamiento y caracterizacién de
genes involucrados en las respuestas a estrés abidtico permitird en el mediano plazo utilizar
esta informacién para generar herramientas que potencien la mejora de los cultivos a
nuestras condiciones ambientales.

Estudios realizados en la regién han demostrado que el rendimiento de los cultivos de
secano se encuentra bastante por debajo de su potencial. En la regidn nucleo sojera
Argentina las brechas de rendimiento para maiz y trigo rondan el 40 % y para soja el 30 %,
aunque estas brechas se incrementan en regiones con menor historia agricola (INTA
INFORMA, mayo 2015). En los paises de africa subsahariana las brechas para los cultivos de
secano alcanzan el 80 % segun datos del Atlas Mundial de Brechas de Rendimiento
(www.yeldgap.org). Sumado a esto, la tasa de aumento del rendimiento de los principales
cultivos alimentarios no es lo suficientemente rdpida como para satisfacer la demanda que
impone una poblacién mundial que se estima superara los 9 mil millones de personas para el
afio 2050 (Ray et al., 2013). Asimismo, para asegurar un desarrollo sostenible seria deseable
lograr los mayores rendimientos posibles en las tierras agricolas ya existentes (Mueller et al.,
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2012). Existen varios componentes que aportan a la superacién en los rendimientos
alcanzados por un cultivo, entre los que se encuentran la utilizacién de buenas practicas
agricolas y la incorporacién de innovaciones tecnoldgicas (FAO, 2011). En este sentido, la
investigacion e inversion que apunten a generar un sector agricola mas productivo y
eficiente, con el fin de reducir los efectos de la variabilidad climdtica en la produccién,
resultan fundamentales.

En las plantas se identifican tres tipos de estrategias generales para enfrentar condiciones
de sequia (Carrow, 1996). En los mecanismos de escape la planta acelera la culminacion de
su ciclo de vida antes de que las condiciones ambientales sean demasiado severas. Esto
implica la puesta en marcha de rdpidos cambios fisioldgicos y en el desarrollo, que incluyen
la maduracién y floraciéon prematura, asi como la induccion de dormancia en la estacién
seca. Los mecanismos de evasidon consisten en incrementar la capacidad de mantener en los
tejidos un potencial de agua relativamente alto a pesar de la baja disponibilidad de agua en
el suelo. Estos mecanismos involucran el aumento de la profundidad y de la eficiencia del
sistema radicular, junto con estrategias para conservar el agua, como el cierre estomatico, la
reduccion de la conductancia cuticular y del area foliar y la disminucion de la absorcidn de
luz. Finalmente, las estrategias que tienden a mantener la productividad de la planta en
condiciones de restriccién hidrica son considerados mecanismos de tolerancia. Estos
involucran cambios metabdlicos para el mantenimiento de la turgencia celular a través de
mecanismos de ajuste osmotico, del aumento en la plasticidad celular, de la acumulacién de
solutos y proteinas con funciones de proteccién celular, entre otros (Jones et al., 1981,
Jones, 2004). La resistencia a la sequia es entonces una caracteristica compleja vy
multifactorial, que depende de la combinacidn de muchos genes y que deriva en la
alteracion de varios caracteres morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos. A la fecha, son pocos
los genes que han demostrado ser claves en la tolerancia a sequia en soja, en parte debido a
que se trata de un cultivo con escasa variabilidad genética (Hyten et al., 2006). Las primeras
fuentes descritas de tolerancia a estrés hidrico fueron lineas que exhiben un fenotipo de
marchitamiento lento ("slow wilting genotypes", Carter et al., 2003). A pesar de que los
mecanismos de sefializacién son complejos, la secuenciacion de genomas vegetales y el uso
de herramientas "omicas" han permitido un avance importante en este area. En soja se ha
identificado un cierto numero de QTLs (quantitative trait loci) asociados a tolerancia (Pathan
et al., 2007; Abdel-Haleem et al., 2011). Sin embargo, estas regiones gendmicas explicarian
menos del 10 % de la variacién fenotipica observada entre los distintos genotipos
(Manavalan et al., 2009). En este sentido, esta propuesta pretende caracterizar nuevos
componentes que participen en la tolerancia a sequia en plantas y dar una visién desde Ila
bioquimica y la fisiologia vegetal sobre los mecanismos involucrados en las respuestas a este
tipo de estrés.
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1.1 Antecedentes para la seleccidon de genes candidatos

Los genes a abordar en este trabajo se desprenden del trabajo de doctorado del Dr. Juan
Pablo Gallino. El trabajo del Dr. Gallino consistié en la identificacidon y caracterizacion de
genes de respuesta a déficit hidrico en soja, procurando evidenciar diferencias entre
genotipos susceptibles (TJ2049) y tolerantes (N7001 y Munasga) a sequia. Para la
identificacidon de dichos genes, se secuencid una biblioteca de cDNA generada mediante la
técnica de sustraccién por supresion e hibridacion, SSH (Suppression subtractive
hybridization; Diatchenko et al., 1996). Esta técnica estd basada en la amplificacién selectiva
de secuencias diferencialmente expresadas, suprimiendo simultdneamente la amplificacién
de secuencias comunes a ambas poblaciones, lo cual la hace adecuada para la identificacién
de transcriptos poco abundantes, a menudo asociados con funciones de regulacién. Los
genes identificados fueron agrupados segun se tratara de proteinas efectoras (dehidrinas,
chaperonas, acuaporinas), de degradacién (proteasas, proteinas relacionadas a procesos de
ubiquitinacion), de detoxificacidon (oxidorreductasas), de regulacién (proteinas relacionadas
a sefalizaciéon, factores de transcripcién) o de funcidon desconocida. Andlisis por
macroarreglos demostraron que un conjunto de genes aumenta su expresion tanto en el
genotipo tolerante (N7001) como en el susceptible (TJ2049), mientras que existen genes que
especificamente se expresan en alguno de los dos genotipos. La proporcién de genes
expresados en comun es mayor en la respuesta tardia que en etapas iniciales de exposicién
al estrés, en tanto que la proporcidon de genes activados especificamente en el cultivar
N7001 es superior en etapas iniciales. Esto indicaria que el genotipo tolerante es capaz de
percibir la falta de agua y responder mas rapidamente que el susceptible. A su vez, de
acuerdo a resultados de Northern blot, se seleccionaron genes que se expresaran
exclusivamente en el genotipo N7001, o cuya expresidn fuera significativamente superior en
estrés temprano en ese cultivar y cuya funcidn tentativa resultara interesante para
profundizar en estudios funcionales, entre ellos los genes GmNRX2.1 y GmelFiso4G. Ambos
genes fueron aislados del genotipo de soja tolerante a la sequia (N7001), que fue
seleccionado por su fenotipo de marchitamiento lento en condiciones de estrés hidrico
(Hufstetler et al., 2007).

El gen GmNRX2.1 se indujo en dos genotipos tolerantes (Munasqa, ademas del ya
mencionado N7001) en estrés inicial con mayor intensidad que en el susceptible (Figura 1.A).
El mismo codifica para una proteina de la familia de las tiorredoxinas (Trx), particularmente,
una nucleorredoxina (NRX). Puesto que el trabajo experimental se enfoca fuertemente al
trabajo con este gen, se retomard mas adelante los antecedentes respecto a proteinas
relacionadas.

Por otra parte, el gen GmelFiso4G muestra un patrdon de expresién claramente diferencial
entre los dos genotipos de soja tolerantes y el genotipo susceptible, siendo su expresion
practicamente nula en el genotipo susceptible (Figura 1.A). Este ultimo gen fue analizado por
el Dr. Gallino durante su doctorado con resultados prometedores. Se trata de un factor de
iniciacién de la traduccién de tipo 4G, que presenta dos dominios conservados MIF4G y MA3
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pero que carece de la regidon N-terminal caracteristica de los elF4G. Se analizé la localizacién
subcelular mediante la expresion transitoria de la fusion del GmelFiso4dG a GFP
determinando una localizaciéon citosdlica, posiblemente asociada al sistema de

endomembranas.
A N7001  TJ2049 Munasga B
Y ¢ o
Ctl 57y Cl o7 S o7 # linea A.thaliana + B-estradiol

J, : elFiso4G 1 2345 67 8 9101112
!‘ dl_k_ 4 -
elFiso4G

- o I qNRXC1 e . sl o

| s ssenweee |RNA

C MS PEG 40% MS NaCl 150 mM
KO Col-0 KO Col-0

- B estradiol + B estradiol - B estradiol + B estradiol

Figura 1. Genes candidatos seleccionados. A. Perfil de expresion analizado por Northern blot para los genes
seleccionados (tomado de Gallino, 2013). El gen GmelFiso4G aumenta su expresion en condiciones de
deshidratacion en los genotipos tolerantes N7001 y Munasga. La acumulacion del transcripto es practicamente
nula en el genotipo susceptible TJ2049. El gen GmMNRX2.1 aumenta su expresion en los genotipos tolerantes en
mayor medida que en el susceptible. La variedad tolerante Munasqa presenta cierta acumulacién basal del
transcripto. Ctrl: control (planta regada), ¢: deshidratacion hasta alcanzar un potencial hidrico de -0.7 MPa. B.
Anadlisis de expresion por Northern blot de plantas de A. thaliana que sobre-expresan el gen GmelFiso4G. Se
analizé ARN extraido a partir de plantas inducidas con B-estradiol 10 uM durante 24 horas. Con asterisco se
marcan las lineas seleccionadas para posteriores andlisis fenotipicos. La linea nimero 5 fue la utilizada para los
ensayos de protedmica. C. Caracterizacion fenotipica de las plantas transgénicas. Crecimiento luego de 6 dias
en medio MS equilibrado con PEG8000 40 % o con agregado de NaCl 150 mM. Plantas salvajes (Col-0),
mutantes knock out (KO) y lineas transgénicas #5 y #8. Para estas ultimas se muestra el crecimiento en
presencia de B estradiol (+B) y en ausencia del mismo (-B).

Asimismo, se generaron plantas transgénicas de A. thaliana que expresan el gen
GmelFiso4G por un mecanismo que permite su induccién ante agregado de B-estradiol
(Figura 1.B). Las lineas transgénicas seleccionadas presentaron diferencias importantes en
condiciones de estrés osmatico frente al agregado de B-estradiol, particularmente marcadas
a nivel radicular. Las plantas wt, el mutante knock out (KO) para el gen ortélogo de
Arabidopsis (AT5G57870) y las lineas analizadas en estrés sin induccién del transgen,
mostraron una reduccién del crecimiento radicular de aproximadamente 70 % con respecto
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a las plantas crecidas en la condicion control. Sin embargo, se observé una reduccién del
crecimiento mucho menor en las lineas transgéncias sometidas a estrés e inducidas con B-
estradiol (Figura 1.C). Las plantas transgénicas también mostraron ventaja frente a
tratamientos de estrés salino (Figura 1.C) y de frio (resultados no mostrados). Estos
resultados demuestran un rol evidente del gen GmelFiso4G en la tolerancia frente a diversos
factores de estrés abidtico (Gallino, 2013).

1.2 Rol de los factores de iniciacion de la traduccidn en las respuestas a estrés en plantas

Las plantas, a diferencia de otros organismos que tienen la posibilidad de movilizarse,
deben adaptar su metabolismo a diversas variables ambientales. Las respuestas al estrés
ambiental muchas veces traen aparejado una rapida regulacién de la expresidn génica, de
manera de adaptar la fisiologia a dicho estrés y mejorar las posibilidades de subsistencia. La
sintesis proteica es uno de los principales blancos de regulacion en condiciones de estrés ya
que contribuye a la rapida adaptacion al limitar el gasto energético y dirigir la sintesis de
proteinas especificas, necesarias para limitar el dafio celular (Floris et al., 2009).

El principal paso de regulacidon ocurre a nivel de la iniciacién de la traduccidon. En los
eucariotas, en condiciones fisioldgicas, la mayoria de los mRNAs inician su traduccién por un
mecanismo dependiente de la caperuza de 7-metilguanosina (Cap) localizada en el extremo
de su regién 5' no traducida (5'-UTR) (Figura 2). La iniciacién de la traduccién es el proceso
de ensamblaje de un ribosoma 80S competente para la elongacion. Requiere por lo menos 9
factores de iniciacién (elFs) y se compone de dos pasos: primero, la formacién de un
complejo de pre-iniciacién 48S con establecimiento del apareamiento codén-anticoddn en el
sitio P de la subunidad ribosdmica 40S, y luego, la union de la subunidad ribosémica 60S. El
complejo de pre-iniciacién 43S, compuesto por la subunidad ribosdmica 40S, el elF2-GTP y el
Met-tRNAMe!, junto con el elF3, elF1, elF1A y elF5, se une a un mRNA con Cap 5' en un paso
que involucra el despliegue de la estructura secundaria 5' del mRNA por elF4A, elF4B y elF4F.
El complejo 43S escanea la region 5'-UTR en el sentido 5'>3' en busca de un coddn de inicio.
Tras el reconocimiento del coddn de inicio y la formacidn del complejo 48S, el elF5 y el elF5B
promueven la hidrdlisis del GTP unido al elF2, el desplazamiento de los elFs y la unién de la
subunidad 60S. Generalmente, el 5'UTR de los mRNAs posee estructura secundaria. La carga
del complejo 43S requiere la accidn cooperativa del elF4F y del elF4B o elF4H, que
despliegan dicha estructura. El elF4F se compone de la proteina de unién al Cap elF4E, la
RNA helicasa elF4A y del elF4G, que funciona como un scafflold que une al elF4E, elF4A, la
proteina de union a poli(A) (PABP) y al elF3. Los elF4B (o elF4H) y el elF4G potencian la
actividad helicasa del elF4A. Los elF4A, elFAG y elF4E ademas de asistir la union del complejo
43S, colaboran con el mismo durante el escaneo del 5'-UTR. El compromiso con un coddn de
inicio esta mediado por el elF5, una proteina de activacion de GTPasa (GAP) especifica para
elF2. La unién de la subunidad 60S y la disociacion del elF1, elF1A, elF3 y elF2-GDP residual
estan mediadas por el elF5B, una GTPasa ribosoma dependiente. La PABP tiene un rol

14



importante en la estimulacién de la traduccidén. Esta proteina puede interactuar con el
componente elF4G del elF4F, que normalmente estd unido al extremo 5' del mRNA. Esto
resulta en la circularizacion del mRNA, conformacion que facilita el reciclaje de los ribosomas

(Jackson et al., 2010).
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Figura 2. Modelo de iniciacion de la traduccion candnica (dependiente de 5'Cap) en organismos eucariotas.
Adaptada de Jackson et al., 2010. El proceso involucra ocho etapas (pasos 2 a 9), que resultan en la formacion
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de un complejo de iniciacion 80S, competente para comenzar la etapa de elongacion del proceso de
traduccion. La traduccidn es un proceso ciclico; estos pasos ocurren a continuacidon del reciclaje de los

complejos de post-terminacion, lo que regenera las subunidades ribosdmicas 40S y 60S libres (1). La iniciacion

de la traducciéon implica: (2) la formacion de un complejo ternario elF2-GTP/Met-tRNAM®; (3) la formacién de

un complejo de pre-iniciacion 43S, el cual consta de la subunidad 40S, elF1, elF1A, elF3, eIF2-GTP//Met-tRNAMet
y probablemente elF5; (4) la activacion del mRNA, durante la cual la regién 5' del mRNA es desplegada por el
elF4B asociado al elF4F por un mecanismo ATP dependiente; (5) la union del complejo 43S a dicha region del
MRNA,; (6) el escaneo del 5'UTR en direccién 5'->3' por el complejo 43S; (7) el reconocimiento del codén de
iniciacién y la formacién del complejo de iniciacion 48S, lo que modifica el complejo hacia una conformacion
"cerrada" y lleva al desplazamiento del elF1, permitiendo la hidrélisis del GTP unido a elF2 por parte de elF5;
(8) la unién de la subunidad ribosémica 60S al complejo 48S junto con el desplazamiento del elF2-GDP y otros
factores (elF1, elF3, elF4B, elF4F y elF5) mediada por elF5B; y (9) la hidrélisis del GTP unido a elF5B y la
liberacién de elF1A y elF5B-GDP desde los ribosomas 80S ensamblados y competentes para la elongacion.

La iniciacion de la traduccién es un proceso altamente regulado. Los mecanismos de
regulacién pertenecen a una de dos categorias: los mecanismos que impactan sobre los
factores de iniciacién o los ribosomas, y que por lo tanto afectan todos los procesos de
iniciacion; y los mecanismos que afectan el mRNA, como los procesos regulados por
microRNAs o el secuestro de los mRNAs en cuerpos de estrés y son, por ende, selectivos
para algunos mRNAs. El caso mas comun de control sobre los factores de iniciacidn es la
regulaciéon de la disponibilidad de elF2 y elF4F activos por fosforilacion, pero la actividad del
elF4F también esta regulada por protedlisis de su componente elF4G (Jackson et al., 2010).
La fosforilacion del elF2 estd mediada por diferentes quinasas que se activan en respuesta a
estrés causando la inhibicién de la traduccién al impedir la formaciéon del complejo ternario
elF2/GTP/tRNA™". Un mecanismo de regulacién ampliamente estudiado en mamiferos es la
regulacion sobre el elF4E. Este mecanismo involucra la interaccion del elF4E con proteinas
de unidn a elF4E (4E-BPs). Las 4E-BPs presentan un dominio de unién a 4E similar al del
elF4G, por lo que actuan por competencia, impidiendo la interaccién con el elF4G y en
consecuencia el reclutamiento de ribosoma al Cap. En condiciones normales, la quinasa TOR
fosforila las 4E-BPs, lo que evita que éstas se unan al elF4E, pero en respuesta a estrés, TOR
es inhibida; la hipo-fosforilacién de las 4E-BPs aumenta su afinidad por el elF4E, inhibiéndose
la traduccién Cap-dependiente y pasando a un mecanismo Cap-independiente. Bajo
condiciones de estrés, el mecanismo candnico de iniciacidon se altera. En plantas sometidas a
estrés bidtico y abidtico también se ha observado traduccién Cap-independiente. Por
ejemplo, en maiz, los mRNAs codificantes para la alcohol deshidrogenasa ADH1 y para la
heat shock protein HSP101, se traducen de manera Cap-independiente en raices privadas de
oxigeno y durante estrés por calor, respectivamente. También los virus utilizan un
mecanismo Cap-independiente para traducir sus mRNAs (Das Sharma et al., 2015; Gallie,
2001). En casos de estrés, donde se compromete la iniciacién Cap-dependiente, la presencia
de IRES (Internal Ribosome Entry Sites) dentro del 5'-UTR de los mRNAs y de CITES (Cap-
Idependent Translational Enhancers) permite la traduccion eficiente de ciertos mRNAs, ya
gue admite que ocurra la iniciacién en ausencia de reconocimiento del Cap por el elF4E
(Mufoz et al., 2012).
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Ademads de una serie de mecanismos de regulacion conservados entre los eucariotas, las
plantas también presentan elementos de regulacién Unicos. Aparte de los elF4E y elF4G
candnicos, las plantas tienen las isoformas elFiso4E y elFiso4G. Estas isoformas interactian
especificamente entre si para dar lugar al complejo elFiso4F (Mayberry et al., 2011). Estos
complejos favorecen la iniciacion de la traduccién de mRNAs especificos, funcidon que, como
fue demostrado para Arabidopsis y maiz, no puede ser substituida por los elF4F (Mufioz et
al., 2012). elF4G y elFiso4G comparten solamente un 30 % de similitud en un dominio
central conservado. elF4G tiene un extenso dominio N-terminal que esta ausente en el
elFiso4G. Las subunidades de unién al Cap elF4E y elFiso4E comparten alrededor de un 50 %
de similitud. El elFiso4F de trigo tiene preferencia por mRNAs que presentan Cap y 5'-UTR
desestructurados, mientras que el elF4F promueve la traduccién tanto de mensajeros con
Cap y 5'-UTR estructurados como de mensajeros sin Cap (Gallie et al., 2001b). También se ha
visto que los complejos elF4F, y en particular el componente elF4G, son fundamentales para
dirigir la iniciacion interna en RNAs virales, los cuales no presentan Cap, y que los elF4G son
mucho mads eficientes que los elFiso4G en promover dicha iniciacidn (Gallie, 2001; Treder et
al., 2008). Asimismo, se ha determinado que la porcién C-terminal del elF4G presenta todos
los dominios necesarios para promover la funcidon de dicho factor, como ser los dominios de
union al RNA, a elF4A y a elF3, mientras que la porcion N-terminal presenta los dominios de
unién a la proteina de unidn al Cap elF4E y para la PABP (Treder et al., 2008). La presencia de
dos isoformas tan diferentes del elF4G plantea la disyuntiva de si existe especializacion
funcional entre ellos. Hemos observado que el transcripto del gen GmelFiso4G aumenta
considerablemente su expresidon en condiciones de sequia en genotipos tolerantes a la
misma, lo que indicaria que esta proteina podria cumplir un rol especifico en la traduccion
de ciertas proteinas especificas en condiciones de estrés.

