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1. RESUMEN

Entre los estrés mas comunes que afectan la sobrevivencia y
distribucion geografica de las plantas, se encuentran las bajas temperaturas. Ellas
afectan sus funciones metabdlicas modificando muchas veces desfavorablemente
su crecimiento y desarrollo. Esto conduce a un aumento de su resistencia a las
bajas temperaturas, fendmeno conocido como aclimatacién o endurecimiento. Esta
involucra cambios a nivel morfolégico, fisioldgico o bioquimico, entre los cuales se
pueden mencionar cambios cuali y cuantitativos de proteinas, &cidos ribonucleicos,
y carbohidratos como sacarosa y fructanos.

Existen sélo dos plantas vasculares que han sido capaces de colonizar
territorio antartico. Una de ellas es Deschampsia antarctica Desv, la cual es capaz
de sobrevivir y desarrollarse a pesar de las condiciones extremas que existen en su
habitat.

Segun estudios previos la gran acumulaciéon de sacarosa y fructanos en
esta especie sugieren la participacion de un transportador facilitativo de fructosa,
similar a GLUT5 encontrado en humano.

En este estudio se analizd esta proteina en Deschampsia antarctica
Desv, y se encontré que la proteina propuesta como un transportador seria una
proteina que esta asociada a la maquinaria fotosintética, especificamente al

fotosistema | en la membrana de cloroplastos.



SUMMARY

Low temperature is the most important environmental factor that affects
geographic distribution and survival of plants, affecting their metabolic function by
decreasing growth and development. The exposition of plants to cold temperatures
results in an increase of their capacity to resist or tolerate low temperature. This
process is known as cold acclimation or cold hardening, which is associated with
morphological, physiological and biochemical changes. Among the biological
changes, are quantitative and qualitative changes in proteins, ribonucleic acids and
increase of certain carbohydrates, sucrose and fructans as well.

There are only two kinds of vascular plants that have been able to
colonize the Antarctic territory. One of them corresponds to Deschampsia antarctica
Desv, which is naturally adapted to survive and develop in the extreme cold
conditions that exist on this natural habitat.

According to previous studies the great sucrose and fructans
accumulation in this specie suggests the participation of a facilitative fructose
transporter, similar to human GLUT5.

In this study, the protein present in Deschampsia antarctica was
analyzed, and it was found that the protein proposed as a transporter would be a
protein associated to the photosynthetic machinery, specifically to the photosystem |

in the chloroplast membrane.



2. INTRODUCCION

En la naturaleza, existe gran diversidad de formas de vida, las que,
como tal, interactian con su entorno obteniendo de él los precursores y
nutrientes que necesitan para llevar a cabo sus procesos bioldgicos, asimilando y
distribuyéndolos dentro de los compartimentos del organismo. Dentro de estos
nutrientes se encuentran las hexosas, las cuales se presentan de variadas
formas dependiendo del tipo celular, por ejemplo, como glicogeno en higado y
muasculo, como almidén en células vegetales, formando parte de proteinas
(glicosilacién), o actuando como osmoreguladoras dentro de la célula. Estas
hexosas se encuentran altamente distribuidas en los diferentes organismos,
sirviendo principalmente como fuente de energia. Es asi que se hace
tremendamente necesario dsponer de este recurso en cualquier momento para
satisfacer los requerimientos celulares del organismo.

El transporte de hexosas se realiza mediante dos sistemas, el
transporte activo y el pasivo. Las hexosas ingresan hacia el interior de la célula a
través de proteinas relacionadas a estos tipos de transporte, entre los cuales
destaca el transporte facilitado de hexosas, el cual se realiza sin consumo de
energia, a favor de un gradiente de concentracién, e independiente de la

concentracion de sodio (Figura 1). Principalmente debido a estas caracteristicas
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Figura 1. Tipos de transporte a través de la membrana plasmética. La figura
muestra los tipos de transporte pasivo (1-3) y activo (4). 1, Difusién simple a través de la
bicapa lipidica, las moléculas transportadas atraviesan la membrana a favor de un
gradiente de concentracion. Este es el caso para hormonas esteroidales, anestésicos
como el éter, farmacos liposolubles, sustancia apolares como O2 y N2, algunas polares
como el agua, CO2, etanol y glicerina. 2, Difusion simple a través de canales, a través
de proteinas de canal con un orificio 0 canal interno cuya apertura esta regulada, por
ejemplo por ligando. Asi entran iones como Na+, K+, Ca+2, Cl, ademas de
neurotransmisores u hormonas, igualmente a favor de un gradiente de concentracion. 3,
Difusion facilitada, permite el transporte a favor de un gradiente de concentracion de
pequefias moléculas polares, como aminoacidos y monosacaridos, que requieren de
proteinas transmembranosas transportadoras o permeasas que al unirse a la molécula
sufren un cambio estructural que arrastra la molécula hacia el interior de la célula. 4,
Transporte activo, actian proteinas de membrana que requieren energia en forma de
ATP para transportar las moléculas en contra de un gradiente de concentracion.
Ejemplo de este ultimo son la bomba Sodio-Potasio y la bomba de Calcio. (Adaptada de
Luengo, 2002)



de transporte es que en nuestro laboratorio se ha generado un gran interés por
este tipo de transportadores, los cuales se ha determinado que intervienen en el
transporte de varios metabolitos y no soélo en el transporte de hexosas.

Estos transportadores pertenecen a una familia conocida como
GLUTSs, o transportadores facilitativos de glucosa, encontrandose ampliamente
distribuidos en seres vivos y expresados de manera caracteristica segun tejidos
y células, existiendo la posibilidad de expresién de mas de una isoforma a la vez.
Se ha propuesto un modelo para estos transportadores (Figura 2), el que
constaria de 12 dominios de transmembrana muy hidrofébicos, donde cada
dominio tendria aproximadamente 20 — 25 aminoacidos, que atravesarian la
membrana plasmatica, ubicandose los extremos amino y carboxilo terminal en el
interior de la célula (Mueckler et al., 1985).

Se conocen varias isoformas de esta familia presentando cada una
de ellas propiedades cinéticas y regulatorias que varian segun su funcion. El
transporte es estereoespecifico, permitiendo el transporte de D-glucosa y no de
L-glucosa, siendo bidireccional y saturable (Wrigth, 1993). GLUT1 en humanos
se expresa virtualmente en todos los tejidos (principalmente tejido fetal, cerebro y
placenta, rifion, muasculo cardiaco, adipocitos, fibroblastos, timo, diafragma,
vejiga y vena cava) y transporta glucosa con mediana afinidad (Mueckler et al.,

1985; Birnbaum et al., 1986; Flier et al., 1987). GLUT2 transporta glucosa con



@ Hidrofdbico

_ & ) @ Polar
CHO J ® Lisina, Arginina
E O Asparragina, Glutamina
A :
| 2 3
2
g
z

NH Ce® F ) C:.:
CITOPLASMA i:i Q.%Seo‘%og ';;;:“'8:.:‘3.“:

Figura 2. Modelo de los transportadores facilitativos de hexosas. El modelo consta
de 12 dominios de transmembrana altamente hidrofébicos con un sitio de glicosilacion
entre los segmentos 1 y 2. Los dominios amino y carboxilo terminal se encuentran

localizados intracelularmente (Bell et al., 1993, Mueckler et al., 1985, Mueckler, 1994, y
Pessiny Bell, 1992).



una baja afinidad y fructosa con afinidad aun mas baja, principalmente en
hepatocitos, intestino delgado, rifiones y en células b del pancreas. GLUT3
posee una alta afinidad por glucosa (mayor que GLUT1), estando presente en
todos los tejidos pero expresandose principalmente en cerebro, rifidn y placenta
de humanos, asi como también en cerebro de rata, raton y conejo. GLUT4
corresponde a la isoforma que transporta glucosa en respuesta a los estimulos
de insulina, localizandose en tejidos de alto consumo de glucosa como el tejido
adiposo y los musculos cardiaco y esquelético (Ziel et al., 1988; Marshall et al.,
1993; Ren et al., 1993). La isoforma GLUT5 transporta soélo fructosa
localizandose abundantemente en espermatozoides humanos (Shepherd et al.,
1992; Mantych et al., 1993), sobreexpresandose en células tumorales
(Dropelmann, 1997), en granos de polen germinados y sin germinar (Valenzuela,
1997) y en eritrocitos humanos (Concha et al., 1997). GLUT8 presenta una
secuencia significativamente similar a GLUT1 con un 29,4% de identidad.
Descrito recientemente, transporta glucosa, aunque, no se descarta la posibilidad
de que transporte otras hexosas, siendo necesarios mayores estudios para
definir su sustrato especifico. Se expresa abundantemente en diferentes tejidos
gue metabolizan la glucosa como cerebro, muasculo, rifion, higado y testiculo
(Doege et al., 2000; Weber, 2001). En los ultimos afios se han descrito nuevas
isoformas de este tipo de transportadores, de los cuales aun no se han

determinado totalmente sus propiedades y caracteristicas cinéticas (Tabla 1).



Transportador FHeEe] S.'E'O e Caracteristicas
expresion
Todos los tejidos Absorcién basal. Transporta glucosa (alta afinidad) y
GLUT1 (abundante en galactosa, no fructosa. Expresado en muchas
cerebro y eritrocitos) | células. Km = 16,9 - 26,2 mM para 3-O-metilglucosa.
Higado, células beta Tr_ansporta glucosa,_ galactosa y fructosa. Una.ba_lja
pancreaticas, afinidad, ﬁllta capacidad tranfporte ,de glucosa; sirve
GLUT2 intestino delaad como un "sensor de glucosa" en células beta
i delgado, pancreéticas. Km = 40 mM para 3-O-metilglucosa y
rifidn, retina.
67 mM para fructosa.
Transporta glucosa (alta afinidad) y galactosa, no
fructosa. Es el transportador de glucosa primario
GLUT3 ;i;ﬁﬁg’ placentay para neuronas. Suplementa a GLUTL1 en tejidos con
alta demanda energética. Km = 10,6 mM para 3-O-
metilglucosa.
Musculo esquelético | El transportador de glucosa sensible a insulina. Alta
GLUT4 y cardiaco, afinidad por glucosa. Km = 1,8 - 4,8 mM para 3-O-
adipocitos metilglucosa.
Intestino, espermio, | Transporta fructosa, pero no glucosa o galactosa.
GLUTS testiculo, rifion, Presente también en cerebro, adipocitos y muasculo.
eritrocitos Km =6 mM.
GLUT6 Bazo, leucocitos, N/D
cerebro
GLUTY Higado N/D
Cerebro, musculo, De secuencia similar a GLUT1 (29,4% de identidad).
GLUT8 rifién, higado y Transporta glucosa. Descrito recientemente, no se
testiculo. descarta transporte de otras hexosas.
GLUT9 Higado, rifion N/D
GLUT10 Higado, pancreas N/D
GLUT11 Corazon, musculo N/D
GLUT12 Corazdn, prostata N/D

Tabla 1. Isoformas de transportadores facilitativos de glucosa, GLUT. Distintas

isoformas de proteina GLUT, caracteristicas de transporte y distribucion por tejidos.
(Modificada de Silverman, 1991, Thorens, 1993, y Medina & Owen 2002)



En el hombre, ademés de glucosa, otra principal fuente de azucar en
la dieta es la fructosa; sin embargo, diferente a glucosa, la absorcion de fructosa
desde el lumen intestinal toma lugar via el transportador facilitativo de GLUT5
(Figura 3), y el nivel sanguineo circulante de este azucar es considerado mas
bajo (Darakhshan et al., 1998).