1.3 Rol de las tiorredoxinas en plantas

Como se mencioné anteriormente, el gen GmNRX2.1 codifica para una Trx. La
superfamilia de Trx comprende proteinas con multiples funciones que se caracterizan por
poseer al menos un dominio Trx. En general, presentan actividad oxidorreductasa y son
participes en reacciones de intercambio tiol-disulfuro (Pedone et al., 2010). Estas proteinas
actian como reductasas en el control redox, protegen a las proteinas frente a agregacion e
inactivacién oxidativa, ayudan a las células a sobrellevar multiples tipos de estrés como ser
el causado por especies reactivas del oxigeno y nitréogeno, regulan la muerte celular
programada, actuan como chaperonas para el plegamiento de proteinas, entre otras
funciones (Collet et al., 2010). A pesar de que el volumen de informacion concerniendo el rol
de las Trx en la regulacién del estado redox y el metabolismo celular es enorme, poco se
sabe sobre este tipo de Trxs atipicas.

Las plantas son sistemas sumamente complejos desde el punto de vista de su biologia
redox. Pueden producir una serie de antioxidantes de bajo peso molecular, como glutatién,
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ascorbato y tocoferol. Las variaciones en la concentracion de estos pares redox constituye
una fuente muy rica en informacion. Estos antioxidantes de bajo peso molecular pueden
interactuar con numerosos componentes celulares, influenciando procesos de crecimiento y
desarrollo de la planta, modulando desde la mitosis y la elongacion celular, hasta la
senescencia y la muerte. El estado redox intracelular también regula la expresidon de genes
asociada a respuestas frente a diversos tipos de estrés biodtico y abiético (Foyer et al., 2005).
De esta manera, la interaccidon de estos antioxidantes de bajo peso molecular con especies
oxidantes constituye una interfaz metabdlica donde se definen procesos de aclimatacién o
de muerte. Los mecanismos utilizados para mantener el balance redox intracelular son
especialmente delicados en organismos vegetales puesto que la generacion de especies
derivadas del oxigeno es intrinseca al proceso fotosintético. Sumado a los procesos comunes
a otros organismos de produccion de especies reactivas del oxigeno, como la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y varios sistemas enzimaticos celulares, la fotosintesis
es un proceso especialmente riesgoso desde el punto de vista de la fuga de electrones, tanto
a nivel de la cadena de transporte de electrones fotosintética como a nivel de los sistemas
de captura de luz (fotosistemas, Mittler et al., 2004). Asimismo, en vistas de que las plantas
son esencialmente inmdviles, tienen que lidiar con la adversidad ambiental y la escasez de
recursos. La mayoria de estos estreses estdan acompafiados por la generacidon de especies
reactivas del oxigeno y del nitrégeno que generan un estrés oxidativo que debe ser
controlado (Rohuier et al., 2008). La naturaleza reactiva de estos intermediarios tiene dos
implicancias fundamentales: por un lado, la necesidad de que las células mantengan un
estrecho control sobre su produccién y propagacion; y, por otro lado, que los mismos
puedan actuar como moléculas sefializadoras. En estos mecanismos de sefializacién redox
juega un rol esencial la oxidacién de tioles (-SH). Las plantas, como otros organismos
aerdbicos, mantienen los tioles en sus proteinas citoplasmaticas en su forma reducida
debido a las concentraciones en el orden de milimolar de sus antioxidantes de bajo peso
molecular. Sin embargo, los tioles pueden modificarse de diversas maneras, dando formas
disulfuro (S-S), acido sulfénico (-SOH), sulfinico (-SO,H), sulfénico (-SO3H), y también formas
glutationiladas o nitrosiladas, entre otras modificaciones posibles (Paulsen et al.,, 2013).
Estas modificaciones en las proteinas pueden traer aparejado alteraciones en sus estructuras
y propiedades bioquimicas. Ademads de los compuestos de bajo peso molecular, el estado
redox intracelular estd regulado principalmente por proteinas de la superfamilia de las
tiorredoxinas (Trx). Los sistemas enzimaticos antioxidantes y de reparacién estdn
considerablemente incrementados y diversificados en las plantas en comparaciéon con
organismos bacterianos o animales.

El plegamiento de Trx fue identificado en 1975, cuando se diluciddé la estructura
cristalografica de la Trx1 de Escherichia coli en su forma disulfuro (Holmgren et al., 1975). El
plegamiento de las Trxs se caracteriza por un nucleo central de cinco hojas B antiparalelas
rodeadas por cuatro hélices a (Collet et al., 2010; Fernandes et al., 2004; Lillig et al., 2008).
Muchas otras proteinas comparten esta clase de plegamiento (tiorredoxinas,
glutarredoxinas, peroxidasas, isomerasas de disulfuro, glutatidn-S-transferasas, oxidasas de
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disulfuro, entre otras; Ren et al., 2009; Qi et al., 2005), de manera que pertenecen también a
la familia de las Trxs a pesar de que su homologia de secuencia sea baja (Atkinson et al.,
2009; Fernandes et al., 2004). Todas las oxidorreductasas de la familia Trx presentan un sitio
activo con los motivos CXXC o CXXS, posicionados en el loop que conecta una hoja B con una
hélice a en la regidon N-terminal. La cisteina N-terminal del sitio activo es la que lleva a cabo
el ataque nucleofilico. La misma se encuentra expuesta a la superficie y presenta un pKa bajo
(Lillig et al., 2008).

Figura 3. Vias para la reduccion de las
NADPH . .
tiorredoxinas. Adaptado de Gelhaye et al.,

Luz 2004. La ruta cloroplastica involucra a la

ferredoxina (Fd) y a la ferredoxina-tiorredoxina
reductasa (FTR). En las mitocondrias y el
citoplasma, las Trxs pueden ser reducidas por

el sistema NADPH-NADPH tiorredoxina
GSSG

v reductasa (NTR,, NTRg). En plantas, existe un
sistema NTR adicional, NTR. que opera en los

‘ cloroplastos. Trxs particulares pueden ser
reducidas mediante el sistema glutation

reductasa (GR) / glutation (GSH/GSSG) /
glutarredoxina (Grx). También se ha observado

la glutationilacién de algunas Trxs.

GSSG
& @

Las Trxs son proteinas pequefias (de unos 12 kDa), presentes en todos los organismos.
Sumado a estas Trxs "clasicas", muchas proteinas también poseen dominios Trx-like o
multiples dominios Trx. Las Trxs son una familia ampliamente diversificada en plantas. Se
han encontrado Trx en practicamente todos los compartimentos celulares. Las Trxs clasicas
se clasifican en cinco clases: Trxm (cloroplasticas), Trxx (cloroplasticas), Trxy (cloroplasticas),
Trxf (cloroplasticas), Trxh (mitocondriales, citosélicas, nucleares, apoplasticas) y Trxo
(mitocondriales). Las Trxs m, x e y son de origen procariédtico, en tanto que las Trx f, hy o son
de origen eucaridético. Sumado a estas Trxs tipicas monodominio, las plantas también poseen
numerosas Trxs monodominio atipicas (las cuales presentan sitios activos con secuencias no
canodnicas) y otras tantas Trxs atipicas de dominio multiple, entre las que se encuentran las
nucleorredoxinas (Gelhaye et al., 2005). Las Trxs participan en infinidad de procesos
metabdlicos en las plantas. Participan en la transicién del metabolismo entre luz y oscuridad,
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regulando enzimas del metabolismo del carbono, de lipidos, de azufre, de nitrégeno, de la
sintesis de hormonas y vitaminas (Gelhaye et al., 2005), por mencionar sélo algunas. A su
vez, proteinas de la familia, como ser glutarredoxinas, peroxirredoxinas, glutation
peroxidasas, metionina-sulféxido reductasas, etc., también sumamente diversificadas,
participan en funciones de detoxificacion (Gelhaye et al., 2005). Existen aproximadamente
40 genes potenciales codificantes para Trxs en Arabidopsis thaliana (Chibani et al., 2009),
otros 50 genes codifican glutarredoxinas (Meyer et al., 2008), casi 50 mas codifican glutation
transferasas (Dixon et al., 2002) y 10 genes codifican peroxirredoxinas (Horling et al., 2003),
para dar una idea de las dimensiones de los sistemas antioxidantes. Una vez oxidadas, las
Trxs pueden ser devueltas a su forma reducida a través del sistema ferredoxina-tiorredoxina
reductasa (FTR) cloroplastico o a través del sistema NADPH-tiorredoxina reductasa (NTR) a
nivel del cloroplasto (NTR¢), en el citosol y las mitocondrias (NTRs, NTRg). Algunas Trxs
pueden ser reducidas mediante el sistema glutation reductasa/glutatién/glutarredoxina, lo
que suma un nivel de complejidad adicional (Figura 3) (Gelhaye et al., 2005). Por otro lado,
tal grado de diversificacion despierta curiosidad en cuanto a la especificidad de estas
enzimas: sus blancos, sus reductores intracelulares y sus mecanismos de accién.

1.4 Nucleorredoxinas

Las NRXs en conjunto con RdCVF (Rod-derived-cone-vability-factor) y C9orfl21
(Chromosome-9-open-reading-frame) conforman una sub-familia dentro de las Trxs puesto
que comparten motivos particulares en su secuencia aminoacidica. Los dominios Trx en
estas proteinas se asemejan mas a la tryparredoxina presente en tripanosomatidos que a un
dominio Trx tipico. En mamiferos se ha determinado que estas proteinas actian como
reguladores en varias rutas de sefializacién fisiolégicamente relevantes: regulan la ruta wnt
(Funato et al., a2008, b2010) y la del TLR4 (Hayashi et al., 2010), regula factores de
transcripciéon (AP1, NF-kB y CREB, Hirota et al, 2000), regulan la fosfofructoquinasa-1
(Funato et al., 2013), interactuan con la fosfatasa-2-A (Lechward et al., 2006), por mencionar
algunos ejemplos. Las NRXs de plantas presentan escasa homologia con las NRXs de
mamiferos. Fueron descritas por primera vez en maiz (Zea mays) como proteinas nucleares
conteniendo tres mddulos tipo Trx y con actividad de reduccidon de disulfuros in vitro
(Laughner et al., 1998). La clase de las NRXs se presenta en plantas terrestres y en algunas
algas pero esta ausente en cianobacterias. Un analisis filogenético de secuencias permite
distinguir tres subgrupos de NRXs, pero en todos los casos se trata de proteinas que
comparten una organizacion comun de dos (o en algunos casos, tres) dominios de Trx y
presentan asimismo un dominio C1 (CX2CX10CX2CX6CX18-23CX4C) C-terminal (Chibani et
al., 2009). Las NRXs del subgrupo | presentan una region linker entre sus dos dominios Trx
algo mas larga que en los otros subgrupos, en tanto que el dominio C1 de las NRXs del
subgrupo Il esta algo menos conservado. El rol de estas proteinas permanece ampliamente
inexplorado en plantas. Se desconoce si los dominios Trx presentan una funcidon redox
conjunta, si el dominio C1 es esencial para las isoformas que lo contienen o cudles son sus
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funciones fisioldgicas. Tampoco hay estudios que describan la relevancia del dominio C1,
llamados de esa manera por ser identificados inicialmente en proteinas quinasa C (PKCs). Se
trata de dominios pequeiios (aproximadamente 50 aminoacidos), muy ricos en cisteinas y
con capacidad de unién de zinc (Homel et al., 1994). Este tipo de dominios participan en la
unién a diacilgliceroles (DAG), regulando de esta manera la actividad de las proteinas que los
contienen (proteinas quinasa, reguladores de proteinas-G pequefias, etc., Coléon-Gonzales et
al., 2006) y participando a su vez en la relocalizacion de las mismas hacia las membranas tras
la unién del lipido (Geczy et al., 2012; Ghosh et al., 1994; Hall et al., 2005; Kazanietz et al.,
1992; Leonard et al., 2011; Mamidi et al., 2012; Oancea et al., 1998; Quest et al., 1994). Los
dominios C1 también pueden actuar como sitios de regulacion redox de las proteinas
(Korichneva et al., 2002; Zhao et al., 2011), y como sitios de interaccidon proteina-proteina
(Colén-Gonzales et al., 2006).

Recientemente, las dos NRXs de A. thaliana (pertenecientes a los subgrupos | (NRX1) y IlI
(NRX2) fueron preliminarmente caracterizadas (Marchal et al., 2014). Ambas proteinas
presentan cierta actividad de reduccion de disulfuros in vitro y su localizacion es citosélica y
nuclear. La NRX1 pudo ser reducida por NTRa. Si bien las NRXs son dispensables para el
desarrollo de la planta, las plantas KO para la NRX1 presentaron menor fertilidad del polen
(Qin et al., 2009; Marchal et al., 2014).

La aparicion del gen GmNRX2.1 dentro de nuestra biblioteca de genes inducidos por
sequia en soja, resulta interesante en vistas de que aun no se han vinculando NRXs a las
respuestas frente a estrés hidrico, lo que seria un rol novedoso para estas proteinas. Cabe
destacar que otro estudio transcriptdomico de soja en condiciones de estrés hidrico también
demostrd una gran induccidn del gen GmNRX2.1 en estas condiciones (Le et al., 2012).

1.5 Hipotesis de investigacion

Trabajos previos de nuestro grupo sugieren que, en condiciones de sequia, los genotipos
de soja tolerantes aqui estudiados expresarian genes especificos que en los genotipos
susceptibles tendrian una menor o nula expresién. Otra posibilidad es que los genotipos
tolerantes activen mas rapidamente la expresién de genes comunes a ambos, lo que les
brindaria la capacidad de adaptarse mas tempranamente al estrés. En otras palabras, los
genotipos tolerantes estudiados serian capaces de percibir la falta de agua y activar
funciones de respuesta mas rapidamente que los susceptibles. Los genes que presentamos
en este trabajo, GmNRX2.1 y GmelFiso4G, pertenecen a este grupo de genes y por lo tanto
es esperable que la sobre-expresion de los mismos en plantas resulte en un aumento en la
tolerancia al estrés hidrico. Se ha confirmado esta posibilidad para el gen GmelFiso4G.
Teniendo en cuenta el conocimiento sobre la funcion de los factores de iniciaciéon de la
traduccién en la regulacidn de la sintesis proteica, es posible que este gen participe en las
respuestas frente a estrés abidtico facilitando la traduccion de ciertos mRNAs, confiriendo a
la planta una mayor tolerancia. Por otro lado, la NRX en estudio se trata de un tipo
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particularmente atipico de NRX puesto que no presenta ningun sitio activo CxxC candnico y
aun no se ha determinado si presenta actividad oxidorreductasa, cudles son sus reductores o
sus posibles blancos de accién. Es factible que cumpla acciones como oxidorreductasa,
protegiendo a los tioles celulares ante condiciones de estrés. A su vez, también es posible
que actue regulando otras respuestas mediante una accion sobre factores de transcripcién o
activacidon/represion de otras proteinas a través de regulacion redox de las mismas. En
suma, esta proteina presentaria potencialmente funciones de regulacion o efectoras.
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2. Objetivos
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Objetivos generales y especificos.

El objetivo general del trabajo es generar conocimiento acerca de dos genes de soja
identificados previamente como genes que se sobre-expresan en genotipos tolerantes de
soja en respuesta a sequia y que, por lo tanto, podrian presentar algun rol en las respuestas
frente a este estrés.

En cuanto al gen GmMNRX2.1 se pretende en particular:

Objetivo especifico 1: Estudiar la funcion de la GmNRX2.1 en la tolerancia al estrés
abidtico en plantas.

Objetivo especifico 2: Generar herramientas para analizar in vitro las posibles actividades
de una NRX con dominio C1.

Objetivo especifico 3: Determinar el perfil de expresién de los genes codificantes para
NRXs de soja ante estimulos y tratamientos de estrés.

Por otra parte, para el gen GmelFiso4G se plantean los siguientes objetivos especificos
con el fin de determinar el impacto de la sobre-expresion del gen GmelFiso4G en el
proteoma de plantas de Arabidopsis mediante estudios de protedmica comparativa
utilizando la técnica de 2D-DIGE (two-dimensional Difference Gel Electrophoresis):

Objetivo especifico 4: Poner a punto las condiciones de extraccidén de proteinas.

Objetivo especifico 5: Optimizar las condiciones para la separacién de las proteinas
mediante electroforesis bidimensional.
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3. Materiales y métodos
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3.1 Materiales

Todas las enzimas utilizadas para clonados y subclonados fueron adquiridas en Invitrogen
o Thermo. Los oligonucléotidos fueron sintetizados por Macrogen, IDT o SBS. Los kits para
extraccion y purificacion de DNA fueron adquiridos de Quiagen. La secuenciacion de DNA fue
realizada en la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur de Montevideo. Los
reactivos quimicos fueron comprados en Sigma-Aldrich o Duchefa Biochemie.

3.2 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron 3 genotipos contrastantes de soja (Glycine max (L.) Merril); el cultivar de alto
rendimiento N7001, definido como tolerante a la sequia y que presenta el fenotipo de
"marchitameinto lento" en condiciones de estrés hidrico (Carter et al., 2003; Hufstetler et.
al.,, 2007) y el cultivar TJ2049 definido como susceptible a la sequia segun los datos
obtenidos por estudios llevados a cabo en el marco del proyecto BiotecSur UE 127119. Para
algunos andlisis de expresion se usé ademas el cultivar Munasqga (primera variedad de soja
resistente al glifosato liberada por una institucién publica en la Argentina, la Estacién
Experimental Agroindustrial Obispo Colombes, EEAOC). Esta es tolerante a la sequia segln
datos del equipo de investigacién de la EEAOC, corroborados por el grupo del Dr. Omar
Borsani (Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Agronomia).

Las plantas de soja se cultivaron en cdmara de crecimiento bajo [dmparas de halogenuro
metalico y [dmparas de vapor de sodio a alta presién con una intensidad luminica de 800
pumol fotones m seg'1 y un fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad, a 25 °C y una humedad
relativa de 60-40%. Para su crecimiento se utilizaron macetas de 9 cm de didametro por 8 cm
de altura. Se utilizé una mezcla de partes iguales de arena y vermiculita como sustrato. Las
plantas fueron regadas con medio RP (Rigaud y Puppo, 1975). Las plantas se regaron
diariamente hasta capacidad de campo y una vez alcanzado el estado vegetativo V1, fueron
sometidas a tratamientos de estrés. Se dejaron de regar los tratamientos de deshidratacién
(DH) hasta la aparicién de sintomas de marchitamiento, continuando el riego diario de los
tratamientos control. Asimismo, se realizaron tratamientos con acido abscisico (ABA) 50 uM,
acido salicilico (SA) 5 mM o paraquat (Pq) 1 mM. Luego de los tratamientos, se separé el
material en raiz y parte aérea, se congeld en nitrégeno liquido y se almacené a -80 oC para
su posterior procesamiento.

Para la obtenciéon de lineas sobre-expresantes y para la comparacién fenotipica bajo
condiciones de estrés y control, se usé Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. Para realizar los
analisis de localizacion subcelular mediante agroinfiltracién se usé Nicotiana tabacum cv.
Samsun. Las plantas de A. thaliana y tabaco se cultivaron en cdmara de crecimiento con 100
umol fotones m™? seg™ de intensidad luminica y fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad a 25°C.
Como solucién de riego se utilizé agua destilada, suplementando con medio MS (Murashige
y Skoog, 1962) con la mitad de concentracion (% MS) una vez a la semana.
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Las plantas de A. thaliana crecidas in vitro se sembraron sobre medio %2MS, pH 5.7, 0.5 %
agar, sin el agregado de sacarosa. Previamente, se esterilizaron las semillas sumergiéndolas
en EtOH 70 % por un maximo de 5 minutos, seguido por una solucién de hipoclorito de sodio
25 g/L y Tritdn X-100 0.1 % durante 15 minutos con agitacidon. Se realizaron 4 lavados de 5
min con agua destilada estéril. Las semillas se estratificaron 5 a 7 dias a 4 °C y se
transfirieron a cdmara de crecimiento bajo [dmparas de LED con una intensidad luminica de
100 pmol fotones m? seg™, un fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad y 22 °C.

3.3 Extraccion de RNA total

Se pulverizd 1 a 2 g de muestra vegetal en nitrégeno liquido y se transfirié el material a
tubos para centrifuga conteniendo 5 mL de buffer NTES (0.1 M NacCl, 0.01 M Tris-HCI pH 7.5,
1 mM 4&cido etilendiaminotetraacético [EDTA], 1 % dodecilsulfato de sodio [SDS]), 2.5 mL de
fenol y 2.5 mL de cloroformo. Las muestras se centrifugaron a 5.000 rpm durante 20 minutos
y los acidos nucleicos presentes en la fase acuosa fueron precipitados con 0.1 volimenes de
acetato de sodio (NaAc) 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol anhidro. Luego de 3 horas de
incubacién a -20 2C se centrifugd durante 30 minutos a 5.000 rpm y 4 °C. El pellet se
resuspendid en agua miliQ tratada con 0.1 % dietilpirocarbonato (DEPC) y se transfirid a
tubos de microcentrifuga. Se agregd un volumen igual de 4 M LiCl y el RNA se dejo precipitar
durante la noche (ON) en hielo. Se centrifugd por 20 minutos a 14.000 rpom y a 4 2C. Los
pellets se resuspendieron en agua-DEPC y se almacenaron a -80 2C hasta su uso.

La concentracién del RNA se midié en un nanodrop (Thermo). La calidad del RNA se
evalud resuspendiendo aproximadamente 1 ug de RNA total en una mezcla de formaldehido
2.2 M, formamida 50 % v/v, 1 X buffer MOPS (0.2 M &cido 3-(n-morfolino)-propanosulfénico
[MOPS] pH 7, 0.05 M NaAc y 0.01 M EDTA) y bromuro de etidio (BET) 70 ng/uL. Las muestras
se desnaturalizaron a 55 2C durante 10 minutos y se separaron en geles de agarosa
desnaturalizante con 2.2 M formaldehido, utilizando 1X MOPS como buffer para la
electroforesis.

3.4 Extraccion de DNA gendémico

Se pulverizdé 1 a 3 g de muestra vegetal en nitrégeno liquido y se transfirid el material a
tubos SS-34 para centrifuga conteniendo 15 mL de buffer de extraccion (100 mM Tris-HCI pH
8, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoetanol [B-ME], 1 % SDS). Se incubd
durante 15 minutos a 65 °C y se agregaron 5 mL de acetato de potasio (KAc) 5 M a la
solucidn caliente. Se incubd en hielo 30 minutos y se centrifugd 15 minutos a 35.000 x g. Se
transfirié el sobrenadante a otro tubo SS-34, se agregaron 10 mL de isopropanol y se incubd
a -20 2C durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifugé 15 minutos a 35.000 x g. El pellet
se lavd con 1 mL de EtOH 70 %, se centrifugd 5 minutos a 35.000 x g y se dejo secar. El pellet
se resuspendié en 450 pL de buffer TE (Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 1 mM) con agregado de
50 pL de NaCl 3M y 2 uL de RNAsa A (10 mg/mL) y se incubd 30 minutos a 37 2C. El DNA se
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extrajo con 1 volumen de fenol y 2 volimenes de cloroformo y se centrifugd 2 minutos a
14.500 x g. La fase acuosa se precipité el DNA con 0.8 volumen de isopropanol. Se centrifugd
20 minutos a 12.500 x g, se lavo el pellet con 1 mL de EtOH 70 % y se resuspendié en 40 uL
de agua MiliQ.

3.5 Ensayos de Northern Blot

El RNA total (10 pg) fue separado en geles de agarosa desnaturalizantes con formaldehido
2.2 M, utilizando el buffer 1X MOPS para la corrida electroforética, como se describe en la
seccidn 3.3. La transferencia del RNA a membranas de nylon (Amaersham Hybond-N, GE
Health Care) se realizé en soluciéon 20X SSC (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M, pH 7). Las
muestras de RNA fueron fijadas a las membranas por exposicidon a luz ultravioleta (70000
uJ/cmZ, 5 seg) utilizando un crosslinker (Hoefer UVC 500 Ultraviolet Crosslinker).

Los fragmentos de DNA utilizados como sonda se obtuvieron por PCR a partir de DNA
gendmico de soja de la variedad N7001. Utilizando la polimerasa Taq (Thermo, EP0402) y los
primers y programa de PCR indicados en la tabla 1 se generaron sondas adecuadas para la
deteccidon de los genes codificantes para las NRXs de soja (de tipo I: Glyma08g285900; de
tipo II: Glyma06g021200, Glyma04g02100; y de tipo IIl: Glyma06g078100, Glyma04g76900) y
de A. thaliana (de tipo |: At1g60420; y de tipo Ill: At4g31240). Las sondas se purificaron a
partir de los geles utilizando el Quiagen Gel extraction Kit (Quiagen, Hilden, Germany).

Tabla 1. Primers y programas de PCR para generacion de sondas para ensayo de Northern blot.

. Nombre Secuencia Aplicacién Programa PCR
primer
1 FoGmNRX1-Ex2 5-TGGTTTGTATTTTTCGGCATCCTG-3' Para generacion de 1-959C, 3m.
sonda para deteccién de 2- 40 ciclos: 95 °C, 30's;
2 ReGmNRX1-Ex2 5'-TGATATTACGAAGTCCCGAGATGG-3' NRX de tipo | de soja: 50¢9C, 305s;722C, 40 s.
Glyma08g285900. 4-722¢,5m.
3 FOGMNRX2-Ex2 5'-CCTGTTGCTTGGCTAGTGGGTAAA-3' Para generacion de
sonda para deteccién de 1-952C, 3 m.
‘ . NRXs de tipo Il de soja: 25’24(_,(:;280:: ?;’ ;g Z’g :;
4 ReGmNRX2-Ex2 5'-GGCCCTCCACCGTTTCCATC-3 Glyma06g021200, A éc, A
Glyma04g02100.
5 FoGmNRX3-3'UTR 5'-GAGTGTCCAACGCTCTTCTTCATCA-3' Para generacion de
sonda para deteccién de 1-95¢C, 3 m.
. . . NRXs de tipo Il de soja: 25'24°0Cd3cg05f 325 :E i’g X
6 ReGmMNRX3- 3'UTR 5'-AGTGTTTTGGATTGGCGGTGAG-3 Glyma06g078100, ° 4_ 725(;(:’ 5m s
Glyma04g76900.
7 FOAtNRX1-Ex5_3'UTR 5'-GGACCAACTGGGCAAACC-3' Para generacién de 1-95°C, 3 m.
sonda para deteccién de 2- 40 ciclos: 95 °C, 30's;
8 ReAtNRX1-Ex5_3'UTR 5'-TTAGCAATTATACAAAGAAAGGAA -3' AtNRX1 de A.thaliana: 472°C,305s;72°C, 40s.
B At1g60420. 4-722C,5m.
9 FOAtNRX3-Ex5_3'UTR 5'-CCATGGCTTGCAATACCTTA-3' Para generacion de 1-959C, 3 m.
sonda para deteccién de 2- 40 ciclos: 95 °C, 30's;
10 ReAtNRX3-Ex5_3'UTR 5'-ACATATCACGATTCTTTGTCTACTAA-3' AtNRX3 de A.thaliana: 47°C,305;72°C,40s.
At4g31240. 4-722¢, 5m.
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3.6 Ensayo de Southern Blot

El DNA gendmico (15 pg) fue digerido ON con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll
separadamente, y fue separado en geles de agarosa utilizando buffer 1X TAE (Tris-HCIl 40
mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8) para la corrida electroforética. EIl DNA fue
desnaturalizado incubando el gel en solucién de desnaturalizacién (NaOH 0.5 M, NaCl 1.5 M)
durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién suave. El gel se neutralizé en solucién de
neutralizacion (Tris-HCI 1 M, NaCl 1.5 M, pH 8) durante 1 hora con agitacién. La transferencia
del DNA hacia la membrana de nylon (Amaersham Hybond-N*, GE Health Care) se realizd en
solucion 10X SSC. El DNA fue fijado a la membrana por exposicién a luz ultravioleta como fue
descrito en la seccidn 3.5.

Como sonda se utilizdé un fragmento correspondiente a la secuencia de codificante para la
GmNRX2.1 escindido de la construccion pGWB14:GmNRX2.1 (seccion 3.8) mediante
digestion con las enzimas Hindlll/Sacl (Figura 11) el cual no presenta homologia con
secuencias de A. thaliana. El marcado de la sonda y la deteccidn se realizé utilizando el kit
DIG High Prime DNA Labeling and detection starter kit (Roche).

Construcciones para ensayos funcionales del gen GmNRX2.1 y para obtencion de

proteina recombinante

3.7 Generacion de los vectores de entrada

Todas las construcciones fueron generadas mediante el uso de tecnologia Gateway
(Invitrogen). Se generaron vectores de entrada conteniendo la secuencia codificante para la
GmNRX2.1 con tres propdsitos: 1- realizacion de ensayos fenotipicos de plantas transgénicas
sobre-expresantes; 2- estudios de localizacién subcelular; y 3- estudios bioquimicos de la
proteina recombinante.

La secuencia codificante correspondiente a la GmNRX2.1 fue amplificada a partir de cDNA
de soja de la variedad N7001 en condiciones de déficit hidrico. La sintesis del cDNA se llevé a
cabo a partir de 5 pug de RNA total utilizando el kit SuperScript Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen) y 0.5 uL del cebador oligodT (100 uM) en un volumen final de 20 uL. Las etapas
de PCR se realizaron en un termociclador Perking Elmer 2400 utilizando la polimerasa Kapa
HiFi Hotstart (Kapa Biosystems). Los primers utilizados asi como el programa de
amplificacién se detallan en la tabla 2.

Los primers 11 y 12 permitieron la amplificacién de la secuencia codificante para la
GmMNRX2.1 carente de su coddn de terminacién y flanqueada por sitios de restriccidon para
las enzimas Sall y EcoRI. Este amplicon fue ligado entre los sitios Sall/EcoRI en el vector
pPENTR2B (Invitrogen; pENTR2B:GmNRX2.1-stop). Se transformaron células TOP10
electrocompetentes y los transformantes fueron seleccionados en medio LB suplementado
con kanamicina 50 pg/mL. Se realizaron minipreparaciones de plasmidos utilizando el
método de lisis alcalina y se analizaron mediante restriccion y secuenciacidn. Por otra parte,
los primers 13 y 14 permitieron la amplificacion de la secuencia codificante para la

29



GmNRX2.1 con su cododn de terminacion y flanqueada por los sitios de recombinacion attB1
y attB2. Los mismos hacen posible la insercién del producto de PCR en el vector pDONR-Zeo

(Invitrogen) mediante recombinacién utilizando el mix de reaccion Gateway BP clonase Il

enzyme mix (Invitrogen; pDONR-Zeo:GmNRX2.1+stop).

Sumado a los dos vectores antedichos, se generaron vectores de entrada conteniendo las

secuencias codificantes para: a-mutante puntual del sitio activo potencialmente activo
presente en el segundo dominio Trx (WCVPC, mutante C227S); b- segundo dominio Trx
aislado (mutante truncado R191-A326) carente de su coddn de terminacion; y c- dominio C1

aislado (mutante truncado G356-V411) con y sin su codén de terminacién. Los primers

utilizados y las condiciones de amplificaciéon se resumen en la tabla 2. Estos amplicones
fueron ligados entre los sitios de restriccion BamHI/Xhol en el vector pENTR2B,
seleccionados y analizados como se comentd anteriormente.

Tabla 2. Primers y programas de PCR para generacion de construcciones génicas.

de terminacion en
PENTR2B.

Ne . . . s
. Nombre Secuencia Aplicacién Programa PCR
primer
11 FoGmNRX2-Sall 5'-AAGTCGACAGAGAAAGCGGAGATGA-3' 1-952C, 5 m.
Para clonado de 2- 10 ciclos: 98 °C, 20's;
ReGMNRX2-ECORI GmNRX2.1 sin coddn 50 9C, 30s; 72 C, 80 s.
12 € A ce 5'-AAGAATTCACATTATTGTCATGACGTT-3' de terminacion en 3-30 ciclos: 98 2C, 20's;
- 0, . [*]
stop PENTR2B. 559C,30's; 72 °C, 80 s.
4-72°C,5m.
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG 1- 95 °C, 5 m.
13 FOGmMNRX2-Dnr GCTTGATGAAGGATGGAGCCCAAGTT-3' Para clonado de 2- 10 ciclos: 98 °C, 20's;
GmNRX2.1 con coddn 559C, 30s; 72 C, 80 s.
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT de terminacién en 3- 30 ciclos: 98 C, 20's;
14 ReGmNRX2-Dnr GGGTCCTAGACATTATTGTCATGACG-3' 72°C,60's; 72 °C, 80 s.
pDONRZeo.
4-729C,5m.
15 FoGmNRX2-C227S 5'-AATGGTGCGTCCCATCCGCCAAGTTCACTCC-3' 1-959C,5m.
.z - i . o .
Para generacién de 2- 40 ciclos: 98 °C, 20 5;
60 9C, 155s; 72 °C, 4 min
16 ReGmNRX2-C227S 5'-GGAGTGAACTTGGCGGATGGGACGCACCATT-3' mutante C227S. 30,
4-72°C,5m.
FoTrx2-BamHI Para clonado de
17 5'-TAGCAGGATCCATGAGAGACTATGTTTTGAGTC-3' o ) 1-959C, 5m.
-stop dominio TrxC sin 2-35ciclos: 98 2C, 20s;
coddn de terminacion 60°C, 155;72°C, 405s.
18 ReTrx2-Xhol 5'-TGGTGCTCGAGGACGCATTTTCTTGGTACAAG-3' 790
en pENTR2B. 4-722C, 5m.
19 FoC1-BamHI 5'-TGGTGGGATCCATGGGGCACCGCCATGATCTG-3' Para clonado de 1-95°C, 5 m.
ReC1-Xhol dominio C1 sin coddn 2- 35 ciclos: 98 °C, 20's;
20 ; 5'-GCGGCCTCGAGGAGACATTATTGTCATGACGTTC-3' de terminacion en 60 °C, 155;72°C, 30 s.
-sto _720
p PENTR2B. 4-72%C,5m.
Para clonado de 1-959C, 5m.
dominio C1 con coddn - 35 ciclos: 98 © ;
21 ReC1-EcoRl 5" AAGAATTCCTAGACATTATTGTCATGA-3' 2- 35 ciclos: 98 2C, 20;

60 C, 15's; 72 °C, 30 s.
4-729C,5m.

3.8 Generacion de las construcciones para ensayos funcionales

Los vectores de entrada fueron utilizados para generar construcciones para la sobre-

expresion de la GmNRX2.1 en plantas como fusiones al epitope de hemaglutinina (HA)
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amino (N) y carboxilo (C)-terminales y como fusidn a la proteina fluorescente verde (GFP) C-
terminal. Las fusiones a HA fueron utilizadas para generar plantas transgénicas establemente
transformadas para realizar estudios fenotipicos, mientras que la fusién a GFP fue utilizada
para estudios de localizacién subcelular. Todos los vectores utilizados permiten la expresién
del gen bajo control del promotor constitutivo CaMV35S (Cauliflower Mosaic Virus).

Para generar la fusion a HA amino-terminales, el vector de entrada pDONR-
Zeo:GmNRX2.1+stop fue recombinado en el vectores pGWB15 (Nakagawa et al., 2007),
utilizando el mix de reaccion Gateway LR Clonase Il Enzyme mix (Invitrogen). De igual forma,
se recombind el vector de entrada pENTR2B:GmNRX2.1-stop en los vectores pGWB14 y
pGWB5 (Nakagawa et al., 2007) para generar las fusiones C-terminales a HA y GFP,
respectivamente. Se transformaron células Top10 electrocompetentes y los transformantes
se seleccionaron en medio LB con espectinomicina 100 pg/mL en todos casos. Las
construcciones generadas fueron analizadas mediante restriccidn y secuenciacion y fueron
utilizadas para transformar Agrobacterium tumefaciens.

3.9 Generacion de construcciones para la expresion de proteina recombinante en
Escherichia coli.

La secuencia codificante para la GmNRX2.1 fue clonada en un vector para expresién de
proteina recombinante en E. coli, pET301/CT-Dest (Invitrogen). El mismo permite la
expresion de la proteina recombinante bajo control del promotor T7 y como fusién a una
cola de 6 histidinas C-terminal (His-Tag), lo que facilita la purificacién de la proteina de
interés mediante cromatografia de afinidad por metales (IMAC). De igual manera que se
procedid para la generacion de las construcciones para realizar ensayos funcionales (secciéon
3.8), el vector de entrada pENTR2B:GmNRX2.1-stop se recombind con el vector pET301/CT-
Dest utilizando el mix de reaccién Gateway LR Clonase Il Enzyme mix. Se transformaron
células Topl0 electrocompetentes y los transformantes se seleccionaron en medio LB con
ampicilina 100 pg/mL. Las construcciones generadas fueron analizadas mediante restriccion
y secuenciacion y fueron utilizadas para transformar cepas de E. coli iddéneas para la
expresion de proteina (Seccion 3.11).

3.10 Generacion de construcciones para la expresion de proteina recombinante en
Nicotiana benthamiana.

Las secuencias codificante para la GmNRX2.1 y sus variantes fueron clonadas en vectores
virales para expresion de proteinas recombinantes en el sistema vegetal Nicotiana
benthamiana (pEAQ-HT-Dest, Sainsbury et al., 2008; 2009). En estos vectores, la expresion
del gen de interés esta dirigida por un promotor constitutivo CaMV35S, pero a diferencia de
otros vectores binarios cominmente utilizados en estrategias de transgénesis, los vectores
de la serie pEAQ presentan secuencias virales que flanquean al gen de interés actuando
como 5' y 3' UTRs. Estas secuencias derivan del RNA-2 del virus del mosaico del poroto
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(cowpea mosaic virus) y han sido modificadas para eliminar los genes codificantes para la
cubierta y las proteinas de movimiento del virus. A su vez, la secuencia 5'-UTR fue
modificada eliminando codones AUG fuera de marco, lo que produce un gran aumento en la
traduccién del gen (Peyret et al., 2013). Por otra parte, estos vectores permiten la expresién
de la proteina de interés sin ningln epitope (pEAQ-Destl) o como fusién a una cola de
histidinas N-terminal (pEAQ-Dest2) o C-terminal (pEAQ-Dest3) (Figura 19).

Se generaron construcciones para: a- proteina wt completa; b- mutante puntual del sitio
activo potencialmente (mutante C227S); c- segundo dominio Trx aislado (TrxC, mutante
R191-A326); dominio C1 aislado (mutante G356-V411). El mutante puntual C227S fue
generado por mutagénesis sitio-dirigida a partir de las construcciones pENTR2B:GmNRX2-
stop y pDONR-Zeo:GmNRX2.1+stop mediante el método QuickChange (Xia et al., 2014). La
proteina wt, C227S y el dominio C1 fueron recombinados en los vectores pEAQ-Dest1, pEAQ-
Dest2 y pEAQ-Dest3 mediante sistema Gateway (Invitrogen). El mutante truncado R191-
A326 fue clonado en el vector pEAQ-Dest3. Las construcciones generadas fueron analizadas
mediante restriccidn y secuenciaciéon y fueron utilizadas para transformar A. tumefaciens.