Segun Darakhshan et al. (1998), GLUT5 de rata y humano estan
localizados en la superficie de membranas de musculo esquelético y tejido
adiposo, debido a que vesiculas sarcolemales preparadas de musculo de rata
exhiben ingreso de fructosa que no es inhibible con Citocalasina B. Estas
observaciones niegan la posibilidad de que la expresion de GLUT5 en musculo
esquelético humano y tejido adiposo pueda ser un fendmeno relacionado a la
especie.

En las plantas los carbohidratos cumplen las mismas funciones que
en organismos animales y muchas de las vias de metabolizacion son muy
similares, siendo utilizados como fuente de carbono para la sintesis de variados
compuestos. Las plantas poseen ademas un sistema eficiente de transporte a
través del plasmalema para la distribucion de estos azucares, desde los tejidos
source (hojas) hacia los tejidos sink (partes no verdes la planta). Ademas este
transporte de azucares ocurriria también en sistemas endomembranosos como

cloroplastos y vacuolas.
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Figura 3. Esquema de absorcion de fructosa. Se muestra la forma en que fructosa

seria absorbida en el lumen intestinal por medio del transportador facilitativo de
hexosas GLUT5 comparada con la absorcion de glucosa (Silverman, 1991, y Wright,
1993).
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En plantas el carbono fijado durante el dia es exportado desde los
cloroplastos en la forma de triosa fosfato por el translocador triosa fosfato/3-
fosfoglicerato/fosfatasa (TPT), y convertido en sacarosa en el citosol. Una
cantidad considerable de este carbono fijado es mantenido en los cloroplastos y
convertido en almidon transitorio. Este puede ser degradado posteriormente por
la via fosforolitica, pero existe evidencia de que la via dominante es la amilolitica
conduciendo a la formacion de azlcares libres, como glucosa (Weber et al.,
2000).

Investigaciones recientes de Weber et al. (2000) acerca del
transporte de glucosa en los cloroplastos han permitido identificar un
translocador de glucosa plastidico (pGlcT) como un componente de la membrana
interna del cloroplasto, el que seria responsable del transporte de hexosas
provenientes de la degradacion amilolitica del almidon transitorio. Esta proteina
de membrana presenta una Km para glucosa de 19,3 mM, una V,,,x de 519 nmol
de glucosa por mg de clorofila por hora, y posee una masa molecular aparente
de 43 kDa. Ademas es inhibida por la accion conjunta de DTT y reactivos
sulfhidrilos como NEM, y que segun la nomenclatura sugerida por Saier (1998),
pertenece a la familia portadora de azucar que es parte de la superfamilia
facilitadora.

La proteina pGIcT posee una secuencia peptidica ubicada al

extremo carboxilo terminal que sirve para identificar clones en bibliotecas



gendmicas de diferentes especies, pero ninguno de los clones encontrados en
éstas codifico la proteina completa.

La comparacion de la secuencia proteica de pGIcT revel6 similaridad
con un transportador de azlUcares putativo presente en durazno, con
transportadores de hexosa de mamiferos y bacterias, y con transportadores de
hexosa presentes en membrana plasméatica de plantas (Weber et al., 2000). El
extremo amino terminal de esta proteina no mostré regiones de homologia con
otros transportadores de hexosa, pero posee una secuencia de sefializacion para
plastidio (Emanuelsson et al., 1999). EIl sitio de corte del péptido transito se
predice estaria ubicado entre los residuos 85 y 86 de la proteina precursora de
pGIcT.

Las similaridades entre los pGlcTs de plantas y miembros de la
familia GLUT humana comienza alrededor de 20 residuos corriente arriba del
sitio de procesamiento putativo (Weber et al., 2000).

Henderson et al. (1991) reportaron que un motivo repetido
[RKIXGR[RK] en el loop que conecta las hélices 2 y 3, asi como en las hélices 8
y 9, es una caracteristica compartida por los facilitadores de azucar de
eucariotes y bacterias. En pGIcTs de plantas, este motivo esta conservado en el
loop que conecta las hélices 8 y 9, mientras que el segundo motivo incluye un
residuo de treonina insertado en frente del dltimo residuo basico: [RK]XGRT[RK]

(Weber et al., 2000).
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La union de citocalasina B a GLUT1 requiere la presencia de dos
residuos triptéfano (Trp-388 y Trp-412) y un motivo Asn-Trp en la hélice 11. En la
familia pGIcT de planta, el residuo correspondiente a Trp-388 esta reemplazado
por una alanina (Ala-467), y un residuo de histidina (His-490) reemplaza la
asparagina del motivo GLUT1 Asn-Trp.

El filtro de selectividad de todos los miembros glucosa especificos de
la familia GLUT humana (GLUT1, GLUT3 y GLUT4) reside en la hélice 7 y
contiene un motivo QLSQQLS altamente conservado. En la familia pGIcT de
plantas, este motivo es FLFQQ[LMFJA. Los transportadores de hexosa que
pierden este motivo QLS también transportan fructosa (Walmsey et al., 1998).

pGIcT es una proteina muy hidrofobica y el analisis de distribuciéon
de hidrofobicidad revela la presencia de 12 regiones de transmembrana,
agrupadas en dos pares de seis segmentos que atraviesan la membrana
separadas por un loop de aproximadamente 60 residuos aminoacidicos. Los
extremos amino y carboxilo terminal de pGIcT estan expuestos hacia el lado
citosolico de la membrana interna, esta topologia de membrana se parece a la
de los transportadores de hexosa de membrana (Weber et al., 2000). Estudios
realizados por estos ultimos autores suponen que la membrana externa del
cloroplasto es libremente permeable a solutos de masa molecular sobre varios
kiloDalton; sin embargo, el reciente descubrimiento de proteinas tipo canal en

esta membrana, que son especificas para ciertos metabolitos, abre la posibilidad
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de que la membrana externa pueda tener algin control sobre los tipos de
moléculas que se mueven tanto hacia dentro como fuera del cloroplasto
(Pohlmeyer et al., 1997).

La probable funcién fisiologica del pGIcT es catalizar el eflujo de
glucosa derivada de la degradacién amilolitica del almidon transitorio formado en
los cloroplastos durante la fotosintesis, pudiendo ser necesario un pronunciado
gradiente de concentracion entre estroma y citosol para obtener altas tasas de
transporte de glucosa. Luego, para ser exportada del cloroplasto, glucosa es
convertida a glucosa-6-fosfato por una hexoquinasa localizada en la membrana
interna del cloroplasto (Wiese et al., 1999) para mantener asi un alto gradiente
que favorezca la accion del pGIcT. Ambas proteinas, transportador vy
hexoquinasa, son claves en el proceso de degradacion amilolitica de almidén
(Figura 4; Weber et al., 2000).

Por otra parte, la adaptacion de las plantas a las condiciones del
ambiente también involucra la participacion de estos azucares producidos
durante la fotosintesis. En plantas que habitan en regiones frias australes
existiria un mecanismo de adaptacion a las temperaturas bajas adversas.
Plantas que resisten o toleran las temperaturas bajas son capaces de sobrevivir
en estos ambientes frios, debido a que presentan mecanismos de adaptacion
gue les permiten tolerar heladas o congelacién de los tejidos. La tolerancia a las

bajas temperaturas puede aumentarse si las plantas son sometidas a temperatu-
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Figura 4. Funcion propuesta de la proteina pGIcT en la movilizacion de almidén
en planta. La glucosa de la degradacion de almidon es exportada desde el cloroplasto
por pGIcT y subsecuentemente convertida a Glc-6-fosfato (G-6-P) por una hexoquinasa
(HxK) que esta localizada en la membrana interna del cloroplasto. Glucosa-6-fosfato es
trasladada al sitio de sintesis de sacarosa, mientras que triosa fosfato que resulta de la
degradacion fosforolitica del almidén es dirigido a la glicdlisis. F-6-P, fructosa-6-fosfato;
F-1,6-P2, fructosa-1,6-bifosfato; F-2,6-P2, fructosa-2,6-bifosfato; FbPasa, fructosa-1,6-
bifosfato fosfatasa; G-1-P, glucosa-1-fosfato; TCC, ciclo de los acidos tricarboxilicos;
TP, triosa fosfato; TPT, traslocador triosa fosfato/3-fosfoglicerato/fosfatasa (Weber et
al., 2000).
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ras no congelantes entre 0 y 10 °C, lo cual es conocido como aclimatacion.

Esta aclimatacion al frio involucra cambios estructurales, fisiologicos,
bioquimicos y moleculares, como son el incremento de carbohidratos, proteinas,
modificacion de actividades enzimaticas y cambios de tipo y concentracién de
lipidos de membrana (Trivifio, 1998).

Se sugiere también que la aclimatacion al frio involucraria cambios
en la expresion de ciertos genes en la célula, lo que provocaria una sintesis de
nuevas proteinas que no estarian presentes antes de la aclimatacion (Trivifio,
1998).

La crioproteccion otorgada por azucares es cualitativamente menor
gue la otorgada por las proteinas, pero, en el primer caso el efecto cuantitativo
logrado es mayor debido a la cantidad de azucares presentes en relacion a las
proteinas.

Entre estos azucares, se encuentran carbohidratos totales no
estructurales como sacarosa (glucosa-fructosa), rafinosa y fructanos, los cuales
serian almacenados en vacuolas de hojas y tallos, pudiendo actuar como
osmoreguladores fijando agua presente en el interior de la célula.

Los fructanos son polimeros solubles de fructosa, consistentes en
una serie de oligo y polisacéaridos no reductores conteniendo cada fructano una
molécula de glucosa mévil por cadena. Funcionan como el principal almacenaje

de carbohidratos en el 15% de las plantas que florecen, incluyendo muchos
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cultivos econdmicamente importantes. Los fructanos también juegan un rol en la
osmorregulacion durante sequias y pueden actuar como protectores contra
deshidratacion infringida por la sequia o congelamiento. A pesar de las
importantes funciones y amplia distribucion de oligofructanos en plantas que
florecen, virtualmente no hay informacion disponible concerniente al transporte
de oligofructanos en plantas superiores (Triviiio, 1998).

La acumulaciéon de estos fructanos ha sido asociada con respuestas
de aclimatacion en ciertas plantas a las bajas temperaturas.

Estudios realizados en nuestro laboratorio por Triviio (1998) y
Weber (2001) indican que existiria un transportador de hexosas, del tipo
facilitativo en Deschampsia antarctica, asociado a esta respuesta al frio, el cual
podria ser GLUT5, ya que se ha caracterizado una proteina muy similar a este

transportador tanto en masa molecular como en propiedades cinéticas.

Con estos antecedentes se postula la hipotesis de que la
proteina parcialmente caracterizada en Deschampsia antarctica se trata de
GLUT5 humano, y para comprobar esto se hace necesario saber mas
acerca de la secuencia nucleotidica y de la composiciobn aminoacidica
deducida de parte del gen que codifica esta proteina presente en
Deschampsia antarctica para asi compararla con las correspondientes a

GLUT5 humano y efectivamente saber si se trata de la misma proteina, o en
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caso contrario, averiguar el grado de homologia existente entre ambas, y

con otras proteinas.

Los objetivos especificos para probar esta hipétesis son:

Identificar mediante PCR un segmento del extremo 3’ del gen que
codifica la proteina en Deschampsia antarctica.