3.11 Transformacidn de Escherichia coli para expresion de proteina recombinante

Se transformaron varias cepas de expresién de E.coli: BL21, BL21 pLysS, Rosetta, Tuner,
Origami, Shuffle y pGro7, todas ellas DE3. Las bacterias a transformar fueron crecidas en 5
mL de medio LB, a 37 2C y 220 rpm, ON en ausencia de antibidtico. En el caso de la cepa
BL21 pLysS se agregd cloranfenicol 34 pug/mL al medio. Las bacterias crecidas ON fueron
inoculadas a 50 mL del mismo medio en una relacién 1:50 y este cultivo se incubd a 37 2Cy
220 rpm hasta que alcanzé una densidad éptica a 600 nm (DOggo) de 0.4. A continuacion las
células se incubaron 20 min en hielo, se recuperaron por centrifugacién a 3.000 x g y 4 ¢C
por 10 minutos y se resuspendieron en 5 mL de CaCl, 0.1 M a 4 2C, estéril. Luego de incubar
la suspensién celular por 30 minutos en hielo, se centrifugd a 1.000 x g y a 4 2C por otros 10
minutos y finalmente las células se resuspendieron en 1 mL CaCl, 0.1 M en baiio de hielo.
250 pL de la suspension celular fueron transferidos a un tubo de microcentrifufa e incubados
30 minutos en hielo con 1-5 uL del plasmido de interés. Pasado este tiempo, las células se
transformaron por shock térmico a 42 °C por 2 minutos, seguido de 5 minutos de incubacion
en hielo. Luego se agregaron 500 pL de medio LB a temperatura ambiente y se incubé por un
lapso de 1 h a 37 2Cy 220 rpm. Finalmente el total de células transformadas se plaquearon
en LB-agar con agregado de ampicilina 100 pg/mL. Las placas se incubaron ON a 37 °C.

3.12 Transformacidn de Agrobacterium tumefaciens

Se utilizé en todos los casos la cepa C58C1 de A. tumefaciens (Deblaere et al., 1985). Para
todas las transformaciones realizadas se utilizd el electroporador Gene Pulser Xcell
Electroporation System (BioRad, USA, CA). La seleccidon en placa y medio liquido se llevé a
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cabo usando medio LB o YEP con 100 pg/mL de rifamicina, 100 pug/mL carbenicilina y el
espectinomicina 100 pg/mL.

3.13 Transformacidén de Arabidopsis thaliana

Para cada construccién se sembraron al menos 5 macetas con 4 plantas de A. thaliana en
cada una. Se cortaron las inflorescencias primarias y cuando se llegd al estado en que las
plantas presentaron una mayoria de botones florales, se procedid a la transformacién por
inmersion floral (Clough y Bent, 1998). Para ello se inocularon 500 mL de medio YEP con 100
ug/mL de rifamicina, carbenicilina y espectinomicina, con cultivos frescos de A. tumefaciens
conteniendo las diferentes construcciones. Se incubé ON a 28 2C con agitacién a 200 rpm, o
hasta alcanzar una DOgyy de aproximadamente 2.0. Se centrifugd el cultivo durante 20
minutos a 2.000 x g y se resuspendid en buffer de infiltracion (%2 MS, 5 % sacarosa, 0.05 %
Silwett L-77) obteniendo una DOggg mayor a 2.0. Las plantas se sumergieron en esta mezcla
durante algunos segundos y se envolvieron en bolsas de nylon para prevenir la evaporacién
del indéculo. Al dia siguiente se transfirieron a condiciones normales de crecimiento.
Posteriormente se realizaron inoculaciones sobre los nuevos botones florales que fueron
surgiendo. Para estas inoculaciones se depositd la suspensién bacteriana detallada
anteriormente sobre cada botén floral (Martinez et al., 2004). Una vez cosechadas las
semillas, se sembraron en medio % MS pH 5.7, 0.5 % agar, con 25 ug/mL higromicina. Las
plantas que sobrevivieron a los 12 dias fueron transferidas a maceta y se cosecharon
semillas para la siguiente ronda de seleccién. El proceso anterior se repitié hasta obtener
plantas de las generaciones T2 y T3 (se considera TO a las plantas originadas por las semillas
obtenidas luego de la inoculacién).

3.14 Agroinfiltracion de hojas de tabaco y microscopia

Para cada construccion se inocularon 5 mL de medio LB o YEP con 100 pg/mL de
rifamicina, carbenicilina y espectinomicina, con cultivos frescos (1 o 2 dias) de A.
tumefaciens. El crecimiento se realizd en agitacién a 200 rpm ON a 28°C. Antes de infiltrar,
se pulverizaron las plantas con agua destilada y se las colocd bajo luces para que los estomas
se abrieran. Se centrifugd 1 mL del cultivo a 2.200 x g 5 minutos a temperatura ambiente. Se
resuspendié el pellet en 1 mL de buffer de infiltracién (50 mM 4cido 2-morfolino etano
sulfénico (MES) pH 5.6, 2 mM fosfato de sodio, 0.5 % glucosa y 100 uM acetosiringona), se
centrifugd y resuspendid nuevamente en 1 mL de buffer de infiltracién. Se diluyd la
suspension bacteriana con buffer de infiltracién hasta llegar a una DOgy de 0.1. Las
infiltraciones se realizaron con jeringas de 5 mL sin aguja, presionando sobre el envés de las
hojas. Se realizaron 3 o 4 infiltraciones por construccién. Transcurridos 2 dias, se cortaron los
trozos de hoja infiltrados y se montaron para ser visualizados en microscopio confocal
espectral (Leica TCS SP5 montado sobre un microscopio invertido Leica DM6000, software
de imagen, LASAF v2.6.0).
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3.15 Ensayo de Western Blot

La extraccién de proteinas para el ensayo de Western blot se realizé colocando 100 a 200
mg de material vegetal en un tubo para microcentrifuga junto con 100 pL de buffer de
extraccion de proteinas comercial (Tris-HCl pH 8.5, glicerol 40 %, dodecil sulfato de litio y
EDTA [sin especificar]; Agrisera, AS08 300) frio con agregado de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM y se homogeneizd utilizando un homogeneizador mini
beadbeater (Biospec Products). Se centrifugd durante a 10.000 x g durante 10 minutosy a 4
oC para separar los detritos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y centrifugado
nuevamente en las mismas condiciones. La concentracidon de proteinas fue determinada
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) y utilizando el reactivo de Bio-Rad (dye
reagent concentrate Coomasie brillant blue G-250). Se cargaron 20 ug de proteina por carril
y, una vez completa la electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) el
gel fue electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa a 80 V durante 2 horas
utilizando buffer Tris 50 mM, acido bérico 50 mM, pH 8.3). Luego de la transferencia la
membrana se incubé con un anticuerpo comercial generado en conejo que reconoce
especificamente el epitope HA (Invitrogen, 710236). Se realizé una dilucién 1:250 (se utiliza a
una concentracion final de 2 pg/mL) en buffer PBS (detallado como NaCl 137 mM, KCl 2,7
mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 2 mM, pH 7.4) con 5 % p/v de leche en polvo descremada
(Conaprole; PBS-L) y se incubé ON a 4 °C. La incubacién con el anticuerpo secundario anti-
IgG de conejo conjugado al fluoréforo IRDye 800CW (Aex: 778 nm, Aem: 795 nm; LI-COR) se
realizé en PBS-L a una dilucién 1:5000. Todos los lavados se realizaron con PBS. La detecciéon
de la sefial fluorescente se realizd en un equipo G:BOX Chemi XT4 (Syngene)

3.16 Evaluacion molecular de lineas de Arabidopsis transgénicas

Para analizar los niveles de expresion de las plantas transformadas con las construcciones
pGWB14:GmNRX2.1 y pGWB15:GmNRX2.1 se realizaron extracciones de RNA como se
describe en la seccidn 3.3, se realizd la transcripcion reversa utilizando la transcriptasa
reversa Superscript Il (Invitrogen) y se realizé PCR semicuantitativo utilizando los primers y
las condiciones de ciclado indicados en la tabla 3. Como control de carga, se realizé PCR
semicuantitativo para el gen de actina de A. thaliana utilizando los primers y condiciones
indicadas en el mismo cuadro. Para verificar la insercidon del transgen en el genoma de las
plantas se realizd ensayo de Southern Blot como se describe en la seccién 3.6. El grado de
expresion de proteina se analizd mediante ensayo de Western Blot como se detalla en la
seccion 3.15.
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Tabla 3. Primers y programas de PCR utilizados para PCR semi-cuantitativo.
Ne

primer Nombre Secuencia Aplicacién Programa PCR
22 FoAtActina2 5'-GCAACTGGGATGATATGGAAAAGA-3' Para RT-PCR 1-959C, 3 m.
. e 2- 18, 20, 22, 25 ciclos:
. semicuantitativo del gen de o e :
23 ReAtActina2 5'-AGCAGCTTCCATTCCCACAAA-3' . . 95¢C, 3055;589C, 30s;
actina2 de A. thaliana. 729C, 50s.
24 FoGmNRX int 5'-GAGTGTCCAACGCTCTTCTTCATCA-3' Para RT-PCR 1-95¢9C, 3 m.
ReGmNRX2-EcoRI semicuantitativo del gen 2- 18, 20, 22, 25 ciclos:
12 5'-AAGAATTCACATTATTGTCATGACGTT-3' 959C, 30s; 58 2C, 30s;
-stop GmNRX2.1. 729C, 50s.

3.17 Evaluacion fenotipica de lineas de Arabidopsis transgénicas

La caracterizacion fenotipica se realizé adaptando los protocolos descriptos por Versules
et al., 2006. Las semillas se sembraron en placas de Petri con medio %2 MS pH 5.7, 0.5 % agar
y se estratificaron durante 5 a 7 dias en heladera a 4 °C. A los 5 - 7 dias, dependiendo del
vigor, las plantulas que presentaban los dos cotiledones expandidos, se transfirieron a los
correspondientes medios de estrés y control. Las plantulas se colocaron de manera vertical,
recostadas en el mismo medio de cultivo pero con 1.5 % de agar para evaluar el crecimiento
de la raiz. Se utilizaron tratamientos de manitol 250 mM, NaCl 150 mM y placas sumergidas
en polietilenglicol (de peso molecular 8000 g/mol; PEG8000) 40 % (-0.7 MPa), de acuerdo a
van der Weele et al. (2000). Transcurridos 7 a 14 dias de establecidos los tratamientos de
estrés y control, se realizaron medidas de peso fresco de raiz y parte aérea. Se analizaron un
total de 16 plantas por tratamiento y por genotipo.

3.18 Ensayos de induccion de la expresion de proteina recombinante en Escherichia coli

Se realizaron pruebas de induccion para cepas BL21, BL21 pLysS, Rosetta, Tuner, Origami,
Shuffle, DNA star, codon plus y pGro7 transformadas con la construccién pET301/CT-
Dest:GmNRX2.1. Se utilizaron los medios TB (detallado como 24 g/L extracto de levadura, 12
g/L triptona, 4 mL/L glicerol, 17 mM KH,PQO4 y K;HPO,4, pH 7.4), 2XYT (detallado como 20 g/L
de extracto de levadura, 10 g/L de triptosa y 5 g/L de NaCl) con agregado de Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) 1000 uM o en medio de autoinduccidn a 28 °C.

Estudio proteomico de lineas de Arabidopsis wt y sobre-expresantes del gen GmelFiso4G

3.19 Extraccion de proteinas totales por método de TCA-Acetona

La extraccién se realizd adaptando el protocolo descripto por Mechin et al., 2007.
Aproximadamente 200 mg de material vegetal perteneciente a la linea transgénica nimero 5
con y sin agregado de B-estradiol en condiciones de estrés osmotico (placas equilibradas con
PEG8000 40 %) fue congelado en nitrégeno liquido en tubos para microcentrifuga
conteniendo perlas de zirconio de 2 mm de didmetro (Biospec Porducts) y fue procesado en
un mini beadbeater (Biospec Products) durante 1 minuto. Se agregé al tejido molido 1.5 mL
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de una solucidon conteniendo 10 % p/v acido tricloroacético (TCA), 0.07 % v/v B-ME en
acetona fria y se incubd durante 1 hora a -20 2C. Pasado este tiempo, se centrifugd a 10.000
x g durante 15 minutos a 4 2C y se resuspendié el pellet en una soluciéon de lavado
conteniendo 0.07 % v/v B-ME en acetona fria. El sedimento se incubd durante 1 hora a -20
oC, invirtiendo regularmente. El lavado se repitid 3 veces. El pellet resultante se dejé secar
en camara de flujo. Una vez seco, las proteinas se resuspendieron en una solucidon
conteniendo 7 M urea, 2 M tiourea, 2 % 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-2-hidroxi-1-
propanensulfonato (CHAPS) y 16 mM ditiotreitol (DTT). Tras la resuspensién, los detritos
celulares fueron eliminados por centrifugaciéon a 10.000 g durante 15 minutos y a 25 2C. El
sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y la centrifigacion se repitié una vez mas. Las
extracciones de proteina fueron visualizadas mediante SDS-PAGE y cuantificadas mediante
densitometria utilizando el software Imagequant (Amersham).

3.20 Extraccion de proteinas y eliminacion de RubisCO

Aproximadamente 50 mg de material vegetal fue congelado en nitrégeno liquido en
tubos para microcentrifuga conteniendo perlas de zirconio de 2 mm de didmetro (Biospec
Porducts) y fue procesado en un mini beadbeater (Biospec Products) durante 1 min. Se
agrego al tejido molido 500 pL de buffer de extraccidon de proteinas (Tris-HClI 50 mM, NaCl
50 mM, glicerol 20 %, pH 7 con agregado de PMSF 5 mM). La concentracion de proteina se
estimd midiendo la absorbancia a 280 nm y considerando que 1.3 unidades de absorbancia
corresponden a aproximadamente 1 mg/mL de proteina (Grimsley et al., 2004). Poco mas de
0.8 mg de proteina fueron sembradas en columnas de afinidad anti-RubisCOs Seppro
RubisCO spin columns (Sigma) para la eliminacién de dicha proteina, para lo cual se siguieron
las especificaciones del fabricante. Brevemente, las proteinas totales son incubadas con la
resina de afinidad durante 15 minutos y se realizan lavados de manera de arrastrar las
proteinas unidas inespecificamente. La fraccidn no unida y las correspondientes a los lavados
son las fracciones de interés. Finalmente, las proteinas unidas especificamente a la resina
son eluidas con un buffer glicina 0.1 M, pH 2.5. Inmediatamente eluidas las fracciones
conteniendo las proteinas no unidas (fraccién no unida y primer lavado de la columna), las
mismas se poolearon y se precipitaron con 9 volimenes de TCA-Acetona y empleando la
metodologia antes descrita. Las extracciones de proteina fueron visualizadas mediante SDS-
PAGE.

3.21 Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional se realizé en colaboracion con la Unidad de Bioquimica y
Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur de Montevideo. Previo la electroforesis, todas las
muestras fueron limpiadas utilizando el 2D clean-up kit (GE) y resuspendidas en una solucién
de rehidratacion conteniendo 7 M urea, 2 M tiourea, 2 % p/v CHAPS, 17 mM DTT, 0.002 %
azul de bromfenol y 0.5 % v/v buffer IPG pH 3-11 NL (GE). El isoelectroenfoque se realizd
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utilizando tiras de inmovilina de rango de pH 3-11 NL de 7 cm y de 13 cm (GE). La
rehidratacion pasiva de las tiras se realizd durante 18 horas. Pasado este tiempo las tiras se
equilibraron en una solucién de buffer Tris-HCl 75 mM pH 8.8, 6 M urea, 29.3 % v/v glicerol,
2 % SDS, 0.002 % azul de bromofenol, 17 mM DTT con agregado de 10 mg/mL DTT durante
15 minutos y luego en la misma solucién conteniendo 25 mg/mL iodoacetamida (IAM) por
15 minutos mas. En el caso de las tiras de 7 cm, se realizd una carga de 60 ug de proteinay
se utilizé el siguiente programa de corrida: 1) step and hold: 300 V, 30 minutos; 2) gradiente:
1000 V, 30 minutos; 3) gradiente: 5000 V, 1 hora 20 minutos; 4) step and hold: 5000 V, 6-25
minutos. La segunda dimension se llevé a cabo a 10 mA por 15 minutos y a 20 mA hasta el
final de la corrida. Por otro lado, para las tiras de 13 cm se realizé una carga de 80 gy el
siguiente programa de corrida: 1) step and hold: 500 V, 1 hora; 2) gradiente: 1000 V, 1 hora;
3) gradiente: 8000 V, 2 horas 30 minutos; 4) step and hold: 8000 V, 10-30 minutos. La
segunda dimensidn se realizd6 a 10 mA durante 10 minutos y a 30 mA hasta el final de la
corrida. Los geles fueron tefiidos con Coomasie coloidal (G250) ON y lavados con agua al dia
siguiente para evidenciar los spots.

3.22 Escision de los spots e identificacion de las proteinas por espectrometria de masas.

Se realizé un andlisis comparativo de los geles correspondientes a linea transgénica
numero 5, con y sin agregado de B-estradiol, en condiciones de estrés osmético, utilizando el
software Melanie 6.0. Se determinaron 8 spots de interés, los cuales fueron recortados del
gel y las proteinas fueron extraidas del mismo. Las proteinas fueron sometidas a digestion
triptica y los péptidos se mezclaron con la matriz de MALDI. La masa molecular de los
péptidos fue determinada por espectrometria de masas (MS) utilizando un espectrémetro
de masas MALDI-TOF. La identificacion de las proteinas se realizd ingresando la huella
peptidica en el motor de busqueda con Mascot.
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4.Resultados
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Caracterizacion del rol funcional de una nucleorredoxina de tipo Il
de soja.

4.1 Nucleorredoxinas de soja

Para analizar la composicidon de la familia de las NRXs de soja, se realizaron busquedas
sobre el genoma publicado de soja en la base de datos Phytozome
(http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), utilizando la secuencia proteica de la
GmMNRX2.1 asi como las secuencias proteicas de los miembros de la familia de las NRXs de A.
thaliana. De esa forma, se determindé que el genoma de soja presenta cinco genes
codificantes para NRXs: Glyma.04G021000.1, Glyma.04G076900.1, Glyma.06G021200.1,
Glyma.06G078100.1, Glyma.08G285900.1. Uno de tipo | (Glyma.08G285900; de ahora en
mas, GmNRX1), dos de tipo Il (Glyma.06G021200, Glyma.04G021000; GmNRX2.1 y
GmNRX2.2) y dos de tipo Il (Glyma.06G078100 y Glyma.04G076900; GmNRX3.1 y
GmMNRX3.2) (Figura 4). A su vez, los genes Glyma.04G076900 y Glyma.06G021200 originarian
cada uno dos proteinas diferentes gracias a la posibilidad de variaciones en el splicing, por lo
que existirian siete proteinas diferentes codificadas. GmNRX1 codifica una proteina de 570
aa, la cual consta de una organizacidon de tres dominios Trx asociados a un dominio C1 C-
terminal. Esta proteina guarda un 64 % de identidad con su ortélogo en A. thaliana
(At1g60420.1; AtNRX1). Los genes de tipo Il y de tipo lll presentan una organizacion de
dominios similar, con dos dominios Trx y un dominio C1 C-terminal. Las NRXs de tipo Il
presentan 389 (GmNRX3.1), 389 y 291 aa (GmNRX3.2) y guardan un 60 % de identidad con
su ortdlogo en A. thaliana (At4g31240.1). Por su parte, las NRXs de tipo Il presentan 434, 411
(GmNRX2.1) y 423 aa (GmNRX2.2) y no poseen genes ortdlogos en A. thaliana. No obstante,
GmNRX2.1 guarda un 39 % de identidad con AtNRX1 y un 37 % de identidad con AtNRX3,
mientras que GmNRX2.2 presenta un 42 % y 39 % de identidad con AtNRX1 y AtNRX2,
respectivamente. Si bien la identidad es algo mayor respecto a AtNRX1, la organizacién de
dominios se asemeja mas a AtNRX3.

Durante el trabajo de doctorado del Dr. Gallino, se determind que uno de los genes
correspondiente a una NRX de tipo Il (Glyma.06G021200, GmNRX2.1) aumenta
considerablemente su expresidn en respuesta a sequia en genotipos de soja tolerantes a
dicho estrés (N7001 y Munasga), mientras que su expresién es menor en el genotipo
susceptible (TJ2049). A su vez, se pudo apreciar que en el genotipo Munasqga existe cierta
expresion basal del transcripto en condiciones control (Figura 1). Con el objetivo de obtener
informacidn sobre el perfil de expresion génica de los distintos miembros de la familia de las
NRX de soja y de A. thaliana, se analizé el nivel de expresidn de estos genes en bases de
datos conteniendo informacién transcriptomica de estas especies vegetales. Un estudio
transcriptdmico realizado en soja cultivar Williams 82 en estadio V6 confirmd las
observaciones de nuestro grupo, determinando que el gen GmNRX2.1 aumenta su expresion
en respuesta a sequia en una proporcion de 13 veces, en tanto que los genes GmNRX2.2 y
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GmMNRX3.2 lo hacen en 3.5 y 1.6 veces, respectivamente (Le et al., 2012). En cambio el gen
GmNRX3.1 disminuye 2 veces su expresion en respuesta a sequia. Por otro lado, los genes de
A. thaliana, también incrementan su expresion ante tratamientos de sequia, manitol (estrés
osmotico) y NaCl (Genevestigator, https://genevestigator.com/gv/), y también lo hace el gen
mas cercano de Medicago truncatula (Medtr3g114530.1) en respuesta a NaCl (Medicago
truncatula Gene Expression Atlas, MtGEA, http://mtgea.noble.org/v3/), lo que sugiere la
participacidon de las NRXs en las respuestas frente a estrés abidtico.

En base al analisis de la relacion filogenética que existe entre los genes codificantes para
NRX en soja y las diferentes clases de NRX de plantas, el gen en estudio (Glyma.06G021200,
GmNRX2.1) trata entonces de una NRX de tipo Il. Ninguno de sus dominios Trx presenta
sitios activos potenciales candnicos (WCGPC). El dominio Trx N-terminal (TrxN) presenta una
secuencia WYPPC, lo que resulta curioso ya que no es comun observar la sustitucién de la
Cys N-terminal (Figura 5). Si este dominio es en si mismo cataliticamente activo es
desconocido. El segundo dominio Trx (TrxC) presenta un sitio activo que si es activo en
potencia, con una secuencia WCVPC (Figura 6.A). El dominio C1, por su parte, presenta
conservacién a nivel de ciertos residuos clave (C375, C378, G382, W385, C391, C394, H399 y
C402) que probablemente participen en la coordinacion de dtomos metdlicos o presenten
una funcidn estructural fundamental.

4.2 Determinacion de la localizacion subcelular de la GmNRX2.1

Con el propdsito de determinar la localizacion subcelular de la GmNRX2.1, se observé
mediante microscopia confocal la sefial de la fusion GmNRX2.1:GFP en plantas de tabaco
que expresan la GmMNRX2.1:GFP transitoriamente. Para ello, la secuencia de cDNA
codificante para la GmNRX2.1 fue aislada a partir de mRNA de soja N7001 sometida a déficit
hidrico y clonada mediante tecnologia Gateway (Invitrogen) en un vector binario pGWB5
(Nakagawa et al., 2007) para la expresiéon en planta como fusion a GFP C-terminal. Esta
construcidon permite la expresién del transgen bajo el control del promotor constitutivo
CaMV35S (Odell et al., 1985) (Figura 7). Se realizé la agroinfiltracion de hojas de tabaco
como se describe en la seccidon 3.14 y se visualizd la sefal fluorescente mediante
microscopia confocal 48 h post-infeccion. Se evidencié que la proteina presenta una
localizacion principalmente citosélica y posiblemente nuclear (Figura 8).
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Figura 4. Arbol filogenético de la familia de las NRXs. El arbol fue generado utilizando 56 secuencias proteicas

no redundantes. Se realizé un alineamiento utilizando el software Clustal W y las relaciones filogenéticas

fueron trazadas utilizando el software Mega6 por el método de Neighbour joining. Sélo se muestra las

relaciones topoldgicas. Las NRXs se agrupan en tres grupos: tipo |, tipo Il y tipo Ill, cuyas caracteristicas se
describen en el texto principal. En asteriscos negros se indican las posiciones de las NRXs de soja. En gris oscuro
se indican las NRXs de A. thaliana y en gris claro se indica el ortélogo mas cercano de M. truncatula. Las
secuencias incluidas fueron: AT1G60420.1, AT4G31240.1, Cre02.g093750.t1.2, Cre02.g093800.12.1,
Cre02.g094100.t1.2, Crel6.g647534.t1.2, Crel6.g647534.t2.1, NP_001086161.1] NRX Xenopus laevis,
NP_001095606.1| NRX Bos taurus, Q6DKJ4.2|NRX Homo sapiens, NP_001192248.1| NRX isoform 2 Homo
sapiens, NP_032776.1] NRX Mus musculus, Glyma.04G021000.1, Glyma.04G076900.1, Glyma.04G076900.2,
Glyma.06G021200.1, Glyma.06G021200.2, Glyma.06G078100.1, Glyma.08G285900.1, GRMZM2G048324_T01,
GRMZM2G106344_T02, GRMZM2G123776_T01,
GRMZM2G456547_T01, GSVIVT01013749001, GSVIVT01013750001, GSVIVT01013755001,
GSVIVT01013758001, LOC_0s01g58194.1, LOC_0s03g29190.1, LOC_0s03g29190.2, LOC_0s03g29240.1,
LOC_0s04g51920.1, LOC_0s04g51920.2, Medtr3g109120.1, Medtr3g114530.1, Medtr8g064810.1,
Medtr8g064840.1 Potri.002G017200.1, Potri.002G017200.2, Potri.005G244700.1, Potri.005G244700.2,
Potri.006G279400.1, Potri.006G279400.2, Potri.006G279400.5, Potri.010G059400.1, Potri.010G059600.1,
Potri.010G059700.1, Potri.010G059800.1, Potri.010G059900.1, Potri.010G060100.1, Potri.010G060200.1,

Potri.010G060300.1, Sellaginelal43457.

GRMZM2G067342_T01, GRMZM2G106344_T01,
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Figura 5. Alineamiento de las NRXs de soja y A. thaliana. El alineamiento se realizé utilizando el software
ClustalW. Los residuos conservados en el 100 % de los casos se indican en negro y los conservados en el 90 %
de los casos, en gris. En verde se indican los dominios Trx. En azul se indica el dominio C1. Los sitios activos
tentativos se remarcan en rojo.
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Figura 6. A. Organizacion modular de la GmNRX2.1. La GmNRX2.1 presenta dos dominios Trx atipicos, los
cuales presentan sitios activos tentativos no candnicos, WYPPC y WCVPC. El segundo dominio Trx se identifica
como un dominio tryparedoxin-like (TryX), cuya presencia resulta caracteristica de las NRXs y proteinas
familiarizadas. Asimismo, se muestra la presencia de un dominio rico en cisteinas C1, C-terminal. B. Modelo in
silico de los dominios Trx de la GmNRX2.1. El modelo fue generado utilizando el recurso Swiss model
(http://swissmodel.expasy.org/) y solamente se incluyeron los aa correspondientes a los dominos Trx. El
dominio Trx N-terminal (TrxN) se muestra en gris, en verde el dominio Trx C-terminal (TrxC) y en amarillo las
cys. C. De acuerdo a este modelo, las cys en el dominio TrxC exhibirian una disposiciéon habitual, donde la cys
catalitica se posiciona en un loop previo a una hélice a. Si bien el domino TrxN no presenta un sitio activo
aparentemente activo, en el modelo pareciera haber cercania espacial con otra cisteina alejada del sitio activo
(C129). D. Frecuencia de residuos dentro del dominio C1. Se incluyeron 40 secuencias correspondientes a
dominios C1 de NRXs de plantas, se realizd un alineamiento utilizando el software Mega6 y se genero el logo
utilizando el recurso web logo (http://weblogo.berkeley.edu/). Se observa la presencia de residuos muy
conservados. En particular los residuos C7, C10, G14, W17, C23, C26, H31 y C34 se conservan en el 100 % de los
casos. Las secuencias incluidas fueron: AT1G60420.1, Glyma.04G021000.1, Glyma.04G076900.1,
Glyma.04G076900.2, Glyma.06G021200.1, Glyma.06G021200.2, Glyma.06G078100.1, Glyma.08G285900.1,
GRMZM2G048324_T01, GRMZM2G106344_T01, GRMZM2G106344_T02, GRMZM2G123776_T01,
GRMZM2G456547_T01, GSVIVT01013750001, GSVIVT01013758001, LOC_0s01g58194.1, LOC_0s03g29190.1,
LOC_0s03g29190.2, LOC_0s03g29240.1, LOC_0s04g51920.1, LOC_0s04g51920.2, Medtr3g109120.1,
Medtr3g114530.1, Medtr8g064810.1, Potri.002G017200.1, Potri.002G017200.2, Potri.005G244700.1,
Potri.005G244700.2, Potri.006G279400.1, Potri.006G279400.2, Potri.006G279400.5, Potri.010G059400.1,
Potri.010G059600.1, Potri.010G059700.1, Potri.010G059900.1, Potri.010G060100.1, Potri.010G060200.1,
Potri.010G060300.1, Sellaginelal43457.
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A su vez, se generaron plantas de A. thaliana transgénicas que expresan
constitutivamente la fusion GmNRX2.1:GFP con el fin de poder monitorear in vivo la
distribucién intracelular de GmNRX2.1 frente a distintos estimulos o tratamientos. Esto se
realizd ya que los dominios C1 han sido descritos como dominios que participan en la
relocalizacion de las proteinas hacia membranas tras la unién de DAG (Geczy et al., 2012;
Ghosh et al., 1994; Hall et al., 2005; Kazanietz et al., 1992; Leonard et al., 2011; Mamidi et
al., 2012; Oancea et al., 1998; Quest et al., 1994) o debido a cambios redox (Korichneva et
al., 2002; Zhao et al., 2011). Las plantas transgénicas fueron tratadas con ABA o H,0,
durante 2 h o incubadas en placas con PEG o NaCl durante 16 h y la seiial de GFP fue
analizada por microscopia confocal. Los resultados no evidenciaron que la proteina se
relocalizara ante estos tratamientos, ya que la sefial fue similar en las plantas no tratadas
que en las tratadas, tanto en la parte aérea (Figura 9) como en la raiz (Figura 10).

RB NOS-P NOS-T 35S-P NOS-T NOS-T 355-P LB

S Y B =

Figura 7. Esquema de las construcciones generadas para determinacion de la localizacion subcelular de la
GmNRX2.1. Soélo se indican los elementos dentro del T-DNA. A. Diagrama de la construccion
PGWB5:GmNRX2.1. El vector pGWB5 permite la expresion de la proteina bajo control del promotor
constitutivo CaMV35S (35S-P) y como fusidén C-terminal a GFP. El coddn de terminacion de la GmNRX2.1 fue
eliminado. Se indican: RB: borde derecho (right border); LB: borde izquierdo (left border); NOS-P: nopaline
synthase promoter; NOS-T: nopaline synthase terminator; nptll: neomycin phosphotransferase (confiere
resistencia a kanamicina); hpt: hygromycin phosphotranferase (confiere resistencia a higromicina).

' :

Figura 8. Localizacion subcelular por expresion transitoria en hojas de tabaco. Se realizd agroinfiltracion de
hojas de tabaco y pasadas 48 h se observd la emisién de GFP por microscopia dptica confocal. La proteina
exhibe una localizacion principalmente citosdélica.

45




Figura 9. Localizacidn subcelular en la parte aérea de plantas de A. thaliana establemente transformadas. Se
observo la localizacion de la sefial de la GFP ante tratamientos de ABA 50 uM o H,0, 1mM durante 2 h o
incubadas en placas equilibradas con PEG8000 40% o NaCl 150 mM durante 16 h. La proteina de fusién no
muestra relocalizacién evidente ante los estimulos evaluados.

4.3 Generacion y caracterizacion molecular de lineas transgénicas de A. thaliana que
sobre-expresan el gen GmMNRX2.1

Procurando evaluar la participacién de GmNRX2.1 en la tolerancia al estrés hidrico u otras
condiciones de estrés, se generaron plantas transgénicas de A. thaliana que sobre-expresan
este gen. Para ello, la secuencia de cDNA codificante para la GmNRX2.1 fue clonada en
vectores binarios para la expresién en planta como fusiones al epitope de hemaglutinina
(HA). Para ello se emplearon los vectores pGWB14 y pGWB15 (Nakagawa et al., 2007) para
realizar fusiones N y C-terminal, respectivamente. Estas construciones también permiten la
expresion del transgen bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S (Figura 11). Se
generaron plantas transgénicas de A. thaliana con estas construcciones y las semillas
obtenidas (TO) fueron sometidas a dos rondas de seleccién en un medio con higromicina
hasta la obtencién de la generacion T3.

Se obtuvieron varias lineas resistentes a higromicina para ambas construcciones
(PGWB14:GmNRX2.1 y pGWB15:GmNRX2.1). Para seleccionar las lineas a utilizar en los
ensayos fenotipicos, se procedié a determinar el grado de acumulacién del transcripto
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NacCl

Figura 10. Localizacidon subcelular en la raiz de plantas de A. thaliana establemente transformadas. Se
observd la localizacidn de la sefial de la GFP ante tratamientos de ABA 50 uM o H,0, 1mM durante 2 h o
incubadas en placas equilibradas con PEG8000 40% o NaCl 150 mM durante 16 h. La proteina de fusién no
muestra relocalizacién evidente ante los estimulos evaluados.

mediante RT-PCR semicuantitativo a partir de RNA de plantas crecidas en medio
suplementado con higromicina. Se determiné la cantidad adecuada de cDNA para realizar el
PCR semicuantitativo para el gen GmNRX2.1, realizando previamente PCR con primers
especificos para el gen de actina de A. thaliana. Para las plantas transformadas con la fusién
a HA C-terminal (o GWB14:GmNRX2.1), se observd acumulacién abundante del transcripto
para las lineas C7 y C10, intermedia para la linea C18 y baja para la linea C13, mientras que la
linea C24 practicamente no mostré acumulacion del transcripto (Figura 12). En el caso de las
plantas transformadas con la fusion a HA N-terminal (pGWB15:GmNRX2.1) se observo
acumulacién intermedia del transcripto para las lineas N5, N6 y N10 y una acumulacion algo
menor para las lineas N2 y N3 (Figura 12). En base a estos resultados, se eligieron las lineas
C10 y C13 y N3 y N6 para continuar con los ensayos fenotipicos, por presentar diferentes
niveles de expresiéon del transgen. La eleccién de lineas con alto y bajo nivel de expresién
tiene el cometido de evaluar si existe un efecto concentracién-dependiente sobre el
fenotipo observado.

47




>
A Hindlll sacl

RB NOS-P NOS-T ~ 35S-P EcoRl NOS-T NOS-T EcoRl 355-P LB
| |
4 >-| nptil >-—1 >-| GmNRX2 [3xHA hpt |-< HIl
B
RB NOS-P NOS-T  355-P NOS-T NOS-T 355-P LB

W - {3l G'"NRXZM K HE

stop

Figura 11. Esquema de las construcciones generadas para la generacidn de plantas de A.thaliana que sobre-
expresan el gen GmNRX2.1 constitutivamente. Sélo se indican los elementos dentro del T-DNA. A. Diagrama
de la construccion pGWB14:GmNRX2.1. El vector pGWB14 permite la expresion de la proteina bajo control del
promotor constitutivo CaMV35S (35S-P) y como fusidn C-terminal al epitope de hemaglutinina (HA). El codén
de terminacion de la GmNRX2.1 fue eliminado. La flecha comprendida entre los sitios de restriccion Hindlll/Sacl
indica el fragmento que fue utilizado como sonda para el ensayo de Southern blot. B. Diagrama de la
construccion pGWB15:GmNRX2.1. El vector pGWB15 permite la expresiéon de la proteina bajo control del
promotor CaMV35S y como fusién a HA N-terminal. Se conservd el coddn de terminacidn (stop) de la
GmNRX2.1. Se indican: RB: borde derecho (right border); LB: borde izquierdo (left border); NOS-P: nopaline
synthase promoter; NOS-T: nopaline synthase terminator; nptll: neomycin phosphotransferase (confiere
resistencia a kanamicina); hpt: hygromycin phosphotranferase (confiere resistencia a higromicina).

Figura 12. Determinacion de la acumulacién
- C7 Clo C13 (18 C24 wt de transcripto para la GmNRX2.1 mediante
RT-PCR semicuantitativo. Como control de
NRX carga se realizd PCR utilizando primers
especificos para el gen de actina de A.
thaliana. Para las lineas transformadas con la
construccion pGWB14:GmNRX2.1, se eligieron
las lineas C10 y C13 y para las lineas
transformadas con la construccion
pGWB15:GmNRX2.1 se eligieron las lineas N3
y N6 para continuar con ensayos fenotipicos.

Actina

- N2 N3 N5 N6 N10 wt

NRX

Actina

A su vez, para las lineas transformadas con la construccién pGWB14:GmNRX2.1, se
determind la acumulaciéon de la proteina mediante ensayo de Western blot, utilizando
anticuerpos comerciales que reconocen especificamente el epitope de HA (Invitrogen).
Todas las lineas analizadas presentaron acumulacién de proteina mientras que no se
observé acumulacién en plantas no transformadas (Figura 13.B). Para determinar el nimero
de inserciones de la construccién en las lineas transgénicas C10 y C13, se realizaron ensayos
de Southern blot utilizando como sonda un fragmento Hindlll-Sacl escindido de la
construccion pGWB14:GmNRX2.1. El DNA genémico de ambas lineas asi como de plantas wt,
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fue digerido con EcoRIl o con Hindlll. En el caso de la digestién con EcoRl, si las lineas
transgénicas hubieran presentado una Unica insercion de la construccidn, se habrian
visualizado dos bandas: una banda de aproximadamente 2300 bp, correspondiente al
fragmento EcoRI-EcoRI presente en la propia construccion (Figura 11) y una segunda banda
de tamafio desconocido. Por otra parte, una Unica banda se habria observado en el caso de
la digestidon con Hindlll. De acuerdo a esta suposicidn, la linea C10 presenta dos inserciones
del transgen: se observaron cuatro bandas cuando el gDNA fue digerido con EcoRI y dos
bandas especificas cuando el gDNA fue digerido con Hindlll. La situacidon con la linea C13 es
menos clara. Se observé una banda cuando el gDNA fue digerido con EcoRI, mientras que
tres bandas se observaron al digerir con Hindlll. Con estos resultados no es posible asegurar
el numero de inserciones, pero podria estimarse que la linea C13 presenta al menos dos
inserciones del transgen (Figura 13.A).