Identificar mediante RT-PCR un cDNA correspondiente al extremo 3’
del gen GLUT5 en Deschampsia antarctica.

Secuenciar parte del extremo 3’ del gen que codifica la proteina
similar al transportador facilitativo de fructosa GLUTS5 en Deschampsia
antarctica.

Evaluar el grado de homologia existente entre el gen de GLUT5
humano y el gen de la proteina encontrada en Deschampsia antarctica.

Inmunodetectar la proteina GLUT5 en Deschampsia antarctica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Material biolégico

Se trabajé con plantas adultas de la especie Deschampsia
antarctica, clima polar, creciendo a 13°C (Trivifio, 1998). La planta fue sometida a
fotoperiodos de 16/8 horas dia/noche y fue sembrada en mezcla de tierra de hoja
y turba, regada periddicamente con agua destilada y una vez por semana con
solucion nutritiva de phostrogen al 0,12%.

Deschampsia antarctica es una graminea que ha sido capaz de
colonizar en forma natural la Region Polar Antartica. Crece en forma radial, en
Cuyo caso se obtienen nuevas plantas por particion de una planta adulta
abundante en hojas en dos o0 mas plantas “hijas”, las que deben crecer para
alcanzar estado adulto antes de cosecharlas para su estudio, lo cual se logra en
aproximadamente un mes de crecimiento luego de su traspaso a una nueva
maceta. La cosecha de la planta se llevd a cabo dos horas después de
comenzada la fase luminosa del fotoperiodo. Las hojas fueron cortadas,
pulverizadas en presencia de nitrégeno liquido y sometidas a los diferentes

métodos de extraccion, dependiendo del tipo de material a aislar.



3.1.2 Reactivos

De Sigma Chemical Co. se obtuvieron los siguientes reactivos:
agarosa, bromuro de etidio, azul de bromofenol, DTT, MOPS, persulfato de
amonio, SDS, TEMED, xilencianol, acrilamida, bisacrilamida, Trisma base, BSA,
2-mercaptoetanol, glicina, azul de Coomassie, Triton X-100.

De Merck, Darmstadt se obtuvo: acetona, etanol absoluto, acido
acetico glacial, acido clorhidrico, formaldehido, glicerol, cloroformo, formamida,
hidroxido de potasio, fosfato de potasio, carbonato de sodio, carbonato acido de
sodio, fosfato acido de potasio, fosfato diacido de potasio, cloruro de calcio
dihidratado, cloruro de sodio, Tween 20, hidroxido de sodio, EDTA, BSA, PMSF,
cloruro de potasio, alcohol isoamilico, alcohol isopropilico, tiocianato de
guanidinio, etanol.

Las membranas de nitrocelulosa Hybond C (poro 0,45 pm) fueron
obtenidas de Amersham International plc, al igual que los marcadores de peso
molecular “Rainbow O “ coloreados para proteinas.

De Boehringer Mannheim GmbH se utilizé6 Leupeptina y Aprotinina.

De East Acres Biologicals, Southbridge, Ma se obtuvo el
anticuerpo policlonal anti-GLUT5 humano dirigido contra una secuencia peptidica

ubicada en el extremo carboxilo terminal.



21

De Gibco Laboratories Life Technologies, Inc. se obtuvo anti IgG
de conejo conjugado a peroxidasa, estandar de masa molecular de proteinas
(200-14,3 kDa), marcador de tamanio molecular de DNA de 100 pb, DNA
polimerasa (Taq polimerasa), cloruro de magnesio, tampoén 10X para enzima Taq
polimerasa.

De Sudelab se obtuvo acido acético, alcohol isopropilico, etanol, y
metanol, todos de grado técnico.

De Biosonda S.A. se obtuvo partidor sentido (5’CTGCTGGGC
TTCTCCATCTG3') y el partidor antisentido (5’CTGTTCCGAAGTGACAGG
TGGAAGCTCTTTCAGTTCCTCC3’) correspondiente a la region complementaria
al extremo 3’ del mRNA del transportador de hexosas GLUT5 humano.

De Clontech Laboratories, Inc. se obtuvo RNA de testiculo
humano.

Se utilizé el siguiente equipo: centrifuga Eppendorf refrigerada 5417-

R, espectrofotometro Shimadzu UV-260, pHmetro, fuente de poder EPS 250 de

Scientific Company, agitador magnético IKAMAGO RCT, agitador orbital Lab-
Line Orbit Environt Shaker de Lab Line Instrument Inc., balanza Precisa 180A,
sistema de electroforesis y transferencia Mini Protean Il y Mini Trans Blot de
BioRad, Freezer a -70°C Forma Scientific Bio-freezer 8425, freezer a -20°C y

refrigerador Fensa.



3.2 Meétodos

3.2.1 Extraccion de DNA de Plantas

El DNA de planta se extrajo utilizando el método descrito por
Dellaporta et al. (1983), con algunas modificaciones.

Tomar sobre 0,4 gr. de planta, molerla en presencia de nitrdgeno
liquido hasta conseguir un polvo fino, agregar 750 m de tampoén de extraccidon
(Tris 100 mM, pH 8,0; EDTA 50 mM; NaCl 500 mM; 2-mercaptoetanol 10 mM) y
mezclar agitando vigorosamente. Agregar luego 50 m de SDS 20%, mezclar por
inversién varias veces e incubar a 65°C por 30 minutos (originalmente 10
minutos, pero tiempos largos de incubacion resultan en sobrenadantes mas
claros). Agregar luego 250 m de acetato de potasio 5 M, mezclar por inversion
varias veces e incubar en hielo por 20 minutos. Centrifugar a 4°C por 20 minutos
a 4.000 xg, y transferir el sobrenadante (~ 900 m) a un tubo limpio que contenga
0,6 volumenes (~ 540 m) de isopropanol frio, mezclar por inversion varias veces
y mantener incubando a —20°C toda la noche.

Una vez incubado, centrifugar a 5.000 xg por 10 minutos a 4°C para
precipitar el DNA. El sobrenadante es eliminado y el sedimento secado al aire.

Disolver el sedimento en 400 m de tampon TE (Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH
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8.0), centrifugar 10 minutos a 5.000 xg para eliminar contaminantes, transferir el
sobrenadante limpio a un nuevo tubo limpio y agregar 0,1 volumenes (~40 mi) de
acetato de sodio 3M (pH 5.0) y 2 volumenes (~800 nl) de etanol 95%, mezclar
bien por inversion y centrifugar a 5.000 xg por 3 minutos.

El precipitado obtenido lavarlo con etanol 70% frio y centrifugar 30
segundos a 4°C para remover el sobrenadante. Secar el sedimento al aire y
finalmente disolver el DNA en 100m de agua destilada desionizada estéril y UV

irradiada.

3.2.2 Cuantificacion de muestras de DNA

Para cuantificar el DNA se diluye la muestra extraida 100 veces y se
cuantifica a 260 nm, calculandose la cantidad de DNA tomando como referencia
gue una unidad de absorbancia corresponde a una concentracion de DNA de
doble hebra de 50 pg/ml. Ademas se determiné la razon de absorbancia a 260
nm y 280nm para evaluar el grado de pureza o contaminacion con proteinas en
la muestra. Se tom6 como aceptable un valor de 1,8 para esta razon, siendo

descartadas las muestras que diferian demasiado de este valor.
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3.2.3 Electroforesis de DNA en geles de Agarosa

El DNA extraido se analizé en un gel de agarosa al 0,8% utilizando
tampon TBE 0,5X (Tris 0,0445 M, acido bérico 0,0445 My EDTA 0,001 M, pH
8,3) o TAE 1X (Tris acetato 40 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM). La muestra fue tratada
con tampon de carga (TBE 0,5X o TAE 1X, formamida 25%, glicerol 5%, azul de
bromofenol 0,01mg/ml y xilencianol 0,01 mg/ml) y la corrida electroforética se
realiz6 a 70-75 mA por aproximadamente 1 hora y el DNA se visualizo
agregando al gel bromuro de etidio en cantidad suficiente para obtener una

concentracion final de 1,5 mg/ml.

3.2.4 Andlisis de PCR

El DNA aislado se analiz6 mediante la técnica de la polimerasa en

cadena. Para esto, en tubos Eppendorf de 0,6 ml se realizé la siguiente mezcla
de reaccién: 30 n de agua estéril, 10 n de tampon de amplificacion 10X, 5 ni de

MgCl, 50 mM, 16 m de mezcla de dNTPs (cada uno a 1,25 mM), 5 ni de primer

sentido (extremo 3’, 20 MER, CTGCTGGGCTTCTCCATCTG) conteniendo 50
pmoles, 5 nl de primer antisentido conteniendo 50 pmoles (extremo 3’, 40 MER,
GGAGGAACTGAAAGAGCTTCCACCTGTCACTTCGGA ACAG), 0,3 a 1,0 ng de

templado de DNA, se completé a 100 ni con agua estéril y se agreg6é 0,5 m de
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enzima Taq Polimerasa (5 unidades/ml), cubriendo la mezcla con 100 m de
vaselina estéril.

Se calcula la Tm de los partidores en base a la formula:

675
) -

Tm=815°C+16,6" (log [NaCl]) + 0,41(%|G +C] -

Posterior a esto se comenz6 con la reaccion de polimerizacion en
termociclador como sigue: incubacién inicial a 94°C por 5 minutos para
desnaturar el DNA, incubacion a 53°C por 1,5 minutos y luego a 72°C por 1
minuto. Luego se realizan 33 ciclos de desnaturacion, alineamiento y extension,
con tiempos de 1 minuto, 1,5 minutos y 1 minuto, respectivamente. Las
temperaturas de desnaturacion, alineamiento y extension utilizadas fueron de
94°C, 53°C y 72°C. Finalmente se termin6 con un ciclo final de 1 minuto a 94°C,
1,5 minutos a 53°C y 10 minutos a 72°C, para permitir la extensién de las
cadenas incompletas.

Los productos amplificados fueron observados en geles de agarosa
al 1,2% en tampén de TBE 0,5X (o TAE 1X), utilizando 15 mi del volumen de

reaccion.
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3.2.5 Extraccion de RNA en plantas

El RNA total de planta fue extraido utilizando el método descrito por
Chomczynski y Sacchi (1987). Todo el proceso se lleva a cabo incubando la
muestra en hielo.

Se tomd aproximadamente 100 mg de hojas de planta fresca y se
homogeneizaron con 500 m de solucibn de homogeneizacién (tiocianato de
guanidinio 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH 7,0; sarcosil 0,5%; b-mercaptoetanol
0,1 M), luego se adicion6 50 m de acetato de sodio 2 M (pH 4,0), 500 ni de fenol
saturado en agua y 100 m de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1), y se agit6
vigorosamente. Luego se centrifugd a 10.000 xg por 20 minutos a 8°C y se
transfirio la fase acuosa a un tubo estéril para agregarle 500 m de solucion de
homogeneizacién (tiocianato de guanidinio 4 M; citrato de sodio 25 mM, pH 7,0;
sarcosil 0,5%; b-mercaptoetanol 0,1 M), luego se adicion6é 50 nl de acetato de
sodo 2 M (pH 4,0), 500 nml de fenol saturado en agua y 100 m de
cloroformo:alcohol isoamilico (49:1) y se agitd vigorosamente para luego
centrifugar a 10.000 xg por 20 minutos a 8°C y se transfirio la fase acuosa a un
tubo estéril. En la fase acuosa resultante se precipitd el RNA agregando un
volumen de isopropanol frio e incubando por 12 horas a —20°C. Luego de esto se

centrifugd a 10.000 xg por 30 minutos para descartar el sobrenadante y
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resuspender el sedimento en 500 m de agua estéril. Una vez resuspendido el

sedimento se adicion6 500 ni de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1) y se agito
vigorosamente por 1 minuto para luego incubar 5 minutos a 0°C y se centrifugé a
15.600 xg durante 10 minutos a 4°C para posteriormente trasvasijar la fase
acuosa a otro tubo estéril y adicionar 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH
5.2) y 2,5 volumenes de etanol frio, dejandose precipitar durante 12 horas a una
temperatura de —20°C. Finalmente, se centrifugd a 15.600 g por 30 minutos a

4°C y el sedimento se lavé con etanol 75% frio para después secar al aire y

resuspender en 50 n de agua desionizada estéril.