EcoRlI Hindlll EcoRlI Hindlll B

Figura 13. Caracterizacion molecular de las lineas transgénicas transformadas con la construccion
pGWB14:GmNRX2.1. A. Ensayo de Southern blot. Se determiné mediante ensayo de Southern blot el nUmero
de inserciones del transgen en el genoma de A. thaliana. El DNA gendmico de las lineas C10 y C13 fue digerido
con las enzimas EcoRl o Hindlll y transferido a membranas de nylon. El marcado de la sonda y la deteccién se
realizo utilizando el kit DIG High Prime DNA Labeling and detection starter kit (Roche). Con asteriscos se indican
las bandas detectadas. La linea negra a la mitad de los geles indica la altura a la que deberia aparecer el
fragmento EcoRI-EcoRl presente en el T-DNA (ver figura 11) en el caso del DNA genémico digerido con EcoRI.
Las flechas indican bandas que se presentan tanto en el DNA gendmico de las lineas C10 y C13 digeridas con
Hindlll como en el DNA gendmico de plantas wt, que corresponden a bandas inespecificas. B. Ensayo de
Western blot. Se determind mediante ensayo de Western blot el grado de acumulacion de la proteina
GmMNRX2.1:HA. Se utilizaron anticuerpos comerciales anti-HA (Invitrogen). Todas las lineas analizadas, salvo las
no transformadas (NT), mostraron acumulacién de proteina. Como control de carga, se visualizo la presencia de
la subunidad mayor de la RubisCO mediante tincién de la membrana con ponceau.

4.4 Caracterizacion fenotipica de las lineas transgénicas

Para determinar el efecto de la sobre-expresion del gen GmNRX2.1 en la tolerancia al
estrés abidtico, se realizaron ensayos fenotipicos para las lineas transgénicas en diversas
condiciones. Se evalud el porcentaje de germinacién en NaCl (75 mM), ABA (1y 2 uM), y Pq
(0.5 y 1 uM). En estas condiciones no se observaron diferencias en el poncentaje de
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germinacién entre las lineas transgénicas y la wt (Figura 14). Se evalué también el
crecimiento de pldntulas en condiciones de estrés osmético (manitol 250 mM) y salino (NaCl
150 mM). Transcurridos 7 a 14 dias, se realizaron medidas de peso fresco de las plantas
completas o de la raiz y la parte aérea. Las lineas transgénicas no mostraron diferencias
aparentes con las plantas wt en las condiciones ensayadas (Figura 15 y Figura 16).

Asimismo, se realizaron ensayos de dehidratacion con plantas cultivadas ex vitro. Plantas
de 5-7 dias de crecimiento in vitro fueron transferidas a tubos tipo falcon de 50 mL
conteniendo una mezcla de arena:turba 4:1 y crecidas durante dos semanas adicionales. Al
comenzar el ensayo, las plantas fueron regadas al 100 % de la capacidad de sustrato y a
partir de ese momento el riego fue suspendido durante 7 dias. En estas condiciones, las
lineas transgéncias si parecieron tener cierta ventaja respecto a las wt, al mostrar menor
dafio aparente (Figura 17). Sumado a esto, se evalué la capacidad de recuperacién del estrés
retomando el riego. Los resultados mostraron que las plantas transgénicas se recuperaron
del estrés, mientras que las plantas wt alcanzaron el estado de marchitez permanente
(Figura 18).

4.5 Clonado de la GmNRX2.1 y sus variantes y expresion de proteina recombinante en
Escherichia coli y en Nicotiana benthamiana

Con el propésito de llevar adelante la caracterizacion bioquimica de la GmNRX2.1, se
generaron construcciones génicas para producir la proteina recombinante, tanto en E. coli
como en plantas. Para ello, la secuencia de cDNA de GmNRX2.1 fue clonada en vector
pET301 (Invitrogen) para expresién en E. coli como fusidn a una cola de histidinas C-terminal.
Se transformaron varias cepas de E. coli (BL21 pLysS, codon plus, DNA star, Origami, Shuffle,
Rosetta, Tuner, pGro7) y se realizaron pruebas de induccién en los medios TB y 2XYT con
agregado de IPTG 1 mM o en medio de autoinduccion a 28 9C. En todas las condiciones
ensayadas se observé que la proteina se expresd de manera insoluble y en bajas cantidades.
Una cantidad muy pequeia de proteina soluble se obtuvo al trabajar en medio de
autoinduccion con agregado de Zn*, aunque la expresidn aun resultd escasa.

Con el fin de resolver este inconveniente, decidimos cambiar a un sistema de expresiéon
vegetal (Nicotiana benthamiana). Los sistemas de expresidn vegetales presentan varias
ventajas desde el punto de vista de las modificaciones postraduccionales y en cuanto al
rendimiento (en muchos casos superando 500 mg de proteina recombinante por kilo de
peso fresco [Shah et al., 2013]). Por otro lado, una serie de caracteristicas utiles han
posicionado a N. benthamiana como un modelo vegetal interesante. N. benthamiana
presenta alta susceptibilidad a infeccidn por virus, lo que ha permitido la expresién de genes
exogenos a partir de vectores virales. Otra ventaja que ha popularizado a este modelo es la
posibilidad de ser agroinfiltrada con facilidad, lo que ha sido de utilidad para llevar adelante
estudios de localizacién subcelular y de interaccién proteina-proteina (Goodin et al., 2008).
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Por otro lado, procurando generar informacion sobre las NRXs manteniendo un abordaje
desde bioquimica de proteinas, se procedid a generar construcciones para la expresién de
variantes de la proteina (wt, mutante C227S, dominio TrxC y dominio C1) en vectores de la
serie pEAQ-HT Dest (Figura 19), de manera de hilar mas fino en el mecanismo de accién de
estas proteinas. Para definir de la mejor manera posible qué tramos de la proteina clonar
con el fin de realizar ensayos bioquimicos con la GmNRX2.1 recombinante, los diferentes
dominios de la proteina fueron predichos utilizando el recurso Conserved Domains de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Asimismo, se realizé un modelado
por homologia utilizando el recurso Swiss model (http://swissmodel.expasy.org/) (Figura 6).
Cabe destacar que visto que el plegamiento de Trx es un plegamiento muy conservado, este
tipo de modelado suele arrojar modelos bastante confiables.
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Figura 14. Ensayos de germinacion. Las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas y estratificadas en agua a 4
oC durante 5 a 7 dias. Pasado este tiempo, las semillas fueron sembradas en placas de MS-MES pH 5.7 con
agregado de NaCl 75 mM, paraquat (Pq) 0.5y 1 uM y ABA 1y 2 pM. Se sembré 100 semillas de cada linea por
placa y se conté el porcentaje de germinacion en cada caso. La imagen fue tomada a los 5 dias de crecimiento.
El 100 % de las semillas germinaron en condiciones control, NaCl 75 mMy Pq 0.5 y 1 uM, mientras que ninguna
de las semillas germind en las placas con ABA.
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A Man 250 mM

N6 Col-0 N3 Ci3 Col-0 C10

NaCl 150 mM

N6 Col-0 N3 Ci3 Col-0 C10

PF (mg)

ctl Man 250mM NaCl 150mM

Figura 15. Crecimiento en condiciones de estrés osmoético (manitol 250 mM) y salino (NaCl 150 mM) durante
7 dias. A. Plantas de 5 dias de crecimiento fueron transferidas a medio MS-MES pH 5.7 con agregado de
manitol 250 mM o NaCl 150 mM. B. Se mantuvo las plantas en los tratamientos de estrés durante 7 dias y se

registro el peso fresco de las plantulas enteras.
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Figura 16. Crecimiento en condiciones de estrés osmaético (manitol 250 mM) y salino (NaCl 150 mM) durante
14 dias. A. Plantas de 5 dias de crecimiento fueron transferidas a medio MS-MES pH 5.7 con agregado de
manitol 250 mM o NaCl 150 mM. B. Se mantuvo las plantas en los tratamientos de estrés durante 14 dias y se
registrod el peso fresco de las plantulas enteras.
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Figura 17. Ensayos de deshidratacion. Las plantas se dejaron deshidratar durante 7 dias, hasta la aparicién de
sintomas de marchitamiento. Las plantas fueron ordenadas para la fotografia.
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Figura 18. Recuperacion de la deshidratacidn. Las plantas se rehidrataron por 48 h mediante la reposicién del

régimen de riego a las plantas deshidratadas. Las plantas fueron ordenadas para la fotografia.

Como se comentd anteriormente, la GmNRX2.1 es una Trx atipica puesto que la
composicidon de aminoacidos de sus sitios activos potenciales no es candnica. Por lo tanto,
seria interesante evaluar la actividad redox de esta proteina con el fin de determinar si su
accion a nivel molecular radica en la actividad oxidorreductasa de sus dominios Trx. Se
decidié trabajar con la proteina completa wt con la variante C227S y con el dominio TrxC
(R191-A326). El trabajo con la proteina completa permitird responder a preguntas como ser
cudl es la actividad de esta proteina, si puede ser reducida por el sistema NADPH-
Tiorredoxina Reductasa (NTR), si es capaz de reducir algunas peroxirredoxinas de plantas o si
puede ser glutationilada. También se podrd responder cual es el estado oligomérico de esta
proteina (la NRX1 de A. thaliana se comporta como un dimero en soluciéon [Marchal et al.,
2014]). La proteina C227S permitirad evidenciar si existe actividad residual una vez que el sitio
activo potencial ha sido anulado, lo que implicaria un mecanismo de accién diferente a una
Trx convencional. El mutante truncado TrxC darda informacion sobre el segundo dominio Trx
aislado; su actividad en comparacion con la forma wt evidenciara si algun otro dominio estd
regulando su actividad o participa en el mecanismo de accién redox. Por otro lado, también
es de interés conocer las propiedades del dominio C1, como la posibilidad de que el mismo
una moléculas lipidicas, metales o se oxide, por lo que también se procedid al clonado de Ia
region C-terminal G356-V411.

Las regiones R191-A326 y G356-V411, fueron amplificadas por PCR a partir de la
construccion pENTR2.B:GmNRX2.1. Por otra parte, el mutante C227S fue generado a partir
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del vector pENTR2.B:GmNRX2.1, utilizando primers perfectamente complementarios entre si
y que se posicionan sobre la secuencia que codifica para el sitio activo. Los primers estan
disefados de manera de generarar una sustitucion de un codén TGC por uno AGC, lo que
resulta en un cambio de cisteina por serina (Figura 20).

El procedimiento para la sobre-expresion de proteina con fines de purificacion es
esencialmente igual al realizado para la expresion transitoria para determinar la localizacidn
subcelular; la diferencia fundamental estad en las construcciones utilizadas (que como se
expresa en la Seccién 3.10, estan disefiadas para favorecer la hiper-traduccién del gen) y en
el tiempo transcurrido entre la infiltracidén y la cosecha del material vegetal. Habitualmente
se mantiene las plantas creciendo 5 a 9 dias para que la proteina se acumule. Las
construcciones aqui generadas seran utilizadas para optimizar las condiciones de infiltracién,
el tiempo de induccioén, las condiciones de extraccién y purificacién de proteinas.

A

RB 355-P NOS-T  355-P 355-T  NOS-P NOS-T LB
-.-|:>-|5’UTR CPM>| GmNRX2  M3'UTR CPMV » -m » -imil-

stop

B

RB 355-P NOS-T 355-P 355-T NOS-P NOS-T LB
IS el Enle)y SEPSENIECERS | S
C

RB 355-P NOS-T 35S-P 355-T  NOS-P NOS-T LB

GmNRXZ 3'UTR CPMV » -m » -mm-

stop

Figura 19. Esquema de las construcciones generadas para la expresion de la GmNRX2.1 y sus variantes en N.
benthamiana. Sélo se indican los elementos dentro del T-DNA. A. Diagrama de la construccion pEAQHT-
Dest1l:GmNRX2.1. Permite la expresidn de la proteina sin cola de histidinas. B. Diagrama de la construccién
PEAQHT-Dest2:GmNRX2.1. Permite la expresidon de la proteina como fusidon a una cola de 6 histidinas C-
terminal. C. Diagrama de la construccion pEAQHT-Dest3:GmNRX2.1. Permite la expresidn de la proteina como
fusion a una cola de 6 histidinas N-terminal. La serie de vectores pEAQHT-Dest permite la expresidén de la
proteina bajo control del promotor CaMV35S y flanqueada por las secuencias virales derivadas del RNA-2 del
virus del mosaico del poroto (cowpea mosaic virus; 5'UTR CPMV y 3'UTR CPMV). Se indican: RB: borde derecho
(right border); LB: borde izquierdo (left border); NOS-P: nopaline synthase promoter; NOS-T: nopaline synthase
terminator; nptll: neomycin phosphotransferase (confiere resistencia a kanamicina); hpt: hygromycin
phosphotranferase (confiere resistencia a higromicina).

4.6 Caracterizacion del perfil de expresion de los genes codificantes para NRXs en sojay en
Arabidopsis

Con el objetivo de evaluar la relevancia de los distintos miembros de la familia de las
NRXs en el desarrollo de las plantas de soja, se planificaron ensayos para determinar cdmo
es el perfil de expresidn de estos genes en diferentes etapas de la germinacion asi como en
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estadios vegetativos, a nivel de diferentes érganos de la planta (cotiledones, embridn, raiz y
parte aérea). También se intentard revelar como responden estos genes en estado
vegetativo, ante diferentes estimulos (deshidratacién, ABA, SA, Pq), en diferentes genotipos
de soja (tolerantes [N7001, Munasqa] y susceptibles [TJ2049] a la sequia). Para ello, se
extrajo RNA total a partir de las muestras vegetales y se generaron membranas que serdn
utilizadas para realizar ensayos de Northern blot utilizando sondas especificas para los
distintos genes NRX de soja. A su vez, para analizar el perfil de expresién de los genes NRX de
A. thaliana, se extrajo RNA a partir de muestras de semillas en germinacién (48 y 72 h de
crecimiento en cdmara) o de plantas sometidas a tratamientos de deshidratacién, ABA, SAy
Pq durante 24 h, discriminando en raiz y parte aérea. Estos ensayos se completardn a la
brevedad.

A B

5’-GAATGGTGCGTCCCAAGCGCCAAGTTCACT-S\ —_

TCTCAGCGGAATGGTGCGTCCCATGCGCCAAGTTCACTCCAAAACTGA
N3 -CTTACCACGCAGGGTTCGCGGTTCAAGTGA-5
E w C v P C A K F T
 E A

PCR

Digestion Dpnl
TN,
N :
' -
\ .
‘<. <

Transformacion E. coli.
Reparacién del plasmido.

N -

Figura 20. Generacion de mutante C227S. A El mutante C227S fue generado a partir del vector
PENTR2.B:GmNRX2.1. Los primers fueron disefiados para ser perfectamente complementarios entre si,
posicionarse sobre la secuencia que codifica para el sitio activo y generar una sustitucién de un codén TGC por
uno AGC, lo que resulta en un cambio de cisteina por serina. B. Esquema de trabajo para la generacion del
muntante puntual C227S. Se realizd la amplificacién por PCR utilizando como molde la construccidn
PENTR2.B:GmNRX2.1 Como este plasmido proviene de una minipreparacion de DNA, se encuentra metilado.
Visto que ambos primers se posicionan sobre la NRX en la misma posicién, la amplificacion por PCR genera un
producto que contiene todos los elementos del plasmido. Si bien este producto se trata de un DNA lineal, el
mismo consta de una pequeiia region solapante, que corresponde a la regidon donde hibridaron los primers.
Esta region complementaria, permite que producto se circularice y pueda ser adquirido por la bacteria (como si
fuera un DNA circular) y reparado por la misma. Previamente a realizar la transformacién de E. coli, la mezcla
resultante luego de la amplificacion por PCR debe ser tratada con la enzima Dpnl, que digiere el DNA metilado.
Esto elminia el plasmido original, que podria ser tomado con mayor eficiencia por la bacteria, de la mezcla.
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Estudio proteomico de lineas de Arabidopsis wt y sobre-expresantes
del gen GmelFiso4G

Como se comentd en la introduccidn, en las plantas existen mecanismos de regulacién de
la traduccién particulares, que implican la presencia de dos isoformas de los factores elF4G y
elF4E. La evidencia experimental generada al momento sugiere que estas isoformas,
ampliamente divergentes entre si, presentan especializacion funcional, regulando Ia
traduccién de mRNAs especificos ante diferentes situaciones. Hemos observado que el
transcripto del gen GmelFiso4G aumenta considerablemente en condiciones de sequia en
genotipos tolerantes a la misma y hemos determinado que la sobre-expresiéon del gen
confiere tolerancia aumentada a estrés osmotico, salino y por bajas temperaturas. La
hipdtesis mas directa es que la presencia de este factor podria estimular la traduccién de
ciertas proteinas especificas en condiciones de estrés y es este supuesto lo que buscamos
evaluar. El objetivo ultimo es realizar estudios de protedmica comparativa entre las plantas
transgénicas inducidas y no inducidas con B-estradiol, en condiciones control y condiciones
de estrés, utilizando la técnica de 2D-DIGE (two-dimensional difference gel electrophoresis).

Esta técnica presenta varias ventajas respecto a los abordajes de proteémica
convencionales. Brevemente, en este tipo de ensayos, dos extractos proteicos son
marcados, cada uno separadamente, con derivados N-hidroxi succinimida, popil-Cy3 y metil-
Cy5. Estos reactivos reaccionan con el grupo g-amino de los residuos de lisina y estdn
disefiados para compensar por la pérdida de carga de dicho residuo, introduciendo sélo un
pequefio aumento de la masa molecular cuando se realiza un marcado sub-estequiométrico
(Viswanathan et al., 2006). Ambas muestras marcadas son mezcladas en igual proporcién y
sembradas en una misma corrida de electroforesis bidimensional. Los spots de proteina son
visualizados iluminando el gel con luz a la longitud de onda de excitacién de cada fluoréforo.
Las proteinas diferencialmente expresadas son entonces recortadas del gel e identificadas
por espectrometria de masa. Este abordaje elimina la variabilidad gel a gel, que enmascara
muchas veces las diferencias biolégicas y compromete cualquier comparacién cuantitativa
que se quiera realizar (Van der Bergh et al., 2004). Asimismo, se incluye en cada corrida un
estdndar interno, compuesto por una mezcla de partes iguales de ambas muestras marcada
con un tercer fluoréforo (Cy2). Cada muestra en el gel puede ser normalizada respecto al
estandar interno, lo que permite una cuantificaciéon precisa de cada spot y habilita la
comparacion entre geles (Marouga et al., 2005).

Es importante remarcar, que para poder realizar dichos ensayos es fundamental
optimizar las condiciones de extraccidon, de manera de obtener extractos proteicos de buena
calidad, y la separacién en geles bidimensionales tal que permita la resolucién de la mayor
cantidad de proteinas posible o de regiones que resulten de interés.
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4.7 Optimizacién de las condiciones para la extraccion de proteinas totales por el método
de TCA-Acetona

Para profundizar en el mecanismo mediante el cual el gen GmelFiso4G opera para
conferir tolerancia al estrés, se puso a punto las condiciones de extraccidon de proteinas
adecuadas para realizar estudios proteémicos. Como primer abordaje, se comenzd a trabajar
con muestras correspondientes a la linea 5, la cual presenta gran acumulacién del
transcripto de GmelFiso4G y un claro fenotipo de mayor tolerancia al estrés, en condiciones
de estrés osmotico (placas equilibradas con PEG8000 40 %), con y sin agregado de f-
estradiol. Se pusieron a punto las extracciones de proteina mediante dos procedimientos.
Por un lado, se utilizé un buffer de extraccion comercial (Protein Extraction Buffer [PEB];
Agrisera, ASO8 300). El mismo consiste en un buffer Tris-HCl pH 8.5, con agregado de LDS
(Lithium dodecyl sulfate) como detergente, EDTA y 10 % v/v de glicerol. Por otro lado, se
utilizé un protocolo de extraccién de proteinas totales por precipitacion con TCA-acetona
(Mechin et al.,, 2007). Las extracciones en PEB mostraron bandas peor definidas,
posiblemente indicando cierta protedlisis (Figura 21), por lo que se optd por continuar
realizando las extracciones con el método TCA-acetona.

Figura 21. Optimizacion de las condiciones de extraccion de proteina. Las

TCAA PEB extracciones de proteina se realizaron mediante un método de extraccion
+B B -B de proteinas totales por precipitacion con TCA-Acetona (TCA-A) o
froe— wBe=o \ utilizando un buffer de extraccién de proteinas de Agrisera (PEB). Las

extracciones en PEB mostraron bandas peor definidas, posiblemente
indicando protedlisis.