3.2.6 Cuantificacion de las muestras de RNA

Para cuantificar el RNA se diluyéo una alicuota de la muestra
obtenida y se procedio a leer su absorbancia a 260 nm. Una medicién a 280 nm
se realizd para observar la contaminacion con proteinas y para el calculo de la

razon 260/280. Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a una

concentracion de 40 ng/ml de RNA.
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3.2.7 Electroforesis de RNA en geles de agarosa

La visualizacién del RNA se realizé por medio de una electroforesis
en agarosa al 1,2% en condiciones desnaturantes (formaldehido), preparando el
gel en tampén MOPS 1X (MOPS 20 mM, pH 7,0; acetato de sodio 5 mM; EDTA
1 mM, pH 8,0), formaldehido 2,2 M y solucién de tincion de bromuro de etidio 1,5
ng/ml. Las muestras con el tampoén de carga (MOPS 1X, formamida 25%, glicerol
5%, formaldehido 2,2 M, azul de bromofenol 0,01 mg/ml y xilencianol 0,01
mg/ml) se incuban a 65°C por 5 minutos y se dejan enfriar antes de cargarlas en
el gel.

La electroforesis fue llevada a cabo a 30 mA por 1,5 horas, y una

vez que el frente migrd 2/3 del gel se detuvo y observé en un transluminador UV.

3.2.8 Reaccion de Transcripcion Reversa

Incubar 5 ng de RNA total junto con 100 pmoles de partidor
antisentido a 72°C por 10 minutos, luego de esto se mantiene la mezcla en hielo
2 minutos y se centrifuga por 1 minuto, adicionar 4 m de tampon de la enzima RT
5X,2 m de DTT 0,1 M, 2 ni de mix de dNTPs 10 mM, 2 ni de agua estérily 1 m
de la enzima transcriptasa reversa, incubar la mezcla por una hora a 42°C en el

termociclador.
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3.2.9 Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR)

Tomar 5 m del producto obtenido en el punto 3.2.8 y agregar en
forma secuencial 10 n de tampon 10X de la enzima Tag DNA Polimerasa, 3ni de
MgCl, 50 mM, 2 m de Mix de dNTPs 10 mM, 100 pmoles del partidor sentido, 80
m de agua estéril y 0,5 nl de la enzima Tag DNA Polimerasa. Sellar la mezcla
con 100 m de vaselina estéril y desnaturarla en termociclador por 5 minutos a
100°C, luego iniciar la amplificacion usando ciclos de 1 minuto a 94°C, 1,5
minutos a 55°C y 1 minuto a 72°C. Finalmente realizar una extension final de 5
minutos a 72°C.

El producto obtenido es visualizado en un gel de agarosa al 1,2%.

3.2.10 Extraccién de fragmento amplificado por RT-PCR desde gel de

agarosa

Se utiliz6 el Sistema de extraccion de geles proporcionado por
GibcoBRL (Concert Gel Extraction Systems).

Cortar el area del gel que contiene el fragmento de DNA amplificado
de interés usando una hoja de afeitar limpia. Minimizar la cantidad de agarosa

cortada junto al fragmento, tratando de pesar aproximadamente 400 mg de gel



en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Agregar 30 i de tampdén de solubilizacion por
cada 10 mg de gel, e incubar a 50 °C por 15 minutos, mezclando cada 3 minutos
para asegurar la disolucion del gel. Una vez disuelto el gel incubar el tubo por 5
minutos mas y colocar en un spin cartridge del kit (tubo abierto en el fondo que
posee un filtro en forma de lana de vidrio) dentro de un tubo de lavado de 2 ml.
Pipetear la mezcla con el gel disuelto obtenido anteriormente dentro del spin
cartridge, centrifugar a 12.000 xg por un minuto, y descartar el filtrado.

Colocar el spin cartridge en otro un tubo de lavado de 2 ml limpio,
adicionar 500 m de tampo6n de solubilizacion, incubar a temperatura ambiente por
un minuto y luego centrifugar a 12.000 xg por 1 minuto. Descartar el filtrado.

Colocar el spin cartridge de nuevo en un tubo de lavado de 2 ml
limpio, adicionar 700 m de tampdén de lavado, incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugar a 12.000 xg por un minuto y descartar el
filtrado. Centrifugar nuevamente por un minuto para eliminar el tampon de lavado
residual.

Colocar el spin cartridge en un tubo de recuperacion de 1,5 ml,
adicionar 50 m de Tampon TE precalentado a 65 - 70 °C directamente al centro
del spin cartridge, incubar por un minuto a temperatura ambiente y centrifugar a
12.000 xg por 2 minutos. Recuperar el filtrado que contiene el DNA vy

almacenarlo a —20 °C.
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3.2.11 Ligacion del fragmento aislado a un vector de expresion

Se utilizd el sistema de ligacion proporcionado por Promega

(PGEMO-T Easy Vector System).

Mezclas de reaccién se prepararon conteniendo, para el tubo de
control positivo, 5m de tampon de ligacion rapido 2X para la enzima T4 DNA
ligasa, 1 m de pGEMO-T Easy Vector (50 ng), 1 m de T4 DNA ligasa, 2 m de
inserto de DNA control; y para el tubo de muestra 5 m de tampdn de ligacién
rapido 2X para la enzima T4 DNA ligasa, 1 ni de pGEMO-T Easy Vector (50 ng),
1 m de T4 DNA ligasa, 1 m de fragmento aislado por RT-PCR (30 ng), Ambos

tubos son llevados a 10 n de volumen final con agua destilada, se mezcla por

pipeteo. Incubar toda la noche a 4°C.

3.2.12 Transformacion usando las reacciones de ligacién

Dos placas se prepararon para cada reaccion de ligacion que
contenian medio LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal, y dos placas adicionales para
determinar la eficiencia de la transformacion.

Los tubos que contienen las reacciones de ligacion se centrifugaron

para concentrar el contenido al fondo del tubo, se tomaron 2 ni de reaccion de
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ligacion y se adicionaron a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml en hielo. Otro
tubo se preparé en hielo con 0,1 ng de plasmidio sin cortar para la determinacion
de la eficiencia de la transformacion de las células competentes.

Luego el tubo de células competentes (Células competentes de alta
eficiencia JM 109) se retiré del almacenaje a —70 °C y se le coloc6 en un bafio de
hielo hasta que se descongeld. Las células se mezclaron suavemente por
inversion del tubo y cuidadosamente se transfirieron 50 i de células a los tubos
gue contienen la alicuota de la reaccién de ligacion (se usé 100 m de células
para la determinacion de la eficiencia de transformacion). Los tubos se
mezclaron suavemente y se colocaron en hielo por 20 minutos. Luego se dio un
golpe de calor a las células por 45-50 segundos en un bafio de agua a
exactamente 42 °C y se colocaron los tubos inmediatamente en hielo por dos
minutos, se adicion6 950 nm de medio SOC a temperatura ambiente a los tubos
gue contienen las células transformadas con las reacciones de ligacion y 900 mi
al tubo que contenia las células transformadas con el plasmidio sin cortar, y se
incubd por 1,5 horas a 37 °C con agitacion de ~150 r.p.m. en un agitador orbital.
El medio SOC se prepard disolviendo en 97 ml de agua destilada 2,0 gr. de
triptona, 0,5 gr. de extracto de levadura, 1 ml de NaCl 1 M, 0,25 ml de KCI 1 M,
luego de autoclavar y enfriar a temperatura ambiente, se adicioné 1 ml de MgSO,

2 My 1 mlde glucosa 2 M, ambos filtrados y estériles. Finalmente, con agua



destilada estéril se llevé a 100 ml y se filtr6 a través de un filtro de 0,2 pm, y se
ajusto el pH a 7,0.

Se plaquearon 100 m de cada cultivo de transformacion en duplicado
en placas LB/ampicilina/IPTG/X-Gal. Para la transformacion control, una diluciéon
1:10 con medio SOC es recomendada para plaguear. Luego las placas fueron
incubadas a 37 °C toda la noche (16-24 horas).

Con el fin de obtener un mayor nimero de copias, se hizo una
resiembra en 3 ml de medio liquido y se incub6 a 37 °C toda la noche, para luego

realizar una extraccion de DNA plasmidial.

3.2.13 Cultivo de células competentes a menor escala

Con objeto de realizar un cultivo a mayor escala, 1 ml de cultivo
bacteriano (células transformadas) se guard6 a 4 °C para realizar una resiembra
en medio liquido. El resto de cultivo bacteriano (2 ml) se centrifugé a 22.000 x g
por 30 segundos a temperatura ambiente. Eliminar el sobrenadante, agregar al
precipitado 200 m de Solucion Fria | (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, TrissHCI 25
mM, pH 8,0), e incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego adicionar

400 M de Solucion Fresca Il (NaOH 0,2 N; SDS 1%) y mezclar suavemente e

incubar en hielo por 10 minutos. Luego se adiciona 200 m de Solucién Fria Ill

(acido acético glacial 11,5%; acetato de sodio 3 M), se mezcla e incuba por 10



minutos en hielo. Finalmente centrifugar a 22.000 g 10 minutos a temperatura
ambiente, y descartar el precipitado. ElI sobrenadante se extrae con 1 volumen
de fenol:cloroformo (1:1), recuperandose la fase acuosa, en la cual se precipita el
DNA con 2 voliumenes de etanol 100% y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M.
El DNA se recupera centrifugando a 10.000 xg por 10 minutos a 4 °C. El
precipitado se lava con 200 ni de etanol 80%, y se centrifuga a 10.000 xg por 5
minutos a 4 °C, descartando el sobrenadante. El precipitado se dejé secar por
inversibn de los tubos sobre una toalla de papel absorbente. Luego se
resuspende el DNA plasmidial en 20 nl de agua estéril, para ser almacenado a

una temperatura de -20 °C.

3.2.14 Digestidén con enzima de restriccion

Con el fin de verificar la transformacion exitosa de las células
competentes, es decir, que el fragmento en estudio fue insertado en el plasmidio,
se lleva a cabo un corte con enzima de restriccion EcoRI, ya que existen dos

sitios de corte para esta enzima que flanquean al inserto.
En un tubo estéril se mezclé aproximadamente 20 ng de DNA
plasmidial (~1 m), 2 m de tampdén H 10X de la enzima EcoRI, 16,3 mni de agua

destilada estéril, 0,2 mi de BSA y 0,5 ml de enzima EcoRI (12 U/m), y se incubd



por dos horas a 37 °C. El producto de la digestion fue observado mediante

electroforésis en un gel de agarosa al 1,2%.

3.2.15 Cultivo de células competentes a mayor escala

A la porcion de 1 ml de cultivo celular guardada anteriormente
(3.2.13) se le adicion6 9 ml de medio de cultivo y se incub6 a 37 °C toda la noche
con agitacion. El cultivo resultante fue resembrado en 90 ml de medio e incubado
a 37 °C por 2 a 3 horas.

La extraccion de DNA plasmidial se llevo a cabo utilizando un Kit de
purificacion de DNA (Promega - Wizard Plus Midipreps DNA Purification

System).

3.2.16 Producciéon de un lisado clarificado

Peletear 100 ml de células en cultivo por centrifugacion a 10.000 xg
a 4 °C por 10 minutos, descartar el sobrenadante y poner el tubo boca abajo
sobre una toalla de papel para remover el exceso de liquido. Luego resuspender
completamente el sedimento en 3 ml de solucibn de resuspension celular,
adicionar 3 ml de solucion de lisis celular y mezclar por inversion del tubo cuatro

veces. La suspension debe aclararse inmediatamente. Adicionar 6 ml de solucion



de neutralizacion, mezclar por inversion del tubo cuatro veces, e incubar por 10
minutos a temperatura ambiente. Luego centrifugar a 14.000 xg por 15 minutos a
4 °C, y en el caso de no formarse un precipitado compacto, centrifugar otros 15
minutos adicionales. Finalmente decantar cuidadosamente el sobrenadante a un

nuevo tubo de centrifuga, evitando el precipitado blanco.

3.2.17 Purificacion de DNA plasmidial

Al lisado clarificado obtenido anteriormente se adicionaron 10 ml de
resina de purificacion de DNA, se insertd la punta de la midicolumna en el
dispositivo de vacio, y se transfirio la mezcla resina/DNA a la midicolumna para
aplicar un vacio de al menos 15 pulgadas de mercurio para empujar la mezcla
dentro de la columna. El vacio fue cortado cuando toda la muestra hubo pasado
a través de la columna, luego de lo cual se adicionaron 15 ml de solucion
isopropanol 40% - guanidina 4,2 M y nuevamente se aplicé vacio continuo hasta
30 segundos después que toda la solucion hubo pasado por la columna. Luego
se adicionaron 15 ml de solucién de lavado de columna a la midicolumna y aplico
vacio para drenarla de la columna. El vacio fue cortado y se adicionaron otros 15
ml de soluciéon de lavado de columna, siendo drenados nuevamente por
aplicacion de vacio. Se seco la resina manteniendo el vacio por 30 segundos

después de drenada la columna, y se removio la midicolumna de la fuente de
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vacio. Se separd el reservorio de la midicolumna cortandolo, se transfirid la
midicolumna a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, y se centrifug6é a 10.000 xg
en microcentrifuga por 2 minutos para remover cualquier solucion de lavado
residual. Luego se transfirié la midicolumna a un nuevo tubo de microcentrifuga,
y se le adicionaron 300 nl de agua libre de nucleasa precalentada a 65 - 70 °C,
eluyendo el DNA por centrifugacibn a 10.000 xg por 20 segundos. La
midicolumna fue removida y descartada, y se centrifug6é a 10.000 xg por 5
minutos para peletear cualquier vestigio de resina y se transfirié cuidadosamente
el sobrenadante a un tubo limpio. El DNA plasmidial fue resuspendido en agua

estéril y se almacené a —20 °C.

3.2.18 Secuenciacién de fragmentos de cDNA

Los insertos de cDNA obtenidos a partir de RNA total de
Deschampsia antarctica, fueron secuenciados utilizando partidores especificos
dirigidos al extremo 3’ del gen GLUTS humano, tal como se describio en los
puntos anteriores, gracias a la gentileza del Dr. Alejandro Araya, en la
Universidad de Bordeaux [I-CNRS, Francia, utilizando nucleotidos

dideoxifluorescentes y un secuenciador automatico.



3.2.19 Extraccién de proteinas totales

Aproximadamente 1 gramo de hojas frescas fueron homogeneizadas
en homogeneizador eléctrico en presencia de acetona fria. Luego se procedio a
la remocién de la acetona por filtracion y, una vez seco el residuo (polvo
cetonico), se almacend a —20°C.

A 7 mg de polvo cetdnico se agrego 175 ml de tampdn de extraccion
(TrissHCI 65 mM, pH 6,8; SDS 2%; glicerol 5%; DTT 100 mM; EDTA 2 mM y
PMSF 1 mM), se mezclé en vortex, luego se hirvid por 3 minutos y se centrifugo

a 1.500 xg por 2 minutos y el sobrenadante se almacend a —20°C.

3.2.20 Cuantificacion de Proteinas

Con el fin de precipitar el SDS de las muestras, a una alicuota de 20
m se adicioné 30 de agua estéril y 400 mi de tampoén Kpi (KH,PO, 100 mM y
K,;HPO, 100 mM; pH 7,2), se mezclé en vortex y dejé reposar 5 minutos a
temperatura ambiente. Luego se centrifugé a 1.600 xy por 5 minutos. A 250 m
del sobrenadante claro se les adicion6 2,75 ml de reactivo Bradford diluido (5
veces), y se mididé su absorbancia a 595 nm, para asi calcular la concentracion
de la muestra contra un estandar o por interpolacion en una curva de calibracion

de BSA. (Bradford, 1976)



3.2.21 Electroforesis de proteinas totales

Para separar las proteinas totales obtenidas se realiza una
electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% en condiciones desnaturantes
(SDS-PAGE), para lo cual se cargé por carril 30 ng de la mezcla de proteinas y
se corrid a 10 mA por aproximadamente 1,5 horas o hasta que el frente i6nico
haya migrado casi en su totalidad (dimensiones: 0,75 mm de grosor, 16 cmde
anchoy 17,5 cm de largo), utilizando tampén de corrida 1X el cual contiene Tris-
HCI 25 mM (pH 8,3), glicina 190 mM, y SDS 0,1%.

Una vez realizada la separaciéon de las proteinas en el gel, este fue
fijado en una solucién que contiene metanol 50% y acido acético 10%, por una
hora, luego de lo cual se tifi6 con solucion de azul de Coomassie (metanol 50%,
acido acético 10%) por tres horas o durante toda la noche. Luego el gel fue
destefiido en agua hirviendo en microondas, hasta la visualizacion de las

bandas, para finalmente ser secado en papel celofan. (Laemli, 1970)

3.2.22 Deteccién inmunoldgica (Western Blot)

A fin de realizar la deteccion inmunoldgica se realiz6 una
electroforesis de las proteinas sembrando 40 ng de mezcla de proteinas por

carril. Una vez separadas las proteinas en el gel, estas se transfieren a papel de



nitrocelulosa utilizando tampon de transferencia (Tris 0,1 M; Glicina 0,768 M,;
SDS 0,4%; metanol 20%) dejandose transferir por 12 horas a 10 mA.

Una vez transferidas las proteinas al papel de nitrocelulosa, se
incub6 esta membrana con 10 ml de solucién de bloqueo PBS-Tween 20-BSA-
Leche (NaH,PO, 15 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM; Tween 20 0,3%; BSA 1% y
leche descremada 5%) durante 1 hora a 37°C con agitacion. Luego se incub6 a
37°C durante 1 hora con el anticuerpo anti-GLUT5 de conejo en dilucién 1:4000
en solucion de bloqueo. Se lavo tres veces con PBS-Tween (NaH,PO, 15 mM,
pH 7,4; Tween 20 0,3%) a 37°C por 10 minutos, y se procedio a incubar a 37°C
con el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa, en
dilucién 1:1000 en solucion de blogueo, se lavé nuevamente tres veces con
PBS-Tween a 37°C por 10 minutos.

Para revelar, en camara oscura, se puso la nitrocelulosa sobre papel
de aluminio, depositando sobre ella la mezcla de reactivos de revelado de
peroxidasa, se dejo reaccionar por 30 segundos y luego se sacoé el exceso y se
expuso en un film el resultado de la excitacion del luminol. La reaccion fue
detenida retirando la pelicula de la membrana y procediendo después al revelado

de esta.
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3.2.23 Inmunoprecipitaciéon

La proteina en estudio fue inmunoprecipitada llevando a cabo el
procedimiento descrito por Lilly (2001), modificado. Se tomé 25 mg de polvo
cetonico de Deschampsia antarctica, y se les adicion6é 1 m de tampon de lisis
1X para inmunoprecipitacion (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; EDTA 1
mM; Triton X-100; pirofosfato de sodio 2,5 mM; Leupeptin 1 ng/ml; Aprotinin 10
ng/ml; PMSF 0,18 mg/ml) e incub6 a temperatura ambiente por 3 horas. Luego
se centrifugd por 15 minutos a 15.000 xg a temperatura ambiente. El
sobrenadante se trasladé a un tubo limpio cuidando de no arrastrar precipitado, y
de este se tomo una alicuota de 200 m a la que se agregé 5 m de anticuerpo
anti-GLUT5. La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente 12 horas
con agitacion. Luego, se agregdé 20 m de proteina A-agarosa e incub6 a
temperatura ambiente por otras 12 horas, para después centrifugar a 15.000 xg
por un minuto a temperatura ambiente y descartando el sobrenadante. El
precipitado formado fue lavado tres veces con 200 m de tampon de lisis 1X y
centrifugado a 15.000 xg por un minuto entre lavados. Finalmente, se
resuspendio el precipitado en 40 nm de tampon de carga 1X para proteinas en

geles de poliacrilamida.
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La proteina inmunoprecipitada pudo ser visualizada en un gel de
poliacrilamida al 10%, tomando la precaucion de centrifugar la muestra antes de

cargarla en el gel para precipitar la proteina A-agarosa.

3.2.24 Estudios de homologia.

Los estudios de homologia realizados con la secuencia nucleotidica
fueron realizados mediante la consulta a internet en la base de datos del
programa BLASTN 2.2.1 del sitio NCBI ubicado en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. RID: 994295645-18412-8613.

La secuencia deducida de la proteina se obtuvo mediante la
traduccion de la secuencia nucleotidica obtenida en el punto 3.2.18 usando el
programa OMIGA 2.0. Una vez obtenida esta secuencia aminoacidica deducida,
se introdujo en la base de datos del programa BLAST, indicado anteriormente,
para realizar una busqueda de proteinas que presentaran homologia o similitud

con este péptido.



4. RESULTADOS

Estudios previos del laboratorio sugieren que plantas de regiones
australes, como Deschampsia antarctica, responden a los cambios ambientales,
en especial a las bajas temperaturas, mediante modificaciones tanto en la
expresion de ciertas proteinas, como en la modificacion de las cantidades de
ciertos carbohidratos presentes en la planta. Estas modificaciones en gran
medida permiten a la planta soportar temperaturas tan bajas como la
temperatura de congelamiento.

En este caso particular, la respuesta generada ante un estrés frio
redunda en un incremento intracelular en los niveles de hidratos de carbono
como la sacarosa y de polimeros como fructano, mas especificamente en las
vacuolas de la planta. Debido a que estos polimeros de fructano aumentan a
partir de aquellos ya preformados, en estas condiciones aumentaria la demanda
del precursor fructosa, el cual normalmente es obtenido a partir de sacarosa,
pero en las condiciones particulares de crecimiento de estas plantas el transporte
activo de sacarosa se presenta como una opcion desfavorable, presentandose la
posibilidad de que dicho precursor, es decir, fructosa, sea obtenido a partir de
sacarosa por medio de la enzima invertasa y transportado a través de las
membranas de la planta mediante un sistema independiente de energia, como lo

seria un transporte del tipo facilitativo.