4.8 Separacion de las proteinas por electroforesis bidimensional

Optimizadas las condiciones de extraccidn, se procedid a resolver las proteinas en geles
de 7 cm. Para ello, se emplearon tiras de inmovilina de rango de pH 3-11 NL. Este rango de
pH amplio permite obtener un paneo general de la muestra que se estd analizando, de
manera de determinar en qué regiones se concentra la mayor cantidad de proteinas o
alguna proteina de interés, y qué rango de pH utilizar posteriormente para definirlas mejor.
En estos ensayos preliminares, la resolucién de las proteinas fue muy buena, observando
spots bien definidos y sin sefiales de aberraciones técnicas (Figura 22), de modo que se
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continud con este rango de pH (3-11 NL), escalando para geles de 13 cm. En este caso,
también se obtuvo un resultado técnico muy satisfactorio (Figura 23), por lo cual se procedié
a la seleccién de 8 spots que resultaron de interés por presentar intensidad notoriamente
contrastante entre ambas muestras, y se procurd identificar las proteinas mediante MALDI-
TOF MS/MS. Sin embargo, a pesar de que la buena resolucién de los spots, no fue posible
identificar otras proteinas que no fueran la subunidad grande de la RubisCO de A. thaliana.
Es probable que al tratarse de una proteina tan abundante en la muestra se produzca
contaminacién de otros spots y que sus péptidos vuelen mejor en el espectrémetro de masa,
ocultando la seial de las proteinas de interés.

4.9 Optimizacion de las condiciones para la extraccion de proteinas y eliminacion de la
RubisCO utilizando columnas de afinidad anti-RubisCO Seppro RubisCO spin columns

Con el objetivo de eliminar la proteina RubisCO de los extractos proteicos a analizar por
2D-DIGE, se adquirieron columnas de afinidad anti-RubisCO Seppro RubisCO spin columns
(Sigma). Reducir el contenido de RubisCO en la muestra tiene la ventaja adicional de que
aumenta la proporcidn de otras proteinas sembradas en el gel, es decir que se aumenta la
probabilidad de observar diferencias entre proteinas menos abundantes. Sin embargo, el
método de extraccidon de proteinas por precipitacién con TCA-acetona no es compatible con
estas columnas, por lo que fue necesario poner a punto nuevas condiciones para la
extraccién de proteinas que no implicaran condiciones desnaturalizantes. Un buffer de
extraccién con agregado de PMSF 5 mM dio buenos resultados. Las proteinas totales fueron
incubadas con la resina de afinidad y se realizaron lavados con el fin de remover las
proteinas unidas inespecificamente. La fraccién no unida y las fracciones correspondientes a
los lavados constituyen las fracciones de interés. La RubisCO unida a la resina fue removida
con un buffer de stripping. Una vez optimizada la cantidad de proteina a sembrar en la
columna (poco mas de 0.8 mg), se observd la remocién casi completa de la RubisCO (Figura
24).

En resumen, se logré poner a punto las condiciones de extraccién y tratamiento de las
muestras proteicas, lo que permitira realizar los ensayos de 2D-DIGE a la brevedad.
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Figura 22. Electroforesis bidimensional en geles de 7 cm. Las muestras fueron limpiadas utilizando el 2D clean-
up kit (GE) y resuspendidas en una solucién de rehidratacidon conteniendo urea, tiourea, CHAPS, DTT, azul de
bromfenol y buffer IPG pH 3-11 NL (GE). Se realizé una carga de 60 ug de proteina por tira. El isoelectroenfoque
se realizd utilizando tiras de inmovilina de rango de pH 3-11 NL de 7 cm (GE). La rehidratacidn pasiva de las
tiras se realizé durante 18 horas. Pasado este tiempo las tiras se equilibraron en una solucién conteniendo 10
mg/mL DTT durante 15 minutos y luego en la misma solucién conteniendo 25 mg/mL iodoacetamida por 15
minutos mds. Se utilizd el siguiente programa de corrida: 1) step and hold: 300 V, 30 minutos; 2) gradiente:
1000 V, 30 minutos; 3) gradiente: 5000 V, 1 hora 20 minutos; 4) step and hold: 5000 V, 6-25 minutos. La
segunda dimensidn se llevé a cabo en geles de poliacrilamida de 12.5 % de entrecruzamiento, a 10 mA por 15
minutos y a 20 mA hasta el final de la corrida.
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Figura 23. Electroforesis bidimensional en geles de 13 cm. Las muestras fueron limpiadas utilizando el 2D
clean-up kit (GE) y resuspendidas en una solucion de rehidratacidn conteniendo urea, tiourea, CHAPS, DTT, azul
de bromfenol y buffer IPG pH 3-11 NL (GE). Se realiz6 una carga de 80 ug de proteina por tira. El
isoelectroenfoque se realizé utilizando tiras de inmovilina de rango de pH 3-11 NL de 13 cm (GE). La
rehidratacion pasiva de las tiras se realizé durante 18 horas. Pasado este tiempo las tiras se equilibraron en una
solucion conteniendo 10 mg/mL DTT durante 15 minutos y luego en la misma solucién conteniendo 25 mg/mL
iodoacetamida por 15 minutos mas. Se utilizé el siguiente programa de corrida: 1) step and hold: 500 V, 1 hora;
2) gradiente: 1000 V, 1 hora; 3) gradiente: 8000 V, 2 horas 30 minutos; 4) step and hold: 8000 V, 10-30 minutos.
La segunda dimensidn se realizé a 10 mA durante 15 minutos y a 30 mA hasta el final de la corrida.

Figura 24. SDS-PAGE de fracciones procesadas con Seppro
RubisCO spin columns. Ptotal: Proteina total, correspondiente a la
muestra previo al tratamiento con las columnas de afinidad. FNU
+ L1: corresponde a la fraccion de proteinas no unidas y primer
lavado de la columna. Stl + St2: corresponde a las proteinas
unidas a la columna especificamente.
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5.Discusion y perspectivas
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5.1 Caracterizacion del rol funcional de una nucleorredoxina de tipo
Il de soja.

Las NRXs pueden clasificarse en tres clases de proteinas, las cuales mantienen una
organizacién de dos o tres dominios Trx asociados a un dominio C1, de unién a
diacilgliceroles, C-terminal. El contenido de genes que codifican NRXs en plantas es variable,
abarcando entre dos genes en A. thaliana a trece en la especie lefiosa Populus trichocarpa
(Figura 4). Las NRXs de plantas se distinguen de las NRXs de otros organismos del reino
animal en que en las plantas estas proteinas presentan un dominio C1. Al igual que en los
animales, las NRXs de Chlamidomonas reinhardtii no contienen un dominio C1, lo que
indicaria que la ganancia de dicho dominio ocurrié luego de que las plantas terrestres
divergieran de las algas. La presencia de estos dominios en proteinas vegetales despierta
curiosidad ya que se conoce muy poco sobre el rol del DAG como molécula sefializadora en
plantas. El DAG es un precursor de glicolipidos, lipidos de almacenamiento y fosfolipidos
estructurales (Gaude et al., 2008). En las células vegetales, el contenido de DAG es bajo
debido a que el mismo es rapidamente fosforilado a acido fosfatidico (PA) y a diacilglicerol
pirofosfato (DGPP) (Pierrugues et al., 2001). El PA ha sido implicado como el principal lipido
con funciones de mensajero secundario en plantas. No obstante, se ha determinado que el
DAG podria cumplir un rol sefializador en determinadas condiciones de estrés abidtico y del
desarrollo (Helling et al., 2006; Jouhet et al., 2003; Kocourkova et al., 2011; Pejchar et al.,
2010; Soo et al., 1991; Wimalasekera et al., 2010). En los animales, el DAG ejerce sus efectos
al unirse a los dominios C1 presentes en proteinas quinasa C (PKC), lo que induce su
fosforilaciéon. La PKC fosforilada puede a su vez activar a la proteina quinasa D (PKD), la cual
desencadena rutas de respuesta. Sin embargo, no existen genes que codifiquen PKCs en los
genomas vegetales (Dong et al., 2012), por lo cual es posible que funciones de sefalizacidn
gue en otros organismos son llevadas a cabo por PKC puedan ser cumplidas por otras
proteinas con dominios C1 (incluso carentes de actividad quinasa) en plantas.

En los dominios C1 presentes en las NRXs, se destaca la ocurrencia de ciertos residuos
conservados indicados como C7, C10, G14, W17, C23, C26, H31 y C34 (Figura 6.D), que se
presentan en todos los dominios C1 analizados. Los dominios pequefos, ricos en cisteinas,
generalmente tienen la capacidad de unir atomos de zinc. Se trata de dominios que pueden
presentarse en arreglos estructurales diversos. Son también llamados "dedos de zinc",
aungue es importante no confundirlos con los dedos de zinc que participan en la unién al
DNA. Estos ultimos forman parte de una familia particular de dedo de zinc denominada
C2H2, compuesta por una horquilla B y una hélice a con un atomo de zinc apilado entre ellas
(Krishna et al., 2002). A diferencia de la mayoria de las proteinas globulares, los dominios de
dedo de zinc no presentan un core hidrofébico pronunciado y estan estabilizados por la
presencia del ion zinc. Los dominios C1 pertenecen a otra familia de dedos de zinc llamados
"dominios de clave de sol" (treble clef domains), los cuales presentan un arreglo de
elementos: nudo de zinc, lazo, horquilla B, hélice a, que se pliegan alrededor del &tomo de
zinc (de manera que recuerda a una clave de sol). Asimismo, pueden presentarse de a
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dobletes, permitiendo la unién de dos iones zinc (Grishin, 2001). Los residuos conservados
en el caso de las NRXs, presentan un ordenamiento de a pares de los posibles residuos
quelantes cisteina e histidina (Figura 6.D). Un ordenamiento de este tipo permitiria la union
de uno o dos iones metalicos y esto es lo que ocurre en la mayoria de los dominios C1
presentes en PKCs. No obstante, otros tipos de motivos de clave de sol pueden acomodar en
su estructura tridimensional hasta ocho sitios de unidn a metal, utilizando también
estructuras por fuera del motivo (Grishin, 2001). Por lo tanto, la estequiometria de unidn de
metales no podria predecirse con certeza solamente conociendo la secuencia aminoacidica.

Otra razén estructural por la cual las NRXs resultan de interés recae en los dominios Trx.
Como se comentd anteriormente, la familia de las Trx esta muy diversificada en plantas, lo
gue genera curiosidad a cerca de la especificidad que pueden tener las proteinas de esta
familia. A su vez, el plegamiento de Trx incluye miembros con niveles de variacidn
estructural y funcional enormes. Los aportes al conocimiento sobre el vinculo entre
variaciones en la estructura proteica y la funcidon pueden promover nuevos empujes a la
comprensidon sobre las funciones moleculares y biolégicas de proteinas con funciones
desconocidas.

La GmNRX2.1 presenta dos sitios activos potenciales. El dominio TrxC exhibe un motivo
WYPPC mientras que el dominio TrxN tiene una secuencia WCVPC. Ninguno de estos
motivos coincide con un motivo Trx cldsico (WCGPC). La familia de las Trx se caracteriza por
mantener variabilidad a nivel del sitio activo. En algunas proteinas de la familia se puede
observar un mecanismo de reaccién en el cual sélo una de las cisteinas esta implicada, y en
algunos casos, ninguna de las cisteinas esta conservada. Algunas de estas proteinas carentes
de cisteinas presentan actividad catalitica, en tanto que otras, no. Esto despierta curiosidad
en cuanto a como el plegamiento de Trx facilita por si mismo reacciones de oxidorreduccion
en ausencia de un equipamiento catalitico tipico. La sustitucidn mas habitual del motivo
CxxC es el cambio de cisteina por serina y, menos frecuentemente, por treonina. El motivo
Cxxc esta generalmente asociado a las glutarredoxinas monotidlicas (sustitucion cisteina por
serina, tipicamente). Otras proteinas que presentan motivos Cxxc son las glutation
peroxidasas (usualmente, sustitucidn cisteina por treonina) (Fomenko et al., 2003; Holly et
al., 2009). Es mucho menos habitual observar la sustitucién del tiolato nucleofilico presente
en la cisteina N-terminal, como por ejemplo en el motivo WYPPC presente en la GmNRX2.1.
El ejemplo mas comin de motivo cxxC ocurre en algunas proteinas peroxirredoxina-like,
donde la cisteina C-terminal provee el tiolato nucleofilico. En estos casos, una treonina o,
menos frecuentemente, una serina, estabiliza el nucledfilo (Fomenko et al., 2003; Holly et
al., 2009). La sustitucidn cisteina por tirosina presente en la GmNRX2.1 es muy inusual.
Determinar si el sitio activo WYPPC en el dominio TrxN es activo verdaderamente, es una
pregunta que queda por responder. Es interesante notar que existe cercania estructural
entre una segunda cisteina presente en el dominio TrxN (Figura 6.C). De presentar este
dominio una actividad redox dependiente de tioles, es posible que dicha cisteina participe en
el mecanismo catalitico. Otra posibilidad seria que la GmNRX2.1 formara un dimero consigo
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misma, de igual manera que lo hace la proteina de A. thaliana (Marchal et al., 2014), lo que
abriria la posibilidad a que exista complementacién entre los dominios TrxN-TrxN o TrxN-
TrxC para cerrar un ciclo catalitico. El motivo WCVPC tampoco es habitual, aunque es
probable que sea activo.

Las tiorredoxinas de dominio multiple contienen entre 2 y 4 dominios Trx acoplados. En
algunas tiorredoxinas de dominio multiple se observa que no todos los dominios Trx son
redox activos. Las proteina disulfuro isomerasas (PDI) son el ejemplo mas representativo,
donde ciertos dominios Trx participan confiriendo especificidad de unidn por el sustrato. Es
posible que el dominio TrxC en la GmNRX2.1 no sea activo, sino que participe como un sitio
de interaccién proteina-proteina o como un sitio receptor de modificaciones
postraduccionales (como ser glutationilacion).

Con el fin de determinar el o los compartimentos subcelulares en los cuales GmNRX2.1
ejerce un posible rol, se estudid el perfil de localizaciéon de esta proteina dentro de las
células. Los estudios que abarcan la localizacién subcelular de proteinas de la subfamilia de
las NRX son escasos. La GmNRX2.1 no presenta sefiales de localizacion subcelular, como
fuera predicho por los recursos wolf P-sort
(http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html) y Target P (http://www.cbs.dtu.dk/
services/TargetP/), por lo que se esperaba que la proteina presentara una localizacion
citosdlica. Se observé mediante microscopia confocal la sefial de la fusion GmNRX2.1:GFP en
las plantas de tabaco que expresan la GmNRX2.1:GFP transitoriamente, determinando que la
proteina presenta una localizacién citosdlica y, posiblemente, nuclear (Figura 8). Es
importante destacar que el hecho de observar sefial de fluorescencia a nivel nuclear no
implica necesariamente la presencia de la fusién GmNRX2.1:GFP en dicho compartimento.
En proteinas que se localizan en el citosol es comuin observar sefal de fluorescencia en el
nucleo debido a que la fusién tiende a clivarse y la GFP a dirigirse hacia dicho
compartimento. Por otro lado, también existen ejemplos de proteinas de la familia de las Trx
gue se localizan en el nucleo a pesar de carecer de sefal de localizacién nuclear (Marchal et
al., 2013). Si bien es importante confirmar la posible localizacion nuclear para la GmNRX2.1,
dicha localizacién ha sido observada para las NRXs de organismos del reino animal (Kurooka
et al., 1997) y para una NRX de maiz (Loughner et al., 1998) y una de A. thaliana (Marchal et
al., 2013). Esta ultima puede utilizar el sistema NADPH-tiorredoxina reductasa (NTR) como
reductor en el ensayo de reduccidon de insulina (Marchal et al., 2013). Esto resulta
interesante ya que, al igual que las NRX, la NTR puede localizarse también a nivel nuclear en
condiciones de estrés oxidativo actuando como reductor de otras Trxs (Pulido et al., 2009).
Es posible que la NRX constituya un sistema de regulacidén redox a nivel nuclear junto con la
NTR o junto con otros reductores celulares.

Por otra parte, se evalud la posibilidad de que la proteina se relocalizara ante diversos
tratamientos en plantas de A. thaliana establemente transformadas con la construccién
pGWB5:GmNRX2.1. No fue evidente que la proteina se relocalizara ante los estimulos
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empleados. Sin embargo, es posible que una sefial de fluorescencia tan intensa enmascare
cambios pequefios en la sefial entre nucleo y citosol. Para determinar cambios mas sutiles se
ha planificado poner a punto la purificacion de nudcleos, de manera de determinar la
presencia de la proteina en extractos protéicos enriquecidos en fraccion nuclear utilizando
anticuerpos comerciales anti-HA.

Para analizar el rol de GmNRX2.1 en la tolerancia al estrés abiotico, se generaron y
caracterizaron fenotipicamente plantas transgénicas de A. thaliana que sobre-expresan el
gen GmNRX2.1. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre las plantas
transgénicas y las wt en cuanto a crecimiento y capacidad de germinacién en condiciones de
estrés osmético, salino y oxidativo. En las Unicas condiciones en que las plantas transgénicas
mostraron cierta ventaja sobre las wt fue en estrés hidrico ex vitro. Como se menciond en la
introduccidn, las Trx constituyen un grupo de proteinas sumamente diversificado en plantas.
Es evidente que el estudio de este tipo de genes es muy complejo en estos organismos
debido a que existe un alto nivel de redundancia funcional, asi como mecanismos de
compensacion mediante rutas no vinculadas. Un caso paradigmatico es el ejemplo de las
plantas de tabaco silenciadas para la ascorbato peroxidasa y la catalasa, las cuales son
menos sensibles al estrés oxidativo que las plantas que carecen de cada uno de esas
proteinas individualmente. Esto se debe a una supresién de la actividad fotosintética y a un
incremento de la expresion de la oxidasa alternativa mitocondrial y la
monodehidroascorbato reductasa (Rizhisky et al., 2002). Asimismo, dada la redundancia
génica, es comun que plantas KO para genes de la familia de las Trx no presenten trastornos
de su desarrollo ni sensibilidad incrementada a situaciones que induzcan estrés oxidativo.
Incluso plantas KO para multiples genes de la familia no presentan un fenotipo claro (Meyer
et al., 2005). Por lo tanto, es dificil obtener informacién funcional sobre genes de este tipo
Unicamente utilizando abordajes de genética reversa, a través del silenciamiento o la sobre-
expresion de un gen en particular. Estos estudios deben ser complementados con técnicas
gue permitan hilar fino en la trama de las interacciones a nivel molecular.

En este sentido, se procedié a la generacién de construcciones para la expresién de
proteina recombinante, de manera de poder mantener un abordaje desde la bioquimica de
proteinas para extraer informacién funcional sobre la GmNRX2.1. Como se expuso con
anterioridad, al tratarse de Trxs atipicas de dominio multiple existe una serie de preguntas
basicas que despiertan interés acerca de la funcién de las NRXs, y que esperamos poder
responder en el trabajo futuro. Surgen preguntas referidas a aspectos funcionales (cual es el
reductor, cudles son los blancos) y de regulacién (posibles modificaciones, cudl es la funcién
del dominio C1) sobre la GmNRX2.1.

Por lo tanto, es de interés determinar qué tipo de actividad presentan estas proteinas.
Los estudios realizados de actividad oxidorreductasa tanto para NRXs de plantas (Laughner
et al., 1998; Marchal et al., 2014), como de mamiferos (Kurooka et al., 1997) se basan en
ensayo de reduccion de insulina. Si bien las NRXs no son tan eficientes en este ensayo como
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otras Trxs convencionales, no se ha evaluado si estas proteinas pueden tener otro tipo de
actividad. A su vez, la proteina presenta cisteinas adicionales a las de sus sitios activos
tentativos, por lo que seria interesante analizar si las mismas pueden modificarse.