Este transporte seria llevado a cabo por wna proteina del tipo de la
familia de los transportadores de hexosas conocida como GLUTS5 y se hace
necesario entonces estudiar tanto la composicién y secuencia nucleotidica del

gen de este transportador en plantas, como deducir su secuencia aminoacidica.

4.1 Estudio de DNA mediante PCR

Con el fin de estudiar la presencia y similitud entre el gen de la
proteina encontrada en planta y el gen de GLUT5 humano, se realiz6 una
amplificacion por PCR wusando DNA genomico extraido de Deschampsia
antarctica usando partidores especificos para el extremo 3’ del gen de GLUT5
humano. Se observa una cierta homologia en el patron de amplificacion, pues
tanto en plantas como en humano se observa un producto amplificado muy
similar. En la Figura 5 se puede observar que, si bien en ambas muestras se
obtienen dos fragmentos amplificados (flechas roja y blanca), el tamafio de estos
varia notablemente, mas para el caso de humano (carril 2) donde el fragmento
mas abundante tiene un tamafio aparente entre 900 pb y 1kb, en tanto que para
el caso de D. antarctica (carriles 6 y 7) los fragmentos mas abundantes
amplificados se obtienen de un tamafio por sobre las 2 kb. Este resultado sugiere
gue el gen de GLUT5 humano podria ser homélogo a una secuencia existente en

el DNA de la planta, y la diferencia en el tamafio entre ambos fragmentos amplifi-



g 1 2 3

600
400

100

Figura 5. DNA y reaccion de PCR realizada en Deschampsia antarctica. Cuadro A,
DNA genomico obtenido a partir de planta fresca de Deschampsia antarctica; carril 1,
estandar de pares de base; carriles 2 y 3, muestras obtenidas a partir de planta fresca.
Cuadro B, productos de amplificacion obtenidos en muestras de plantas y humano por
PCR utilizando partidores para el extremo 3’ del gen de GLUTS humano; carril 1,
estandar de pares de base; carril 2, control positivo DNA placenta humana; carril 3,
control negativo; carril 4 y 5, producto amplificado realizado en muestra de Arabidopsis
thaliana; carril 6 y 7, producto amplificado realizado en muestra de D. antarctica. La
flecha roja indica el producto de amplificacion correspondiente a 1 kb en humanos,
mientras que la flecha blanca indica el producto de amplificacibn observado en

Deschampsia antarctica alrededor de las 2 kb.



cados podria deberse a la existencia de un intrén o de un fragmento del gen “no

leido” en plantas.

4.2 Analisis de mRNA mediante técnica de RT-PCR

A fin de estudiar las diferencias entre el mensajero de la proteina
transportadora encontrada en D. antarctica y el mensajero de GLUT5 humano,
se analizo, mediante la técnica de RT-PCR, muestras de RNA total extraidas a
partir de hojas de plantas frescas y RNA comercial de testiculo humano.

En la figura 6 se muestra el resultado de este andlisis. Se observa
un patron de amplificacion analogo, produciéndose fragmentos de similar tamafio
tanto para la muestra vegetal (carril 4) como para la humana (carril7). En el carril
5 se muestra un control de la enzima Taq DNA Polimerasa, pudiéndose observar
claramente los fragmentos inespecificos obtenidos en la amplificacion, esto es
particularmente importante para la seleccion del fragmento amplificado a utilizar
mas adelante en la transformaciéon de las células competentes. Se realizo
ademas, una amplificaciéon con un alineamiento a 50 °C (carriles 2, 3, 9 y 10),
observandose el mismo patrén de amplificacion con excepcion de los fragmentos
inespecificos, los cuales no estan presentes o se observan muy levemente.

Este resultado viene a apoyar mas aun la hipétesis de que los genes

para ambas proteinas podrian presentar una gran homologia desde el punto de
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Figura 6. RT-PCR realizado con RNA total de Deschampsia antarctica. Carril 1,
estandar de pares de base; carril 2, producto amplificado a partir de D. antarctica; carril
3, producto amplificado sin enzima transcriptasa reversa (control negativo); carril 4,
producto amplificado a partir de D. antarctica; carril 5, producto amplificado sin el
partidor sense (control interno); carril 6, producto amplificado sin transcriptasa reversa;
carril 7, producto amplificado con RNA total de testiculo humano (control positivo);
carril 8, producto amplificado con RNA total de testiculo humano y sin transcriptasa
reversa (control negativo); carril 9 producto amplificado con RNA total de testiculo
humano (control positivo); carril 10, producto amplificado con RNA total de testiculo
humano y sin transcriptasa reversa (control negativo). Las puntas de flecha indican el
producto de amplificacion obtenido por RT-PCR a partir de RNA total utilizando
partidores para el extremo 3’ del gen de GLUT5 humano en muestra de RNA total de
testiculo humano (carril 4) y en muestra de RNA total de Deschampsia antarctica
(carril 7), siendo este ultimo el utilizado para transformar las células competentes. En
los carriles 4 a 8 la temperatura de alineamiento de la reaccion de la polimerasa en
cadena se llevé a cabo a 55°C, y en los carriles 2, 3, 9y 10 la temperatura usada fue de
50 °C.



vista molecular, haciéndose necesario un estudio de la secuencia del fragmento
obtenido para asi determinar el grado de homologia entre el gen de la proteina

de plantas y humano.

4.3 Transformacion de células

Para poder conocer la secuencia del fragmento obtenido por RT-
PCR, se procedio a transformar células competentes para asi obtener un mayor
namero de copias para poder secuenciar.

El fragmento obtenido por RT-PCR fue visualizado en un gel de
agarosa para posteriormente ser extraido e insertado en un vector (Figura 7 y 8).
Una vez insertado en el vector, éste fue usado para transformar células
competentes (E. Coli) y obtener un mayor niumero de copias.

Una vez cultivadas se procedié a tomar una colonia y llevar a cabo
una extraccion de DNA plasmidial para luego someterlo a digestion con EcoRl,
enzima de restriccion que corta justo en ambos lados del fragmento insertado,
para asi comprobar si efectivamente se obtuvieron células que portasen el vector
con el inserto. Como se esperaba, se obtienen células que portan tanto el vector
como el fragmento insertado. En la Figura 9 se puede observar el resultado de la
digestion con EcoRI visualizandose en un gel de agarosa donde se obtiene el

fragmento anteriormente obtenido por RT-PCR a un tamafio aparente entre 300
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Figura 7. Fragmento amplificado por RT-PCR para transformacion de las células.
El fragmento obtenido por RT-PCR a partir de RNA total de Deschampsia antarctica
usando partidores para el extremo 3’ del gen de GLUT5 humano fue visualizado en un
gel de agarosa al 1,2% para posteriormente ser extraido, adicionado a un vector y
transformar E. Coli. Carril 1, estandar de pares de base; carril 2 control negativo
transcriptasa; carril 3, producto amplificado por RT-PCR, la flecha roja muestra el
fragmento escogido para transformar las células, escogido segun el criterio expuesto en

la figura 6; carril 4, producto amplificado por RT-PCR sin partidor sense; carril 5

control negativo de polimerasa.



Figura 8. Fragmentos extraidos de gel de agarosa 1,2%. Se muestran los
fragmentos obtenidos por RT-PCR a partir de RNA total de Deschampsia antarctica
utilizando partidores para el extremo 3’ del gen de GLUT5 humano purificados desde el
gel de agarosa al 1,2%. Carril 1, estdndar de pares de base; carril 2, control negativo
RT-PCR; carriles 3 y 4, productos de RT-PCR obtenidos a partir de RNA total de
Deschampsia antarctica. La punta de flecha roja muestra el fragmento seleccionado
para transformar las células. La banda minoritaria obtenida en el carril 3 (de mayor
tamafio) corresponde a contaminacion con el fragmento mayoritario observado en el
carril 4 al momento de realizar las reacciones de RT-PCR. Lo mismo ocurre con el

fragmento minoritario de menor tamano observado en el carril 4.
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Figura 9. Digestion de plasmidio con EcoRI. De las células transformadas se extrajo
DNA plasmidial y se corté con EcoRlI con el fin de comprobar la presencia del fragmento
en dicho plasmidio. Cuadro A, digestion parcial del plasmidio con EcoRI, carril 1,
estandar de pares de base; carril 2, digestion de DNA plasmidial con EcoRI; carril 3,
estandar de pares de base. Las flechas gris y roja muestran el vector y el inserto,
respectivamente. Cuadro B, visualizacion de productos de PCR llevado a cabo usando
el plasmidio como templado y partidores de extremo 3’ del gen de GLUT5 humano.
Carril 1, estandar de pares de base;carril 2, control positivo (templado DNA gendmico
de placenta humana); carril 3, producto amplificado utilizando el plasmidio como
templado y partidores del extremo 3' de GLUT5 humano. Las flechas gris indica el

plasmidio+inserto y la roja muestra el producto amplificado.
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pb y 400 pb (flecha roja, Figura 9, Cuadros A y B), y el vector utilizado a un
tamano aparente alrededor de los 3 kb (flecha blanca, Figura 9, Cuadros A y B).

Una vez establecido que las células transformadas de E. coli
contienen el fragmento, se realiza un cultivo a mayor escala para asi obtener una
buena cantidad de DNA plasmidial, y poder llevar a cabo la secuenciacion.

La Figura 10 muestra la secuencia obtenida, esta incluye tanto los
sitios de corte de la enzima EcoRI (en negrita) como la secuencia de los
partidores usados (en rojo y azul para los partidores sense y antisense,
respectivamente). El fragmento obtenido corresponde a 263 pb con un contenido
de 35% de adenina, 23,2% de timina, 22,8% de citosina y 19% de guanina.
Presenta ademas sitios de corte con enzimas de restriccion Hinfl (secuencia de
corte GATTC) en el residuo 168, y dos sitios de corte con enzima Haelll
(secuencia de corte GGCC) en los residuos 197 y 225.

La comparacion de esta secuencia con secuencias conocidas indica
gue se trataria del gen de una proteina presente en plantas, P700 de fotosistema
I, presente en cloroplasto (Figura 11). Para el caso del genoma completo de
cloroplasto de Oryza sativa, Figura 11-(2), el fragmento coincide en un 77,71%;
para pslAl y pslA2 de fotosistema de cloroplasto de Maiz, Figura 11-(3), un
81,42%; para genoma completo de cloroplasto de Arabidopsis thaliana, Figura
11-(4), un 74,3%; para la proteina A1 de P700 de fotosistema | de Araucaria

araucana, Figura 11-(5), un 47,68%; y para los exones 5, 6, 7, 8 y 10 del gen del
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TAT TACGAGT TCCGAGATCC GACTCATCGT CCTCGTTGAA AATTAAACAA
ATGAGCCCAA ACGATAGATT CAATAAGTTC TTGCCAATAA CCACGGCCGC
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TACTCGGGTT TGCTATCTAA GTTATTCAAC AACGGTTATT GGTGCCGGCG
TGAATAAAAA  CATTAAACTG  AAGGCCCAGA  CAAAATGAGC  ACCTAAGAAA
ACTTATTTTT GTAATTTGAC TTCCGGGTCT GITTTACTCG TGGATTCTTT
AMAAGACCAT  ATGCAGATGG  AGAAGCCCAG  CAGAATCACT  AGTGAATTC
TTTTCTGGTA TACGTCTACC TCTTCGGGTC GTCTTAGTGA TCACT TAAG

Figura 10. Secuencia del fragmento obtenido por RT-PCR a partir de RNA de
Deschampsia antarctica. Las bases en rojo corresponden al partidor sentido, las
azules al partidor antisentido. Las bases en negrita corresponden a la secuencia del

vector (sitios EcoRl).
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Figura 11. Estudio de homologia entre el fragmento obtenido por RT-PCR y secuencias génicas conocidas. (1) Secuencia de
fragmento amplificado por RT-PCR a partir de RNA total de Deschampsia antarctica; (2) genoma completo de cloroplasto de Oryza
sativa, 251/253, 99% (77,71%); (3) genes de pslAl y pslA2 de fotosistema | de cloroplasto de Maiz, 263/274, 95% (81,42%); (4)
genoma completo de cloroplasto de Arabidopsis thaliana, 240/251, 95% (74,30%); (5) apoproteina A1 de P700 de fotosistema | de
Araucaria araucana, 154/168, 91% (47,68%); (6) exones 5, 6, 7 8 y 10 del gen de transportador de fructosa humano (GLUTS5), 41/41,
100% y 21/21, 100% (19,2%). En rojo y azul se muestran el partidor sense y antisense, respectivamente. Los nimeros en |os extremos
de las secuencias indican la posicién de las bases en la secuencia total a comparar.




transportador de fructosa humano (GLUTS5), Figura 11-(6), un 19,2%.

Cabe notar que los segmentos homélogos a la proteina GLUT5
humana coinciden con las secuencias de los partidores utilizados (Figura 11-6), a
diferencia de las otras secuencias encontradas. A simple vista, pareceria un
hecho fortuito que los partidores del extremo 3’ para GLUT5 usados para la
amplificacion amplifiquen una region del DNA presente en la planta, mas aun,
gue esta amplificacion sea realizada en DNA de cloroplasto. Esto podria indicar
gue en realidad no se esta detectando una proteina de transporte del tipo
facilitativo, o, que esta proteina presente en planta que transporta fructosa en
forma facilitativa contiene una secuencia que presenta una muy baja homologia,
0, que se trataria de otra proteina presente en plantas, y que en condiciones de

estrés frio aumenta su expresion como fuera indicado por Trivifio (1998).

4.4 Estudio de la proteina presente en D. antarctica

Con el fin de averiguar mas respecto a la proteina detectada en
plantas y que podria participar en la respuesta al frio como un transportador
facilitativo de fructosa, se realiza una extraccion de las proteinas totales de la
planta para visualizarlas posteriormente en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes (SDS-PAGE). La Figura 12 muestra el perfil

electroforético obtenido de estas proteinas totales extraidas de plantas de D. an-
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Figura 12. Perfil electroforético de proteinas totales de plantas aclimatadas de
Deschampsia antarctica. Carril 1, estandar; carril 2 y 3, 0.1 ng de proteina total de
planta; carril 3y 4, 10 ng de proteina total de planta;carril 6, estandar. En el carril 3 la

punta de flecha indica la posicidén en la cual deberia migrar la proteina GLUT5 humana.
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tarctica, se observa un gran numero de bandas destacandose por sobre las
demés una gran banda a un tamafo aparente de 50-60 kDa, lo cual concordaria
con el tamafo descrito para GLUT5 en humanos (~55 kDa) y con el tamafio de
~63 kDa descrito por Triviio (1998) para D. antarctica, y Weber (2001) en
cloroplasto de D. antarctica.

Para comprobar si efectivamente existe una proteina similar a
GLUTS5 humana en D. antarctica, se lleva a cabo un analisis de Western Blot
(Figura 13), el cual indicé la presencia de una proteina que reacciona con el
anticuerpo anti-GLUT5 humano que presentaba un tamafio aparente entre 45 y
55 kDa, lo cual coincidiria con los datos de bibliografia anteriormente expuestos.
En el carril 2 de la Figura 13 se observan proteinas totales de Deschampsia
antarctica obtenidas mediante el procedimiento estandar de extraccion (fuerte),
mientras que en el carril 3 se observan las proteinas totales obtenidas utilizando
un meétodo mas suave de extraccion para proteinas de membrana, y la banda
indicada por un asterisco en el ensayo de Western Blot puede deberse a una
posible degradacion de la proteina. En ambos casos se observa el mismo patron
electroforético y la presencia de un “doblete” a un tamafio aparente de 50 kDa
correspondiente con el tamafio descrito para GLUT5 humano. En el carril 4 de la
Figura 13 se observa la proteina inmunoprecipitada utilizando anticuerpo anti-
GLUTS5 humano, la flecha indica el tamafio aparente informado por Trivifio (1998)

y Weber (2001) para GLUT5, que se corresponde con la proteina en estudio, y
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Figura 13. Analisis de Western Blot en proteinas totales e inmunoprecipitada de
Deschampsia antarctica. Cuadro A. Perfil electroforético de proteinas. Carril 1,
estandar; carril 2, proteinas totales (extraccion fuerte); carril 3, proteinas totales
(extraccion suave); carril 4, proteina inmunoprecipitada con anticuerpo anti-GLUT5.
Cuadro B. Inmunodeteccion de proteinas electrotransferidas. Carril 1, estandar; carril
2, proteinas totales (extraccion fuerte); carril 3, proteinas totales (extraccion suave);
carril 4, proteina inmunoprecipitada con anticuerpo anti-GLUT5. La flecha muestra el
tamafio que al que migraria GLUT5 y que se corresponde con la proteina de interés, los
asteriscos indican posibles degradaciones de la proteina.
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las bandas de mayor tamafio observadas en el mismo carril pueden
corresponder a artefactos de la técnica o a una posible agregacion de la
proteina.

Estos resultados parecen contradictorios con aquellos obtenidos
mediante RT-PCR, ya que estos ultimos indican, desde un punto de vista génico,
gue no se trataria de una proteina parecida a GLUT5 humano, sino mas bien de
una proteina implicada en el proceso fotosintético de la planta.

Es asi que para aclarar este punto, se procedié a inmunoprecipitar la
proteina utilizando para ello anticuerpo anti-GLUT5 humano. En el carril 4 del
cuadro A de la Figura 13 se muestra el perfil electroforético de la
inmunoprecipitacion realizada, las puntas de flecha indican la presencia de una
proteina de un tamafo aparente entre 50 y 60 kDa.

La obtencién de una secuencia de aminoacidos deducida a partir de
la secuencia nucleotidica del cDNA obtenido por RT-PCR, permite la posibilidad
de estudiar la homologia de esta proteina deducida con proteinas conocidas a
partir de una base de datos. La figura 14 muestra este estudio, y en el se
observa claramente que dicha proteina deducida posee sobre el 90% de
homologia con Apoproteina A1 de P700 de Fotosistema |, siendo de particular
interés el hecho de que la secuencia deducida corresponde al extremo amino-

terminal de cada proteina con que se compard y que es el mismo grupo de tres
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Figura 14. Comparacién de proteina deducida a partir de cDNA con diferentes
proteinas conocidas. Se muestra la comparacion de la secuencia de la proteina
deducida a partir de la traduccion del fragmento obtenido por RT-PCR con la secuencia
de diferentes proteinas conocidas. En cada set de comparaciones la linea superior
corresponde a la proteina deducida, la inferior a la secuencia a comparar y la central a
la comparacion entre ambas. (1), apoproteina A1l de P700 de fotosistema | proveniente
de Oryza sativa (750 aa.); (2), apoproteina Al de clorofila a P700 de fotosistema | (758
apoproteina A1 de P700 de PSI de Arabidopsis thaliana (750 aa); (4),

aa); (3),

apoproteina A1l de P700 de PSI de Pinus thunbergii (753 aa). En rojo se muestran los

aminoéacidos no correspondientes en cada proteina y en azul se muestran aquellos que

conservan la propiedad.
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aminoacidos (QGR) el que estd modificado en cada proteina y que estos se
encuentran a la misma distancia del extremo amino-terminal.

Sélo en Pinus thunbergii se observa una mayor diferencia respecto
de la proteina deducida, y la principal diferencia presentada entre ambas
proteinas involucra siempre los mismos tres aminoacidos a una distancia igual

del extremo amino-terminal de la proteina a que se compara.



62

5. DISCUSION

Este trabajo aporta mas antecedentes acerca de la composicion
nucleotidica de un fragmento del gen que codifica una proteina presente en
Deschampsia antarctica, que estaria involucrada en la respuesta al estrés frio
gue sufre esta planta en su hébitat natural. Se cree que esta proteina podria ser
un transportador de membrana del tipo facilitativo (Trivifio, 1998) y, por esta
razon, se estudid la homologia existente entre la proteina presente en
Deschampsia antarctica y un transportador facilitativo del ipo GLUT y, en forma
adicional, se busc6 homologia con otras proteinas.

La adaptacion de las plantas a las condiciones del ambiente
involucra la participacion de azucares. En plantas que habitan en regiones frias
australes existiria un mecanismo de adaptacion a las temperaturas bajas
adversas. Plantas que resisten o toleran las temperaturas bajas son capaces de
sobrevivir en estos ambientes frios, debido a que presentan mecanismos de
adaptacion que les permiten tolerar heladas o congelacion de los tejidos.

La crioproteccion otorgada por los azlucares es cuantitativamente
mayor a la otorgada por las proteinas, principalmente debido a la gran cantidad
de azucares presentes en la planta en comparacion con las proteinas.

Entre estos azlcares, se encuentran carbohidratos totales no

estructurales como sacarosa, rafinosa y fructanos, los cuales serian



almacenados en vacuolas de hojas y tallos, pudiendo actuar como
osmoreguladores fijando agua presente en el interior de la célula.

Los fructanos son polimeros solubles de fructosa, consistentes en
una serie de oligo y polisacéaridos no reductores conteniendo cada fructano una
molécula de glucosa movil por cadena, y funcionan como el principal almacenaje
de carbohidratos en el 15% de las plantas que florecen, incluyendo muchos
cultivos economicamente importantes. Los fructanos también juegan un rol en la
osmorregulacion durante sequias y pueden actuar como protectores contra
deshidratacion producida por la sequia o congelamiento. La acumulacion de
estos fructanos ha sido asociada con respuestas de aclimatacion en ciertas
plantas a las bajas temperaturas.

Estudios realizados en nuestro laboratorio por Triviio (1998) y
Weber (2001) indican que existiria un transportador de hexosas, del tipo
facilitativo, asociado a esta respuesta al frio, el cual podria ser GLUT5, ya que se
ha caracterizado una proteina muy similar a este transportador tanto en masa
molecular como en propiedades cinéticas.

Deschampsia antarctica posee una alta tolerancia a la congelacion
en la cual estan involucrados metabolitos crioprotectores tales como proteinas vy,
principalmente, fructanos (Trivifio, 1998; Rosas et al, 1986; Alberdi y Corcuera,
1991). En condiciones extremas de frio esta planta se aclimata aumentando su

cantidad de fructanos, requiriendo precursores de estos polimeros. Los



polimeros de fructano estan constituidos por una molécula de glucosa libre y una
serie de moléculas de fructosa unidas una tras otra. El aumento de estos
polimeros en un estrés frio, mas que sintesis de novo de polimeros, tiene lugar
por extension de los polimeros preexistentes, siendo entonces para esto de vital
importancia el suministro del precursor fructosa (Trivifio, 1998).