También se espera determinar cual es el posible reductor de esta proteina. Al presentar
una localizacién citosélica y posiblemente nuclear seria interesante investigar si puede ser
reducida por el sistema NTR. Alternativamente, seria posible examinar si el sistema glutation
reductasa/glutation/glutarredoxina puede reducir a la GmNRX2.1. Por otra parte, también se
podria analizar si las GmNRX2.1 es capaz de reducir alguna peroxirredoxina citosédlica o si
puede actuar como reductor para peroxirredoxinas nucleares (1-cys-Prx). La 1-cys-Prx es una
peroxirredoxina nuclear especifica de semilla, para la cual ain no es conocido su reductor,
por lo que es un punto particularmente interesante.

Asimismo, quisiéramos evaluar si ambos dominios Trx son activos y/o necesarios para la
actividad. Una vez determinada qué tipo de actividad presenta esta proteina, se evaluara la
funcionalidad del segundo dominio Trx aislado con el fin de analizar si este dominio, que es
el potencialmente activo gracias a la presencia de un sitio activo de tipo CxxC, presenta
actividad redox, o si los dos dominios Trx presentan actividad redox conjunta.

A su vez, queda por determinar las caracteristicas del dominio C1. Se ha planteado que
estos dominios coordinan dtomos de zinc, que tienen la capacidad de unir lipidos y de
oxidarse. No obstante, estas capacidades no han sido verificadas.

Finalmente, seria interesante determinar cudles son los posibles interactores de la
GmNRX2.1. Este punto se realizara con el mutante C227S y con la proteina WT. Se
determinara de esta manera qué interacciones son redox-dependientes. Estos ensayos se
realizardn con extractos de soja. Esta metodologia permitird mantener un abordaje mas
amplio y libre de preconceptos sobre la funcionalidad de las NRXs.

Para la expresidn de proteina recombinante se evaluaron dos sistemas diferentes. Por un
lado, se clond la secuencia codificante para la GmNRX2.1 en un vector pET301 para
expresiéon en E. coli como fusién a una His-tag C-terminal. Por otro lado, se cloné la
secuencia codificante para la GmNRX2.1 y de sus variantes C227S, dominio TrxC (R191-A326)
y dominio C1 (G326-C411) en vectores de la serie pEAQHT-Dest para expresion en el sistema
vegetal N. benthamiana. En el caso de la expresién de proteina en bacteria, no fue posible
obtener una cantidad suficiente de proteina soluble. Esto coincide con lo descrito para
ambas proteinas de Arabidopsis (Marchal et al., 2014) y la NRX de maiz (Laughner et al.,
1998). La GmNRX2.1 es una proteina relativamente grande (de 50 kDa aproximadamente) y
sumado a que es una proteina muy rica en cisteinas (posee 10 cisteinas, 6 de ellas en el
dominio C1) podia esperarse que su expresion heteréloga presentara complicaciones. Por lo
tanto, el trabajo futuro se enfocara a optimizar las condiciones de expresiéon de la GmNRX2.1
y de sus variantes en N. benthamiana puesto que estamos convencidos que un abordaje
desde la bioquimica de proteinas permitird obtener mucha informacién funcional sobre el
mecanismo molecular mediante el cual operan estas proteinas.

Es importante mencionar que en vistas de que no existen trabajos que evallen con
profundidad a las NRX desde el punto de vista bioquimico, el rumbo que puede tomar este
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trabajo es incierto, si bien tenemos algunas ideas hacia dénde enfocarnos. Existen entonces
algunas preguntas que seran nuestro punto de partida, mientras que otras seran abordadas
en funcién de la evidencia que se vaya desprendiendo. Las preguntas bioquimicas
fundamentales que este trabajo pretendera responder son: 1- si esta proteina presenta
actividad redox; 2- si puede ser reducida por el sistema NTR; 3- si la NRX puede reducir
alguna Prx o peroxido (H,0,); y 4- cudles son las propiedades del dominio C1.

Como punto inicial se procederd a optimizar herramientas que permitan seguir
reacciones de oxidacidn-reduccion en la GmNRX2.1. Se caracterizaran la fluorescencia
intrinseca de las variantes WT, dominio Trx R191-A326 y dominio C1. Se realizaran espectros
de emisién de las formas oxidada y reducida y en un rango de pH fisiolégico (pH 5 a pH 7). La
GmMNRX2.1 presenta 7 residuos de triptdfano: 2 de ellos en el primer dominio Trx, 4 en el
segundo dominio Trx (uno de los cuales compone el sitio activo potencial, WCVPC) y 1 en el
dominio C1. A pesar de que el numero de triptéfanos es elevado, si la fluorescencia de
alguno de los residuos cambia con las condiciones ensayadas es esperable visualizar algun
cambio en la fluorescencia, lo que puede ser de utilidad aunque el cambio no sea
extremadamente pronunciado. Las posibilidades aumentan con los dominios TrxC y C1.
Visualizar cambios en la fluorescencia de la proteina seria una herramienta ideal para los
ensayos de actividad, puesto que permitiria seguir cambios rapidos que ocurran sobre la
NRX, sin intermediarios. Alternativamente, se podran utilizar ensayos acoplados
ampliamente utilizados con proteinas de la familia como ser el sistema NADPH-NTR-Trx y
medir el consumo de NADPH (Holmgren, 1979, 1995; Rouhier et al., 2001). También se
evaluard la posibilidad de utilizar el sustrato artificial acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzdico)
(DTNB) el cual reacciona con tioles dando un producto coloreado. Asimismo se determinara
si la Prx5 humana (hPrx5) puede ser reducida por la NRX. La hPrx5 presenta cambios en su
fluorescencia intrinseca marcados y bien caracterizados (Portillo et al., 2014) que podrian
utilizarse para seguir indirectamente las reacciones sobre la NRX.

Utilizando estas herramientas se podra evaluar la posibilidad de que el sistema NTR
reduzca a la GmNRX2.1. Contamos actualmente con las construcciones para expresar la NTR
de trigo y la NTRc de arroz. También contamos con tiorredoxina reductasas bacterianas y de
mamifero que podran ser evaluadas como reductores de la GmNRX2.1. Eventualmente se
podra analizar la posibilidad de que el sistema glutation reductasa (GR)-glutarredoxina (Grx)
sirva como reductor de la GmNRX2.1.

El trabajo con el dominio C1 aislado permitird confirmar si el dominio une lipidos o
metales o si tiene la capacidad de oxidarse. El dominio presenta un unico residuo de
triptéfano que sera de utilidad para visualizar cambios en el entorno del mismo ante
unién/pérdida de ligandos o cambios conformacionales. Alternativamente se podran
emplear lipidos fluorescentes o ensayos de desplazamiento de sondas fluorescentes, como
se suele proceder con proteinas que unen acidos grasos (Wilton, 1990). Se determinara si el
dominio C1 presenta capacidad para unir Zn** v, si lo hace, se determinard la constante de
afinidad y estequiometria de la unidn.
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Con el fin de aclarar el rol fisiolégico de la GmNRX2.1, también estamos interesados en
determinar con qué proteinas interactua. Tras optimizar la expresion y purificacién de la
GmNRX2.1, se realizardn ensayos de pull down y se determinardn posibles interactores.
Estos ensayos se llevaran adelante utilizando la variante C227S. La eliminacidn de la cisteina
resolutiva es una estrategia comunmente utilizada para estabilizar los complejos proteicos
que interactuan normalmente de manera transitoria redox-dependiente. La unién covalente
Trx-blanco puede ser disuelta mediante el agregado de un agente reductor de tioles (Balmer
et al., 2003; Motohashi et al., 2001). Para ello, la proteina pura sera inmovilizada a una
resina de IMAC, se hard fluir extractos vegetales de soja a través de esta columna, se
disolveran los complejos proteicos formados y se identificaran aquellas proteinas unidas la
GmNRX2.1 mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Otro elemento que serad de relevancia para redondear este trabajo es evaluar en qué
condiciones se expresan las NRXs. Un trabajo previo de nuestro grupo determiné que el gen
codificante para la GmNRX2.1 incrementa su expresidn en respuesta a sequia en plantas de
soja tolerantes a dicho estrés en mayor medida que en plantas susceptibles. Al momento, el
Unico estudio funcional de NRXs de planta demostrd que una NRX de A. thaliana tiene una
funcién en el desarrollo del polen (Marchal et al., 2014). Sin embargo, no se ha vinculado la
participacién de este tipo de proteinas en las respuestas frente a estrés abiético o bidtico,
por lo tanto se decidié evaluar el perfil de expresidén de los genes codificantes para NRXs en
soja y en A. thaliana frente a diferentes estimulos hormonales (ABA, SA) y de estrés
(deshidratacidn, Pq). Con el objetivo de determinar si estas proteinas presentan un rol en
algin momento del desarrollo,también es de interés determinar si las mismas varian su
expresion durante la germinacidon y en estado vegetativo. Para ello, se han realizado
extracciones de RNA tanto de soja como de A. thaliana en las condiciones mencionadas y se
han generado membranas que seran hibridadas con sondas de DNA que reconocen cada tipo
de NRX (tipo |, tipo Il y tipo Il de soja, y tipo | y tipo Ill de A. thaliana). La deteccion de estos
transcriptos sera realizada a la brevedad.

En suma, este trabajo ha aportado datos de localizacién subcelular, perfil de expresion y

funcién de la GmNRX2.1 in vivo y ha generado herramientas para estudiar en profundidad
las caracteristicas bioquimicas de la proteina in vitro.
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5.2 Estudio proteomico de lineas de Arabidopsis wt y sobre-
expresantes del gen GmelFiso4G

Esta parte del trabajo se enmarca dentro de otro proyecto del Laboratorio de Biologia
Molecular Vegetal en el cual se pretende dar respuesta al rol de un factor de iniciacién de la
traduccién de soja (GmelFiso4G) en las respuestas frente a estrés. Como se menciond
anteriormente, el control de la traduccidn es un punto de regulacion génica fundamental. La
presencia de dos tipos proteinas notoriamente divergentes, elF4G y elFiso4G, asi como el rol
esencial que cumplen dichos factores en la iniciacion de la traduccion, plantea la posibilidad
de que exista una especializacién funcional entre ellos. EIl dominio N-terminal del elF4G
contiene los sitios de unidon para el elF4E y para la PABP; el dominio intermedio une el elF3 y
el elF4A; vy, en el elF4G de mamifero, el dominio C-terminal une una segunda molécula de
elF4A y una quinasa Mnk1, responsable de la fosforilacién del elF4E. Por tanto, el elF4G
funciona como una proteina de scaffold, que recluta varios factores involucrados en
estimular la union de la subunidad ribosémica 40S (Gallie, 2001). Se ha demostrado para las
proteinas de trigo que las mayores diferencias entre el elF4G y el elFiso4G estan en su
afinidad por mRNAs con Cap y una estructura 5' estructurada: el elF4F promueve la
traduccién de este tipo de mRNAs en mayor medida que el elFiso4G (Gallie et al., 2001b).
Una estructura secundaria estable en el 5' de los mRNAs puede servir para impedir el
escaneo de la subunidad ribosémica 40S en busca del coddn de inicio (Kozak, 2005), de
manera que es posible regular la traduccidén en respuesta a alteraciones en la cantidad o la
actividad de componentes de la maquinaria de traduccién (Gallie et al., 2001b). Por ejemplo,
en embriones de trigo, el elFiso4G se expresa 9 veces mas que el elF4G (Browning et al.,
1990). Este aumento en la expresion puede ser necesario para compensar su mas baja
actividad o para promover la traduccion de mRNAs especificos. Algo similar podria estar
ocurriendo en el caso de la soja sometida a condiciones de estrés, cuando la sintesis proteica
global disminuye significativamente, mientras que algunos transcriptos (aquellos que
codifican proteinas relacionadas con la respuesta al estrés), son traducidos activamente y en
niveles elevados.

Por otra parte, el elevado numero de genes hace pensar que existe cierto nivel de
solapamiento funcional entre las isoformas. A. thaliana posee tres genes codificantes para la
subunidad mayor del complejo elF4F/elFiso4F: elFAG (At3g60240), elFiso4G1 (At5g57870) y
elFiso4G2 (At2g24050). La pérdida de cada uno de los genes elFiso4G individualmente
practicamente no tuvo impacto sobre el fenotipo de las plantas. Sin embargo, la pérdida de
ambos genes produjo una alteracién severa del crecimiento, disminucion de la clorofilaay b,
disminucion de la fertilidad y la estabilidad en las semillas, y una mayor susceptibilidad a la
deshidratacion y al estrés salino, lo que indica que al menos uno de los paralogos elFiso4G es
necesario para sustentar la expresion de algunos genes que participan en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de la planta (Lellis et al., 2010). Las plantas KO también mostraron
una capacidad fotosintética reducida debido a un aumento en el quenching no fotoquimico
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(NPQ) gracias a un aumento de la expresidn de la enzima violaxantina de-epoxidasa (Chen et
al., 2014)

La soja presenta 4 genes codificantes para GmelF4G y 3 genes codificantes para
GmelFiso4G. Teniendo en cuenta esta diversificacion de los genes de la familia, seria
prudente pensar que existe especializacion para dirigir la sintesis de determinados
transcriptos. Ademas, considerando que las isoformas elFiso4G se hallan exclusivamente en
las plantas, es esperable que sean requeridos para la traduccion de mRNAs importantes en
funciones especificas de las plantas, como ser la fotosintesis, la sintesis de celulosa, la
floracion y la produccion de semillas, asi como las respuestas frente a estrés ambiental (Lellis
et al., 2010). Otro punto que es importante destacar es que los elF4G y elFiso4G se
encuentran formando complejos con los elF4E y elFiso4E, que presentan a su vez varias
isoformas con diferentes afinidades por los mMRNAs con Cap (Kropiwnicka et al., 2015), lo que
aporta diversidad adicional. Es posible que el gen en estudio aumente su expresién para
promover la sintesis de ciertas proteinas que limiten el dafio en condiciones de estrés. En el
caso de la soja y de las plantas de A. thaliana que sobre-expresan el gen GmelFiso4G,
sometidas a condiciones de estrés osmatico y frio, hemos observado mediante ensayos de
Western blot que existe una acumulacién considerable de dehidrinas (Gallino et al., no
publicado). En esta parte del trabajo buscamos mantener un abordaje mdas amplio para
determinar qué proteinas se encuentran aumentadas y que favorecen el fenotipo de
tolerancia observado.

Los estudios proteédmicos convencionales que implican electroforesis bidimensional no
suelen ser técnicas cuantitativas ya que pueden traer aparejado variaciones gel a gel. Estas
variaciones pueden deberse a problemas de absorcidon de la proteina por la tiras de
isoelectroenfoque, transferencia incompleta de las proteinas desde la primera dimensién a
la segunda, falta de homogeneidad en el gel, diferencias en la potencia del campo eléctrico o
en los gradientes de pH (Van den Bergh, 2004). En la técnica de 2D-DIGE estos problemas
son eliminados. La precisién en la cuantificacion de proteinas, acompafiado de la robustez
estadistica (siempre se realizan varias réplicas biolégicas), hacen que esta técnica sea
cuantitativa, adecuada para nuestro sistema en estudio.

No obstante, para poder llevar adelante dicha técnica es importante optimizar las
condiciones de extraccién de proteinas y separacién de las mismas mediante electroforesis
bidimensional, puntos sobre los que se avanzd en este trabajo, quedando todavia mucho por
realizar. Como se menciond en la seccion de resultados, al momento hemos obtenido
resultados técnicos positivos. Se logré optimizar la extraccion de proteinas de manera de
evitar la protedlisis y la separacién mediante electroforesis bidimensional fue muy buena en
las condiciones ensayadas. Al intentar identificar proteinas mediante espectrometria de
masas, tuvimos el inconveniente de solamente identificar la subunidad mayor de la RubisCO.
Para resolver este problema, hemos adquirido columnas de afinidad anti-RubisCO (Sigma), y
nuevamente, logramos optimizar la extraccion de proteinas y la eliminacidon de la RubisCO
mediante esta metodologia. La realizacién de este paso tiene la ventaja adicional de que
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permitira sembrar mayor cantidad de otras proteinas en cada gel, permitiendo evidenciar
cambios en proteinas menos abundantes. El trabajo futuro estard dirigido a optimizar
nuevamente la separacion mediante electroforesis bidimensional y, en ultima instancia,
realizar la comparacién entre tratamientos por la técnica de 2D-DIGE.
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Conclusiones
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Durante este trabajo se abordd la caracterizacion de dos genes de soja, GmNRX2.1 y
GmelFiso4G, que fueron seleccionados a partir de un trabajo previo de nuestro grupo como
posibles candidatos en la participacion en las respuestas frente a estrés hidrico. Para el gen
GmNRX2.1 se determind que se trata de una proteina cuya localizacidon es citosdlica v,
posiblemente, nuclear. No fue posible determinar condiciones en las que se observe un
fenotipo claro in vitro. Sin embargo, las plantas transgénicas que sobre-expresan la
GmNRX2.1 mostraron ventaja frente a las wt en los ensayos de deshidratacion en tierra. Las
mismas mostraron menos dafo luego de 7 dias sin riego y se recuperaron de la
deshidratacién, mientras que las plantas wt alcanzaron el estado de marchitez permanente.
Actualmente, se han generado construcciones para la sobre-expresion de proteina
recombinante en bacteria y en planta y el trabajo futuro se enfocara hacia la optimizacidn de
las condiciones de expresién y purificacion y hacia la caracterizacién bioquimica de la
proteina en profundidad.

Otro punto que es importante remarcar es la complejidad que puede presentar el estudio
de las rutas de respuesta frente a estrés abidtico en plantas. Los principales estreses que
pueden afectar a las plantas en el campo (como la sequia, la salinidad, el calor, el frio y el
congelamiento, la restriccion de nutrientes, la alta intensidad de luz, el ozono y la
anaerobiosis) pueden ser abordados sdlo parcialmente en el laboratorio. Existen multiples
variables, como las fluctuaciones en el estrés, las combinaciones de diversos estreses, la
heterogeneidad en el impacto y las respuestas entre diferentes plantas, o el estado del
desarrollo en el que se produce el estrés, que pueden también tener una gran influencia
sobre la fisiologia. Asimismo, los eventos de estrés son seguidos de periodos de
recuperacién. Sin embargo, muy pocos estudios se han centrado en los cambios metabdlicos
que acompafian a la recuperacion del estrés. En el campo, las plantas pueden estar
sometidas a multiples etapas de estrés-recuperacidén, lo que generalmente no es
reproducido en el laboratorio. Otra diferencia fundamental entre el campo y el laboratorio
es la intensidad y la duracién del estrés. Muchas veces, los sustratos y recintos utilizados
para los ensayos de estrés, o el estado nutricional en el que se encuentran las plantas, no
simulan adecuadamente lo que ocurre en el campo (Mittler et al., 2010). En pocas palabras,
encontrar genes aislados cuya expresidon genere un fenotipo de tolerancia marcado es, en
buena medida, una especie de loteria.

Por otra parte, el Dr. Gallino ha comprobado que la sobre-expresién del gen GmelFiso4G
confiere tolerancia al estrés osmético, salino y frente a bajas temperaturas en plantas
transgéncias de A. thaliana. El objetivo ultimo de esta parte del trabajo es determinar el
impacto de la sobre-expresion del gen GmelFiso4G en el proteoma de plantas en
condiciones control y condiciones de estrés mediante estudios de protedmica comparativa
utilizando la técnica de 2D-DIGE. Al momento, el trabajo ha apuntado a la resolucion de
situaciones técnicas previas a la realizacién de dicho abordaje. Se ha optado realizar un paso
previo para la eliminacién de la RubisCO, lo que facilitara la determinacion de las proteinas
presentes en el gel por espectrometria de masas y permitira sembrar en cada gel una mayor
proporcién de proteinas menos abundantes. Para ello, se han puesto a punto las condiciones
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para la extraccidon de proteinas y la eliminacion de la RubisCO utilizando las columnas de
afinidad anti-RubisCO Seppro RubisCO spin columns (Sigma). En breve, se procederd a
determinacién de las mejores condiciones para la separacion de las proteinas mediante
electroforesis bidimensional. Este trabajo permitird finalmente realizar la técnica de 2D-DIGE
para comparar el perfil de expresion proteica entre los tratamientos.
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