El transporte de hexosas a través de las membranas se realiza
mediante dos tipos de transporte, el activo y el facilitado. Valenzuela (1997)
determinG la existencia de una proteina en polen de pino, germinado y sin
germinar, la cual transporta fructosa y presenta semejanzas con GLUT5 humano
en cuanto a constante de afinidad y cinéticas de transporte e inhibicion.

Otros estudios en nuestro laboratorio realizados por Trivifio (1998) y
Weber (2001), indican que existiria una proteina de membrana muy similar a
GLUT5 humano en Deschampsia antarctica, y que podria estar involucrada en el
mecanismo de respuesta al estrés frio.

En atencion a los antecedentes anteriormente expuestos, surgio la
inquietud de determinar la composicion nucleotidica de esta proteina presente en
Deschampsia antarctica, y estudiar el grado de homologia existente con GLUT5
humano, para dilucidar si se trata de la misma proteina.

Es asi que, como se muestra en la Figura 12, se estudio el perfil
electroforético de las proteinas totales de Deschampsia antarctica y se observo

una banda de un tamafio aparente de 50-60 kDa, que es coincidente con los



valores obtenidos por Triviio (1998) y Weber (2001). Ademas, se separo
electroforéticamente la proteina inmunoprecipitada a partir del extracto de
proteinas totales de hoja de Deschampsia antarctica, utilizando un anticuerpo
dirigido al extremo amino-terminal de GLUT5 humano, obteniéndose similares
resultados. Por otro lado, ensayos de Western Blot utilizando el mismo
anticuerpo anti-GLUTS5 humano usado para la inmunoprecipitacion de la proteina
en Deschampsia antarctica, mostraron de igual manera la presencia de una
proteina de un tamafio aparente de 50-60 kDa en extractos de proteinas totales
e inmunoprecipitada de Deschampsia antarctica (Figura 13), lo cual apoya los
resultados obtenidos por Trivifio y Weber, y valida ain mas la hipotesis de que
esta proteina presente en Deschampsia antarctica posee una gran similitud con
GLUTS5 humano.

Ademas, se realizaron estudios del patron de amplificacion en
ambas especies (D. antarctica y humano) utilizando partidores construidos para
amplificar un segmento del extremo 3’ del gen de GLUT5 humano.

En la Figura 5 se muestra el resultado del analisis de PCR utilizando
como templados DNA gendmico de Deschampsia antarcticay DNA gendmico de
placenta humana, observandose que el tamafo de los productos amplificados
difiere entre ambas especies, pues en D. antarctica se obtiene un producto de
2,0 kb y en humano se obtiene un producto de 0,9 - 1,0 kb. Esta diferencia en el

tamafo de los productos amplificados en ambas especies puede atribuirse a la



existencia de uno o mas intrones de mayor tamafio en el gen de la proteina
presente en D. antarctica, 0 a la existencia de un intron adicional, en el gen
GLUT5 humano. A pesar de esta diferencia en el tamafio de los productos
obtenidos en la amplificacion de PCR, existe una similitud en el patron de
migracion de los fragmentos amplificados, pues éstos migran formando
“dobletes” caracteristicos, obtenidos similarmente en otros estudios de nuestro
laboratorio. Esto podria atribuirse a la posible alineacion inespecifica del partidor
antisentido, pues este posee un mayor tamafio (40 MER) y un menor porcentaje
de contenido C+G que el partidor sentido, generando asi un producto de
diferente tamairio.

De igual manera se realiz6 un andlisis de RT-PCR utilizando el RNA
total de D. antarctica y de testiculo humano, utilizando los mismos partidores,
obteniéndose el mismo resultado que se obtuvo para la reaccion de PCR, esto
es, un patron de amplificacion en forma de “doblete” tanto para D. antarctica
como para humano (Figura 6), salvo que esta vez, los productos amplificados
obtenidos fueron del mismo tamafio. Este resultado estaria indicando, en primera
instancia, que se trataria efectivamente de la misma proteina. Ademas, se pudo
determinar cual de los fragmentos obtenidos es el que corresponde realmente a
la amplificacion especifica utilizando los partidores de GLUT5 humano, ya que al
realizar una amplificacion sélo con el partidor antisentido para obtener

fragmentos por alineaciéon inespecifica del mismo, se obtiene una banda menos
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gue al utilizarse ambos partidores (Figura 6, Carril 5), indicando asi que aquel
fragmento que no se obtiene es el que es realmente especifico y corresponde al
cDNA del mensajero de la proteina en estudio.

En conjunto, los resultados obtenidos en los patrones de migracion
de los fragmentos amplificados en reacciones de PCR y RT-PCR, indican que
ambos genes podrian codificar una misma proteina, alun cuando presentan
diferencias que no se reflejan en el tamafio del mensajero, pues los fragmentos
de cDNA amplificados obtenidos en la reaccion de RT-PCR son de similar
tamafo, a diferencia de los obtenidos en la reaccion de PCR que difieren en
tamario.

El tamafio del fragmento especifico amplificado y observado en el
gel de agarosa seria de un tamafo aparente de 300 pb. El analisis de la
secuencia de este fragmento indica que este consta efectivamente de 325 pb,
incluidos ambos partidores usados en la amplificacion (Figura 10). La
comparacion de la secuencia del fragmento obtenido en la base de datos BLAST
con secuencias conocidas, incluido GLUT5 humano, contradictoriamente a lo
obtenido en los resultados anteriormente expuestos, indica que no existiria
homologia alguna con GLUT5 humano, y que mas bien se trataria de un gen
presente en el genoma de cloroplasto, mas especificamente, del que codifica

para apoproteina Al de P700 de fotosistema |, presentando en este caso



homologias por sobre el 75% con especies como Oryza sativa (arroz), maiz,
Arabidopsis thaliana, y Araucaria araucana (Figura 11).

A partir del cDNA obtenido de la amplificacion por RT-PCR de RNA
total de Deschampsia antarctica, se dedujo una secuencia proteica obteniéndose
un péptido de 84 aminoéacidos (Figura 14), y se estudid la homologia de este
péptido comparando su secuencia con la de GLUT5 humano y con secuencias
conocidas de otras proteinas en la base de datos de BLAST con el fin de
observar alguna posible semejanza en el contenido de aminoacidos o en la
estructura de la proteina. Sin embargo, el péptido deducido no presento
homologia alguna con GLUT5 humano y, por el contrario, presentd una
homologia que supera el 90% con el extremo carboxilo terminal de apoproteina
Al de P700 de fotosistema | de especies diferentes tales como Arabidopsis
thaliana, Oryza sativa y Pinus thunbergii (Figura 14).

Cabe sefalar que la masa molecular deducida del tamafio de
apoproteina Al de P700 de fotosistema | de estas especies es de
aproximadamente 75 kDa, lo cual difiere por mucho en la masa molecular de la
proteina inmunodetectada con anticuerpo anti-GLUT5. Esta diferencia en la
masa molecular puede atribuirse al hecho de que en las bases de datos se
informa la secuencia completa de la proteina, y esta puede poseer secuencias
de sefalizacion (localizacion) que luego se pierden al procesarse el precursor en

la proteina madura, tal como es el caso del translocador de glucosa plastidico
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(pGIcT), el cual posee una secuencia sefial en su extremo amino terminal para
su localizacion en la membrana interna del cloroplasto, pudiendo ser este el caso
de nuestra proteina en estudio.

Dado que la secuencia aminoacidica deducida corresponde al cDNA
de so6lo una parte del gen total de D. antarctica, serian necesarios mas estudios
con el fin de averiguar si el resto de la proteina correspondiente a este gen
presenta la misma homologia encontrada en este trabajo para apoproteina Al o
si presenta algun tipo de homologia con GLUT5 humano, y de ser asi, en este
ultimo caso, vendria a explicarse el hecho de que el anticuerpo anti-GLUT5
humano reconozca a esta proteina en los estudios de Western Blot, pues el
control de la inmunodeteccion con anticuerpo preabsorbido dio un resultado
negativo, lo cual corroboraria la especificidad del anticuerpo utilizado.

Estudios anteriores indican que la proteina inmunodetectada con
anticuerpo anti-GLUT5 humano, y que aumenta ante un estrés frio, podria ser
homologa a GLUT5 humano, lo cual era atribuido a un aumento del transportador
en las membranas de los diferentes compartimentos de Deschampsia antarctica
con el objeto de suplir la demanda del precursor fructosa para la sintesis de
fructanos (Trivifio, 1998; Weber, 2001). Estudios realizados en nuestro
laboratorio por Weber (2001), indican que cloroplastos aislados de plantas de
Deschampsia antarctica tratados con anticuerpo anti-GLUT5 humano, mediante

la técnica de inmunocitoquimica, muestran la existencia de una marca
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inmunoreactiva, lo cual evidenciaria la existencia de una proteina reconocida por
anti-GLUTS5 humano, homodloga a la expresada en humanos, y que se
encontraria en la membrana de los cloroplastos, hecho que apoya la idea de que
se trata de una proteina de membrana, tal como fuera sugerido por Trivifio
(1998). Ademas, las marcas inmunoreactivas obtenidas de estos estudios, tanto
en plantas controles (13 °C) como en plantas aclimatadas (4 °C) indican la
existencia de una sobreexpresion de esta proteina homdéloga a GLUTS en los
cloroplastos de las plantas de Deschampsia antarctica sometidas a aclimatacion.

De los resultados del presente trabajo se puede concluir que en
realidad la proteina detectada es apoproteina Al de P700 de fotosistema I, lo
gue en el fondo se traduce en un aumento de la fotosintesis por parte de la
planta, tal vez para suplir la demanda de fructosa, precursor del polimero de
fructano, pues esta proteina se encuentra embebida en la membrana, lo cual es
concordante con los estudios de Weber (2001) anteriormente expuestos,
formando parte del complejo proteico asociado a la clorofila (fotosistema), la cual
al ser estimulada por la luz desencadenaria una serie de reacciones
electroquimicas en la fase luminosa de la fotosintesis, destinadas finalmente a
producir ATP (Figura 15, cuadro A) y poder reductor (Figura 15, cuadro B), los
gue posteriormente son utilizados en la fase oscura, en el Ciclo de Calvin, para
fijar el CO, atmosférico generando finalmente glucosa, la cual puede ser utilizada

en diferentes formas por la célula vegetal, como por ejemplo, la formacién de
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fructosa por isomerizacion para la ulterior elongacion de polimeros de fructano

preexistentes y asi responder al estrés frio que afecta a esta planta.
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Figura 15. Esquemas de las fases de la fotosintesis. Cuadro A, produccion de ATP
en fase luminosa, se muestra la forma en que la planta genera energia en forma de
ATP en la fase luminosa de la fotosintesis. Los fotosistemas se encuentran ubicados en
la membrana tilacoidal del cloroplasto. La flecha roja punteada indica el flujo de
electrones. Cuadro B, produccion de poder reductor en fase luminosa de la fotosintesis,
se muestra un esquema de como se produce poder reductor en forma de NADPH en la
fase luminosa de la fotosintesis de la planta. De particular importancia es el caso del
Fotosistema | en el cual se encuentra involucrado el pigmento P700 el cual absorbe la
energia luminosa del sol iniciando un flujo de electrones que finalmente deriva en la
produccion de NADPH. Las flechas rojas en el esquema indican el flujo de electrones
no ciclico y la flecha azul el flujo de electrones ciclico. (Modificado de Luengo, 2002)
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